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RÉSUMÉ 

L'aluminium est considéré comme le principal facteur limitant de la 
productivité des plantes dans les sols acides. Ces sols représentent 40% des terres 
cultivables du globe. En Amérique du Nord, ils constituent 40,9% des terres 
arables et sont essentiellement répartis sur les territoires canadiens. Face à 
l'augmentation de la population mondiale, il y a un enjeu économique important à 
augmenter la surface des terres cultivables et donc à pallier la phytotoxicité due à 
l'aluminium. 

Le but de cette thèse était d'isoler des gènes de plantes conférant une 
résistance au métal. En effet, certaines plantes présentent une résistance plus ou 
moins élevée face à l'aluminium en sols acides . Des études génétiques ont montré 
que ce phénotype était porté par le génome nucléaire et résultait de l'expression 
d'un à trois gènes selon le genre végétal étudié. Une fois ces gènes isolés, il serait 
donc possible de transférer le caractère de résistance vers des plantes à f01i intérêt 
agronom1que. 

Les travaux réalisés dans cette thèse ont consisté à appliquer deux 
approches de biologie moléculaire pour mettre en évidence des gènes impliqués 
dans la résistance : l'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) et la 
construction de banques d'expression de . protéines via les systèmes 
GeneRacer/Gateway. Ces techniques ont été utilisées pour rechercher des gènes 
de tolérance chez deux types de plantes résistantes : le blé Atlas-66 et le riz 
(naturellement très résistant). 

Un nouveau système de banque d'expression de protéines a été mis au 
point pour permettre de réaliser des banques à partir de petites quantités d'ARNm 
et d'exprimer ces banques dans différents organismes. Aucun gène de résistance 
n'a pu être isolé à partir de ces banques. 

Face au faible rendement de la SSH, de nouveaux procédés de suppression 
PCR ont été élaborés. Ces procédés ont été nommés Suppression PCR par 
Remplissage des Extrémités et Suppression PCR par Ajout d'ARN. Ces 
améliorations techniques ont permis d'augmenter de manière significative la 
qualité des banques SSH obtenues. Un gène surexprimé chez la variété tolérante 
de blé Atlas-66 a été isolé: le gène 49Al. Ce gène confère une résistance modérée 
chez la levure Saccharomyces cerevisiae et présente de fortes homologies avec 
des transporteurs d'oligo-peptide proton dépendants. Son homologue chez le riz 
possède une dizaine d'hélices trans-membranaires et un promoteur avec de 
nombreux éléments de régulation DOFCOREZM impliqués dans le métabolisme 
du carbone. Le gène 49Al pourrait s'avérer être un élément clef de la tolérance à 
l'aluminium chez les plantes par son implication hypothétique dans les 
mécanismes de sécrétion du malate. En effet, ces mécanismes sont considérés par 
certains chercheurs comme un élément pouvant mener à la résistance au métal. 
Son expression chez les plantes pourrait permettre d'obtenir des plantes 
génétiquement modifiées tolérantes au métal. 

Aluminium - Métaux lourds - Tolérance - Blé - Riz 



- ----------------

INTRODUCTION 

Des études écologiques réalisées en 1995 ont permi s d'estimer que la 

production agricole mondiale devrait augmenter de 40% d'ici l'an 2020 pour être en 

mesure de répondre au besoin a limentaire des populations du globe (Gruhn et al. , 

1995). Or ces perspectives d'avenir se heurtent au fait que la surface des terres 

cultivables est limitée. De plus, 40% des terres arables du globe sont des sols acides, 

des sols impropres à l'agriculture (Foy et al. , 1978). Des études physiologiques ont 

démontré que la faible productivité agricole des sols acides était liée à la 

phytotoxicité de l'aluminium, un métal qui constitue près de 7,5% de la lithosphère 

(Foy et al., 1978 ; Haug, 1984). Dans les so ls dits acides, où l'unité de pH est 

inférieure à 5, l'aluminium est alors présent sous des formes toxiques pour les plantes. 

Afin de pallier la phytotoxicité due à l'aluminium, beaucoup de stratégies ont 

été envisagées. La première a consisté en l'épandage de chaux sur les sols acides dans 

le but d'en élever le pH. Cependant, cette stratégie étant fort coûteuse, les agronomes 

se sont alors tournés vers la sélection génétique de genres et de variétés de plantes 

tolérant la présence du métal. De telles sé lections phénotypiques sont limitées à la 

diversité génétique naturelle. E lles ne peuvent pas être appliquées à tous les genres de 

plantes notamment aux plantes d'intérêts agronomiques qui sont choisies avant tout 

pour leurs caractères qualitati f et quantitatif. Grâce aux progrès des biotechnologies, 

la possibilité de transférer des caractères de tolérance d'une plante résistante vers une 

plante sensible ouvrait de nouveaux horizons aux sci entifiques et agronomes. Dans ce 

but, il était nécessaire de déterminer la nature du support génétique responsable de la 

rés istance à l'aluminium pour pouvoir améliorer génétiquement les variétés d'intérêt 

agronom1que. 
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La tolérance observée chez la vari été de blé tolérante Atlas-66 est un caractère 

multigénique héréditaire dominant porté par le génome nucléaire (Berzonsky, 1992). 

Afin de transférer génétiquement les caractères de résistance, il est donc nécessaire 

d'i soler les gènes responsables de cette tolérance. De nombreuses études ont été 

réalisées afin de déterminer la nature de ces gènes, leurs localisations 

chromosomiques et les mécanismes impliqués. Cependant, jusqu'à ces dernières 

années, aucun gène conduisant à une tolérance à l'aluminium n'avai t été identifié chez 

les plantes. Tout dernièrement, un gène accordant une grande to lérance à l'aluminium 

fût isolé à partir du blé (Sasaki et al. , 2004 ; Delhaize et al. , 2004). Cependant, bien 

que ce gène soit important pour la rés istance au méta l, il ne semble pas être le gène 

majeur de la réponse induite de résistance face à la présence d'aluminium (Hoekenga 

et al., 2006). En somme, les mécanismes de to lérance à l'aluminium chez les plantes 

restent encore à ce jour méconnus. 

L'objecti f principal de cette thèse était d'i soler des gènes impliqués dans les 

mécanismes de to lérance à l'aluminium chez la vari été tolérante de blé Atlas-66 et le 

riz, une plante très to lérante au métal. Différentes hypothèses pouvaient être fa ites 

quant à la nature des gènes responsables de la to lérance à l'a luminium : (i) ces gènes 

sont uniquement présents chez les plantes to lérantes, (ii) ces gènes sont présents chez 

toutes les variétés mais régu lés de façon di fférente, (iii) les gènes responsables de la 

tolérance codent pour des isoformes des protéines des variétés sensibles, ces 

isoformes de protéines confèreraient la rés istance à l'aluminium. Les travaux décri ts 

dans cette thèse avaient pour but de tester ces différentes hypothèses à l'aide de deux 

approches de biologie moléculaire : d'une part l'Hybridation Suppress ive Soustractive 

pour les hypothèses (i) et (ii) et d'autre part l'express ion de banque de protéines pour 

l'hypothèse (iii) . 

La majeure partie des travaux de cette thèse a consisté à appliquer la 

technique SSH (Diatchenko et al. , 1996) entre les ARN messagers d'une variété 
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to lérante de blé (Atlas-66) et ceux d'une variété sensible (Fundy) exposées à des 

concentrations d'a luminium condui sant à des inhibitions de croissance racinaire 

simila ires. À de te lles concentrations de méta l, les deux variétés utili sées sont dans 

des é tats de stress très similaires : leurs croissances racinaires sont inhibées de 

mani ère identique et les gènes de stress sont surexprimés à des niveaux comparables 

(Hamel et al. , 1998). Les premières banques SSH réalisées ne donnant pas des 

résultats sati sfa isants, la technique SSH standard a alors été modifiée pour en 

augmenter l'effi cacité. Grâce à ces modificati ons, un gène induit par l'aluminium et 

sur-exprimé chez les variétés to lé rantes de blé a été iso lé. De plus, le gain d 'effi cacité 

des améliorations apportées à la SSH a été validé par la compara ison des PCR entre le 

protocole standard SSH et les protocoles modifi és. 

Une autre part ie des travaux de thèse a consisté à mettre en place de nouvelles 

stratégies de banque d'express ion de protéines chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae. Ces banques devaient permettre d'i so ler les isoformes de gènes du blé 

Atlas-66 et du riz conférant la to lérance à l'a luminium. Grâce au système de 

recombinaisons Gateway (INVITROGEN), ces banques sont directement 

transmi ss ibles chez Arabidopsis thaliana pour des études futures à g rande échelle 

chez cette plante. M alheureusement, à ce j our, les premières banques d'express ion de 

protéines réa lisées chez Saccharomyces cerevisiae n'ont pas pennis d'i so ler des 

isoformes de tolérance. 



CHAPITRE I 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1. M ÉCAN ISM ES MOLÉCU LAIRES DE L'HOM ÉOST AS IE ET DE LA TOLÉRANCE AUX 

MÉTAUX LOURDS C HEZ LES PLANTES 

Tous les métaux présents dans les so ls peuvent être classés dans deux grandes 

catégories de mi cronutriments : les métaux essentiels pour les plantes et les métaux 

non-essentiels ou toxiques. Dans les métaux considérés comme essentiels, on 

retrouve principalement le fer, le cuivre, le nickel et le zinc. Par exemple, le zinc est 

souvent retrouvé comme co-facteur de plusieurs enzymes (Clarke and Berg, 1998) 

alors que le cuivre et le fer sont plutôt impliqués dans des réactions de transfert 

d'électrons. La croissance et le développement nonnaux des plantes sont alors assurés 

par des mécani smes qui maintiennent des concentrations internes en métaux 

essentiels entre des niveaux de déficience et de toxicité. Dans les métaux considérés 

comme non-essentiels, on retrouve principalement le cadmium, le plomb, le mercure, 

le cobalt et l'aluminium. Ces métaux sont présents à des taux toxiques dans des sols 

naturels ou des sols ayant été contaminés par l'activité humaine. Ils n'interfèrent pas 

dans la croissance et le développement des plantes tant qu' ils restent à des 

concentrations en dessous de leurs seuils de toxicité. Le potenti el toxique de ces 

métaux lourds est dû à leur grande réactivité avec les atomes de souffre et d'azote 

(cadmium, pl omb, mercure) voir d'oxygène (a luminium) (Rauser, 1999). Les 
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mécanismes mis en place par les plantes pour maintenir les concentrations en métaux 

lourds entre déficience et/ou toxicité sont principalement des mécanismes qui 

touchent le transport, la chélation et la séquestration (Clemens 2001, Figure 1.1). La 

régulation de ces mécanismes assure une bonne distribution des ions métalliques au 

niveau cellulaire et de la plante entière. Elle implique des absorptions, des 

déplacements, des accumulations voir des détoxification des molécules métalliques. 

• • 1/aeuole • Sequesltation 

C)tosok • • • • Golo! Pral oins 

• • 
J, 

T ratroeking • Plastlcll • 

• • • • 
• • • • 

tramponcr~ (!] IDl thdators ( W * ) 
mrtal ioru ( • • ) chApcroncs ( - J, ) 

Figure 1.1 : Schéma hypothétique simplifié de l'homéostasie cellulaire des 
métaux chez les plantes. 
Après l'absorption grâce à des transporteurs, les ions métalliques sont pris en charge 
par des molécules chélatrices ou chaperonnes. Les é léments chélateurs maintiennent 
des concentrations cytosoliques stables alors que les é léments chaperons sont 
impliqués dans la circulation des métaux. Les ions métalliques essentiels sont alors 
spécifiquement délivrés à des protéines cytosoliques ou des organelles où ils sont 
requis . L'absorption dans les organelles implique des pompes qui interagissent 
directement avec des chaperonnes. La circulation à l'intérieur de l'organelle est alors 
assurée par de nouvelles molécules chaperonnes. La détoxification et le stockage 
impliquent pour leur part une séquestration des ions métalliques dans la vacuole v ia 
des transporteurs et des complexes avec des molécules chélatrices. 
(d'après C lemens, 200 1 ). 
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Les mécanismes d'homéostasie et de tolérance sont généralement ubiquitaires 

à tous les genres botaniques. Cependant, certaines espèces ou génotypes de plantes 

peuvent montrer des comportements atypiques en poussant sur des sols normalement 

toxiques pour la plupart des végétaux. Les scientifiques qualifient ce phénomène 

d'hypertolérance et il est spécifique de certains genres de plantes pour certains types 

de métaux uniquement (Schat and Vooijs, 1997) . Certaines plantes hypertolérantes 

peuvent aussi se révéler être des hyperaccumulateurs. Environ 400 différentes espèces 

végéta les ont été c lassées comme hyperaccumulateurs (Baker and Brooks, 1989) . Il 

s'agit de plantes pouvant accumuler plus de 0,1% de leur poids sec en éléments 

comme le nickel, le cobalt ou le plomb, plus de l% pour le zinc ou 0 ,001 % pour le 

cadmium. Ce phénotype d'hyperaccumulation est la base de la phytoremédiation, 

c'est-à-dire l'utilisation d'hyperaccumulateur pour nettoyer les sols contaminés par des 

métaux lourds (Chaney et al., 1997). 

1.1 .1. L'ABSORPTION DES ION S MÉTALLIQUES 

Par des expériences de complémentations de mutants de Saccharomyces 

cerevisiae, des ADNe codant pour des transporteurs de micronutriments métalliques 

ont été identifiés (Figure 1.2). COPTJ est un gène d'Arabidopsis thaliana 

complémentant le mutant ctr 1-3 de Saccharomyces cerevisiae déficient dans 

l'absorption de cuivre. Il est suspecté d'être un transporteur du cuivre même si aucun 

ARNm de ce gène n'est détecté dans les racines des plantes (Kampfenkel et al., 

1995). Pour le fer, les gènes JRTJ , AtNrampl, AtNramp2, AtNramp3, AtNramp4 et 

AtNramp5 (Natural resistance associated macrophage proteins) d'Arabidopsis sont 

capables de complémenter les mutantsfetJ fet4 de Saccharomyces cerevisiae (Eide et 

al., 1996 ; Curie et al., 2000 ; Thomine et al., 2000). Le transporteur JRTJ est 

capab le de transporter le manganèse et le zinc (Korshunova et al., 1999). Un autre 

exemple sont les gènes d'Arabidopsis ZJP 1, ZJP2, ZJP3, ZIP4, et le gène ZNTJ de 
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Thlaspi caerulescens capables de complémenter les mutants défi cients en zinc zrtl et 

zrt2 de la levure (Grotz et al., 1998 ; Guerinot et Eide 1999 ; Pence et al. , 2000). 

A l'inverse des métaux essentiels pour les plantes, aucune fonction biologique 

n'a été mi se en évidence pour les métaux toxiques tels que le plomb, le mercure, le 

cobalt ou l'aluminium à l'exception du cadmium pour le genre de diatomée 

Thalassiosira weissjlogii. Dans ce rare cas, des chercheurs ont mi s en évidence 

l'utilisation du cadmium pour remplacer le zinc lors de l'acquisition du co2 dans des 

milieux pauvres en zinc (Lane et Morel, 2000). Leurs travaux ont relaté l'existence 

d'une anhydrase carbonique cadmium spécifique pouvant remplacer l'anhydrase 

carbonique zinc spécifique endogène TWCA l lors de croissance dans des milieux 

pauvres en zinc. À l'exception du rare cas de Thalassiosira weissjlogii, il est 

généralement admi s qu 'il n'existe aucun transporteur spécifique des métaux lourds 

chez les plantes (Clemens 2001) et que l'absorption de ces éléments toxiques se fasse 

par des transporteurs normalement dédiés à d'autres métaux. Un exempl e bi en 

documenté est celui de l'absorption aspécifi que d'ions métalliques lors d'une 

déficience en fer (Cohen et al. , 1998). 
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IRT1 COPT1 AINrimp1/314 LCT1 

Figure 1.2 : Transporteurs de métaux identifiés chez les plantes. 
Les différents transporteurs de diverses plantes sont représentés avec leurs substrats 
respectifs. La localisation précise reste hypothétique pour certaines protéines. HMTI 
est un ABC transporteur retrouvé chez Schizosaccharomyces pombe. 
(d'après Clemens 2001) . 

D'une façon assez simi la ire, de nombreux travaux ont aussi mis en évidence le 

transport de cadmium par les transporteurs IRTJ , ZNTJ et AtNramp3 normalement 

dédiés à des métaux essentie ls (Figure 1.2 ; Korshunova et al., 1999 ; Pence et al., 

2000 ; Thomine et al. , 2000). La présence d'ions toxiques dans l'environnement des 

plantes implique donc des mécanismes permettant de neutraliser de telles molécules 

avant ou après leur entrée dans les cellules végéta les. 
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1.1.2. LA SÉQUESTRATION DES ION S MÉTALLIQU ES : MÉCANISME DE LA TOLÉRANCE AU 

ZrNC ET CADM IUM 

1.1.2.1 Les molécules chaperonnes et de transport 

L'exemple le plus détaillé du transport d'ions métalliques est celui du cuivre 

chez Saccharomyces cerevisiae, l'homme et Arabidopsis. Chez la levure, plusieurs 

protéines chaperonnes du cuivre ont été isolées. Par exemple, yCCS est une protéine 

chaperonne essentielle pour le transfert de cuivre à la superoxyde dismutase SOD 1 

(Culotta et al., 1997) alors que COX17 délivre du cuivre au complexe du cytochrome 

c (Glerum et al., 1996) . La proté ine ATX1 quant à elle permet le transfert de cuivre 

dans les vésicules post-Golgi via une pompe A TP dépendante nommée CCC2 (Fu et 

al., 1995 ; Pufalh et al., 1997). Des homologues à ATX1 ont été retrouvés chez 

l'homme (Klomp et al., 1997) et Arabidopsis (Himelblau et al., 1998). Chez cette 

même plante, un autre gène impliqué dans le transport du cuivre a été isolé : RANI 

(Hirayama et al., 1999 ; Woeste et Kieber, 2000). Ce gène est capable de restaurer 

la mutation ccc21'1 chez Saccharomyces cerevisiae. L'identification des protéines 

RAN 1 et de l'homologue à A TX 1 fait ainsi suggérer aux scientifiques que le réseau 

de circulation de l'ion cuivre chez les cellules de plantes serait similaire à celui 

retrouvé chez l'homme et la levure (Himelblau et Amasino, 2000 ; Woeste et 

Kieber, 2000). En somme, les molécules chaperonnes sont importantes pour le 

transport des ions métalliques vers les organelles de la cellule végétale mais ils ne 

constituent pas un mécanisme de tolérance en tant que tel. 
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éléments clefs de la séquestration 

A l'approche des organelles, les ions méta lliques sont alors pris en charge par 

de nouveaux types de transpo1teurs. Chez Arabidopsis, de nombreuses séquences 

MRPs (multi-drug resistance-associated protein) ont été isolées (Lu et al., 1997 ; Lu 

et al. , 1998 ; Tommasini et al. 1998). Ces AtMRP sont considérés comme étant les 

médiateurs du transport à travers la membrane vacuol aire, le tonoplaste, de complexe 

phytochélatine-cadmiurn (Rea et al., 1998). Un autre type de transporteurs d'ions 

méta lliques a été identifié : il s'agit des facilitateurs de la diffusion de cations (Cat ion 

Diffusion Facilitator ou CDF). Le premier gène CDF isolé chez les plantes fût le gène 

CAX2 d'Arabidopsis. Ce gène est considéré comme étant un antiport proton/métaux 

lourds (Hirschi et al. , 1996). Un second gène CDF a été caractéri sé quelques années 

après. Il s'agit du gène ZAT d'Arabidopsis (van der Zaal et al., 1999) . Il coderait pour 

un transporteur au zinc au niveau du tonoplaste. 

Une fois les molécules méta lliques rentrées dans la vacuole ou l'appareil de 

Go lgi, de nouvelles molécules chélatrices entrent en j eu afin de complexer les ions à 

l'intéri eur de l'organelle et ainsi contrô ler leur concentration cytosolique. Pour 

l'instant, la nature exacte de ces molécules n'a pas été identifiée mais il s'agirait de 

phytochélatine (Clemens, 2001). Cependant, les sc ientifiques s'accordent à dire que 

la séquestration vacuolaire par l'intennédiaire de transporteurs spécifi ques est un 

mécani sme de détoxification du cadmium ou d 'un excès de zinc. 
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1.1.3. L A CHÉLAT ION DES IONS MÉTALLIQUES MÉCAN ISME DE LA TO LÉRANCE AU 

CU IVRE, AU NICKEL ET À L'ALUMINI UM 

Des travaux publi és en 1999 ont démontré qu'il n'y aurait qu'un seul ion 

métallique de cuivre libre par ce llule de levure (Rae et al., 1999). Ceci suggère une 

grande efficacité des mécanismes chélatant les ions métalliques. On di stingue quatre 

grands types de molécules chélatrices d'ions métalliques chez les plantes : les 

phytochélatines, les métallothioneines, les ac ides organiques et les ac ides aminés. 

1.1.3 .1 Les phytochélatines et métallothioneines : molécules de détoxification 

Comme il a été précisé précédemment, les phytochélatines seraient 

importantes dans la séquestration du cadmium et du zinc au ni veau de la vacuole. 

Cependant, les phytochélatines peuvent auss i compl exer d'autres métaux comme 

l'argent, le cuivre (Maitani et al., 1996) et l'arsenic (Schmoger et al. , 2000). Les 

phytochélatines (PC) sont des petits peptides capables de lier les métaux et présentant 

w1e structure générale (y-Glu-Cys)n-Gly, (y-Glu-Cys)n-Ser, (y-G lu-Cys)11 -,B-Ala, (y­

Glu-Cys)n-Glu, ou encore (y-Glu-Cys)n (n=2-11 ) (Kondo et al., 1984 ; Grill et al. , 

1985 ; Jackson et al. , 1987 ; Rauser, 1995 ; Rauser, 1999). Les phytochélatines 

sont synthétisées à partir de glutathion par une PC synthétase dans les quelques 

mjnutes suivant une exposition à des molécules métalliques (Grill et al. , 1989). Deux 

gènes de PC synthètase ont été isolés : un chez Arabidopsis AtPCSJ (Ha et al. , 1999), 

et un autre chez le blé TaPCSJ (Vatamaniuk et al. , 1999 ; Clemens et al., 1999). La 

surexpress ion de ces gènes dans la levure confère une to lérance au cadmium, au 

mercure et à l'arsenic (Vatamaniuk et al. , 1999). Cependant, la sensibilité au zinc, 

nickel et cuivre n'est pas diminuée. Cette constatation laisse les scientifiques penser 

que les phytochélatines sont importantes pour la détoxification des métaux mais 

qu'elles ne constituent pas la base des tolérances métaux-spécifiques observées chez 

les plantes. 
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Les métallothioneines (MT) constituent w1e autre famille de protéines pouvant 

chélater les ions métalliques. Plus d'une cinquantaine de métallothioneines ont été 

identifiées chez différentes plantes (Rauser, 1999). Plusieurs classes de ces protéines 

existent selon le réarrangement de cystéines des motifs MT : type 1, exclusivement 

Cys-X-Cys ; type 2, combinaison de Cys-X-Cys, Cys-Cys, et Cys-X-X-Cys. Certains 

chercheurs ont posé l'hypothèse que la différence des motifs de cystéines pourrait 

suivre la spécificité du métal lié (Robinson et al., 1993). Chez Arabidopsis, de 

nombreux gènes de métallothioneines ont été identifiés dont notamment les gènes 

MTJ et MT2 (Murphy et al., 1997). Ces deux gènes sont capables de supprimer 

l'hypersensibilité au cuivre des mutants cupl t.. de levure (Zhou et Goldsbrough, 

1994). Ils sont aussi capables d'augmenter la tolérance au cadmium (Zimeri et al., 

2005). Enfin, le gène MT2 diminue la sensibilité au zinc du mutant MtsmtA de 

Synechococcus (Robinson et al., 1996). En somme, les métallothioneines ont divers 

rôles dans l'homéostasie des métaux : détoxification (essentiellement du cuivre), 

maintien de la concentration cytosolique (zinc) . Cependant, les fonctions de ces 

protéines restent énigmatiques (Palmiter, 1998) et ne semblent pas être liées au 

phénomène d'hypertolérance à l'exception du cuivre chez Arabidopsis (Murphy et 

Taiz, 1995). 

1.1.3 .2 Histidines et acides organiques : molécules responsables de la tolérance au 

nickel et à l'aluminium 

La comparaison de 2 genres de brassicacées Alyssum, une nickel­

hyperaccumulatrice, Alyssum lesbiacum, l'autre non-accumulatrice Alyssum 

montanum a montré l'imp01tance de l'acide aminé histidine dans le mécanisme de 

tolérance au nickel (Kramer et al., 1996). L'observation principale fût la présence de 

métal dans les apex végétatifs mais aucune dans les apex racinaires chez Alyssum 

lesbiacum suggérant un transport du métal des racines vers les appareils aériens chez 
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le genre hyperaccumulateur. Une augmentation du taux d'histidine dans les vaisseaux 

du xylème fût aussi observée uniquement pour le geme hyperaccwnulateur. Les 

chercheurs ont alors réussi à démontrer la fixation de zinc sur l'acide aminé hi stidine 

par des études aux rayons X. L'hi stidine serait donc un ac ide aminé capable de 

chélater le zinc de façon spécifique et permettrait une hyperaccumulation de ce métal. 

Cependant, il semb lerait que ce mécanisme soit spécifique du geme Alyssum car il ne 

fût pas retrouvé chez la plante Thlaspi goesingense (Persans et al., 1999). 

La très grande réactivité des ions métalliques avec les atomes de souffre, 

d'azote et d'oxygène place les acides carboxyliques comme des ligands potentiels des 

métaux. Citrate, malate et oxalate sont impliqués dans différents mécanismes comme 

le transport et la séquestration vacuolaire des métaux (Rauser, 1999). Cependant, la 

seule tolérance qui leur est associée à ce jour est celle à l'aluminium (Delhaize et 

Ryan, 1995). Des chercheurs ont en effet démontré que la sécrétion d'acides 

organiques au niveau des apex racinaires permet une chélation du métal aluminium à 

l'extérieur de l'organisme. L'aspect de la toxicité et de la tolérance à l'aluminium chez 

les plantes sera détaillé dans les prochains paragraphes. 

1.2. LA PHYTOTOXICITÉ DE L'ALUMINIUM 

Les mécanismes biologiques conduisant à l'effet toxique de l'aluminium chez 

les plantes sont encore méconnus et controversés. La difficulté de compréhension 

repose surtout sur le problème de normalisation des résultats entre les différents types 

de plantes étudiées et sur les conditions d'expositions au métal utili sées décrites dans 

la littérature. Cependant, différents aspects de la phytotoxicité à l'aluminiw11 ont été 

mis en évidence et validés par un grand nombre de chercheurs : l'apex racinaire 

constituerait la cible initiale des formes toxiques du métal. Le métal entrerait en des 

temps très courts dans les cel lules et il pourrait agir sur diverses cibles intra-
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cellulaires conduisant à terme à la mort de la plante s'il est présent à de fortes 

concentrations. 

1.2. 1. L ES SO LS ACID ES : LI EUX NATURELS DE LA TOX ICITÉ À L'ALUM IN IUM 

L'aluminium est l'un des métaux les plus abondants de la croûte terrestre. 

Dans les sols ac ides, la toxicité due à l'aluminium est considérée comme le facteur 

limitant de la productivité des plantes (Foy et al., 1978). En effet, à pH acide, le métal 

est alors présent sous des fo rmes ioniques toxiques absorbables par les plantes. La 

phytotoxicité de l'aluminium se traduit en général par w1e chlorose foliaire, de petites 

feuill es, une croissance végétative ralenti e, une floraison réduite, un brunissement des 

racines et une inhibition de la croissance racinaire (Foy et al., 1978 ; Taylor, 1988). 

Environ 40% des terres arables du globe sont ac ides (Foy et al. , 1978). En 1995, Von 

Uexküll et Mutert ont affirmé que 40,9% des terres arables du continent Nord 

américain étaient des sols ac ides principalement réparti s sur les territoires canadiens 

(Figure 1.3). 



Figure 1.3 : Répartition des sols acides à travers le monde. 
(d'après Von Uexküll et Mutert, 1995) 
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En fait, l'aluminium constitue près de 7,5% de la lithosphère (Haug, 1984). 

Dans un sol à pH neutre, il est retrouvé sous des formes complexées non toxiques 

pour les plantes : aluminosilicates (Ab05Si), oxydes d'aluminium (Ab03), gibbsites 

(Al(OH)3) , lié à des minéraux ou à des composés organiques insolubles. Ce n'est que 

lors de l'acidification de ces sols (pH<5) que ces complexes sont dissociés , libérant la 

fonne phytotoxique Al(H20)6
3
+ (Al3+ par convention) (Delhaize et Ryan, 1995) . 
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1.2.2 . L'APEX RAC!NAIRE: CIBLE INITIALE DE L'ALUM!N fUM 

Le premier effet physiologique observable dû à la présence de formes 

d'aluminium phytotoxiques est l'inhibition de la croissance racinaire (Taylor, 1988). 

Elle est toujours accompagnée d'un enflement et d'un brunissement des apex 

racinaires (Figure 1.4), de la disparition du muci lage et d'une augmentation de la 

vacuolisation des cellules épidermiques et corticales (Foy et al., 1978 ; Delhaize et 

Ryan, 1995). 

A B 

Figure 1.4 : Effet de l'aluminium sur la croissance des racines et sur la structure 
des apex racinaires. 
Des plantules de deux lignées iso-géniques de blé, l'une tolérante, l'autre sensible, ont 
été mises à germer dans une solution contenant 5 11-M d'AlCh et 200 11-M de CaCb à 
pH4,3 pendant 4 jours. 
En A : photographie d'une plantule tolérante à gauche et d'une plantule sensible au 
méta l à droite. 
En B : photographie des apex racinaires d'une plantule tolérante à gauche et d'une 
plantule sensible au métal à droite. 
(d'après Delhaize et Ryan, 1995) . 
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Des chercheurs ont observé en 1995 que l'inhibition de croissance des racines 

de variétés sensibles de maïs (Zea mays L.) intervenait dès les 30 premières minutes 

d'exposition à l'alununium suggérant une réponse rapide de la plante à la présence du 

métal (Llugany et al., 1995). 

D'autres équipes ont démontré que seule une exposition à l'aluminium 

localisée au niveau des 3 premiers millimètres des pointes de racines de maïs 

provoque une inhibition de la croissance racinaire (Ryan et al., 1993). Quand le 

métal est app liqué sélectivement à des régions des racines autres que l'apex, la 

croissance n'est pas affectée. Ces 3 premiers millimètres recouvrent le méristème 

(MZ) et la zone de transition (TZ) (Figure 1.5) . 

10 

t 
Zone d 'Elongation 

(EZ) 6 

Zone de Transition 
(TZ) 

Zone Méristématique 
(MZ) 

Coiffe 

Figure 1.5: Les différentes régions de l'apex racinaire de maïs (Zea mays L. cv 
Lixis) 
(d'après Sivaguru et Horst, 1998). 
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Des études plus approfondies réalisées par la suite ont mis en évidence que la 

partie distale de la zone de transition (DTZ) serait la cible initiale de l'aluminium 

(Sivaguru et Horst, 1998) . Cette zone de transition est caractérisée par une 

différenciation des cellules. En effet, les cellules de la zone de transition passent d'un 

mode mitotique vers une phase préparatoire à une élongation rapide (Baluska et al., 

1996) . Pour des temps d'exposition relativement courts (1 heure), les scientifiques ont 

observé une altération des microtubules du cytosquelette ainsi qu'une augmentation 

des espaces intercellulaires chez les cellules de l'épiderme et du cortex externe de la 

zone distale (DTZ). Lorsque le temps d'exposition est augmenté (6 heures) , les 

microtubules présentent une altération plus prononcée alors que les cellules de la 

zone d'élongation (EZ) et de la coiffe ne présentent pas d'altération. De plus, des 

dépôts de callose apparaissent fortement dans la DTZ et de façon beaucoup moindre 

dans la EZ et la coiffe, les autres types cellulaires ne présentant aucun dépôt 

(Sivaguru et Horst, 1999). Toutes ces modifications confirment l'idée que la DTZ 

constitue la cible initiale du métal. De plus, il est connu que le cycle mitotique des 

racines est d'une durée de 18 à 24 heures et ne contribue donc qu'à 1 à 2 % de 

l'allongement des radicules. Ainsi, l'inhibition rapide de la croissance racinaire suite à 

une exposition à l'aluminium serait due à une inhibition de l'élongation des cellules 

plutôt qu'à un anêt de la division cellulaire confirmant là encore la DTZ comme une 

cible initiale de la phytotoxicité de l'aluminium. 

Consécutivement à ces découvertes, Kollmeier et al. (2000) ont repris les 

travaux de Hasenstein et Evans (1988) démontrant l'inhibition du transport basipétal 

de l'auxine par l'aluminium. Ils ont découvert qu'un apport d'auxine exogène dans la 

EZ permettait d'augmenter significativement la croissance racinaire chez le maïs 

sensible Lixis et le tolérant ATP-Y dont la DTZ était exposée au métal. Il y aurait une 

étroite relation entre l'inhibition de croissance des racines due à l'exposition de la 

DTZ à l'aluminium et l'arrêt du transport de l'auxine du méristème vers la EZ. De 

plus, dans les mêmes conditions d'exposition de la DTZ à l'aluminium, ils ont observé 

qu'un apport d'auxine exogène dans le méristème apical permettait de pallier 
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l'inhibition de croissance racina ire mais uniquement chez la variété tolérante A TP-Y 

par le biais d'une augmentation du taux d'auxine transportée vers la EZ. Les auteurs 

en conclurent que la DTZ est bien la cible initiale de l'aluminium mais aussi qu'elle 

constitue le site où s'expriment les différences génotypiques des plantes dans leur 

tolérance au métal (Kollmeier et al. , 2000). 

1.2.3. LOCALISATION CELLULAIRE DE L'ALUMINIUM 

Des études ont montré que l'aluminium entrait en des temps très courts (30 

minutes) dans les cellu les des racines de soja (Lazof et al., 1994). D'autres chercheurs 

ont confirmé la présence du métal au bout de ce même laps de temps dans les noyaux 

de méristème racinai re du soja sensible Young (Silva et al. , 2000). Ce temps 

correspond aussi à l'arrêt de croissance des racines de maïs sensibles exposés au 

métal (Llugany et al., 1995). 

D'autres travaux ont démontré qu'après 4 heures d'exposition du maïs tolérant 

C 125 M, l'aluminium était retrouvé au niveau de la paroi des cellules des racines et 

au niveau des vacuoles des cellules du cortex interne racinaire (Vasquez et al., 1999). 

L'aluminium entre donc très rapidement dans les cellules des racines et se retrouve 

présent au niveau de leurs noyaux et de leurs différentes structures cellulaires. 

1.2.4. DÉRÉGU LATION DU POTENTIEL MEMBRANAIRE 

La membrane plasmique est depuis longtemps soupçonnée d'être un des sites 

d 'action de l'aluminium (Kochian, 1995). 

Chez le blé et la betterave à sucre (Beta vulgaris), des équipes de chercheurs 

ont mis en évidence une hyperpolarisation de la membrane plasmique des cellules des 

racines suite à des expositions à l'alumjnium (Lindberg et al., 1991 ; Kinraide, 
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1993 ; Lindberg et Strid, 1997). Ce changement de potentie l de m embrane sera it li é 

à une diminution de la concentration cytosolique en potassium (Gassmann et 

Schroeder, 1994) et de l'augm entation de la concentration cytosol ique en proton 

(diminutio n du pH intracellulaire). Il ne serait pas lié aux changements de 

l' homéostasie calcique (Lindberg et Strid, 1997). 

Epstein et collaborateurs (1963) ont été les premiers à mettre en évidence 

l'existence de deux mécanismes de transport du potass ium. Un premier mécani sme 

utili se des transporteurs à fa ibl e affinité (Km de 14 à 40 11M) . U n second mécanisme 

utili se des transporteurs de haute affinité (Km de 4 à 16 11M). De ces deux systèmes, 

d'autres auteurs ont prouvé que le système mis en j eu dans l'élabo ration du potentie l 

de membrane est ce lui utili sant les transpo1teurs à fa ible affinité et que ce système est 

sensibl e à l'a lumjnium (Gassmann et Schroeder, 1994). Des études suppl émenta ires 

ont montré que ces canaux transporteraient le potass ium en symport avec des protons 

et qu'il s seraient sensibles au pH (Schachtman et Schroeder, 1994). 

Des équipes j aponaises ont aussi observé une forte inhibition de l'influx net de 

potass ium, une réduction de l'efflu x de proton et une dépo lari sation de la membrane 

plasmique chez les racines d'une variété sensible de blé exposée au méta l à un pH de 

4,5 (Miyasaka et al. , 1989). Ces changements n'étaient pas observés chez une variété 

tolérante. Toutefois, ces résultats sont remi s en cause par les travaux d'autres équipes 

de scientifiques qui n'observèrent aucune de ces di ffé rences entre les variétés de blé 

tolérante et sensible (Lindberg et Strid, 1997). En fa it, leurs travaux mettent 

seulement en re lief l'incapacité de la variété sensible qu'ils utilisaient à retrouver 

rapidement un potentiel de membrane optimum par rapport à la variété to lérante 

lorsqu'il s exposaient ces plantes à 50 ).lM d 'alum inium. En somme, le potenti el 

membranaire est bien affecté par l'aluminium lo rs d'exposition à pH acide mais la 

membrane plasrruque ne semble pas être le lieu où s'exprime les di fférences 

phénotypiques de to lérance. 
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1.2.5. L ES VO IES DE S IGN ALI SATI ON 

L'aluminium peut rompre l'homéostasie du calcium intracellulaire. Lors 

d'exposition au métal, une augmentation de la concentration calcique cytosolique a 

été observée chez deux variétés sensible et tolérante de blé et chez Arabidopsis 

thaliana (Lindberg et Strid, 1997 ; Jones et al., 1998a) alors qu'une diminution était 

constatée chez le tabac (Nicotiana tabacum L.) (Jones et al., 1998b ). Cependant, la 

rupture de l'homéostas ie du calciwn ne peut être corrélée à l'inhibiti on de croi ssance 

des racines. En effet, il a été observé chez le blé sensible Scout-66 que l'aluminiwn à 

de fa ibles concentrations peut inhiber la croissance rac inaire sans affecter la prise de 

calcium (Ryan et aL , 1994). De plus, Huang et al. (1996) ont montré qu'à des fortes 

concentrations, l'aluminiwn pouvait inhiber de façon identique les canaux calciques 

vo ltages dépendant membranaires des variétés sensibles (Scout-66) et tolérantes 

(Atlas-66) de blé. Ainsi, les changements de concentrations du calcium intracellulaire 

seraient une réponse tardive aux phénomènes généraux de stress subis par les plantes 

(Jones et al., 1998a) et ne présenteraient aucune corrélation avec les mécani smes de 

tolérance. 

Une autre voie de signaLi sation perturbée par la présence du métal est celle de 

l'inosi tol triphosphate. En effet, d'autres travaux ont mis en évidence que l'aluminium 

altérait cette voie en inhibant spécifiquement la phospholipase C (Jones et Kochian, 

1995). Cette protéine étant bloquée, il est alors impossibl e d'activer la voie de 

l'inositol par d'autres facteurs notamment le calcium. 

1.2.6. L'ADN 

Depuis plusieurs années, les groupements phosphates des doubles hélices 

d'ADN sont considérés comme des cibles potentielles de l'a lwninium (Taylor, 1988). 

De nombreuses études ont été poursui vies pour établir une corrélation entre l'aiTêt de 

cro issance des raci nes et la fixation d'alwninium par les noyaux des cellules. 
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Récermnent, des chercheurs ont m1s en évidence une fixation très précoce (30 

minutes après traitement) au niveau des noyaux de méristème racinaire du soja 

sensible Young (Silva et al. , 2000). Une comparaison réalisée au bout de 72 heures 

d'exposition montrait que le soja tolérant PI 416937 accumulait moins d'aluminium 

dans ses noyaux que le soja sensible Young. Comme l'arrêt des divisions cellulaires 

par le métal ne peut être responsable à lui seul de l'inhibition de croissance racinaire 

car la division ne participe que de 1 à 2% à l'élongation racinaire (Kochian, 1995), 

les conséquences de la présence d'aluminium dans les noyaux restent encore à 

découvrir. 

1.2. 7. LE STRESS OXYDA TIF 

En 1991, des chercheurs mirent en évidence pour la première fois une 

peroxydation des lipides due à l'aluminium chez le soja (Cakmak et Horst, 1991). 

Cette peroxydation apparaît seulement après des longs traitements au métal. L'activité 

des superoxide dismutases et des peroxydases était augmentée alors que celle des 

catalases était diminuée. Une peroxydation simi laire a également été observée chez 

des cellules de tabac en culture (Yamamoto et al., 1997). Récemment, des travaux 

ont montré que la production d'H20 2 dans des racines de blé était détectée 24 hemes 

après avoir exposé les plantes à l'aluminium alors que des symptômes de mort 

cellulaire étaient observés dès 8 heures d'exposition (Delisle et al., 2001 ; 

Champoux, 2002). Ainsi, la mort cellulaire causée par l'aluminium intervient bien 

avant la production d'H20 2. Chez le pois, d'autres équipes de scientifiques ont observé 

que la peroxydation des lipides et le dépôt de callose survenaient après 4 hemes 

d'exposition, bien avant la mort cellulaire apparaissant après 8 hemes d'exposition au 

métal. Ceci suggère que la peroxydation des lipides est un symptôme précoce et 

qu'elle ferait intervenir d'autres formes oxygénées réactives que l'H20 2 (Yamamoto 

et al., 2001) . Les auteurs précisent que la peroxydation des lipides pourrait être 
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impliquée dans la formation de dépôt de ca llose mais qu'elle n'intervient en aucune 

manière dans l'inhibition de croissance rac inaire. En effet, celle-ci est observée même 

en présence d'anti-oxydant. 

Ces mêmes auteurs ont montré en 2002 (Yamamoto et al. , 2002) que la forme 

oxygénée réactive induite par l'accumulation d'aluminium dans les cellu les de tabac 

serait certa inement Oz- . Ils ont aussi observé que l'accumu lation de l'aluminium dans 

les cellules s'effectue dès l'ajout du métal dans le milieu de culture et qu'elle conduit à 

une inhibition de la respiration cellulaire, une réduction de la quantité d'A TP et w1e 

perte de la capacité à croître en milieu standard . Ces symptômes étaient observables 

après 12 heures d'exposition sans perte de l'intégrité membranaire qui était conservée 

durant au moins 24 heures. Le métal étant immédiatement accumulé dans la cellule, 

les auteurs en concluent que la répression des activités rnitochondriales et de la perte 

de la capacité à croître ne sont que des conséquences tardives de la présence du métal. 

Les auteurs montrent également le rôle de Oz- dans la perte de la capacité à croître 

mais ils précisent que 0 2- n'intervient aucunement dans la pe1te de l'activité 

respiratoire. Les auteurs ont observé des phénomènes similaires chez les racines de 

pois : l'aluminium conduit là aussi à w1e diminution de la croissance racinaire, de la 

quantité d'ATP et de la respiration à partir de la 4eme heure d'exposition (Yamamoto 

et al. , 2002) . La production d'espèces d'oxygène réactive est détectée après 2 heures 

d'exposition. 

En somme, l'aluminium serait responsable de la production d'espèces 

d'oxygène réactive mais toutes les formes n'auraient pas le même rôle. L'espèce Oz­

apparaîtrait de façon précoce en même temps que la peroxydation des lipides, les 

dépôts de callose et la mort cellulaire. Cette forme serait impliquée dans l'arrêt de 

croissance des racines . La molécule Hz0 2 apparaîtrait de façon beaucoup plus tardive 

et n'interviendrait pas dans le processus de peroxydation. 
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1.2.8. GÈNES INDUITS PAR L'ALUMINIUM 

Plusieurs gènes sont surexprimés en réponse à l'aluminium chez le blé, le 

tabac, Arabidopsis thaliana, le seigle et la canne à sucre . Ces gènes codent pour des 

protéines généralement produites lors de stress biotiques ou abiotiques (métaux, 

carences, blessures, attaques de pathogènes, stress oxydatif). Ces protéines sont de 

différentes natures : multidrug resistance (MDR) like protein (Sasaki et al., 2002a), 

phenylalanine ammonia-lyases (Snowden et Gardner, 1993 ; Hamel et al., 1998) 

inhibiteurs de protéase (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards et al., 1994 ; 

Richards et al., 1998), GDP dissociation inhibitor (Ezaki et al., 1997), 

metallotioneine-like protein (Snowden et Gardner, 1993), protéines riches en 

cystéines de fonction inconnue (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards et al., 1994), 

peroxydases (Ezaki et al., 1996 ; Hamel et al., 1998 ; Richards et al., 1998 ; Milla 

et al., 2002), ~-1 ,3-glucanase (Cruz-Ortega et al., 1997), glu ta thion S-tranferase 

(Ezaki et al., 1995 ; Richards et al., 1998), cystéine protéase (Hamel et al., 1998), 

oxalate oxydase (Hamel et al., 1998), blue copper-binding protein, reticulin:oxygen 

oxidoreductase, superoxide dismutase (Richards et al., 1998), des protéines liées à la 

réponse à l'auxine (Ezaki et al., 1995), des protéines impliquées dans la signalisation 

cellulaire, régulation d'expression (Watt, 2003), l'élongation et la division cellulaire 

(Milla et al., 2002), et enfin de nombreuses protéines aux fonctions encore inconnues 

(Watt, 2003). 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, l'aluminium induit l'express ion de 

deux gènes, l'un codant pour une heat shock protein, Hsp 150 et l'autre pour une 

protéine membranaire de fonction inconnue, Sedl (Ezaki et al., 1998). 

Des équipes de chercheurs ont alors tenté d'estimer la protection potentielle 

apportée par tous ces gènes induits par l'aluminium. Ils ont donc réalisé différentes 

stratégies de transgénèse. Ezaki et al. ont montré en 1998 que le gène HSP 150 
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accordait une certaine tolérance à l'aluminium à la levure mais pas le gène SED1 . 

Cette tolérance serait due à la protection apportée par le gène HSP 15 0 contre le stress 

oxydatif plus qu 'à une interacti on di recte de la protéine Hspl50 avec l'ion A l3+. De la 

même façon, les gènes codant pour une blue copper binding protein d'Arabidopsis 

thaliana et pour un GDP dissociation inhibitor de tabac ont été surexprimés chez la 

levure (Ezaki et al. , 1999). Ces gènes confé raient une fa ible tolérance aux levures. 

Chez Arabidopsis thaliana, seul s les gènes codant pour la blue copper binding 

protein, le GDP dissociation inhibitor, une gluta thion S-tranfe rase et une peroxydase 

apportèrent une fa ible résistance au métal (inférieure à un facteur 1,5 par rapport aux 

plantes sauvages non-génétiquement modifiées) . Les autres gènes comme par 

exemple HSP 150 ne conféraient aucune to lérance à Arabidopsis thaliana (Ezaki et 

al. , 2000). 

Ainsi, certains des gènes identifiés comme induits par l'a luminium peuvent 

conférer une rés istance au méta l mais cette tolérance reste très faible et est loin des 

niveaux de tolérance exprimés par certaines vari étés végétales sauvages. En fa it, ces 

gènes sont plutôt à rattacher spécifi quement aux processus de toxici té et non de 

tolérance puisqu'ils semblent fa ire partie de voies de réponse communes à différents 

stress et qu'ils sont sur-exprimés indifféremment chez les variétés sensibles et 

tolérantes (Hamel et al. , 1998). 
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1.3. L A TOL ÉRANCE À L' ALUMI NIUM 

1.3. 1. EX PRESS ION DE LA TOL ÉRANCE 

Toutes les plantes ne réagissent pas de la même façon à l'aluminium. Chez les 

céréales, des variations de sensibilité à l'aluminium sont observées entre les différents 

genres de plantes. Ainsi, Aniol et Gustafon ont classé en 1984 le seigle (Secale 

cereale L.) comme la céréale la plus tolérante et l'orge (HO!-deum vu/gare) comme la 

plus sensible, le blé (Triticum aestivum L.) présentant une tolérance intermédiai re : 

seigle >> triticale > blé > orge 

Cependant, des variations de sensibilité peuvent être aussi observées pour un 

même genre botanique. En effet, chez le blé par exemple, il est possible de distinguer 

des variétés tolérantes de variétés sensibles par le fait qu 'elles présentent une 

croissance moins affectée par le métal. Il a été ainsi observé que les vari étés 

tolérantes de blé accumulent environ 8 à 10 fo is moins d 'aluminiw11 dans les 2 

premiers millimètres de leurs apex racinaires que les variétés sensibles (Rincon et 

Gonzales, 1992). Cette aptitude à moins accumuler d'aluminium est souvent 

retrouvée chez de nombreuses variétés tolérantes de différents genres botaniques . Par 

exemple, des chercheurs ont montré que Je soja tolérant PI 41 693 7 accumule moins 

d'aluminium dans ses noyaux que Je soja sensible Young au bout de 72 heures 

d'exposition (Silva et al., 2000). 

Cependant, bien que l'inhibition de croissance rac inaire intervienne très tôt 

aussi bien chez les variétés tolérantes que sensibl es (Llugany et al. , 1995), les deux 

types de variétés ne vont pas se comporter de la même manière au cours du temps. 

Des scientifiques ont montré que l'inhibition de croissance racinaire s'accentuait avec 

le temps chez le maïs sensible S1587-l 7 alors qu'ell e restait stable voire qu'elle 

diminuait chez la variété to lérante Cat l 00-6 (Figure 1.6) (Boscolo et al. , 2003). 
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Figure 1.6 : Cinétique d'inhibition par l'ion Ae+ de la croissance relative des 
racines chez le maïs. 
Suivi de la croissance racinai re chez la variété sensible S 1587-17 (A) et vari été 
tolérante Ca tl 00-6 (B) exposées à diffé rentes concentrations d'aluminium. RRG = 

croissance moyenne des rac ines exposées à l'Al 1 croissance moyenne des racines non 
exposées (d'après Boscolo et al., 2003). 

Les auteurs ont également observé une augmentation de l'activité des 

peroxydases et des superoxide dismutases chez le maïs sensibl e S 1587-17 alors que 

ces activités restent stables chez le maïs tol érant Ca tl 00-6. Aucune variation 

d'activité n'a été observée pour les catalases chez les deux types de maïs. Des 

variations d'activité enzymatique simi laires à celles observées chez le maïs sensible 

avaient déjà été constatées pour le soja (Cakmak et Horst, 1991). Les chercheurs ont 

aussi constaté que ces acti vités enzymatiques n'augmentent qu'après 24 heures 

d'exposition à l'aluminium. Ceci suggère que le stress oxydatif ne peut être 

responsable de l'inhibition de cro issance rac inaire qui apparaît dans leur expériences 

dès la 12ème heure d'exposition (Boscolo et al. , 2003). De plus, ils n'ont observé 

aucune peroxydation des lipides contrairement à ce qui avait été précédemment décrit 

par d'autres équipes (Cakmak et Horst, 1991 ; Yamamoto et al., 1997). Toutefois, 
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les auteurs ont observé une peroxydation des protéines conduisant à la formation de 

groupements carbonyles, et cela uniquement chez la variété sensible au métal. Ils ont 

également rapporté une augmentation de la mortalité ce llulaire chez la variété 

sensible par rapport à la variété tolérante après 48 heures d'exposition . Les auteurs 

remettent a insi en question l'hypothèse selon laquelle la mort cellulaire serait due à la 

peroxydation des lipides puisqu'ils ne constatent pas ce phénomène. Ils suggèrent 

donc l'existence d'autres mécanismes menant à la mort cellu laire ou des divergences 

de réponses se lon les plantes étudiées. 

D'autres travaux réalisés chez le blé ont mis en évidence une corrélation 

étroite entre les seuils de to lérance des plantes et leurs capacités à réduire un colorant, 

le nitro blue tetrazolium (NBT) (Maltais et Houde, 2002 ; Maltais, 2002). Les 

auteurs ont aussi constaté que la reprise de cette capacité à réduire le NBT chez la 

variété tolérante Atlas-66 s'effectuait entre la 4 ème et la 24éme heure d'exposition au 

métal, suggérant la mise en jeu de processus inductibles. Les auteurs posèrent 

l'hypothèse que les processus de résistance à l'aluminium puissent être des 

mécanismes inductibles comme cela est le cas pour la capacité à réduire le NBT. 

Chez le blé, ces mécanismes seraient mis en place après la quatrième heure 

d'exposition au métal. 

1.3 .2. L E SUPPORT GÉNÉT IQUE DE LA TOLÉRANCE 

De nombreux travaux réa lisés dans les ann ées 80 et 90 ont visé à identifier les 

gènes responsables de la tolérance à l'a luminium. Ces travaux étaient essentiellement 

basés sur des croisements génétiques et des translocations de bras chromosomiques 

entre différents genres de céréales reconnus pour leurs seui ls é levés de tolérance à 

l'aluminium (Aniol et Gustafon, 1984 ; Aniol, 1990 ; Berzonsky, 1992 ; Aniol, 1995 

; Ma et al., 2000a). 



29 

Ces différents travaux ont montré que la tolérance à l'aluminium serait u11 

caractère multigénique dominant, héréditaire et porté par le génome nucléaire 

(Berzonsky, 1992). Cependant, mis à part des positions hypothétiques sur des bras 

chromosomiques le nombre exact de gènes impliqués dans les mécanismes de 

tolérance était peu clair. 

Il a fa llu attendre les années 2000 pour voir apparaître ce11aines évaluations du 

nombre de gènes par d'autres procédés expérimentaux. Des chercheurs ont ainsi 

réa li sé de nombreux croisements et utili sé un système d'i sozymes pour proposer deux 

loci majeurs, dominants et indépendants responsables de la tolérance chez le seigle, 

Alti et Alt3 (Gallego et al., 1998). D'autres équipes ont utili sé des marqueurs RFLP 

(Restriction Fragment Length Poly morphism) et des croisements entre le maïs 

tolérant Catl00-6 et le sensible S 1587-17 pour identifier deux loci responsables de la 

tolérance à l'a luminium chez Catl00-6 (Sibov et al. , 1999). Chez le ri z, des études de 

Quantitative Trait Locus (QTL) basées sur des marqueurs moléculaires ont montré 

l'implication de 3 loci dans la tolérance au métal (Ma et al. , 2002 ; Nguyen et al. , 

2002 ; Nguyen et al. , 2003). Enfin chez le blé, des travaux de mutagenèse chez la 

vari été sensible Anahuac par irradiation aux rayons gamma ont montré que la 

tolérance serait portée par un seul gène (Camargo et al., 2000 ; Neto et al. , 2001). De 

tels procédés expérimentaux n'ont jamais été appliqués à la variété to lérante Atlas-66 

étudiée au cours de cette thèse. Cependant, des travaux récents confirment 

l'hypothèse de Camargo (1981) selon laquelle au moins deux gènes seraient 

responsables de la tolérance à l'aluminium chez le blé At las-66 (Tang et al., 2002). 
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1.3.3. GÈNES ET PROTÉ INES DE TOLÉRANCE 

La plupart des études visant à analyser les gènes différentiellement exprimés 

par l'aluminium ont consisté à effectuer des criblages di fférentiels entre des 

populations d'ADNe de plantes exposées et non exposées au métal (Snowden et 

Gardner, 1993 ; Richards et al. , 1994 ; Ezaki et al. , 1995 ; Ezaki et al. , 1996 ; 

Ezaki et al. , 1997 ; Richards et al. , 1998 ; Hamel et al. , 1998). Plus récemment, de 

nouvelles techniques ont été utilisées : banques d'EST (Expressed Sequence Tag) 

(Milla et al. , 2002), ARNm "Differentiai Display" (DD) (Sasaki et al. , 2002a), et 

l'Hybridation Suppressive Soustracti ve (SSH) (Watt, 2003). Cependant, tous ces 

travaux ont été appliqués entre des populations d'ADNe de plantes stressées et non­

stressées à l'aluminium, ce qui explique certainement pourquoi toutes ces études n'ont 

iso lé que des gènes de stress . 

Afin d'iso ler des gènes de tolérance, d'autres équipes de chercheurs ont aussi 

réa li sé des banques d'expression protéique chez la levure. Ainsi, Delhaize et al. 

(1999) ont montré que le gène d'une phosphatidylserine synthase de blé tolérant 

conféra it une certaine rés istance à la levure mais que sa surexpress ion chez 

Arabidopsis thaliana et le tabac conduisait à des nécroses dramatiques des feuilles. 

MacDiarmid et Gardner (1998) ont sélectionné de la même façon à partir d'une 

banque d'ADNe de levure, deux gènes codant pour des transporteurs au magnésium et 

qui confé raient une tolérance modérée à l'aluminium aux levures transformées. 

Les études portant sur les protéines di fférentiellement exprimées ont apporté 

des résultats intéressants. Par électrophorèse de protéines, des équipes ont pu 

identifi er trois proté ines de 12, 22 et 33 kD qui s'accumulent spécifiquement en 

présence du métal chez le blé tolérant Atlas-66, trois protéines de 12, 23 et 43,5 kD 

qui s'accumulent chez le blé tolérant Maringa et enfi n deux protéines de 51 kD chez 

le blé to lérant PT74 1 (Basu et al. , 1994a ; Basu et al. , 1994b). Toutes ces protéines 
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ne s'accumulaient pas chez les différentes variétés sensibles utilisées comme 

contrôles. 

Vers la fin des années 90 , ces mêmes auteurs ont montré que les protéines de 

51 kD de PT741 et 23 kD de Maringa co-ségréguaient avec le phénotype de tolérance 

(Taylor et al., 1997 ; Basu et al., 1999). La protéine de 23 kD présente la capacité de 

lier l'aluminium (Taylor et al., 1997) alors que les deux protéines de 51 kD sont des 

homologues à la sous-unité B d'une proton-A TPase vacuolaire et des sous-unités a et 

~ d'une ATP synthase mitochondriale (Hamilton et al., 2001). Dans cette dernière 

étude, Hamilton et collaborateurs précisent que ces 2 protéines de 51 kD sont 

accumulées chez PT741 en présence d'aluminium, que leurs activités sont induites par 

la présence du métal mais bien que le taux de transcrit semble augmenté de 2,2 fois 

pour la proton-ATPase vacuo laire, i.l reste fixe pour l'ATP synthase mitochondriale 

laissant supposer une régulation de type post-transcriptionnelle. Cependant, les 

auteurs montrent aussi que l'accumulation de ces deux protéines induites par 

l'aluminium est spécifique à la variété PT741 et qu'elle n'est pas retrouvée chez les 

variétés sensib les ni d'ailleurs chez les deux autres variétés tolérantes Atlas-66 et 

Maringa. Ces derniers résultats suggèrent une expression variétale spécifique et ne 

permettent donc pas de généra liser quant à l'implication de ces deux protéines dans 

les mécanismes de tolérance à l'aluminium. 

Dernièrement, Sasaki et al. (2002) ont présenté au Congrès Arumel 2002 de la 

société japonaise des physiologistes des plantes (JSPP) un gène candidat pour la 

résistance au métal et qui coderait peut-être pour un transporteur de malate, ALMTJ . 

Ce gène a été iso lé par Hybridation Soustractive Suppressive (SSH) entre le blé 

tolérant ET8 et le blé sensib le ES8 exposés à 50 )lM d'aluminium. Il est plus exprimé 

de façon constitutive chez le blé tolérant ET8 que chez le blé sensible ES8 (Sasaki et 

al., 2004). Sa surexpression chez le riz conduit à un efflux de malate Al-dépendant 

mais aucune résistance à l'aluminium n'est observée. L'analyse de séquence de ce 
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gène a montré une différence de six nucléo tides (deux acides aminés) entre les 

variétés tolérantes Atlas-66 et ET8 et les variétés sensibles Scout-66 et ES8. Les 

variétés ET8 et ES8 coiTespondent à la huitième génération de plantes issue d'un 

croisement entre le blé tolérant Carazinho et le blé sensible Egret. Ces deux demières 

souches (Carazinho et Egret) différeraient pour leur tolérance à l'a luminium par un 

simple locus, le locus Alti (Del haize et al. , 1993b ). Ce locus a été identifié comme 

étant présent sur le chromosome 4DL (Raman et al., 2005). Enfin , des expériences 

d'expression de ce gène chez l'ovocyte de Xenope montrèrent une sécrétion 

préférentie lle de malate à celle du citrate et la mise en évidence de la présence d'un 

domaine de réponse à l'a luminiwn. Ce gène a ensuite été utilisé pour transformer 

l'orge et les chercheurs ont démontré que ce gène permettait une sécrétion de malate 

induite par la présence du métal. De plus, la to lérance au métal acqui se par la sur­

expression du gène était comparable à ce lle des variétés tolérantes de blé démontrant 

l'importance de ce gène dans les mécanismes de tolérance à l'aluminium (Delhaize et 

al., 2004). 

1.3.4. L A SÉCRÉTI ON D'ACID ES ORGANIQUES 

L'ALUMIN IUM SPÉCIFIQUE DU BLÉ 

MÉCAN ISME DE TO LÉRANCE À 

Les mécanismes de tolérance peuvent être classés en deux catégories : des 

mécani smes d'exclusion visant à maintenir l'aluminium à l'extérieur de la cellule et 

des mécanismes de détoxification visant à éliminer le métal présent dans la cellule ou 

du moins dans le symplasme (Kochian, 1995). 

Un mécani sme d'exclusion proposé au début des années 90 présente la 

sécrétion d'acides organiques induite par l'aluminium comme un moyen des plantes 

tolérantes à séquestrer les ions Al3+ à l'extéri eur de leur appareil racinaire. Ce 

mécanisme a été proposé pour la première fo is par Miyasaka et co llaborateurs 

(1991). Ces auteurs ont montré une coiTélation entre la sécrétion d'acide citrique et le 
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mveau de tolérance de deux variétés de haricot, l'une tolérante, l'autre sensible à 

l'aluminium. D'autres corrélations ont par la suite été mises en évidence entre la 

tolérance à l'aluminium et la sécrétion d'acide citrique chez le maïs (PeUet et al., 

1995), d'acide malique chez le blé (Delhaize et al., 1993a ; Ryan et al., 1995a), mais 

aussi avec la sécrétion d'acide oxalique chez le sarrasin (Ma et al., 1997). 

Ces acides organiques excrétés dans le milieu extérieur des racmes 

chélateraient l'aluminium l'empêchant ains i d'entrer dans les cellules et de provoquer 

ses effets néfastes. Des quantités équimolaires d'acide citrique et d'aluminium 

pourraient ainsi neutraliser les ions Al3
+, mais il faudrait trois fois plus d'acide 

oxalique et six à huit fois plus d'acide malique pour inhiber l'action de l'aluminium 

(Ma, 2000b ). Deux modèles sont proposés pour expliquer la sécrétion d'acides 

organiques (OA) induite par l'aluminium (Figure 1.7). 
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Figure 1.7 : Modèles de la sécrétion d'anions d'acides organiques stimulée par 
l'aluminium dans les racines de plantes. 
OA : acides organiques ; R : récepteur membranaire à l'aluminium 
(d'après Ma et al., 2001). 

Dans le premier modèle (Pattern I), l'aluminium activerait un transporteur aux 

acides organiques (OA) en interagissant directement avec lui sans renter dans la 
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cell ule ( 1), ou pas le biais d'un récepteur (2), ou encore en rentrant dans la cellule par 

le biais ou non de seconds messagers (3). Dans le deuxième modèle (Pattern II), 

l'a luminium interagirait avec un récepteur membranaire pour activer la transcription 

des gènes impliqués dans le métabolisme des acides organiques (OA) et leur 

sécrétion. 

Cependant, de nombreux auteurs ont également montré que les coiTélations 

entre la sécrétion d'acides organiques et tolérance n'existaient pas toujours. Ains i, 

alors que Delhaize et collaborateurs (1993) précisent que la variété tolérante de blé 

Carazinho présente une sécrétion d'acide malique induite (aucune sécrétion dans un 

milieu sans Al) par la présence d'aluminium, Christiansen-Weniger et co llaborateurs 

(1992) observent que cette variété excréterai t beaucoup plus de malate et de succinate 

que les variétés sensibles et ce dans des conditions d 'exposition exemptes 

d ' a luminium. Certains auteurs sont même allés jusqu'à remettre en cause les 

conclusions des travaux de Ryan et al. , (1995a) en recalculant l'indice de corrélation 

entre la sécrétion d'acide malique et la tolérance des blés (Pellet et al. , 1996) 

D'autres auteurs ont montré que deux variétés de taro (Colocasia esculenta) ne 

montraient aucune correspondance entre la quantité d'acide oxalique excrété et le taux 

d'expression de tolérance puisque la variété sensib le secrétait plus d'acides organiques 

que la variété tolérante (Ma et Miyasaka, 1998). De la même façon , des scientifiques 

ont observé qu'une variété sensible de fougère excrétait plus d'acides organiques 

qu'une variété tolérante (Wenzl et al., 2001). 

Une étude à grande échelle a été réalisée par Ishikawa et collaborateurs 

(2000). Les auteurs ont étudié la réponse de plusieurs genres et variétés de plantes à 

l'aluminium et en ont déduit qu'il devait exister des mécanismes responsables de la 

tolérance au métal autres que la sécrétion d'acides organiques. La pertinence de leurs 

travaux repose surtout sur le genre Cassio tora qui présente une forte inhibition de 

cro issance mais également le taux le plus élevé d'excrétion d'acide citrique en 

présence de métal parmi toutes les plantes étudiées. Ils ont aussi observé que le ri z 
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(Oryza saliva L.) et le sorgho (Sorghum bicolor Moench) sécrétaient plus fai blement 

au contraire des autres plantes, l'acide ci trique et malique chez leurs variétés 

tolérantes que chez leurs variétés sensibles. 

Enfin, d'autres auteurs ont observé que chez la variété to lérante de blé Atlas-

66, l'aluminium conduisait à une diminution de la toxicité due au cuivre mais pas au 

lanthane. Les auteurs proposent que la sécrétion d'acides organiques qui accompagne 

le stress à l'aluminium serait capable de diminuer le stress au cuivre mais pas au 

lanthane, un ion proche de l'a luminium (Parker et Pedler, 1998). 

En somme, Parker et Pedler (1998) et lshikawa et al. (2000) proposent 

l'existence d'autres mécani smes de tolérance plus perfo rmants que la sécréti on 

d'acides organiques et que cette demière n'aurait qu'un rôle mineur chez les végétaux 

supérieurs. 

Une controverse est également apparue au sujet des voies de biosynthèse des 

acides organiques (Figure 1.8). Ryan et co llaborateurs (1995b) ont observé la 

sécrétion de malate chez les blés tolérants. Ils ont aussi observé chez des blés 

isogéniques tolérants et sensibles, des activités simi laires de PEP carboxy lase (PEPC) 

et de malate deshydrogénase (MDH), les deux enzymes considérées comme les plus 

importantes dans la synthèse de malate. Néanmoins, ces variétés de blé ne 

présentaient pas le même taux de mala te synthéti sé de nova en présence de 100 ~M 

d'aluminium. D'autres voies de biosynthèse n'utilisant pas la PEPC ou la MDH 

seraient donc mises en j eu mais leur nature reste à ce jour inconnue. 
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Figure 1.8 : Les enzymes impliquées dans le métabolisme du citrate et du malate. 
Abréviations : AC, aconitase; CS , citrate synthase; FUM, fumurase, ICDH, isocitrate 
dehydrogenase; ICL, isocitrate lyase; MDH, malate dehydrogenase; MS, malate 
synthase; OGDH, 2-oxoglutarate dehydrogenase; PEPC, phosphoenolpyruvate 
carboxylase; SAT, succinate thiokinase; SDH, succinate dehydrogenase. 
(d'après Ma et al. , 2001). 

Des chercheurs ont présenté en 1997 des résultats montrant que la 

surexpression du gène de la citrate synthase de Pseudomonas aeruginosa chez le 

tabac et la papaye permettaient l'acquisition d'une résistance au métal (De La Fuente 

et al., 1997). Cependant, ces travaux ont été remis en question par d'autres 

scientifiques (Delhaize et al., 2001). Ces auteurs ont de nouveau testé les tabacs 

utilisés par De La Fuente et al. (1997) ainsi que de nouveaux tabacs transgéniques 

exprimant jusqu'à 100 fois plus de citrate synthase que les précédents : ils n'ont pas 

observé d'accumulation de citrate dans les racines et aucune augmentation de l'efflux 

de citrate induit par l'aluminium. 

D'autres auteurs ont quant à eux surexprimé une citrate synthase 

mitochondriale de carotte chez Arabidopsis thaliana (Koyama et al., 2000) . Ils ont 

observé une corrélation entre l'activité enzymatique détectée et le taux de citrate 

sécrété ainsi qu'une faible amélioration de croissance sur milieu avec aluminium. 
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D'autres travaux décrits dans la littérature ont consisté à surexpnmer une 

malate deshydrogénase et une PEP carboxylase de luzerne dans la luzerne (Tesfaye et 

al., 2001). Les auteurs ont observé une augmentation de l'activité de ces deux 

enzymes dans les racines, mais seu le la surexpression de la malate deshydrogénase 

permettait d'augmenter la sécrétion d'acides organiques. De plus, une faib le 

amélioration (d'environ un facteur 1,5) de la croissance en présence d'aluminium fût 

constatée chez les transgéniques surexprimant la malate deshydrogénase. Les auteurs 

en conclurent que cette amélioration résultait de l'augmentation de la sécrétion 

d'acides organiques via une élévation de l'activité malate deshydrogénase, en accord 

avec la théorie selon laquelle la sécrétion d'acides organiques est un mécanisme de 

tolérance. 
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Figure 1.9 : Quantité d'acide organique sécrétée par différentes luzernes 
transgéniques. 
M 16-27 et M20-l 0 : mutants surexprimant la mala te deshydrogénase de luzerne. 
Regen-SY : variété de luzerne sensible à l'aluminium. GA-AT : Variété de luzerne 
tolérante à l'aluminium. PEPC-3 : mutant surexprimant une PEP carboxylase de 
luzerne. (d'après la Figure 4-E de Tesfaye et al. , 2001) . 

Cependant, une étude attentive de leur article révèle que les plantes 

transgéniques surexprimant la PEP carboxy lase produisent des quantités d'acides 

organiques similaires à celles de la variété sensible (Tesfaye et al., 2001 ; Figure 1.9) 
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mais qu'elle poussent mieux en présence d'a luminium que les plantes transgéniques 

surexprimant la malate deshydrogénase (Tesfaye et al., 2001 ; F igure 1.10). De plus, 

elles poussent de manière identique à la variété tolérante GA-AT (d'un facteur 2,5 

environ par rapport à la variété sensible). Ces données j ettent un séri eux doute sur la 

validité des conclusions des auteurs. En effet, il semble qu'une augmentation de 

sécrétion d'ac ides organiques ne so it pas nécessaire pour obtenir une amélioration de 

croissance en présence d'aluminium. 
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Figure 1.10 : Influence de l' aluminium sur l' élongation racinaire de différentes 
luzernes transgéniques. 
M16-27 et M20-10 : mutants surexprimant la malate deshydrogénase de luzem e. 
Regen-SY : variété de luzeme sensible à l'aluminium. GA-AT : Variété de luzem e 
tolérante à l'aluminium. PEPC-3 : mutant surexprimant une PEP carboxylase de 
luzeme. Relative roo f growth (élongation racinaire en présence 
d'aluminium/élongation racinaire sans aluminium) x 100. (d'après la Figure 6 de 
Tesfaye et al., 2001 ). 

En conclusion, l'implication des ac ides orgamques dans les mécani smes de 

tolérance à l'aluminium reste donc très controversée si l'ensemble du règne végétal est 

pris en compte. Cependant, le rô le des ac ides organiques dans la tolérance à 

l'aluminiwn semble très clair pour un nombre res treint de plantes (Ma 2000b ; Ma et 

al., 2001 ; Ryan et al. , 2001). Tout récemment, un consensus parmi les sc ientifiques 
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semble apparaître au sujet de la sécrétion d'acide organique comme mécanisme de la 

tolérance à l'aluminium : il ne serait spécifique que de certains genres tolérants et les 

molécules sécrétées différeraient selon la plante étudiée. Pour le blé, la sécrétion de 

malate serait bien le mécanisme majeur de la tolérance à l'aluminium (Raman et al., 

2005) et mettrait en jeu un transporteur de mala te, le gène ALMTJ, ainsi qu'un 

régulateur non encore identifié induisant l'activité d'ALMTJ lorsque le métal est 

présent dans l'environnement de la plante. 

1.3 .5. LES HYP ERACCUMULATEURS D'ALUM rNIUM 

Certaines plantes comme le thé ou le sarrasin sont connues pour accumuler 

l'aluminium dans leurs feuilles âgées pour détoxiquer le reste de la plante. Dans le cas 

du sarrasin, bien que peu de choses soit connu sur les mécanismes d'entrée de 

l'aluminium, des chercheurs ont mis en évidence l'implication du citrate dans le 

transport du métal et son accumulation dans les vacuoles des feuilles (Ma et al., 

2001) (Figure 1.11) . 
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Figure 1.11 : Transport et distribution de l'aluminium chez le sarrasin. 
L'a luminium renter dans les racines par un mécani sme inconnu probablement sous la 
fo rme AL3+. Une fo is passé la membrane plasmique, il est chélaté avec du citrate 
sous la fo rme d'un complexe l :3 A l-oxalate. (ratio 3: l ). Lorsque le métal est 
transporté vers les apparei ls aériens, il est a lors transloqué en complexe A l-citrate. Le 
métal entre alors dans les feuilles sous complexe Al-oxa late où il sera stocké dans les 
vacuole. Abbreviati ons: Cit, citrate; Ox, oxalate; PM, plasma membrane. 
(d'après M a et al., 2001 ). 

Un tel mécanisme de transpmt et de séquestrati on ressemble à celui observé 

pour le Nickel avec l'acide aminé histidine comme il a été décrit précédemment 

(Kramer et al., 1996). Il y aurait donc peut-être des similitudes entre les di fférents 

mécanismes de détoxification mis en place par les plantes mais ces mécanismes 

impliqueraient des molécules bien différentes selon le métal à détoxifie r. 
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Les objecti fs de cette thèse étaient d'i soler des gènes associés à la tolérance à 

l'aluminium chez le blé et le riz, des plantes tolérantes au métal et de fo rts intérêts 

agronomiques. Dans ce but, le choix fû t d'a ller rechercher ces gènes à partir des apex 

racinai res car ils constituent le site où s'exprime les différences phénotypiques de 

tolérance. Une fo is isolés, l'expression di ffé rentielle de ces gènes entre pl antes 

tolérantes et plantes sensibl es devait être validée. Leur séquence codante entière 

devait alors être recherchée pour valider leur apport de to lérance par transgénèse chez 

la levure, Arabidopsis thaliana ou le blé. 



CHAPITRE II 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1. MATÉRIEL VÉGÉTAL 

Différentes variétés de blé (Triticum aestivum L.) ont été utilisées en raison de 

leur réponse à l'aluminium et de leur patrimoine génétique: Atlas-66, OK91Gl03 et 

OK91Gl06 qui tolèrent le métal et Fundy, OK91Gl07 et OK91Gl08 qui sont 

sensibles au métal (Tableau 2.1) (Carver et al., 1993). 

Tableau 2.1 : Les différentes variétés de blé utilisées. 
Lignée 
Atlas-66 
Fundy 
Century 
Chisholm 
OK91Gl03 
OK91G107 
OK91Gl06 
OK91Gl08 

Niveau de tolérance à l'aluminium 
tolérant 
sensible 
sensible 
sensible 
tolérant 
sensibl e 
tol érant 
sensible 

Parenté 
autofécondation 
autofécondation 
autofécondation 
autofécondation 

Atlas-66 x Chisholm 
Atlas-66 x Chisholm 
Atlas-66 x Century 
Atlas-66 x Century 

Les graines de ces différentes variétés ont été mises à germer sous lumière 

continuelle pendant 4 jours dans la vermiculite (phy llosilicates d'argile expansé). Les 

plantules obtenues ont été exposées à différentes concentrations d'aluminium (0, 5 et 
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50 11M de chlorure d'aluminium) dans une solution de 1 mM de chlorure de calcium à 

pH4, 15 pendant 17 heures pour les expériences d'Hybridation Suppressive 

Soustractive et Banques GeneRacer ou pendant 27 heures pour l'évaluation des 

tolérances. Après une évaluation de l'inhibition de la croissance racinaire, les 5 

premiers millimètres de chacune des racines des graines ont été prélevés (environ 3 

racines par plantules). Les racines correspondant aux mêmes conditions 

expérimentales (variété et concentration d'aluminium utilisées) ont été réunies dans 

un tube puis congelées à - 80°C. Les ARN totaux ont par la suite été extraits de ces 

échanti lions. 

2.2. MATÉRJEL MICROBIOLOGIQUE 

La souche d'Escherichia coli XLl blue (recAl endA 1 gyrA96 thi-l hsdR17 

supE44 relAI lac [F ' proAB laclqZt.Ml5 TnlO (Tetr)] , STRATAGENE) et les 

vecteurs pGEM®-T et pGEM®-Teasy (PROMEGA, Figure 2.1) ont été utilisés pour 

effectuer les clonages de routine et pour la réalisation des deux premières banques 

SSH. Pour les autres banques SSH et les banques de protéines utilisant les systèmes 

Gateway d'INVITROGEN, les bactéries ElectroMAX DHlOB (F- mcrA t.(mrr­

hsdRMS-mcrBC) <p80lacZt.MI5 t.lacX74 recA1 endA1 araD139 t.(ara, leu)7697 

ga!U ga!K À- rpsL nupG, INVITROGEN) ont été utilisées en raison de leur forte 

efficacité de transformation par la technique d'électroporation . Le plasmide pGEM -

T possède entre autres le gène de résistance à l'ampicilline et la région codant pour le 

peptide a de la ~-galactosidase. La sélection des bactéries transformées s'est faite en 

présence d'ampicilline (150!-!g/ml) , de X-gal (50!-!g/ml) et d'IPTG (201lg/m1). La 

souche de levure Saccharomyces cerevisiae INV Sc 1 (Mat alpha his3-delta 1 leu2 trp 1-

289 ura3-52, INVITROGEN) a été utilisée pour l'expression des banques de 

protéines. 
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Figure 2.1 :Carte des plasmides pGEM®-T et pGEM®-T easy de PROMEGA. 
A: carte du vecteur pGEM®-T. B : carte du vecteur pGEM®-T easy. 
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2.3. EXTRACTION D' ARN ET TRAITEMENT À LA DNASE RQl 

Deux protocoles d'extraction d'ARN et de traitement à la DNAse RNAse-free 

RQl (PROMEGA) ont été utilisés: le premier (i) a permis de réaliser les 2 premières 

banques SSH et les premiers échantillons utilisés pour les analyses par northern blot; 

le second protocole (ii) a permis de construire les autres banques SSH et les 

échantillons utilisés pour les analyses de Transcription Inverse PCR (RT-PCR) et de 

PCR en temps réel (Real Time PCR ou quantitative RT-PCR (qRT-PCR)). 

(i) Le premier protocole d'extraction d'ARN utilisé est dérivé de celui décrit 

par Puissant et Houdeline (1990) . Au cours des différentes expérimentations 

utilisant les ARN, toutes les solutions aqueuses sont réalisées en utilisant de l'eau 

ultra pure "MilliQ" (MILLIPORE), filtrée sur 0,2 !J.m, autoclavée deux fois 

consécutives. Cette eau est supposée ainsi être dépourvue d'ARNases. Les solutions 

fabriquées sont aussi autoclavées quand cela est possible. Pour extraire les ARN, un 

gramme de tissus est broyé dans l'azote liquide jusqu 'à 1 'obtention d'une fine poudre. 

La poudre est transférée dans 5 ml de GT-Buffer (guanidine thiocyanate 4 M ; Na 

citrate 25 mM ; sarkosyl 0,5 % ; ~-mercaptoethanol 0,1 M). Un volume de 0,3 ml 

d'acétate de sodium 3 M pH5,5 est ajouté au broyat et agité avec un vortex. Cinq 

millilitres de phénol saturé en Tris (pH8 ,8) et 1 ml de chlorofonne sont ajoutés aux 

tubes et l'ensemble est agité avec un vortex. A ce stade, une centrifugation de 15 min 

à 6 000 g à 4°C est réalisée. La phase aqueuse est prélevée et 5 ml d'isopropanol froid 

y sont ajoutés. Après agitation, les tubes sont placés à -20°C pendant 1 heure. Une 

nouvelle centrifugation de 30 min à 6 000 g à 4°C est réalisée. Cinq cent microlitres 

d'une solution Tris-EDTA-SDS (Tris 10 mM pH7,5 ; SDS 0,5%; EDTA 1 mM) sont 

ajoutés aux culots et l'ensemble est transvasé dans des tubes de 1,5 ml. L'opération est 

renouvelée avec 250 !J.l de cette même solution pour récupérer les traces restantes. 

Les tubes sont ensuite placés à 65°C pendant 10 min . L'ensemble est ensuite agité au 

vortex jusqu'à dissolution complète du culot. Un volume de 500 !J.l de phénol saturé 
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en Tris (pH8,8) est ajouté et les tubes sont agités puis centrifugés 5 min à 16 300 g. 

La phase aqueuse est prélevée et 500 )li de chloroforme y sont ajoutés. Les tubes sont 

agités et centrifugés 5 min à 16 300 g. La phase aqueuse est prélevée et subit à 

nouveau le même tra itement précédent avec 500 )li de chloroforme. Enfin, 70 )li 

d'acétate de sodium 3 M pH5 ,5 et 1 ml d'isopropanol sont ajoutés aux sumageants et 

les tubes sont placés à -20°C durant 1 heure. Les tubes sont centrifugés pendant 15 

min à 16 300 g. Les culots sont lavés avec 500 )li d'éthanol 70% froid pUIS 

centrifugés 5 min à 16 300 g. Les culots sont ensuite séchés et resuspendus dans 100 

)11 d'eau . Les tubes sont ensuite conservés à -80°C. Douze microgramrnes d'ARN sont 

dilués dans un volume final de 33 )11 avec de l'eau stérile. Cinq microlitres de tampon 

DNAse RQ1 10X (Tris-HCI pHS 400 mM, MgS04 lOOmM, CaC[z 10 mM), 5 J..ll de 

Dithiothréitol (DTT) 10 mM, 2 J..ll de RNA Guard Ribonuclease Inhibitor 

(AMERSHAM BIOSCIENCES) et 5 unités d'enzyme RQl RNAse-free DNAse 

(PROMEGA) sont ajoutés. L'ensemble est incubé 1 heure à 37°C. Les volumes de 50 

)li d'eau et lOO )li de chloroforme sont ajoutés. L'ensemble est mélangé avec un 

vortex puis centrifugé 5 min à 16 300 g. La phase aqueuse est récupérée. Dix 

microlitres d'acétate de sodium 3 M pH5 ,5 et 250 )li d'éthanol 95% y sont ajoutés. 

Les tubes sont centrifugés 15 min à 16 300 g. Les culots sont lavés avec de l'éthanol 

70%, centrifugés 10 min à 16 300 g et séché à l'air libre. Ils sont repris dans 10 )li 

d'eau , ce qui correspond à une concentration finale d'environ 1 )..lg/ )11 d'ARN. 

(ii) Le deuxième protocole d'extraction utilise le TRlzol Reagent 

d'INVITROGEN selon le protocole décrit par le fournisseur en incluant l'étape 

optionnelle de la centrifugation après broyage du matériel biologique. Les ARN sont 

alors traités immédiatement à la DNase de PROMEGA : 5 U RQI , 10 mM 

Dithiothréitol, 45 U RNA Guard (AMERSHAM BIOSCIENCES), 20 min à 37°C . Un 

volume de chloroforme est ensuite ajouté et après centrifugation, les ARN contenus 

dans la phase aqueuse sont précipités avec l/ 1 0 de volume d'Acétate de Sodium 3 M 

pH5 ,5 et 2,5 volume d'isopropanol froid . Les tubes sont centrifugés pendant 15 min à 
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16 300 g . Les cu lots sont lavés avec 500 ) . .tl d'éthanol 70% froid puis centrifugés 5 

min à 16 300 g. Les culots sont ensuite séchés et resuspendus dans 200 111 d'eau. 

2.4. Q UANTIFICATION DES ARN 

Les ARN ont été généralement quantifiés par spectrophotométrie à une 

longueur d'onde de 260 nm (une densité optique (DO) de 1 correspondant à 40 )..lg/ml 

d'ARN). Pour les expériences de RT-PCR, les concentrations d'ARN ont été 

réajustées après passage sur ge l à l'aide du logiciel QuantityOne de BIO-RAD . Pour 

les expéri ences de PCR en temps réel , les ARN ont été de nouveau dosés à l'aide du 

RiboGreen Kit (MOLECULAR PROBE) selon les conditions du fournisseur. 

2.5. HYBRIDA Tl ON SOUSTRACTIVE SUPPRESSIVE 

L'Hybridation Soustractive Suppressive (SSH) a été m1se au point par 

Diatchenko et collaborateurs (1996). Elle découle de la technique dite de 

Representational Difference Analysis (RDA) (Lisitsyn et al., 1993). 

L'objectif théorique de la SSH est d'isoler les ARNm présents dans une 

population d'ARNm donnée appelée tester mais qui ne sont pas présents dans une 

autre population d'ARNm, appelée driver (Figure 2.2). Ainsi, la SSH est censée 

isoler les ARNm correspondant à des gènes exprimés de façon spécifique dans la 

population tester et qui ne sont pas exprimés dans la population driver. De manière 

simpliste, la SSH procède à une "soustraction" physique de molécules pour ne 

conserver que celles qui sont spécifiques de la population nommée tester. 

Les ARN étant des mol écules très fragiles , la technique SSH n'utili se pas 

directement les populations d'ARNm tester et driver pour comparer l'expression des 

gènes mais les ADNe issus de ces deux populations. Les ADNe sont des molécules 
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doubles brins stables qui se prêtent plus facilement aux manipulations de biologie 

moléculaire. 

La première étape du protocole décrit par les auteurs de la SSH consiste à 

uniformi ser en taille les populations d'ADNe tester et driver par un e digestion Rsa I, 

une enzyme de restri ction qui a une fréquence de coupure toutes les 256 paires de 

base. Cette enzyme reconnaît le site de coupure GT"' AC. Ainsi, après digestion, les 

populations d'ADNe tester et driver vont avoir une taille moyenne de 256 

nucléotides. Par la suite, la population tester est scindée en deux sous-populations. 

L'une est liguée à l'adaptateur 1 tandis que l'autre est liguée à l'adaptateur 2. Les 

ADNe driver ne sont ligués quant à eux à aucun adaptateur (haut de la Figure 2.2). 

Une première hybridation des deux sous-populations d'ADNe tester contre la 

population d'ADNe driver est effectuée en présence d'un excès d'ADNe driver. Cette 

première hybridation est réa lisée en dénaturant par la chaleur les molécules d'ADNe 

puis en procédant à une renaturation par une diminution de la température. 

Consécuti vement à cette hybridation, différentes molécules peuvent être obtenues : 

(i) des molécules mono-brin d'ADNe tester n'ayant pas retrouvé de 

partenaire (molécule "a") 

(ii) des molécules tester ayant retrouvé un partenaire tester (mol écule "b") 

(iii ) des molécules tester ayant retrouvé un partenaire driver (molécule "c") 

(iv) et enfin des molécul es de driver n'ayant pas trouvé de partenaire ou un 

partenaire driver (molécules "d)" 

Une seconde étape d'hybridation est ensuite réalisée. Durant cette deuxième 

hybridation, les molécules d'ADN précédentes ne sont pas dénaturées. L'hybridation 

est réa lisée en mélangeant les molécules obtenues précédemment à partir des deux 

sous-populations d'ADNe tester (l'une liguée à l'adaptateur 1, l'autre liguée à 

l'adaptateur 2) avec un nouveau excès d'ADNe driver. Après cette deuxième étape 

d'hybridation, les précédentes mo lécules "a", "b" , "c", "d" sont conservées mais une 

nouvelle molécule peut être obtenue. Elle résulte de l'hybridation d'w1 brin d'ADNe 
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tester ligué à l'adaptateur 1 avec un brin d'ADNe tester ligué à l'adaptateur 2 

(molécule "e"). 

Après remplissage des extrémités 3' à l'aide dune ADN polymérase (synthèse 

du brin complémentaire des adaptateurs), seules les molécules du type "e" pourront 

être amplifiées de façon exponentielle par la technique PCR. Une première 

amplification utilise une amorce commune aux deux types d'adaptateurs. Cette étape 

sert à pré-amplifier les molécules double-brin. La formation de structures en épingles 

à cheveux pour les molécules de type "b" bloque l'amplification des molécules 

d'ADNe tester ayant la même séquence d'adaptateur aux extrémités 5' et 3' . Cet 

évènement de formation d'épingle à cheveux constitue le procédé de Suppression 

PCR mis aux points par les scientifiques auteurs de la SSH pour bloquer les 

amplifications non-désirées. C'est ce procédé technologique qui a été breveté pars les 

laboratoires CLONTECH ainsi que le protocole général de SSH. Cette première 

amplification PCR enrichit donc les amplifiats en molécules possédant des séquences 

d'adaptateurs différentes en 3' et 5' . Par la suite, un second jeu de deux amorces 

spécifiques des adaptateurs 1 et 2 est utilisé servant à réaliser une amplification PCR 

nichée (nested-PCR). 

Le procédé complexe de la SSH permet donc d'obtenir des fragments d'ADN 

amplifiés par PCR, d'une taille relative de 256 paires de base correspondant à des 

ARNm spécifiques de la population d'ARNm tester initiale lorsque celle-ci est 

comparée à la population d'ARNm appelée driver. 

Les sections suivantes précisent en détail le procédé expérimental du 

protocole standard de la SSH ainsi que des protocoles mis au point au cours de cette 

thèse. 
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Figure 2.2 :Schéma du protocole de SSH décrit par Diatchenko et al. (1996). 
(description détaillée de la technique SSH à la section 2.5) 

50 



51 

2.5.1. CHROMATOGRAPHIE o'ARN POLYA+ 

Le protocole de chromatographie d'ARN messagers (ARNm) sur colonne 

d'oligo-dT utilisé est dérivé de celui décrit par Aviv et Leder (1972) . Les colonnes 

sont réalisées à partir de lü mg d 'oligo-dT type 7 de PHARMACIA BIOTECH 

transférés grâce à des volumes de NaOH 0,1 M dans un support avec filtre. Les 

support des colonnes sont ensuite placés dans des tubes de 1,5 ml. Les colonnes 

d 'oligo-dT ainsi obtenues sont resuspendues avec 500 fll de NaOH 0, 1 M puis 

centrifugées 5 min à 16 300 g. Les filtrats ne sont pas conservés . Ce lavage à la soude 

est répété 2 fois . De la même façon suivent 3 lavages avec 500 Jll d'eau et 3 lavages 

avec 500 Jll de Loading Buffer 1 X (Tris-HCI pH8,8 20 mM ; NaCl 0,5 M ; Sodium 

N-Lauryl Sarcosinate 0,1 %). 

Les ARN dissous dans 1 'eau sont dénaturés par un traitement de 10 min à 

65°C et placés ensuite dans la glace. Un volume de Loading Buffer 2X est ajouté aux 

ARN afin d 'obtenir une solution à IX d'environ 500 Jlglml. La solution d 'ARN lX 

ainsi obtenue est appliquée par volume de 500 Jll sur la colonne d ' oligo-dT en 

centrifugeant à chaque fois à 350 g pendant 10 à 30 min. Les éluats obtenus ne sont 

pas conservés. La colonne est ensuite lavée 4 fois avec 500 fll de Loading Buffer lX 

par centrifugation à 350 g pendant 10 à 30 min. Les ARN poly A+ sont élués par 3 

volumes de 500 Jll de Elution Buffer (Tris-HCI pH8 ,8 10 mM ; EDTA 1 mM ; SDS 

0,05%) préchauffés à 65°C dans des conditions de centrifugation à 16 300 g pendant 

1 min. 

Les 3 éluats ainsi obtenus sont combinés dans un tube de 15 ml. Des volumes 

de 150 fll d'acétate de sodium 3 M , pH5 ,5 et de 4 ml d'isopropanol froid y sont 

ajoutés. Les tubes sont placés 1 heure à - 20°C puis centrifugés 30 min à 6 000 g. Les 

culots sont lavés avec 4 ml d 'éthanol 70% et centrifugés à 6 000 g durant 30 min, 
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séchés et resuspendus dans 200 j.!l d 'eau. La quantité d'ARN pol y A+ est alors estimée 

par spectrophotométrie UV. 

2.5.2. DRIVER ET TESTER 

Le choix des populations d'ADNe à utiliser comme tester et driver a été 

délicat. Comme il a été mentionné précédemment, l'ensemble des études basées sur 

l'expression différentielle de gènes due à l'aluminium s'est fa it en comparant les 

profils d'express ion de plantes exposées au métal et ceux de ces mêmes plantes non 

exposées à l'aluminium (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards et al. , 1994 ; Ezaki 

et al. , 1995 ; Ezaki et al. , 1996 ; Ezaki et al., 1997 ; Richards et al. , 1998 ; Hamel et 

al. , 1998 ; Milla et al. , 2002 ; Sasaki et al., 2002a ; Watt, 2003 ; Chapitre 1: 1.3.3). 

Ces travaux n'ont permi s à ce jour que d'i soler des gènes impliqués dans les 

mécani smes de phytotoxicité. 

L'obj ectif principal de ce doctorat était d'identi fier des gènes spécifiques de la 

tolérance à l'aluminium. Ainsi, au lieu de comparer les profi ls d'une même plante 

dans des rnilieux avec et sans aluminium, le choix a été fa it de comparer les profil s 

d'expression de plantes tolérantes et de plantes sensibles au métal à des états de stress 

identiques. En effet, les vari étés tolérantes acceptent généralement des concentrations 

supérieures en aluminium à celles des variétés sensibles pour présenter des états 

physiologiques identiques. Les variétés tolérantes doivent donc avoir mis en place des 

mécanismes de résistance pour tolérer de te lles concentrations. Le genre botanique 

choisi fût le blé pour son intérêt agronomique, les nombreuses études faites sur les 

phénomènes de tol érance au métal et les variétés déjà disponibles au sein du 

laboratoire. Les variétés sensibles ont été exposées à 5 !J.M d'aluminium et les 

variétés tolérantes à 50 !J.M. A ces concentrations, les deux types de variétés sont dans 

des conditions de stress similaires (Hamel et al. , 1998) mais continuent à pousser. 
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Ainsi les plantes tolérantes de blé possèdent donc des mécanismes leur 

permettant de croître dans des concentrations d'aluminium 10 fois supérieures à celles 

acceptées par les variétés sensibles. Comme la tolérance semble un phénomène 

inductible (Maltais, 2002), cette capacité à tolérer des fortes concentrations 

d'aluminium pounait être liée à l'induction ou la surexpression de certains gènes. 

L'utilisation de la teclmique SSH avec les ARNm des plantes tolérantes et 

sensib les dans des conditions d'exposition à l'aluminium conduisant à 50% 

d'inhibition de croissance racina ire représentait donc une altemative d'i soler ces gènes 

induits ou surexprimés par le métal. 

Les différences phénotypiques s'exprimant au niveau de l'apex racinaire, cible 

initiale de l'alumjnium (Kollmeier et al. , 2000 ; Chapitre 1 : 1.2.2), l'étude de 

l'expression différentielle des gènes a ainsi été concentrée sur les apex des plantes. La 

technique de SSH a donc été appliquée entre les ADNe d'apex racinaires de plantes 

tolérantes et sensibles exposées à des doses d'aluminium conduisant à 50% 

d'inhibition de la croissance racinaire. 

Plus précisément, les banques SSH ont été réalisées à partir des ADNe de 

deux variétés de blé : les ADNe de la variété to lérante Atlas-66 exposée à 50 ~ 

(uti li sés comme tester) et les ADNe de la variété sensible Fundy exposée à 5 ~-tM d'Al 

(uti li sés comme driver). 

2.5.3. L ES DIFFÉRENTS PROTOCOLES 

La SSH a été réalisée à l'aide du kit PCR-Seled'M eDNA Subtraction Kit de 

CLONTECH selon le protocole standard décrit par le fournisseur et selon différentes 

modifications décrites dans les sections suivantes. Les raisons et les cmmaissances 
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théoriques liées à ces modifications sont quant à elles décrites dans la discussion 

(Chapitre 4 : 4.2). 

Cinq banques SSH ont été réalisées corrune décrit dans la Figure 2.3 suivante. 

En rouge sont mises en valeur les modifications apportées au cours de la réalisation 

des diverses banques. 

Deux séries de synthèses d'ADNe de tester et driver ont été réalisées. La 

première série a été utilisée pour les banques 1 et 2, la deuxième série pour les 

banques 3, 4 et 5. 

Les banques 1 et 3 ont suivi le protocole SSH standard mais elles sont issues 

de deux séries d'extraction d'ARN poly A+ et de synthèses d'ADNe driver et tester 

distinctes. La banque 3 a servi de référence pour démontrer une efficac ité accrue 

apportée par les protocoles modifiés des banques 4 et 5 comparativement au 

protocole standard. Ce fût une banque contrôle pour observer si la non-digestion par 

l'enzyme Rsa 1 des ADNe driver et l'utilisation d'une ADN polymérase non­

correctrice pouvaient constituer une amélioration technique. Dans un souci de limiter 

les variations expérimentales, les ADNe correspondant aux drivers digérés et non­

digéré par l'enzyme Rsa 1 des banques 3, 4 et 5 proviennent de la même réaction de 

synthèse. De plus, les ADNe driver non-digérés ont été traités selon le même 

protocole expérimental que les ADNe driver digérés à l'exception que l'enzyme Rsa I 

et son tampon ont été remplacés par de l'eau. 

La banque 2 diffère de la banque 1 par l'ajout d'ARN de driver lors de l'étape 

de PCR. La banque 2 fût un test préliminaire pour observer une amélioration apportée 

par J'ajout d'ARN driver lors des PCR SSH. 

La banque 4 diffère de la banque 3 par l'utilisation des driver non-digéré et 

une ADN polymérase non correctrice pour les réactions PCR. L'amélioration 

apportée par ces deux modifications sera évaluée en comparant les banques 3 et 4, la 

banque 3 servant de référence. 

Enfin la banque 5 diffère de la banque 4 par l'ajout d'ARN driver lors des 

étapes de PCR. Cette dernière banque est une combinaison des améliorations utili sées 
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pour la banque 2 et celles utilisées pour la banque 4. La banque 3 servira de référence 

pour évaluer la qualité de cette cinquième banque. 

lester digéré Rsa 1 dnver d1géré Rsa 1 tester digéré Rsa 1 dnver d1géré
1 
Rsa 1 dnver non-digéré Rsa 1 

1 1 1 1 

t 1 

1 ~ 
HybndatiOn Hybridati on Hybridation 

F1flmg F11/mg Fil/mg 

/ ~ + / ~ 
PCR PC PCR PCR PC 

Standard w1th ARt~ Standard Standard Wlth ARN 

! ! ! ! ! 
Banque 1 Bctn\1Ua 2 Banque 3 BctnQUB4 Bctn(lue 'i 

Figure 2.3 : Variation de protocoles entre les cinq banques SSH. 
En rouge : modifications apportées au protocole standard SSH au cours de la 
réalisation des diverses banques SSH. 

Afin de ne pas alourdir le texte, les précisions techniques qui vont être 

décrites dans les sections suivantes ne vont souvent être expliquées que pour la 

réalisation des banques 3, 4 et 5. En effet, les protocoles suivis pour les banques 1 et 

2 sont repris dans la construction des banques 3 à 5. 

2.5.4 . SYNTHÈS E DU PREMIER BRIN D'ADNe 

La synthèse du premier brin d'ADNe a été réalisée à partir de 2 ~-tg d' ARN 

pol y A+ pour la variété tolérante Atlas-66 et 4 1-lg d' ARN poly A+ pour la variété 

sensible Fundy. La quantité d'ARN poly A+ de Fundy (ARN poly A+ driver) a été 

doublé pour synthétiser en une seule fois suffisamment d'ADNe pour les banques 4 et 

5. Ainsi , pour les ARN pol y A+ driver Fundy, les quantités de réactifs décrits dans les 

sections ci-dessous ont été doublées pour utiliser 4 1-lg d'ARN poly A+ et non pas 2. 



56 

A 2 !Ag d ' ARN pol y A+ sont ajoutés 10 pmol de eDNA Synthesis Primer. 

Cette amorce possède un site de restriction Hind III, un site de restriction Rsa 1 et une 

séquence poly-dT suivie de 2 bases a léatoires, la première ne pouvant être w1e 

thymine (Tableau 2.2). Le mélange ARN pol y A+ et amorce poty-dT est incubé 2 

min à 70°C afin de dénaturer les ARN puis placé 2 min dans la glace. Du tampon 

First-Strand Buffer est ensuite ajouté (Tris-HCI pH8,5 50 mM ; MgCI2 8 mM ; KCI 

30 mM ; DTT 1m.M) ainsi que des dNTP à une concentration finale de 1 mM et 20 

unités d'enzyme Reverse Transcriptase d'A vion Myeloblastosis Virus (AMV). Après 

agitation, le mélange réactionnel est incubé 1,5 heures à 42°C. La réaction de 

synthèse est arrêtée en plaçant les tubes dans la g lace et la synthèse du deuxième brin 

d ' ADNe est aussitôt réalisée. 

Tableau 2.2 : Séquence nucléotidique de l'amorce poly-dT eDNA Synthesis 
Primer. 

Amorce Séquence 
Rsa l 1/ind lll 

eDNA Synthesis Primer s· TTTTGTAC/\/\CJCTT30N1N J' 

2.5.5. SYNTH ÈSE DU DEUXIÈME BRIN D'ADNe 

Pour réaliser la synthèse du deuxième brin d'ADNe, le tampon Second-Strand 

Buffer (KCl 100 mM ; ammonium sulfate 10 mM ; MgCb 5 mM ; ~-NAD 0, 15 mM ; 

Tris-HCI pH7,5 20 mM ; BSA 0,05 mg/ml) est ajouté au milieu réactionnel précédent 

ainsi que des dNTP à une concentration finale de 0,2 mM et le Second-Strand Enzyme 

Cocktail (DNA polymerase I 24 unités ; RNase H 1 unité ; E. coli DNA ligase 4,8 

unités) . Les tubes sont agités et incubés 2 heures à l6°C. Six unités de T4 DNA 

Polymerase sont ajoutées aux tubes et 1 'ensemble est agité puis placé 30 min à I6°C. 

Cette deuxième étape de synthèse est stoppée par 1 'ajout de 4 !li de 20X 

EDTA!Giycogen Mix (EDT A 200 mM ; glycogène 1 mg/ml) . Cinquante micro litres 
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de phénol Tris saturé pH7,5 et 50 ~1 de chloroforme sont ajoutés . Les tubes sont 

agités au vortex et centrifugés à 16 300 g pendant 10 min à température ambiante. 

Les phases aqueuses sont prélevées et 100 ~1 de chloroforme y sont ajoutés. Les tubes 

sont de nouveau agités et une nouvelle centrifugation à 16 300 g est effectuée. Les 

phases aqueuses sont de nouveau prélevées. Après l'ajout de 40 ~l d'acétate 

d'ammonium 4 Met 300 ~l d 'éthanol 95%, les tubes sont immédiatement centrifugés 

20 min à 16 300 g à température ambiante. Les culots sont ensuite lavés avec 500 ~1 

d'éthanol 70%. Après une nouvelle centrifugation de 10 min à 16 300 g, les cu lots 

sont séchés 10 min à l'air libre. Ils sont resuspendus dans 50 ~1 d 'eau. Six microlitres 

sont prélevés et conservés à - 20°C pour être observés par électrophorèse en ge l 

d'agarose. Le reste est utilisé pour continuer le protocole SSH. 

Il est à noter que l'utilisation de 4 ~g d'ARN polyA+ de blé Fundy exposés à 5 

~M d'aluminium a permis d'obtenir suffisamment d'ADNe driver pour réaliser deux 

banques, les banques 4 et 5. 

2.5.6. TRAITEMENTS DES ADNe DOUBLE-BRIN 

Le lot d'ADNe issu de la variété Atlas-66 a été digéré par l'enzyme Rsa 1 selon 

le protocole décrit ci-dessous. Les ADNe issu de la variété Fundy ont été séparés en 2 

lots : un lot digéré par l'enzyme Rsa 1 selon le même protocole utilisé pour les ADNe 

d'Atlas-66, un deuxième lot non-digéré où l'enzyme Rsa I et le tampon enzymatique 

ont été remplacés par de l'eau. En dehors de ces différences , les incubations et les 

précipitations ont été réalisées de la même façon pour les 3 lots d'ADNe. 

Les ADNe double-brin sont digérés à 37°C pendant 1,5 heures en utilisant 15 

unités de Rsa 1 dans du tampon Rsa 1 Restriction Buffer (Bis Tris Propane-HCI pH7 

10 mM ; MgC[z 10 mM ; DTT 0, 1 mM). Cinq micro litres de réaction sont conservés 

pour estimer 1 'efficacité de la digestion par électrophorèse sur ge l d'agarose. La 



58 

réaction est stoppée par l'ajout de 2,5 )li 20X EDTA/Glycogen Mix. Vingt-cinq 

microlitres de phénol et 25 )li de chloroforme sont ajoutés aux réactions et après 

agitation les tubes sont centrifugés 10 min 16 300 g. La phase aqueuse est prélevée, 

50 )li de chloroforme sont ajoutés et l'ensemble est agité. Une nouvelle centrifugation 

à 16 300 g durant 10 min est effectuée et la phase aqueuse est de nouveau prélevée. 

Les ADN sont précipités à l'aide de 25 )li d'acétate d'ammonium 3 M et 187,5 )li 

d'éthanol 95 %sous 16 300 g pendant 20 minutes. Les culots sont lavés avec 200 ).11 

d'éthanol 70 %, centrifugés à 16 300 g durant 5 minutes, puis séchés à l'air libre 10 

minutes. Ils sont finalement resuspendus dans 5,5 )li d'eau. Les tubes sont conservés à 

- 20°C. 

2.5.7. LIGATION DES ADAPTATEURS AUX FRAGMENTS D'ADNe TESTER DIGÉRÉS 

Le protocole suivant décrit la synthèse de la population d'ADNe tester. La 

ligation des adaptateurs sur les ADNe provenant de la variété Atlas-66 a été réalisée 

pour des quantités doublées afin de disposer d'une quantité suffisante d'ADNe tester 

pour la réalisation de deux séries d'hybridations : une pour la banque 3, l'autre pour 

les banques 4 et 5. Ainsi les trois banques obtenues (3, 4 et 5) pourront être 

comparées puisque les ADNe seront issus de la même réaction de synthèse. Pour ne 

pas alourdire le texte, les données techniques suivantes ne décrivent les conditions 

que pour des quantités simples (banque 1 et 2) et non doubles (banque 3, 4 et 5). 

Un microlitre d'ADNe double-brin tester digérés par Rsa 1 est dilué avec 5 )li 

d'eau stérile. De cette dilution, 4 )li vont être prélevés pour effectuer la ligation selon 

les conditions suivantes : deux microlitres d'ADNe double-brins tester digérés Rsa 1 

dilués vont être ligués avec l' Adaptateur 1 ou l'Adaptateur 2R à 2 )lM (Tableau 2.3) , 

du Tris-HCI pH7,8 50 mM, MgCh 10 mM, DTT 2 mM, BSA 0,05 mg/ml, de la T4 

DNA Ligase (CLONTECH) 400 U, de l'ATP 0,3 mM. Les réactions de ligation sont 

incubées à I6°C toute la nuit. Elles sont atTêtées en ajoutant 1 )li de 20X 
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EDTA/Glycogen Mix et en chauffant 5 minutes à 72°C. Les tubes sont conservés à -

20°C. 

2.5.8 . PREMIÈRE HYBRJDATION TESTER/DRIVER POUR CHAQUE SÉRJE D'ADAPTATEUR 

Pour limiter au maximum les variations des conditions expérimentales, une 

même réaction d'hybridation tester/driver à été utilisée pour la réalisation des 

banques 1 et 2 (notée 1 +2). De la même façon, une autre réaction a été utilisée pour la 

réalisation des banques 4 et 5 (notée 4+5). 

Les conditions expérimentales utilisées pour les premières hybridations ont 

été les suivantes : 1,5 111 d' ADNe double-brins driver digérés (banque 1 +2 et 3) ou 

non-digéré (banque 4+5) par Rsa I ont été incubés avec 1,5 111 de tester ligué avec 

adaptateur 1 ou de tester ligué avec adaptateur 2R en présence du Hybridization 

Buffer (CLONTECH) lX. Une goutte d'huile minérale est déposée au sommet des 

réactions d'hybridation pour limiter l'évaporation. Les échantillons sont chauffés à 

98°C pendant 1,5 minutes pour dénaturer les structures double-brin et sont ensuite 

incubés dans un therrnocycleur à 68°C pendant 8 heures pour permettre l'hybridation. 

La deuxième hybridation est alors aussitôt effectuée. 

2.5.9. MÉLANGE DES TESTERS ET DEUX IÈME HYBRIDATION CONTRE LE DRIVER 

A 1111 ADNe double-brin driver digéré ou non par l'enzyme Rsa I (selon les 

banques), 1 J.Û de 4X Hybridization Buffer et 2 111 d'eau sont ajoutés. Les ADNe du 

driver sont dénaturés par une incubation de 1,5 minutes à 98°C. Les tubes de tester 

précédents et ces nouveaux ADNe driver fraîchement dénaturés sont alors réunis et 

mis à incuber à 68°C toute la nuit. Cent microlitres de Dilution Buffer (HEPES-HCI 

pH8,3 20 mM, Na Cl 50 mM, EDT A pHS 200 11M) à température ambiante sont 
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ensuite ajoutés (au lieu des 200 j..tl préconisés par CLONTECH). Les tubes sont 

incubés 7 minutes à 68°C puis conservés à - 20°C. 

2.5 .1 0. REMPLISSAGE DES EXTREM IT ÉS 3' ET AMPLIFICAT ION PCR 

Un microlitre des produits dilués dans le Dilution Buffer de la deuxième 

hybridation est utilisé pour effectuer les étapes de remplissage des extrémités et de 

PCR. Le protocole standard utilisé pour le remplissage des extrémités 3' de la banque 

l fût le suivant : un microlitre de produit de deuxième hybridation est incubé avec 

PCR Reaction Buffer (CLONTECH) IX, PCR Primer 1 2J..LM, dNTP 0,2 mM, 

Advantage eDNA Polymerase mix (CLOTECH) l X. Le remplissage des extrémités 3' 

s'effectue par une incubation à 75°C durant 5 minutes . Les ADN sont ensuite 

dénaturés 25 secondes à 94°C et 27 cycles d'amplificati ons sont effectués (30 sec 

94°C, 30 sec 66°C, 90 sec 72°C). Le rempli ssage des extrémités 3' de la banque 2 

diffère de celui de la banque 1 par l'ajout de 500 ng d'ARN pol y A+ du driver et 10 j.lg 

d'ARN totaux du driver au produits de deuxième hybridation. Le tout est dénaturé 5 

minutes à 95°C avant de procédés à l'ajout des autres réacti fs . Le remplissage des 

ex trémités 3' de la banque 3 di ffère de celui de la banque 1 par la diminution de la 

température d'hybridation des amorces à 60°C et une augmentation du nombre de 

cycle PCR à 28 . Enfin le remplissage des extrémités 3' des banques 4 et 5 diffère de 

celui de la banque 3 par le remplacement de la polymérase de CLONTECH par la 

Native Taq DNA polymerase d'INVITROGEN. 

L'Advantage eDNA Polymerase Mix de CLONTECH es t un mélange 

enzymatique de l'ADN polymérase Klen Taq-1 , d'une ADN polymérase ayant une 

activité correctrice 3'-7 5' et d'un anticorps antiTaq pour garantir le dépatt de la PCR 

en haute température (hot start). L'ADN polymérase Klen Taq-1 résulte d'une 

délétion N-terrninale de l'ADN polymérase de Thermus aquaticus conduisant à une 
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faible activité 5' exonucléase. L'ADN polymérase Native Taq DNA polymerase 

d'INVITROGEN ne possède pas d'activité 5' et 3' exonucléase mono-brin ou double­

brin. Elle ne possède qu'une activité 5'~3' exonucléase synthèse-dépendante: c'est-à­

dire qu'elle ne peut dégrader que le brin situé devant elle lors d'une synthèse. 

Trois microlitres des produits de PCR sont dilués dans 27 fll d'eau stérile. Les 

tubes PCR et de dilution sont conservés à - 20°C. 

Tableau 2.3 : Sé uences des différents ada tateurs et amorces de SSH. 
Molécules 

Adaptateur 1 
(double brin) 

Adaptateur 2R 
(double brin) 

Primer 1 
cstcd PCR 

Primer 2R 

Sé uences 
______ __,P_,C""R"-p~<'r-'-"i n""1c='r_,_l Ne, ted PC R pri mer 1 

S'c T AA TACGACTC ACT AT AGGGCTCG/\(]('CJ(j( ('(,CCCGGGC'AGGT3
' 

3·GGCCCGTCCA5' 
Y, Rsa 1 

-------'--'PC,__R'-'---J<p-'-'ri-'-'-m"'-c l,_,_' 1 \! C'leu reR primer 2 R 
5'CTAA TACGACTC ACTATAGGGC J\(j((,TGCiTCCJC(jGCCGACiGT3' 

3·GCCGGCTCCA 5' 
Y, Rsa 1 

2.5.11. AMPLIFICATION PCR NICHÉE 

Un microlitre des produits dilués issus de la première PCR est utili sé pour 

l'étape de PCR nichée (nested-PCR). Les conditions utilisées pour réaliser les 

réactions de PCR nichée pour les différentes banques sont décrites dans les 

paragraphes suivants. Après amplification, les réactions de PCR nichée sont 

conservées à - 20°C. Les conditions de PCR nichée pour la banque 1 furent les 

suivantes : produits première PCR dilués au 11250, PCR Reaction Buffer 

(CLONTECH) lX, Nested-PCR Primer 1 0,4 !J.M, Nested-PCR Primer 2R 0,4 !J.M, 
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dNTP 0,2 mM, Advantage eDNA Polymerase Mix (CLONTECH) lX, dénaturation à 

94°C durant 30 secondes et 20 cycles d'amplification (30 sec 94°C, 30 sec 68°C, 90 

sec n eC). Les conditions de PCR nichée pour la banque 2 furent les suivantes : 

produits première PCR dilués au l/250, ajout de 500 ng d'ARN polyA+ du driver, 

ajout de 10 jlg d'ARN totaux du driver, première étape de dénaturation à 95°C durant 

5 minutes, PCR Reaction Buffer (CLONTECH) lX, Nested-PCR Primer 1 0,4 j.!M, 

Nested-PCR Primer 2R 0,4 j.!M, dNTP 0,2 mM, Advantage eDNA Polymerase Mix 

(CLONTECH) 1 X, dénaturation à 94 oc durant 30 secondes et 41 cycles 

d'amplification (30 sec 94°C, 30 sec 68°C, 90 sec n oq . Les conditions de PCR 

nichée pour la banque 3 furent les suivantes : produits première PCR dilués au 1/250, 

PCR Reaction Buffer (CLONTECH) IX, Nested-PCR Primer 1 0,4 j.!M, Nested-PCR 

Primer 2R 0,4 j.!M, dNTP 0,2 mM, Advantage eDNA Polymerase Mix 

(CLONTECH) lX, dénaturation à 95°C durant 30 secondes et 30 cycles 

d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec n eC). Les conditions de PCR 

nichée pour la banque 4 furent les suivantes : produits première PCR dilués au 1/250, 

PCR Reaction Bujfer (INVITROGEN) lX, Nested-PCR Primer 1 0,4 11M, Nested­

PCR Primer 2R 0,4 j.!M, dNTP 0,2 mM, MgCI2 1,5 mM, Native Taq DNA 

polymerase (INVITROGEN) 2,5 U, dénaturation à 95°C durant 30 secondes et 30 

cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec n eC). Les conditions de 

PCR nichée pour la banque 5 furent les suivantes : produits première PCR dilués au 

l/250, PCR Reaction BU:ffer (INVITROGEN) lX, Nested-PCR Primer 1 0,4 j.!M, 

Nested-PCR Primer 2R 0,4 11M, dNTP 0,2 mM, MgCh 1,5 mM, Native Taq DNA 

polymerase (INVITROGEN) 2,5 U, 10 jlg d'ARN de driver, dénaturation à 95°C 

durant 30 secondes et 30 cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec 

n eC). 

Les différences majeures de protocoles sont : (i) le nombre de cycles de PCR 

nichée qui a été augmenté de 20 à 30 pour les banques 3, 4 et 5 afin de pousser les 

performances des SSH modifiées à leur maximum et bien observer au mieux les 
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différences entre les divers protocoles (ii) l'ajout ou non d'ARN et enfin (iii) 

l'utilisation d'ADN polymerase sans activité exonucléase. 

2.5.12. CRIBLAGE DES BANQUES SSH 

Les fragme nts de gènes ainsi amplifiés par l'étape de PCR nichée lors des 

diverses banques SSH ont été clonés dans le vecteur pGEM®-T ou pGEM®-Teasy de 

PROMEGA selon les conditions décrites par le fournisseur. Les c lones blancs et 

bleus clairs obtenus (après sé lection par IPTG/X-Gal) ont été repiqués un à un dans 

200 J .. d de milieu de culture LB contenant de 1 'ampicilline (l50J..Lg/ml) sur des plaques 

en polypropylène de 96 puits. Les bactéries ont été incubées toute la nuit à 37°C, 

laissées sédimenter au moins 2 hemes à 4°C ou centrifugées 5 min à 2000 g. Cinq 

mjcrolitres de chacun des culots bactériens ont été déposés sur un filtre de nylon . Les 

bactéries ont été lysées et l'ADN a été fixé sur la membrane se lon les conditions 

standard d 'hybridation sur co lonies (Sa m brook et al., 1989) .. 

Le crib lage des banques SSH a été effectué par hybridation sur colonie se lon 

un protocole dérivé de celui utili sé par Grunstein et Hogness (1975). Pour cela, deux 

sources d'ADNe ont été utilisées. La première est issue de la transcription inverse 

d'ARN totaux de driver et de tester traités à la RQ 1 à l'aide du Kit Reverse 

Transcription System de PROMEGA .. Il est rappelé ici que le driver est représenté par 

le matériel génétique de la variété sensible Fundy exposée à 5 J..LM d'alurrunium et que 

le tester est représenté par le matériel génétique de la variété tolérante Atlas-66 

exposée à 50 J..LM d'alurrunium. Cette première source d'ADNe représentait en 

majorité les gènes très ou moyennement abondants car fortement représentés dans les 

populations d'ARNm mais aussi des ARNr pouvant être rétrotranscrits et donc très 

facilement marqués à la radioactivité. Une autre source d'ADNe a donc été utili sée 

pour représenter les gènes moyennement et peu abondants. Ces ADNe sont issus des 
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produits PCR générés par le Kit GeneRacer d'INVITROGEN à partir d'ARN poly A+ 

d'Atlas-66 et Fw1dy (Chapitre 2: 2.8.1). Ils ont été rétro-transcrits de la même façon 

que précédemment. Ces nouveaux ADNe con·espondent essentiellement à des ARNm 

et non plus à des ARNr ou ARNt contamjnants. Le criblage à la radioactivité se 

retrouve plus efficace et plus spécifique des gènes transcrit en ARNm. Le marquage 

au 32P des ADNe et les tests de northern blot réalisés sur les clones retenus ont été 

réalisés selon le protocole décrit par Houde et al., 1992 . 

2 .5.13 . COMPARAISONS DES BANQUES SSH 

Les profils des différents amplifiats de PCR nichée des banques SSH ont été 

analysés par migration électrophorétique sur gel d'agarose. Cependant, pour les 

banques 3, 4 et 5 des analyses PCR ont été effectuées pour éva luer l'abondance dans 

ces banques de gènes connus. Les conditions PCR furent les suivantes : produits PCR 

SSH dilués au 1110, PCR Reaction Buffer (AMERSHAM) lX, Amorce UNI 

(Tableau 2.4) 0,4 jlM, Amorce REY (Tableau 2.4) 0,4 jlM, dNTP 0,2 mM, 

Recombinant Taq DNA polymerase (AMERSHAM) 2,5 U, dénaturation à 95°C 

durant 5 min, 5 premiers cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 60°C, 90 sec 

72°C) et 35 autres cycles (30 sec 95°C, 120 sec 72°C) et enfin 5 mjnutes d'élongation 

à n oe. 
Trois gènes connus ont été utilisés pour évaluer la qualité des banques SSH 

ont été : le gène OXO codant pour une oxalate oxydase, le gène 48E8 codant pour 

une protéine d'hypersensibilité (réaction de défense des plantes contre les pathogènes 

et maladie) et le gène 49Al codant probablement pour un transporteur d'oligo-peptide 

proton dépendant. Les séquences d'amorces utilisées ainsi que les tailles théoriques 

des amplifiats sont mentionnées dans le Tableau 2.4 suivant. 
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T bi a eau 2 4 s· : eq uences d tT ' rfi es amorces u 1 1sees pour ampli 1er esgenes con ro es. 
Amorce Séquence Taille 

attend ue 
OXO UNI ' CCTCCTTGTTTCTCCTCGCCGTGCTTCTJ 

OXOREV 5'CAGCTGCTGGCTTGTCA TGCGCT AGA TTC3
• 

50 1 pb 

48E8 LONG UN I ' ATGAACATGTGAAGAGAGCCATGAATGAGA TCAATGj 

48E8 LONG REV 5'ATATCCATGACATCCTTCGAAGAGGTCCCAGG3
' 

247 pb 

49A l LONG UNI ' GAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCJ 

49A l LONG REV s·cA TT ATCTTTTGTATCTGGACGAGCAGT AGACGAACTG 245 pb 
c J· 

2.6. RT-PCR DES GÈNES 49E8 ET 49Al 

L'analyse par RT-PCR des gènes 48E8 et 49A l a été effectuée à partir des 

ARN de 4 variétés de blé : Atlas-66, OK9 l G l 06, Fundy et OK9 l G 108 exposées à 0 

~tM , 5 ~M et 50 ~M d'A l. Les ARN ont été dosés par densité optique et leur quantité a 

été réévaluée à l'aide du programme Quanti tyOne de BIORAD comme décrit dans la 

section Chapitre 2: 2.4 . La transcripti on inverse a été réa lisée à partir d'un 

microgramme d'ARN totaux pour chaque conditi on expérimentale à l'aide du kit 

Reverse Transcription System de PROMEGA. Environ 50 ng d'ADNe ont été utili sés 

pour effectuer les PCR selon les conditions suivantes : PCR Reaction Buffer 

(AMERSHAM) l X, Amorce UNI (Tableau 2.5) 0,2 ~' Amorce REY (Tableau 

2.5) 0,2 ~M, dNTP 0,2 mM, Recombinant Taq DNA polymerase (AMERSHAM) 2,5 

u, dénaturation à 95°C durant 2 min, 40 cycles d'amplifica tion (3 0 sec 95°C, 30 sec 

56°C, 30 sec 72°C) et enfin 5 minutes d'élongation à 72°C. 
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Tablea u 2.5 : Am orces u tilisées pour les tests de RT-PCR spécifiq ues des gènes 
48E8 et 49Al. 

Amorce Séquence Taille 
attendue 

48E8 UN I ,.ATGAACATGTGAAGAGAGCC3
. 

48E8 REV 
5'ATATCCATGACATCCTTCGA3

. 
247 pb 

49A l UN I ' GAGTTCTTCTACGACCAGCCj 

49A l REV 
5'CA TT A TCTTTTGT A TCTGGACGA 3. 

245 pb 

2.7. PCR E ' TEMPS RÉEL DU GÈ NE 49Al 

La PCR en temps réel permet d'estimer plus finement que les analyses 

class iques de northern blot la dérégulation d'un gène entre diverses populati ons 

d'ARNm . En fa it, elle quantifie par des procédés d'amplification PCR le nombre de 

molécu le d'ADNe réciproque des ARNm messagers d'intérêt entre les di verses 

popu lations d'ARNm étudiées. E lle est basée sur l'utilisation d'un thermocycleur 

spécia l où sont disposés des capteurs de fluorescence pour chaque tube réactionne l. 

Ces capteurs sont capables pour chaque cycle PCR de quantifi er le nombres de brins 

d'ADN nouve llement synthéti sés par l'utili sation de molécu les fluorescentes. En effet, 

à chaque cycle de PCR, le nombre de molécules d'ADN est théoriquement doublé. Il 

en résulte que le nombre de molécules fluorescentes fixées sur les ADN double brins 

est lui auss i doublé. Une fois fi xées sur les brins d'ADN , ces mo lécules sont capables 

d'émettre un signal de fluorescence à une certaine longueur d'onde. C'est cette 

fluorescence qui est détectée par les capteurs du thermocycleur. A insi, à chaque 

signal de flu orescence correspond la synthèse d'un nouveau brin d'ADN . 

Pour réa li ser les études PCR en temps rée l, la quantité des ARN a été 

réestimée à l'a ide du RiboGreen Kit (MOLECULAR PROBE) selon les conditions 

décrites par le fournisseur. La quantification des ARN par RiboGreen est garantie 

plus sensible qu'une lecture la densité optique à 260 mn. Les transcriptions inverses 

ont été effectuées de la même façon que précédemment. 
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L'analyse de l'express ion du gène 49A l par PCR en temps rée l s'est faite à 

l'aide du kit Sybr Green PCR M aster Mix (APPLIED BIOSYSTEMS) et du 

thermocyclem 7000 Sequence Detection System d'ABI prism. L'expression du gène 

codant pour l'enzyme GA3PDH cytosolique a serv i de référence interne. Cette 

enzyme apparti ent au métabo li sme de base cellula ire (house keeping gene) et la 

quantité de ses ARNm transcrits est considérée comme constante au cours du temps. 

Pour chaque conditi on physio logique testée, cinquante nanogrammes d'ADNe ont été 

utili sés afin de réa li sées les cyc les de PCR suivants : 2 min 50°C, 10 min 95°C (20sec 

95°C, 60 sec 60°C)45 . Les amorces de PCR en temps rée l ont été déterminées à l'a ide 

du logicie l Primer Express® v2 .0 (APPLIED BIOSYSTEMS). Leurs séquences et la 

taille des ampl ifiats attendus sont décrites dans le Tableau 2.6 suivant. 

Tableau 2.6 : Séquences des amorces ut ilisées d a ns les réactions de PCR en 
t ' 1 emps ree. 

Amorce Séquence Taille 
attendue 

49A l 12F ' TCGGCATGCTCGAGTTCTTj 
6 1 pb 

49A l 73R 5'TGCCACACCCAGGCTCTT3
' 

GA3PDH F3 YTTGAGGGTTTGATGACCACAGTT~ 
86 pb 

GA3PDH R3 s·TCCACCTCTCCAGTCCTTGCT3
' 

2.8. B ANQ UES D' EXPRESSION DE PROTÉI NES G ATEWAY 

Afin de tester l'hypothèse de travail selon laquelle la to lérance à l'a luminium 

pourrait être due à l'existence d'isoformes de proté ines, une autre stratégie a été 

élaborée. Cette stratégie est basée sur l'express ion de banques de proté ines chez la 

levure Saccharomyces cerevisiae. Ces banques devaient être construites dans des 

systèmes permettant fac ilement leur transfert vers d'autre vectem afin de réa li ser dans 

les années à venir des tests d'express ion chez la plante Arabidopsis thaliana. La 

construction des banques a été réa lisée à partir de deux techno logies de la compagnie 

INVITROGEN : le système GeneRacer qui permet l'amplifi cation spécifique d'ADNe 
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de pleine longueur évi tant ams1 la contamination des banques par les gènes 

ribosomiques et le système de recombinaisons Gateway qui permettent le 

basculement d'un vecteur à un autre des séquences d 'ADNe avec une haute efficacité . 

Ces deux systèmes ont été modifiés pour être compatibles entre eux. Toute cette 

parti e des travaux résulte d'une collaboration étroite avec Josée Demers, étudiante à la 

Maîtri se de Biologie de l'Universi té du Québec à M ontréal et Jeffrey P . Jonston (Ph . 

D) des services du support technique d'INVITROGEN Canada. 

2.8.1. MODULATION DU SYSTÈME GEN ERACER D'INVITROGEN 

Le princ ipe du système GeneRacer ainsi que les modi fica tions qui y ont été 

apportées sont représentés dans la Figure 2.4. Lors d'un extraction d 'ARN, la 

population d'ARN obtenue est w1 mélange d'ARN non-messagers (ARNr, ARNt) 

avec des ARNm messagers intacts (coiffe guanid ine méthy lée présente) ou abîmés 

(tronqués, coiffe absente) . Le procédé GeneRacer débute par un premier tra itement 

par w1e phosphatase qui supprime les groupements phosphate en 5' des ARN non­

messagers et des ARN messagers abîmés. U n deuxième tra itement enzymatique par 

une pyrophosphatase de Tabac permet de générer un groupement phosphate en 5' des 

ARN messagers intacts à partir de leur coiffe de guanidine méthy lée. Par la suite, un 

oligo d'ARN est a lors ligué sur ces nouveaux groupements phosphate obtenus. Les 

ARN messagers intacts sont par la su ite rétrotranscri ts grâce à un o ligo poly(dT) se 

fixa nt sur leur queue 3' po ly(dA) . Cette rétrotranscri ption comprend aussi la séquence 

de l'oligo ARN nouvellement fixé sur les mo lécules d'ARNm. Il est donc poss ible à 

cette étape d'ampli fier par PCR les molécules d'ADNe simple brin par l'utili sation 

d'amorces spécifiques des séquences de l'o ligo d'ARN ajouté en 5' et de l'o ligo 

poly(dT) utili sé pour la rétro transcripti on. 

La première modi fication apportée au procédé GeneRacer pour le rendre 

compati ble avec la technologie Gateway concem e l'oligo dT Primer sur lequel a été 
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ajouté la séquence AttB2 nécessaire à la réaction BP clonase du système Gateway 

(Tableau 2.7). La deuxième modification concerne l'étape de PCR où l'amorce 3' est 

une amorce AttB2 Biotinylée dont une partie de la séquence est simi laire à celle de 

l'oligo dT Primer (Tableau 2.7). 

mRNA 

Truncated mRNA 

Non-rrf<NA 

mRNA 

Truncated mRNA 

Non-rrf<NA 

-----AAA.AA 

-----AAAAA 

pol.-------
1 Calf intestinal phosphatase 
i- treatement 

========----------~AAAAA 

--------------AA~A 

1 Tobacco ac id pyrophosphatase 
i- treatement 

•"04-----------------AAA.AA 

---------AAAAA 

1 + RNAohgo 

i- RNA ligase treatment 

RNAohgo 
--------------------------------AAAAA 

l ~everse transcription 

ll.AAAA 

l PCR 

TrTrT 

GeneRacer 5" Pruner ;; ..... =;..... ________________________ _ 

Figure 2.4 : Principe du système GeneRacer modifié. 

o qo rl 1J rne 
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Les banques d'expression ont été effectuées à partir d'ARNm du blé tolérant 

Atlas-66 mais aussi du riz, une plante naturellement très résistante à l'aluminium. 

Le procédé GeneRacer a été effectué à partir d'ARN pol y A+ du blé tolérant 

Atlas-66 exposé à 50 !JM d'Al , du blé sensible Fundy exposé à 5 !JM d'Al et de riz 

exposé à 200 !JM d'Al. Les ARN ont été purifiés à l'aide du kit Dynabeads® rn.RNA 

purification kit de DYNAL BIOTECH. 

Tableau 2.7 Séquences nucléotidiques des amorces utilisées dans le système 
GeneRacer. 

Amorce 
().:neRaœr 
RNA oligo 
Ci.:ne Racer 
Oligo dT Primer 
GeneRaccr 5' 
Primer 
3' Primer Biotin 

Séquence 
Gene Racer S'Primer . 

S'CGACUGGAGCACGAGGACACUGM Al (J(iAC l CrAACi(rl\(iL '\(JAAA 3
' 

' GCTGTCAACGATACCiCTACGAAAC GCiCATCi.I\C AGTG(T) 1/ 

' CGACTGGAGCACGAGGACACTGAj 

(AttB2-Biotine) s· BiotineCJGCiGA CAC'TTTGTAC'AAGAAACiC'TGGCiTGCTCiTCAACGAT 
GenL·Racrr Oli l!odT Primer 

AC'GCTACGTAACGGCATGACACiTCir 

Toutes les différentes étapes expérimenta les ont été effectuées selon le 

protocole décrit par INVITROGEN dans leur kit GeneRacer. La PCR finale 

GeneRacer a été réalisée selon les conditions suivantes : Produit GeneRacer (RT) 

dilué 1150, PCR Reaction Buffer (CLONTECH) lX, GeneRacer 5' Primer 0,2 )lM, 

AttB2-Biotine 0,2 )lM, dNTP 0,2 mM, Advantage eDNA Po!ymerase mix 

(CLONTECH) IX, dénaturation à 94°C durant 30 sec, 40 cycles d'amplification (30 

sec 94°C, 2 min 64°C, 6 min 68°C) et enfin 5 minutes d'élongation à 68°C. 

Vingt microlitres de produits PCR ont ensuite été purifiés sur une colonne 

Microcon (MILLIPORE) selon les conditions du fo urni sseur. 
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2.8.2 . LE SYSTÈME GATEWAY o 'INVITROGEN 

Le système Gateway repose sur deux réactions enzymatiques de clonase. Ces 

réacti ons constituent des réactions similaires à des évènements de recombinaisons 

homo logues. Par l'utilisation simultanée de ces deux types de réacti ons enzymatiques, 

il est poss ible de transférer rapidement des séquences d'ADN d'un vecteur à un autre. 

Le système Ga teway a été sé lectionné pour pouvoir transférer les banques 

d'express ion de proté ine construites dans di fférents organi smes notanunent la levure 

Saccharomyces cerevisiae, ce qui a été réalisé durant cette thèse mais auss i d'autre 

organisme comme la plante Arabidops is thaliana, ce qui constitue une perspective de 

travai l. 

Les produits PC R du procédé GeneRacer modifié sont li és en 5' à un 

adaptateur possédant la séquence AttB 1 (Figure 2.5) . Des mo lécul es d'ADN ayant 

une séquence A ttBl en 5' et une séquence AttB2 en 3 ' sont a insi obtenues (Figure 

2.5). Ces molécules se retrouvent donc orientées par ces deux séquences AttB, le 

codon Start A TG des ADNe se trouvant du coté AttB 1. Ces molécules AttB l-Gene­

AttB2 sont mises en présence d'un vecteur appelé "donneur" comprenant de façon 

orientée les séquences AttP 1 et A ttP2 autour du gène suic ide ccdB. Ce gène ccdB est 

léta l pour la plupart des variétés commercia les d 'E. coli. Par l'utilisation du mélange 

enzymatique BP, les séquences d'ADNe se retrouvent transférées dans le plasmjde 

alors que le gène ccdB se retrouve sous forme d'une molécule linéaire libre. Les 

produits de la réaction enzymatique BP servent alors à transformer des bactéries E. 

coli. Les bactéri es sont mises en suite en présence de l'antibiotique de sé lection 

correspondant au gène de résistance RI présent sur le vecteur "donneur" . Les 

bactéries transformées avec les frag ments d 'ADN linéaire d'ADNe ou du gène ccdB 

périront. Les bactéries transformées avec le vecteur "donneur" n'ayant pas recombiné 

périront auss i puisqu'e lles exprimeront le gène létal ccdB . Seules survivront les 

bactéries ayant un plasrrude recombiné où le gène ccdB a été remplacé par une 

séquence d'ADNe. Ces nouveaux vecteurs obtenus sont appelés vecteurs "entrée". 
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Dans ces nouveaux vecteurs , les séquences AttP1 et AttP2 ont été remplacées 

respectivement par les séquences nucléotidiques AttL 1 et AttL2 par le mélange 

enzymatique BP. Une banque plasmidique d'ADNe appelée "entrée" est ainsi 

disponible dans E. coli. Par un nouveau jeu enzymatique dit LR, il est possible de 

transférer tous ces ADNe dans un autre vecteur, un vecteur appelé "destination" car il 

possède tous les éléments nécessaires pour l'expression protéique dans un autre 

organisme, par exemple la levure. La réaction LR est donc effectuée, et ainsi les 

ADNe sont transférés de la même façon sur le nouveau vecteur. Les plasmides 

obtenus servent à transformés dans un premier temps les bactéries E. coli pour avoir 

une haute efficacité de transformation . Les transformants sont sélectionnés grâce à 

l'antibiotique conespondant au gène de résistance R2 du vecteur de destination. Une 

nouvelle collection de vecteurs appelés d"'expression" est ai nsi obtenue. E ll e servira à 

transformer l'organisme visé pour l'expression protéique, par exemple la levure, en 

utilisant le gène de résistance R3 . A la fin de la réaction LR, les nouveaux plasmides 

d"'expression" générés possèdent des séquences AttB 1 et AttB2 à la place des 

séquences AttR1 et AttR2. De nouvelles réactions BP sont donc de nouveau possible 

à ce stade rendant les possibilités de transfert Gateway infini. 

Les produits PCR purifiés sont ligués à l'adaptateur AttB 1 (Ta bleau 2.8) selon 

le protocole suivant : dix microlitres de produits PCR sont ligués avec du Ligation 

Buffer (INVITROGEN), de l'Adaptateur AttB 1 à 1 1J.M, et de la T4 DNA Ligase 

(INVITROGEN) 1 U à 40°C durant 16 heures. Les produits de ligation sont purifiés 

de la même façon que précédemment sur une colonne Microcon (MILLIPORE) selon 

les conditions du fournisseur. 
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Figure 2.5 : Construction d'une banque d'expression Gateway à partir des 
produits PCR GeneRacer. 
Schéma de la combinaison des kits GeneRacer et Gateway d'rNVITROGEN. 
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Tableau 2.8 : Sé uence de l'ada tateur AttBl. 
Adap tateur Att8 1 ,.TCGTCGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTT' 

(doubl e brin ) 3'CCCCTCiTTC'AAAC'ATGTTTTTTCGTGCGA ,. 

Les protocoles utilisés pour les réactions de clonase BP et LR ont été modifiés 

par rappott à ceux décrits par INVITROGEN afin d'augmenter l'efficacité des 

réactions . Le protocole de la réaction BP fût Je suivant : 41 ,25 ng de produits de 

ligation purifiés sont incubés dans du Tris HCl pHS 4 mM, BP Buffer 

(INVITROGEN) lX avec 75 ng de vecteur pDON201 (Figure 2.6) et un microlitre 

de BP clonase mix (INVITROGEN) durant 16 heures à 25°C. Le protocole de la 

réaction LR fût Je suivant : 150 ng d'ADN de la banque "Entrée" sont incubés dans du 

Tris HCI pHS 4 mM, LR Buffer (INVITROGEN) lX avec 150 ng de vecteur pYES­

DEST52 (Figure 2.7) et un microlitre de LR clonase mix (INVITROGEN) durant 16 

heures à 25°C. 

pDONR"'201 

Figure 2.6 : Carte du plasmide pDONR201. 
Carte obtenue auprès de la compagnie INVITROGEN. 



pYES-DEST52 
7.6 kb 

Figure 2.7: Carte du plasmide pYES-DEST52. 
Carte obtenue auprès de la compagnie INVITROGEN. 
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Les produits issus de la réaction BP sont traités à la protéinase K pendant 10 

minutes à 37°C. Le vo lume est ensuite ramené à lü f . .d par ajout de 4,5 fll d'eau. Un 

microlitre de cette dilution est utili sé pour transformer par électroporation la souche 

E. coli ElectroMAX DH 1 OB (INVITROGEN). Après une nuit de croissance en 

présence de l'antibiotique de sélection (Kanamycine), les plasmides sont extraits, 

purifiés et dosés par densité optique. L'ensemble de ces plasmides constitue la banque 

"entrée" . Cette banque est ensuite utilisée pour effectuer la réaction LR. L'utilisation 

du plasmide pYES-DEST52 (Figure 2.7) permet de construire une banque 

d'expression des gènes dans la levure Saccharomyces cerevisiae. Les produits de la 

réaction LR sont traités de la même façon à la protéinase K et ils sont utilisés pour 

transformer la même souche de bactéries. La banque "expression" est ains i obtenue. 

La qualité des di fférentes banques a été déterminée par la présence de gène connus 

comme il l'a été expliqué à la section Chapitre 2: 2.5.13 (Tableau 2.4). 
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2.8.3. T RANSFORMATION ET EXPRESS ION DANS LA LEVURE 

Les banques d'expression ont été introduites dans la levure à l'aide du système 

S.e. EasyComp Transformation kit (K5050-01 ) d ' INVITROGEN. Des modifications 

ont été apportées au protocole suggéré par la fabriquant. Dix millilitres de milieu 

YPD ont été inoculés avec une colonie de la souche de levure INVSc-1 et ont été 

incubés une nuit à 30 °C avec agitation (250 rpm). Le lendemain, les cellules ont été 

diluées jusqu 'à l'obtention d 'une DO à 600nm de 0.2 dans w1 volume total de 10 ml 

(milieu YPD). Les levures ont été mises à pousser à 30 oc (250 rpm) jusqu 'à 

l'obtention d 'w1e DO à 600nm de 0.6. Les cellules ont été centrifugées 5 minutes à 

500 x g à la température de la pièce, le surnageant enlevé et les levures resuspendues 

dans l 0 ml de so lution l. Une seconde centrifugation a été effectuée dans les mêmes 

conditions et les levures resuspendues dans 500 111 de soluti on II . À ces 500 111 de 

levures, 50 11g d 'ADN de la banque d'expression (issus d'E. coli) ont été ajoutés ainsi 

que 5 ml de solution III (INVITROGEN). Le mélange est ensuite agité 

vigoureusement et incubé pour l heure 30 minutes à 30 oc et homogénéisé toutes les 

l 0 minutes pendant l'incubati on. 

Les analyses des banques d'expression de levures ont été réa lisées en présence 

d 'aluminium dans un milieu SC modifié. Ce milieu nommé LPM est caractérisé par 

un fa ible pH de 3.5 et par une fa ible concentration de phosphate, soit 25 11M K2HP04, 

ce dernier ayant tendance à fo rmer des précipités en présence d'a luminiwn. De plus, 

la concentration de potass ium a été élevée à 5 mM par l' ajout de KCl et la 

concentration de magnésium (MgCb) a été diminuée à 200 IJ.M. 

Une première solution (Yeast nitrogen base without amino acids 6.7 gT 1 

(NH4)2S0 4 5 g- r1
; NaCl 0.1 gT 1

; CaCb 0. 1 gT 1
; KCl : 5 mM ; MgCb 200 IJ.M ; 

KH2P04 25 11M ; Acide borique 500 rn gT 1 
; Copper sulfa te 40 mgT 1 

; Potass ium 

iodine lOO mgT 1 
; Ferric chloride 200 mgT 1 

; Sulfate de manganèse 400 mg· r 1 
; 

Molybdate de sodium 200 mgT 1 
; Sulfa te de zinc 400 mgT 1

; Gel-Gro 0.5% pour les 

mili eux solides) a été réa lisée à partir d'eau milli-Q puis a été autoclavée. Le pH a été 
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ajusté à 3 .5. Une fo is le mili eu tiède, des v itamines (Biotine 2 mg·r' ; Calcium 

pantothénate 400 rn gT 1 
; Acide fo li que 2 mg·r' ; Inos itol 2000 mgT 1 

; Niacine 400 

mgT 1
; Acide p-aminobenzoïque 200 mgT 1 

; Pyrodoxine hydorchloride: 400 mgT 1
; 

Riboflav ine 200 mg T 1 
; Thiamine hydrochloride 400 mgT 1

) , des acides aminés 

(Y east syntheti c Drop-out medium supplement (0.2%) (SIGMA) avec ou sans Urac ile 

selon les conditions expérimenta les) et une source de carbone (2% D-(+)-glucose, 2% 

D-(+)-raffinose et 2% sucrose) ont été ajoutés. Le mi lieu ainsi obtenu est appelé 

LPM. 

Lors de ces tests de rés istance, le glucose est remplacé par 2% D-(+)-galactose 

pour induire l'expression des proté ines. De 1 'aluminium préalablement fil tré est ajouté 

au milieu sous fo rme de chlorure d'a luminium. Pour les milieux solides, l'aluminium 

a été ajouté par imbibiti on grâce à une solution de pH 3,5 en concentration 2X (par 

rapport au vo lume du milieu so lide) . La diffus ion a été réa lisée durant 48 heures puis 

les so lutions d'a luminium sont j etées et les pétris séchés avant étalement. 

Les levures transformées ont été mi ses en milieu LPM à 30 oc sous agitation à 

25 0 rpm pour une nuit. Le lendemain, les levures ont été centrifugées 5 min à 1000 g 

et lavées deux fo is avec de l'eau milli-Q autoca lvée. Puis les cellules ont été 

resuspendues dans le même volume de milieu LPM avec 75 f.tM d 'aluminium et 

remises à 30 oc avec agitation (250 rpm). La densité optique a été prise de faço n 

régul ière à 600nm durant plusieurs jours. Après plusieurs repiquages au l/ 1 0, les 

clones représentant des clones tolérants l'a luminium ont été éta lés sur mi lieu solide et 

iso lés. Ils ont été remis en culture afin d'extraire leur ADN plasmidique et détermi ner 

la séquence d'ADN porté par le vecteur d'express ion . 

Les levures mises en milieu liquide ont poussé à 30 °C pour une période a llant 

de 18 à 24 heures avec ag itation constante à 250 rpm. Celles mises sur mil ieu solide 

ont poussé à 30°C po ur un minimum de 3 jours. 
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2.8.4. EXTRACTIONS o ' ADN PLASM IDIQUE CHEZ LA LEVURE 

Les extractions d 'ADN chez la levure ont été effectuées selon le protocole 

suivant : une culture de levure sélectionnée en présence d 'aluminium a été mi se à 

pousser pendant 16 heures à 30°C dans le milieu de sélection LPM liquide avec 

agitation. Cette culture a par la suite été centrifugée à 4000g pour une durée de 20 

minutes. Le surnageant a été enlevé et les cellules resuspendues dans 0.5 ml de 

tampon de lyse (2% Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, !OmM Tris-HCI pH 8.0, 

1rnM EDTA). Le mélange a été transféré dans un tube 1.5 ml contenant 0.3 g de 

micro-billes de verre lavées à l'acide (SIGMA). Un volume de 0.2 ml de phénol a été 

ajouté et l'ensemble a été mélangé vigoureusement pendant 2 minutes pour briser les 

cellules . Par la sui te, une centrifugation à 14 000 rpm pour 5 minutes a été effectuée. 

La phase supérieure a finalement été transférée dans un nouveau tube où 2 volumes 

d 'éthanol 95% ont été ajoutés. Le tube a été placé à -20°C pour une période de 20 

minutes et centrifugé 5 minutes à 14 000 rpm pom précipiter l'ADN. Le culot a été 

lavé à l'éthanol 70%, séché et resuspendu dans 50 J. .. d de tampon TE (l OmM Tris-HCl 

pH 8.0, 1 mM EDT A). L 'ADN obtenu a été dosé par spectrophotométri e à 260 nm et 

la qualité des ADN vérifi ée par migration sur gel d'agarose. 



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

CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1. I NHIBITION DE CROI SSANCE RAC INA IRE DUE À L'ALUMI NIUM C HEZ 

DIFFÉR ENT ES LI GNÉES DE BLÉ 

Lorsque des plantules de blé sont exposées à l'aluminium, w1 ralenti ssement de 

croissance des racines est observé (Figure 3.1). Ce ralentissement est plus important 

pour les plantules dites sensibles que pour les plantules dites tolérantes au métal. 

Selon les conditions expérimenta les, ce ralenti ssement peut aller jusqu'à un arrêt total 

de la croissance rac inaire après 2 jours (Figure 3.1 B) voire 4 jours d'exposi tion 

(Figure 3.1 A). Cet arrêt peut être dû à un blocage des mécanismes de croissance ou 

à une très fo rte mortalité des cellul es rac inaires. Afin d'éviter les mécani smes 

génétiques de mort cellulaire, les expositions au métal des plantules étudiées dans 

cette thèse n'ont été réalisées que pour des temps inférieurs à 2 jours. Durant ce laps 

de temps, les rac ines des plantules ont une croissance ralentie mais continuent de 

croître prouvant que des mécani smes génétiques de croissance sont bien présents au 

niveau des apex racinaires. 
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Figure 3.1 : Cinétique de la croissance racinaire de différ entes variétés de blé 
exposées à différentes concentra tions d'aluminium. 
A: Deux expériences indépendantes (A 1 et A2) ont conduit à exposer deux variétés 
to lérantes (Atlas-66 et Maringa) et deux variétés sensibles (Katepwa et Roblin) à des 
concentrations de O).lM et lOO ).lM durant plusieurs heures allant de 24 à 144 heures. 
Les va leurs ont été obtenues pour des triplicatas avec leur écart type (±SE). (d'après 
Basu et al., 1994a). 
B: La variété to lérante Atlas-66 et la variété sensible Scout-66 ont été exposées à 
différentes concentrations d'aluminium durant 1 à 3 jours. Les courbes représentent 
les valeurs moyennes de huit racines et leur écart type. (d'après Sasaki et al. , 1996) . 

Dans le but de déterminer les niveaux de tolérance des différentes variétés de 

blé disponib les au laboratoire, l'i ndice d'inhibition de croissance racinaire a été 

calculé (RGI). Des p lantu les des variétés At1as-66, Fundy, OK91Gl06, et OK9 1G108 

ont été exposées à 0, 5 et 50 ).lM d'Al durant 27 heures. Les variétés OK91 G 106 et 

OK91 G 108 sont issues d'un croisement entre la variété tolérante Atlas-66 et la variété 

sens ible Century. Pour chaque variété et condition d'exposition , dix plantu les ont été 



81 

utilisées afin d'évaluer l'inhibition de croissance racinaire . Chaque plantule conduisait 

à la mesure de trois racines, soit un total de trente mesures pour chaque variété. 

Atlas-66 et la lignée iso-génique OK91 G 106 sont bien des variétés tolérantes : 

elles présentent de plus faib les indices RGI à 5 !J.M d'aluminium (Figure 3.2). A 

l'inverse, les variétés Fundy et OK91Gl08 sont des variétés sensibles puisqu'elles 

présentent des indices plus élevés pour cette même concentration d'aluminium. Ces 

résultats sont proches de ceux retrouvés dans la littérature (Hamel et al., 1998 ; 

Carver et al., 1993). Cependant, dans les travaux d'Hamel et collaborateurs, les 

auteurs retrouvent une inhibition de croissance racinaire de 10% à 5!J.M d'aluminium 

et 50% à 50!J.M d'aluminium pour la variété tolérante Atlas-66, puis 50% à 5!J.M et 

70% à 50!J.M pour la variété sensible Fredrick. Ces auteurs retrouvent donc des 

valeurs identiques entre Atlas-66 à 5 !J.M et Fredrick à 50 !J.M. Les valeurs décrites 

dans la Figure 3.2 sont proches entre celle de la variété Fredrick d'Hamel et al., et 

celles de Fundy (50% versus 50%). Par contre, les valeurs sont plus élevées dans la 

Figure 3.2 que dans les travaux d'Hamel et collaborateur pour la variété Atlas-66 

(70% versus 50%). Ceci peut s'expliquer par le fait que l'équipe d'Hamel et al. ont 

exposé leurs plantes durant 24 heures alors que les premières expositions réalisées 

dans cette thèse étaient de l'ordre de 27 heures . De nouvelles expériences d'exposition 

de la variété Atlas-66 durant 24 heures sont décrites dans la Figure 3.4. Une 

inhibition de 48% à 50 !J.M d'Al similaire aux travaux d'Hamel et collaborateur (50%) 

a été obtenue pour Atlas-66. De plus, des inhibitions de croissance racinaire 

similaires ont été obtenues entre la variété tolérante Atlas-66 exposée à 50 !J.M et la 

variété sensible Fundy exposée à 5 !J.M. Le temps d'exposition serait donc un 

paramètre important pour la détennination des indices RGI. Plus les temps 

d'exposition sont grands, plus l'inhibition de croissance racinaire semble marquée 

pour la variété tolérante Atlas-66. Le choix d'un délai maximal d'exposition de 24 

heures semble requis pour obtenir des inhibitions de croissance racinaire similaires 

entre les variétés sensibles exposées à 5 !J.M et les variétés tolérantes exposées à 

50!J.M. 
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Figure 3.2 : Analyse des inhibitions de croissance racinaire de quatre variétés de 
blé après 27 heures d'exposition à l'aluminium. 
Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant : (!- (croi ssance des plantules en présence 
d'Al/cro issance des plantules en absence d'A l))* 100. 
Atlas-66 et OK9 1 G 106 : variétés de blés tolérants. 
Fundy et OK9 1G 108 : variétés de blés sensibles. 

Des études réalisées sur les gènes de stress War (Wheat aluminum-regulated) 

ont montré qu'il y avait une corré lation étroite entre les taux d 'express ion des gènes de 

stress et les inhibitions de croissance racinaires (Hamel et al., 1998). Dans ces études, 

deux variétés de blé ont été utilisées : la variété tolérante A tlas-66 et la variété 

sensible F redrick. Comme il a été précisé précédemment, des inhibitions de 

croi ssance racinaire simila ires éta ient observées pour la variété A tlas-66 exposée à 50 

~LM d'a luminium et la variété Fredrick exposée à 5 ~LM d'Al. A ces conditions 

d'inhibition de croissance racinaire identiques, les quatre gènes de stress War 

montraient des taux d'induction similaires (pistes 50 ~M pour A tlas-66 et S~M pour 

Fredrick, Figure 3.3). Ainsi les bl és tolérants Atlas-66 exposés à 50 ~M d'Al et les 

blés sensibles Fredrick exposés à 5 ~M d'A l semblent être dans des états de stress 

identiques : à ces concentrations respectives, ces deux types de blés ont des 

inhibitions de croissance s imila ires et des taux d'express ion de gènes de s tress 
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identiques. Cependant, à ces états de stress similaires , les blés Atlas-66 tolèrent dix 

fois plus d'aluminium (50 f.tM comparativement à 5 f.tM) que les blés Fredrick. Les 

plantes tolérantes Atlas-66 disposeraient donc de mécanismes qui leur pennettraient 

de résister à la présence du métal. En comparant les gènes exprimés à 5 f1M d'Al pour 

les variétés sensibles de blé et ceux exprimés à 50 f.tM d'Al pour les blés tolérants, il 

devrait être poss ible d'isoler des gènes de résistance. C'est dans cette optique que de 

nombreuses expositions à l'aluminium avec différentes variétés de blés ont été 

réalisées. 

War 4.2 

War 13.3 

War 5.2 

War 13.3 

Atlas-66 
0 5 50 500 

Fred rick 
0 5 50500 

War 7.2 

War 13.3 

War 13.2 

War 13.3 

Atlas-66 
0 5 50 500 

Fred rick 
0 5 50 500 

Figure 3.3 : Effets de l'aluminium sur l'accumulation des ARNm de quatre gènes 
War chez la variété Atlas-66 et Fredrick de blé. 
Northern blot réal isés avec 5 f.lg d'ARN total extraits des pointes de racines de blé 
d'Atlas-66 et Fredrick exposés pendant 24 heures à 0, 5, 50 et 500 f1M d'Al. Chaque 
membrane a été hybridée avec une sonde spécifique marquée à la radioactivité et une 
sonde contrôle (gene War 13.3 codant pour la tubuline) . Le gène War 4.2 code pour 
une peroxidase, War 5.2 pour une cystéine proteinase, War 7.2 pour une 
phenylalanine amrnonia-lyase et enfin War 13.2 pour une oxalate oxidase (d'après 
Hamel et al., 1998). 

Un grand nombre de plantules d'Atlas-66 exposés à 50 f1M d'Al et de Fundy 

exposés à 5 f1M ont a lors été utilisées pom extraire des ARN po1y A+ afin de réa li ser 

les banques SSH 1 et 2. L'inhibition de croissance racinaire de ces plantes exposées 

durant 24 heures à l'a lwninium a été réévaluée (Figure 3.4) . 
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Figure 3.4 : Inhibitions de croissance racinaire obtenue après 24 heures 
d'exposition à l'aluminium de plantules d'Atlas-66 et de Fundy ayant servi à la 
réalisation des banques SSH 1 et 2. 
Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant: ( !-(croissance des plantules en présence 
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))* 100. 
Atlas-66 : variété de blé tolérant. 
Fundy : variété de blé sensib le. 

Des travaux récents réalisés au laboratoire ont utilisé un colorant, le Nitro 

Blue Tetrazoliurn (NBT), pour analyser la tolérance des plantules de blé (Maltais et 

Houde, 2002). Ces travaux ont mis en évidence que l'exposition des plantes à 

l'aluminium conduisait à une perte de la part des pointes de racines de la capacité à 

réduire le colorant NBT. Cependant, cette activité de réduction ré-apparaissait entre 4 

et 24 heures d'exposition uniquement chez la variété tolérante Atlas-66. Ceci 

suggérerait la mise en place d'un processus inductible précoce chez la variété 

tolérante. Afin de rechercher des gènes de résistance induits de façon précoce, de 

nouvelles expositions de plantules ont été réalisées avec des temps d'exposition plus 

courts. Le blé ne faisant que de petites racines, le choix d'un nouveau temps 

d'exposition était limité par une taille suffisante des racines pour pouvoir estimer 

l'indice d'inhibition de croissance racinaire RGI. La mort cellulaire intervenant à huit 

heures d'exposition (Delisle et al., 2002 ; Yamamoto et al., 2001) et une 

peroxydation des lipides apparaissant après douze heures (Yamamoto et al., 2001), 
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un choix arbitraire de dix-sept heures d'exposition a été fa it. Ce temps d'exposition se 

situerait au niveau de bouleversements dans la réponse des plantes à la présence de 

l'alwninium dans leur environnement. Les travaux récents de Boscolo et al. (2003) 

confirment d'ailleurs une induction de la tolérance chez le maïs tolérant Cati 00-6 

après 10 heures d'exposition . Les banques SSH 3, 4 et 5 ont donc été réalisées à partir 

d'ARN pol y A+ extraits des vari étés de blés Atlas-66 et Fundy exposées pendant 17 

heures à 50 et 5 ).lM d'alwniniwn respectivement afin d'augmenter la probabilité 

d'i soler des gènes clefs de la tolérance. Les indices RGI ont été réévalués pour 

l'ensemble des vari étés du laboratoire, leurs ARN rac inaires devant serv1r aux 

expériences d'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) ma1s auss1 de 

Transcription Inverse avec Réaction de Polymérisation en Chaîne (RT-PCR) et 

Réaction de Polymérisation en Chaîne en Temps Réel (Real-Time PCR). 
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Figure 3.5 : Analyse des inhibitions de croissance racinaire de quatre variétés de 
blé après 17 heures d'exposition à l'aluminium. 
Le ca lcul pour l'indice RGI a été le suivant : ( !-(croissance des plantules en présence 
d'Al/c roissance des plantules en absence d'Al))* 100. 
Atlas-66 et OK91 G 106 : variétés de blés tolérants. 
Fundy et OK91 G 108 : variétés de blés sensibles. 
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Les di ffé rences de RGI entre les plantes tolérantes et sensib les sont très 

marquées à 5 ~LM pour l'expérience décrite dans la Figure 3.5 . Des inhibitions de 

croissance racinaire de l'ordre de 3% et 14% sont observées pour les blés OK91 G 106 

et Atlas-66 contre 47% et 53% pom les blés Fundy et OK91Gl08 respectivement. 

Les ARN extraits des plantules décrites dans la Figure 3.5 ont servi à la réalisation 

des banques SSH 3, 4 et 5 ainsi que des expériences de RT-PCR et PCR en temps 

réel. Pom les banques SSH 3 à 5, seuls les ARNs des variétés Atlas-66 exposée à 50 

~M d'Al (ARNm tester) et Fundy exposée à 5 ~M d'Al (ARNm driver) ont été 

utilisés. Les valeurs de RGI pour Atlas-66 à 50 ~M et Fundy à 5~M furent 

respectivement : 60% et 48% . L'état de stress des plantules d'Atlas-66 semble un peu 

plus élevé que celui des plantules de Fundy mais cette différence a été considérée 

comme négligeable et les ARN de ces plantes ont été utilisés pour les banques SSH. 

Afin de valider les résultats de PCR en temps réel obtenus avec les ARN 

extraits des expos itions de plantules décrites dans la Figure 3.5, une deuxième série 

d'exposition incluant les variétés OK91G103 et OK91Gl07 issues d'un croisement 

entre Atlas-66 et la variété sensible Chisholm a été réalisée. Les expériences de PCR 

en temps réel réalisées à partir de ces nouveaux ARN devraient infirmer ou confirmer 

les résultats de la première séri e d'ARN extraits. Les RGI de ces nouvelles 

expositions de plantes sont décrites dans la Figure 3.6 suivante afin d'évaluer l'état de 

stress des plantules. 
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Figure 3.6 : Analyses des inhibitions de la croissance racinaire de six variétés de 
blé après 17 heures d'exposition à l'aluminium. 
Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant : (!-(croissance des plantules en présence 
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))* 100. 
Atlas-66, OK91Gl06 et OK91Gl03: variétés de blés tolérants. 
Fundy, OK91Gl08 et OK91Gl07 : variétés de blés sensibles. 

Un tassement des valeurs à 5 J.!M d'aluminium est observé : la croissance des 

racines des variétés sensibles est moins inhibée (seulement à 35% au li eu des 50% 

précédents de la Figure 3.5). Les variétés to lérantes montrent des valeurs identiques à 

celles observées précédemment : entre l à 16%. Le problème de varia bi lité et de 

reproductibilité des expéri ences d'exposition au métal apparaît très clairement ici. Ce 

problème est très souvent rencontré par les scientifiques travaillant sur l'a luminium et 

les plantes (Delhaize et al., 2001). 
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3.2. B ANQUES SSH 

Les gènes de tolérance exprimés chez les plantes résistantes peuvent être de 

trois natures : 

(i) des gènes spécifiques des variétés tolérantes 

(ii) des gènes présents chez les variétés tolérantes et sensibles mais régulés de 

façon différentes 

(iii) des isoformes de gènes dont celles présentes dans les variétés tolérantes 

conféreraient la résistance au métal 

Afin de répondre aux deux premières hypothèses, la technique d'Hybridation 

Suppressive Soustractive (SSH) a été utilisée. Une première banque SSH, SSH 1, a 

été réalisée en utilisant les ARN de blés Atlas-66 exposés à 50 1-!M et ceux de blés 

Fundy exposés à 5 j..tM durant 24 heures décrits dans la Figure 3.4 . 

3.2.1. BANQUES SSH 1 ET 2 

La SSH étant reconnue comme une technique pouvant générer entre 5% et 

99% de clones faux-positifs (Diatchenko et al., 1998), 100 clones ont été analysés 

avec des ADNe d'Atlas-66 exposé à 50 j..tM d'aluminium pour évaluer leur expression. 

Plus d'une dizaine de clones d'expression variab le ont alors été utilisés pour obtenir 

des sondes de northern blot. Aucun gène testé ne montrait une différence de signaux 

entre les ARN des blés tolérants et sensibles (Figure 3.7). Ces clones représentaient 

aussi bien des gènes très abondants (clone 1) que des gènes relativement moins 

abondants (clone 83) . 
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Environ 2700 clones de la banque SSH 1 ont alors été analysés à l'aide 

d'ADNe radioactifs issus des ARN totaux des blés At las-66 et Fundy exposés 

respectivement à 50 ~-tM et 5 ~-tM d'Al. Aucun gène d'intérêt n'a pu être retenu. De 

plus, la majorité des clones montrait de f01ts signaux auss i bien avec les ADNe 

d'Atlas-66 que ceux de Fundy (Figure 3.8, photo de gauche) laissant supposer que la 

banque SSH 1 était exclusivement composée de gènes abondants communs aux tester 

(Atlas-66) et driver (Fundy). 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Figure 3.7 : Films d'autoradiographie de test northern blot réalisés à partir des 
inserts des clones 1, 2 et 83. 
Pistes 1 et 2 : 12 IJ.g d'ARN de blé Atlas-66 exposé à 50 !-LM d'Al ont été déposés sur 
le filtre; pistes 3 et 4 : 12 1-lg ARN de blé Fundy exposé à 5 ~LM d'Al ont été déposés 
sur le filtre . Photo de gauche, centra le et de droite : inserts des clones 1, 2 et 83 
utilisés respectivement comme sonde. 
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A B 

Figure 3.8 : Comparaison des signaux d'hybridation d'ADNe de Fundy sur les 
membranes des banques SSH 1 et 2. 
Les membranes ont été réa lisées à partir de 96 clones pris au hasard des banques SSH 
1 et SSH 2 . Les membranes fi gm ant ici sont représentatives de toutes les membranes 
réa li sées pour chacune des banques SSH (soit environ une trentaine de membranes 
pour chaque banque) . 
A : membrane prise au hasard de la banque SSH 1. B : membrane pri se au hasard de 
la banque SSH 2. 
Les membranes ont été hybridées avec des ADNe marqués à la radioactiv ité du blé 
Fundy exposés à 5 ~-tM d'A l et durant des temps d'exposition identiques. Une forte 
diminution de l'intensité des signaux est observée entre les membranes de la banque 
SSH 2 comparativement à celles de la banque SSH 1. De plus, le nombre de clones 
présentant de faibles signaux ou pas de signaux a augmenté entre la banque SSH 1 et 
la banque SSH 2. Cette même diminution de signaux a été ob servée entre les 
membranes des banques SSH 1 et SSH 2 lorsqu'elles étaient hybridées avec les 
ADNe marqués à la rad ioactivité de blé A tlas-66 exposés à 50 ~ d'A l. Des profils 
de membranes identiques à ceux de Fundy étaient observés. 

Se lon les no uveaux procédés de Suppress ion PCR exposés dans la section 

Matériels et Méthodes, di fférentes conditions d'aj out d'ARN ont été testées. Les 

produits PCR de SSH ain si obtenus sont décrits dans la Figure 3.9. La banque SSH 2 

est issue de la dern ière condition expérimentée. En comparant les profil s de PCR 

nichée sur le gel d'agarose 3% entre les banques SSH 1 et SSH 2, il est poss ible de 

constater la disparition de bandes majeures à 650 pb et aux a lentours de 500 pb et 

l'apparition de bandes aux alentours de 150 et 200 pb . Le fa it d'ajouter des ARN dans 

les réactions PCR a provoqué une redistribution des molécules amplifiées . De plus, 

une diminution du nombre de gènes communs abondants a é té confirmé par 
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l'hybridation d'ADNe marqués (Figure 3.8, photo de droite) . Sur cette figure , il est 

possible de constater que les clones de la banque SSH 2 présentent des signaux plus 

faibles que ceux de la banque SSH 1 et que le nombre de clones présentant de faibles 

signaux ou aucun signal a augmenté. 

Figure 3.9 : Gel des produits de PCR nichée de différentes conditions d'ajout 
d'ARN lors des étapes de PCR SSH. 
Pistes l et 7 : marqueur ; 2 : Banque SSH 1 ; 3 : addition de 500 ng d'ARNm durant 
les étapes de PCR et PCR nichée ; 4 : addition de 500 ng d'ARNm durant l'étape de 
PCR seulement; 5: addition de 500 ng d'ARNm durant la PCR et 500 ng ARNm + 9 
~J.g d'ARN totaux durant la PCR nichée ; 6 : Banque SSH 2, addition de 500 ng 
d'ARNm + 10 11g d'ARN totaux durant les réactions PCR et PCR nichée. 

Environ 2400 clones de cette 2éme banque SSH ont été analysés. Plus d'une 

dizaine de clones présentant une variation de signal entre les ADNe de la variété 

Fundy exposée à 5 11M d'Al et ceux de la variété Atlas-66 exposée à 50 11M d'Al ont 

été testés par northern blot mais sans succès : ces gènes n'étaient pas 

différentiellement exprimés comme pour ceux de la Figure 3.7. Les lOO clones ne 
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présentant pas de signaux sur les 2 400 clones testés (c lones considérés comme très 

fa iblement exprimés), même pour des temps d'exposition sur film d'autoradiographie 

très longs ( 10 à 15 jours) ont alors été remi s en culture et 5 )lg de leur ADN 

plasmidique ont été déposés sur un filtre pour y être re-hybridés avec les ADNe 

totaux du tester et du driver. Environ 40% des clones représentaient des gènes 

abondants (Figure 3.10). Ceci peut s'expliquer par le fa it que les bactéries possédant 

ces plasmides s'étaient di ffi cilement multipliées lors de la première mise en culture. 

De plus, un séquençage partiel de ces clones a révélé que la majorité d'entre eux 

codaient pour des ARN ribosomiques mettant en évidence la basse qualité des ARN 

poly A+ et/ou la fa iblesse du rendement de la SSH. En effet, la SSH est supposée 

éliminer de tels ADNe communs aux deux populations tester et driver. Parmi les 60 

clones restants, un séquençage partiel a mis en évidence que 70% d'entre eux codaient 

pour des ARN ribosomiques mitochondriaux. En fa it, la présence d'ARN 

ribosomiques mitochondriaux parmi les clones à plus fa ibles signaux pourrait 

constituer une sorte de bruit de fond des gènes plus fa iblement exprimés et 

soulignerait à nouveau la fa ible effi cacité de soustraction des SSH standards. 

A B e . • • • • • • • • • • 
• •• • • 1 •• • •• • . . . .. . .. 
•• • • • •• •• • 

1 • • • •• • 

J •• • • • 

• r •• . • . 
• • • • ~ . 0. . • • • 
• • • • 

Figure 3.10 : Nouvelle analyse dot blot des 100 clones ayant montré de faibles 
signaux dans le criblage de la banque 2. 
A : film d'autoradiographie obtenu avec les ADNe du tester marqués à la radioactivité 
B : fi lm obtenu avec les ADNe du driver marqués. 
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Malgré la faible efficacité de la technique SSH, ces analyses de séquences ont 

pe1mis d'isoler 6 clones qui présentaient des homologies avec des gènes 

potentiellement intéressants. Ces homologies portaient sur une protéine 

d'hypersensibilité d'orge, une calnexine de maïs, un transporteur hypothétique d'oligo­

peptide proton dépendant de riz et une protéine de fonction inconnue (Tableau 3.1). 

T bi a eau 31 H : omo og1es d e sequence d . l ' es genes Iso es par SSH 
Noms des Taille de Gène homo logue Homologie 
clones l'insert et e-value 
48E8 44E2 303 pb protéine d'hypersensibilité d'orge 94% ; e· l:l) 

45D l0 
49Al 302 pb transporteur hypothétique d'oligo-peptide 89%; se-n 

proton dépendant a.moté sur le 
chromosome 1 0 du riz 

49G9 331 pb Calnexi ne de maïs 87% ; 4e-~~ 

45C2 105pb Protéine de fonction incomme de maïs 88% ; 3 C· I ~ 

Le gène 48E8 coderait pour une protéine intervenant dans la réponse 

d'hypersensibilité des plantes, une réaction de défense des plantes contre les attaques 

de pathogènes. Ce serait donc un gène de stress. Le gène 48E8 pourrait être impliqué 

dans des voies cormnunes à différents stress. En effet, l'a luminium est reconnu pour 

induire l'express ion de gènes communs à différents stress biotiques et abiotiques 

(Snowden et Gardner, 1993 ; Richards et al., 1994 ; Ezaki et al., 1995 ; Ezaki et 

al. , 1996 ; Cruz-Ortega et al., 1997 ; Ezaki et al., 1997 ; Richards et al. , 1998 ; 

Hamel et al., 1998 ; Milla et al., 2002 ; Sasaki et al., 2002a ; Watt, 2003). De plus, 

le fait que le gène 48E8 soit homo logue à une protéine d'orge, une céréale très 

sensib le à l'a luminium, renforcerait l'idée que ce gène serait plus un gène de stress 

qu'un gène de tolérance. Ce gène est retrouvé trois fois sur 2400 c lones. La séquence 

entière de ce gène a été recherchée grâce aux stratégies RACE décrites dans le 

Chapitre 2 : Matériels et Méthodes. La séquence de son ADNe et de la protéine 

traduite qui en découle sont décrites dans la Figure 3.11 . 
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)\ GCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCG 
CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCACCCGACTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGJ 
AGTAGAAAGACGAAGCCAACCCATCCAAGCGGCAGCAGAGCAGACGGCCGGCGACGAACCAATCC 
AGCCAGCCGAACTCGTCAGCGCGCAGCCGCCCTTCCCGCGAGATAAACCATGGGTGGGGTACTTG 
GTTTGATACAGATTGATCAATCAACAGTAGCCATCAAGGAGACTTTTGGGAAGTTTGATGCGATC 
CTGCAACCTGGATGCCACTGCTTGCCATGGTGCCTAGGGCAGCAGATTGCTGGATATCTTTCTCT 
GCGTGTGCAGCAGCTTGACGTCCGATGCGAAACCAAGACCAAGGATAATGTCTTTGTCAACGTTG 
TGGCATCTGTGCAGTACCGTGCTCTTGCTGACAAGGCATCTGATGCCTTTTACAGGCTTAGCAAC 
ACCAGGGAGCAAATCCAGTCCTATGTCTTTGATGTGATCAGGGCTAGCGTTCCAAAGATGAACTT 
GGATGATGTATTTGAGCAGAAGAATGAAATAGCAAGGGCTGTGGAGGATGAGCTTGAAAAGGCAA 
TGTCTGCCTACGGGTACGAGATTGTGCAAACTCTGATTGTTGATATTGAGCCAGATGAACATGTG 
AAGAGAGCCATGAATGAGATCAATGCAGCTGCTAGGATGAGGTTGGCAGCCACTGAGAAAGCCGA 
GGCGGAAAAGATTCTGCAGATCAAGAGGGCTGAAGGTGAGGCAGAATCGAAATACTTGGCTGGTG 
TGGGTATTGCAAGGCAGCGCCAGGCCATAGTGGACGGGCTGAGAGACAGTGTTCTCGCCTTCTCT 
GAGAATGTGCCTGGGACCTCTTCGAAGGATGTCATGGATATGGTTTTGGTGACCCAGTACTTCGA 
TACCATGAAGGACATTGGGGCCTCTTCCAAGTCTTCAGCAGTGTTCATCCCTCACGGGCCTGGCG 
CTGTCAAAGACATCGCTACGCAGATACGAGATGGTCAGCTCCAGGGCAGGATGGTTTGAGGAGTG 
TTGGAAAATGGATGCCACTTTTATATGCATACTTTTAAGTACATACAGCTTATTCTTATACTATG 
TGTGAGGTGAGGTGAGGTTGTGCCTAGATGGATGTTAATATCAGTACTTGCTTGGGTTGTGCAAC 
GCGTATCTGTAAAAAATATCAGTTGTGCTATCACTGTGTTCGCAACTATCTGTGAATTGAGAGTG 
TTATATGTTACTAAAAAAAAAAAAACACTGTCATGCCGTTACGTAGCGTATCG 

}3 MGGVLGLIQIDQSTVAIKETFGKFDAILQPGCHCLPWCLGQQIAGYLSLRVQQLDVRCETKTKDN 
VFVNVVASVQYRALADKASDAFYRLSNTREQIQSYVFDVIRASVPKMNLDDVFEQKNEIARAVED 
ELEKAMSAYGYEIVQTLIVDIEPDEHVKRAMNEINAAARMRLAATEKAEAEKILQIKRAEGEAES 
KYLAGVGIARQRQAIVDGLRDSVLAFSENVPGTSSKDVMDMVLVTQYFDTMKDIGASSKSSAVFI 
PHGPGAVKDIATQIRDGQLQGRMV* 

""l'IJlll'nl'!' du \!'rlrur p(;L'I-1 
Séquence GeneRacer 5' Primer 
""l'lJIIl'm·r ( ,rnrlbn·t R \ Oli~.:o 
Séqu ence GencRacc r OligodT 
Séqu ence Ge ne Racer 3' Primer 
Sitr d'initiation dr la traduction 

Figure 3.11 : Séquence du gène 48E8 obtenue par GeneRacer et de la protéine 
traduite. 
En A, la séquence du gène 48E8 obtenu par GeneRacer. En B, la séquence traduite en 
acides aminés. 

Le fragment de gène 49Al présentait une forte homologie pour un élément 

BAC du chromosome 10 du riz (numéro d'accession AE017085) . L'annotation mettait 

en relief un gène de 1656 pb qui coderait pour une protéine de 551 acides aminés 

(numéro d'accession AAP53384). Cette protéine est proposée conune étant un 

transporteur d'o ligo-peptide proton dépendant. 
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Le clone 49G9 conti endrait un fragment de gène codant pour une calnexine. 

Les calnexines sont des protéines chaperonnes qui fi xent un sucre en N -terminal des 

oli go-peptides au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique. Elles 

pa11icipent à la maturation des protéi nes . 

Le fragment de gène 45C2 code pour un e protéine de fonction inconnue. Les 

séquences partielles en nucléotides obtenues à partir des clones 49A l , 49G9 et 45C2 

sont données dans l'Appendice A.2 . 

Ces gènes ont été testés par RT-PCR et/ou PCR en temps réel et seul le gène 

49A l présentait une sur-express ion suite à une expos ition au méta l. Les études 

d'express ion de ce gène 49A l sont décrites dans la section 3.3 suivante. 

3.2.2 . B ANQUES SSH 3, 4 ET 5 

Le niveau de brui t de fo nd lors d'expéri ence de SSH est reconnu être 

dépendant de trois facteurs (Diatchenko et al. , 1998 ; Desai et al. , 2000) : 

(i) la qualité des ARN de départ 

(ii ) le rendement de la soustraction 

(iii) et principalement du choix des populations de tester et driver 

Les autem s de la SSH soulignent que, plus les populations de driver et tester 

sont très proches génétiquement, c'est-à-dire qu'i l existe peu d'ARNm exprimés 

différentie llement entre elles, plus le bruit de fond sera élevé (Desai et al. , 2000). 

Cependant, dans le but d'isoler des gènes de to lérance à l'a luminium, ce paramètre ne 

pouvait être changé et se heurte au fa ible nombre estimé ( 1 à 2) de gènes majeurs 

responsables de la to lérance à l'aluminium chez le blé. Seuls la qualité des ARN (i), 

notamment leur enrichissement en ARN po l y A+ et le rendement de la soustraction 

(ii ) pouvaient être améliorés . Les auteurs de la SSH s'entendent pour dire que la SSH 
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normali se plus qu'elle ne soustrait (Diatchenko et al., 1998). Cette affi rmation ne 

s'accorde pas avec l'idée de soustraction théorique de la technique et laisse en suspens 

un problème technique inhérent à la SSH. 

La qualité des ARN de départ étant un paramètre crucial, de nouvelles banques 

SSH ont été réalisées à partir d'ARN totaux enrichis en ARN po ly A pour tenter 

d'i soler des gènes d'intérêt supplémentaires. Pour ce faire, une meilleure qualité des 

rendements des chromatographies sur colonne d'oligo-dT a été recherchée. Ainsi, 

environ 1 mg d'ARN des blés Atlas-66 et Fundy exposés respectivement à 50 et 5 ~-tM 

d'Al ont été utili sés. Trois cycles de chromatographie ont pu être réa li sés et ont 

permis de récupérer 4 1-1g d'ARN totaux enrichis en ARN pol y A+ pour chaque 

condition. Les nouvelles banques obtenues, SSH 4 et 5, ont été réa li sées à partir de 

nouveau procédés de Suppress ion PCR dont les effi cacités sont décrites dans la 

section 3.2.3 suivante. 

Environ 1200 clones des banques 4 et 5 ont été analysés par co/any blot. 

Cependant, aucun signal n'était observé lorsque les membranes étaient hybridées avec 

les ADNe marqués des blés Atlas-66 exposés à 50 !-LM d'Al ou Fundy exposés à 5 ~-tM 

d'aluminium même après des temps longs d'exposition (10 à 15 jours) des membranes 

avec un film d'autoradiographie. Ainsi, l'enrichissement en ARN poly A+ et 

l'utili sation des nouveaux procédés de Suppress ion PCR a éliminé le problème des 

clones abondants qui constitua ient le bruit de fond des banques SSH 1 et 2. 

Cependant, un nouveau problème s'est a lors présenté : comment analyser l'express ion 

di fférentie lle des fragments de gènes de ces nouvelles banques puisque aucun signal 

n'était obtenu avec les conditions de marquage d'ADNe d'ARN totaux. Une 

possibilité était d'utiliser les produits PCR de la SSH et de la SSH réciproque (tester 

utilisé comme driver et driver utilisé comme tester) . Cependant, un tel procédé a le 

désavantage de ne révéler que des signaux de "présence/absence" de gènes plutôt que 

des signaux d'expression di fférentielle (Desai et al., 2000). De plus, les 
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amplifications PCR n'étant pas identiques d'une SSH à l'autre, de nombreux faux ­

positifs peuvent se retrouver favorab lement amplifiés et vont passer pour des vrai­

positifs lors des criblages différentiels (Desai et al., 2000). Une autre source a donc 

été préférée : il s'agit des produits PCR issus du kit GeneRacer d'INVITROGEN. Ces 

produits correspondent à plus de 90% à des ARNm. Tout en conservant une certaine 

proportionnalité des gènes par des PCR GeneRacer contrôlées, ces produits PCR 

marqués à la radioactivité ont été utili sés comme sondes (Figure 3.12). 

A B 

c D 

Figure 3.12 : Autoradiographies de membranes des banques SSH 3, 4 et 5 
sondées avec des produits GeneRacer. 
A : membrane 4 de la banque 3 sondée avec les produits GeneRacer de Fundy 
B : membrane 5 de la banque 4 sondée avec les produits GeneRacer de Fundy 
C: membrane 10 de la banque 5 sondée avec les produits GeneRacer d'Atlas-66 
D : membrane 10 de la banque 5 sondée avec les produits GeneRacer de Fundy 
Les flèches indiquent des clones ayant montré des différences de signaux et ayant été 
testés par northern blot. 
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Cinq clones montrant des signaux de surexpression chez Atlas-66 (Tableau 

3.2) ont été testés par northern blot mais aussi par PCR en temps réel. 

Malheureusement aucun d'entre eux n'a été va lidé comme gène différentiellement 

exprimé. Les variations de signaux étaient toutefois très claires (photographies C et 

D, Figure 3.12) suggérant qu'une variabilité d'amplification des gènes à partir du kit 

GeneRacer aurait lieu : tous les gènes n'étaient pas amplifiés de la même façon pour 

deux réactions du kit différentes. De plus, 80% des clones ne présentaient toujours 

pas de signaux analysab les chez les banques SSH 4 et 5. Ainsi, le ciblage par des 

produits GeneRacer ne semblait pas être une bonne approche expérimentale pour 

continuer le criblage des banques SSH 4 et 5 et un séquençage systématique des 

clones a été préféré en vue de sélectionner les gènes à tester par northern blot ou par 

PCR en temps réel. 

Tableau 3.2 : Analyse de séquences de cinq clones retrouvés positifs par colony 
blot. 
Noms des Taille de Gène homologue Homologie 
clones l'insert et e-value 
10C2 96 pb Inconnu 94%; e-IL) 

10C5 245 pb Gène de fonction inconnue de blé 100%; 5e-/4 

10D8 
7A10 636 pb Gène de fonction inconnue de riz 87%; 7e-tu 

8A7 287 pb Inconnu 88% ; 3e-J ~ 

Les résultats des analyses de séquences sont décrits dans l'Appendice A.2 et 

l'Appendice A.3. Une synthèse de ces résultats est donnée par le Tableau 3.3 et le 

Tableau 3.4. Plus d'une dizaine de clones sélectionnés pour leur fonction pouvant 

être reli ée à la résistance à l'aluminium ont été testés par northern blot (Figure 3.13). 

En règle générale, les clones ne montraient pas de signaux significatifs voire même 

une diminution de signaux pour les échantillons exposés au métal (8C02, 6E04, 

5H07). Certains gènes trop faiblement exprimés ne pouvaient pas être détectés (7E 12, 

5D08, 5A03). Ainsi, une sélection des clones par leur fonction hypothétique ne 
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permettrait pas d'i soler des gènes sur-exprimés par le métal. L'analyse des banques 

SSH 4 et 5 se heurte donc à des expériences à grande éche lle de northern blot ou PCR 

en temps réel très lourdes et fort coûteuses. 

T bi a eau 3 3 R ' : epartltiOn f onctwnne Il d e l' d es genes ISO es ans 1 b a a n que 4 
C lassification of clones N u rn ber 

accordi ng to t heir hom ology of clo nes 

MET ABOLISM 56 

Aldehyde dehydrogenase 3 

Aspartate aminotransferase 5+ 1 

NADH dehydrogenase 2+ 1 

Cytochrome 3 

S-adenosy lmethionine decarboxy lase 2 

S-adenosy l L-homocytei ne hydrolase 2 

Sucrose synthase 2 

S-adenosy lmethionine synthetase 2 

Succinate dehydrogenase (ubiquinone reductase) 1+ 1 

Aminolevulinate dehydratase 1 

Pyrophosphatase-frucose-6-phosphate-1-phosphotrans ferase 1 

Fructose-bi phosphate a ldolase 1 

Mitochondrial FO ATP synthase D cha in 1 

Carrier protein III 1 

Lipoxygenase 1 

Tndole-3-g lycero l phosphate lyase 1 

Ascorbate perox idase 1 

Cullin (ubiquitin ligase) 1 

Di sulfide isomerase 1 

Transa ldolase 1 

Cinnamyl-a lcoho l dehydrogenase 1 

Acety i-CoA synthase 1 

Alpha-keto ac id dehydrogenase 1 

Dihydrofo late reductase-thymidy late synthase 1+ 1 

Aldo!keto reductase 1 

ABC transporter 1 

Cathepsin B 1 

UDP-glucunonyltransferase 1 

Arabinoga lactan prote in 1 

Hexose transporter 1 

Beta- 1 ,3-glucanase precursor 1 
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ATP citrate lyase 1 

Acety l CoA carboxylase 1 

Monodehydroascorbate 1 

CON STITUTIVE 42 

28S ribosomal prote in 6 

Endomembrane protein 70 2+ 1 

40S ribosomal prote in 4 

Act in 2 

Ubiquitin 5 

60S ribosomal prote in L2 1 4 

Ribosomal prote in L 18 1+ 1 

Acidic ribosomal prote in P 1 a 1 

Ribosomal protein L3 1 1 

Elongation fac tor-! alpha 1+ 1 

60S ribosomal protein L23 1 

60S ribosomal protein L14 1 

60S ribosomal protein L34 1 

60S ribosomal protein L37a 1 

60S ribosomal prote in L 13 1 

18S ribosomal prote in 1 

Alpha-tubulin 1 

Extensin 1 

40S ribosomal prote in S 15 1 

Transcription factor HBP-1 a 1 

STRESS 16 

Tumor suppressor 1 QM protein 1+3 

HSP70 5+ 1 

HSP80 2 

lmmunophilin 1 

SMT3 protein 1 

DNA damage repa ir protein 1 

Di sease res istance prote in I2 1 

REGULATION 33 

Response regul ator 3 

GTP-binding protein 2 

RNA binding protein 2+7+3+ 1 

Casein kinase II a lpha 2 
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Proteasome regula tory A TPase 2 

Kinase regulator 1 

U2 snRNP aux iliary factor 1 

Protein kinase 1+ 1 

Alpha-amylase inhibitor 1 

F-box protein 1 

AF 10 prote in 1 

Receptor protein kinase 1+ 1 

Amino-aci d transport repressor 1 

Protein phosphatase 1 

UNKNOWN 142 
A 5+ 1 s1gndi e 5 clones ayant la meme sequence et 1 c lone presentant une autre part1e de la sequence d'un 

même gène ou d'un gène de même fonction. 
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T bl a eau 3 4 R ' ff : epa r 1 IOn one 10nne Il d e J' d es genes 1so es 1 b ans a anque 5 
C lass ificatio n of clones Nu rn ber 

according to t heir homology of clones 

METABOLISM 12 

Ascorbate peroxidase 2 

Aldehyde dehydrogenase 4 

Cathepsin B (lysosomal cysteine protease) 2 

Digalactosyldiacylg lycerol synthase 1 

Transaldolase 1 

Glutathione S-transferase 1 

ADP-ribosy lation facto r 1 

CONSTITUTIVE 4 

Alpha tubulin 1 

S28 ribosomal protein 1 

60S ribosomal prote in L34 1 

Ubiquitin 1 

STRESS 3 

Tumor suppressor 1 QM protein 1 

HSP70 1 

Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 1 

REGULATION 6 

RNA binding protein 2+ 1 

Origin recogn ition complex 1 1 

Casei n kinase 1 1 

Casei n kinase II alpha 1 

UNKNOWN 47 

. 
5+ 1 stg111 fie 5 clones ayant la meme sequence et 1 clone presentant une autre partte de la sequence d'un 
même gène ou d'un gène de même fonction. 



8C02 
S-Adenosylmethionine synthetase 
7EI2 
S-adenosyi-L-homocystein hydrolase 
6G07 
RNA binding protein 
6El0 
Inconnu 
6E04 
HSP80-2 
6A08 
Pol y A binding protein 
SHI! 
Controlled tumor protein 
5H07 
S-adenosylmethionine decarboxy lase precursor 
5Gl2 
GTP binding protein 
5D08 
Unknown 
5004 
Aspartate aminotransferase 
5803 
Unknown 
5A03 
Unknown 

2 3 

Figure 3.13: Northern blot de différents clones de la banque 4. 
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4 5 6 

Pistes l-4, 5 )lg d' ARN de blé At las-66 exposé à 0, 5, 50 et 250 ~d'Al ; pistes 5 et 
6, 5 )lg d' ARN de blé Fundy exposé à 0 et 5 11M d'Al. 

3.2.3. ANALYSE DES NOUVEAUX PROCÉDÉS DE SUPPRESS ION PCR APPLIQUÉS À LA SSH 

La Figure 3.14 représente les profils de co/any blot lorsque les ADNe d'ARN 

totaux du tester et du driver sont marqués à la radioactivité et utili sés comme sonde. 

Ces profils ont été identiques pour environ 1200 clones des banques SSH 3, 4 et 5. La 

banque 4 diffère de la banque 3 par l'utilisation du procédé de Suppression PCR par 

Remplissage des extrémités. Dans la banque 3, l 0% des clones représentent des 

gènes communs abondants (faux-positifs, photo A de la Figure 3.14). Le taux de ces 

gènes abondants faux positifs est de 0% dans la banque 4 (Figure 3.14, panneau B). 
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Ainsi le procédé de Suppress ion PCR par Remplissage des Extrémités éliminerait les 

clones faux positifs de fo rte abondance. 

A B 

Figure 3.14 : Autoradiographie de dot blot des banques SSH 3 et 4. 
A : membrane 4 de la banque SSH 3 sondée avec des ADNe d'ARN totaux de Fundy 
à 5 ~ d'Al3+ (driver). 
B : membrane 5 de la banque SSH 4 sondée avec des ADNe d'ARN totaux de Fundy 
à 5 1-1M d'Al3+ (driver) . 
Les mêmes photos de fi lm sont obtenues lorsque les ADNe sont issus d'ARN totaux 
d'Atlas-66 exposé à 50 1-1M d'Ae+ (tester). 

La Figure 3.15 présente les résultats obtenus avec les amplifiats PCR nichée 

de diffé rentes banques SSH. La banque 3 (piste 2) et la banque 4 (piste 4) diffé rent 

par l'utili sation du procédé de Suppression PCR par Remplissage des extrémi tés (chez 

la banque 4). Il apparaît tout de sui te évident que des bandes majeures sont présentes 

chez la banque 3 mais ont entièrement disparu ou sont représentées par des bandes de 

plus fa ible intensité dans la banque 4. CLONTECH dans leur kit PCR-Select™ 

eDNA Subtraction précise que les bandes majeures généralement observées dans les 

produits de PCR nichée de SSH représentent des gènes non-différentiellement 

exprimés et recommande aux utili sateurs de ne pas chercher à les cloner. Ainsi le 

procédé de Suppression PCR par Rempli ssage des Extrémités semble avoir éliminé 

ces amplifiats indésirables. La banque 5 (piste 5) diffère de la banque 4 (piste 4) par 

l'utili sation du procédé de Suppression PCR par ajout d'ARN. Aucune réelle 

di ffé rence de profi l d'amplifiats n'est observée entre ces deux banques sur gel 
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d'agarose. Seule la traînée d'ARN est parfa itement visib le pour la banque 5 suite à 

leur aj out durant les étapes d'amp lifi cation PCR. 

1 2 3 4 5 6 .. • - -- ... 
1000 pb ~ - -- --· i-:1 ·. -500 pb ~ - ----
300 pb ~ 

:·? 

• 
Figure 3.15 : Gel comparatif des produits PCR nichée des banques 3, 4 et 5. 
Pistes 1 & 6 : marqueur de tai lle moléculaire ; 2 : amplifiats de la banque 3 ; 3 : 
amp lifiats de la banque non-soustraite ; 4 : amp lifiats de la banque 4 ; 5 : amp lifiats 
de la banque 5. 

Cependant, des analyses ont permis de mettre en év idence une amélioration 

apportée par ce nouveau procédé de Suppress ion PCR avec ajout d'ARN. Un test 

PCR a permis de détenniner l'abondance de trois gènes : le gène de l'oxalate oxydase 

(Oxo) qui se retrouve induit chez Atlas-66 et Fundy lors d'une exposition à 

l'aluminium pour une RGI de 50% (Figure 3.3); le gène 48E8 retrouvé de façon 

ubiquitaire mais qui est un gène très fa iblement exprimé ; enfin le gène 49A 1 qui est 

le seul gène di fférentiellement exprimé isolé par SSH mais qui est auss i un gène très 

fa iblement induit. Les résultats de ces PCR sont rapportés sur la Figure 3.16. Il est à 

noter que la banque non-soustraite (sorte de SSH sans driver, pi ste 3) représente en 

fa it tous les gènes présents chez le tester. Le gène Oxo moyennement abondant chez 
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le driver (piste 3, l'illumination aux UV a été diminuée comparativement à 48E8 et 

49Al pour avoir un signal convenable) a bien été soustrait dans les banque 3, 4 et 5 

(pas de bande dans les pistes 2, 4 et 5). Il en est de même pour le gène très faiblement 

exprimé 48E8. Par contre, pour le gène 49 A 1, un enrichissement important apparaît 

dans la banque 4 (piste 4) alors que dans la 3 une très faible présence est détectée 

(piste 2). La banque 5 montre une présence du gène moindre par rapport à la banque 4 

mais bien supérieur à la banque 3 (piste 5). Cette différence entre la banque 4 et 5 

laisse supposer que finalement l'ajout d'ARN en excès aurait bel et bien réduit 

l'amplification du gène 49A 1 puisque ce gène est aussi présent chez Fundy exposé à 5 

~ mais 2 à 6 fois moins que chez Atlas-66 exposé à 50 )lM d 'Al. Pour confirmer 

l'enrichissement du gène 49Al dans les banques 4 et 5, le fragment de gène a été 

utilisé comme sonde pour crib ler des filtres sur lesquels l'ADN de clones des banques 

3, 4 et 5 a été fixé (colony blot). Le gène 49A l est un gène si faiblement exprimé que 

des études statistiques par colony blot ont été impossibles : sur 500 000 clones, le 

gène n'était retrouvé que de 0 à 1 fois . 

1 2 3 4 5 6 7 

500 pb~ - lLi Oxo 
- • • 200 pb ~ -- 48E8 
- ·- IJ"A 

200 pb~ • 49A1 
. --

Figure 3.16 : Tests PCR de la qualité des banques SSH. 
La figure représente des gels d'l% d'agarose où des produits PCR spécifiques de 3 
gènes (Oxalate oxydase, 48E8 et 49Al) ont été déposés . 
Piste 1 : marqueur de taille moléculaire ; 2 : produits de PCR réalisée à partir des 
amplifiats de la banque SSH 3 ; 3 : produits de PCR réa lisée à partir des amplifiats 
d'une banque SSH sans soustraction ; 4 : produits de PCR réalisée à partir des 
amplifiats de la banque SSH 4 ; 5 :produits de PCR réalisée à partir des amplifiats de 
la banque SSH 5 ; 6 : contrôles positifs des tests (plasmide di lué contenant la 
séquence d'un des 3 gènes) ; 7 : contrôles négatifs des tests (eau). 
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Des analyses de séquences ont aussi été réalisées sur les clones de ces 

différentes banques. L'analyse des séquences de 289 clones de la banque 4 et de 72 

clones de la banque 5 montre une faible présence de gènes constitutifs généralement 

considérés comme des faux-positifs (background) (Figure 3.17). Les résultats de la 

Figure 3.17 sont issus de l'analyse des séquences des clones présentée dans 

Appendice A.2 et Appendice A.3. Environ 15% de gènes constitutifs sont isolés 

dans la banque 4 contre 6% seulement dans la banque 5. Dans les conditions standard 

de SSH (banque 1 et 2), ce chiffre pouvait dépasser les 90%. Ainsi une réelle 

efficacité des nouveaux protocoles de Suppression PCR est observée. De plus, le 

procédé de Suppression PCR avec ajout d'ARN apporte une amélioration puisque le 

pomcentage de gènes constitutifs passe de 15 à 6 entre les banques SSH 4 et 5. La 

très forte présence de gènes inconnus ( 49 à 65%) met en évidence une normalisation 

importante. L'analyse dans les banques de données d'EST a confirmé que tous ces 

gènes étaient issus du blé et non d'une contamination éventuelle. 
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A 

49% 

15% 

11 % 

METABOLISM oCONSTITUTIVE oSTRESS oREGULATION oUNKNOWN 

B 

4% 

0 METABOLISM 0 CONSTITUTIVE 0 STRESS 0 REGULATION 0 UNKNOWN 

Figure 3.17 :Comparaison de la répartition fonctionn elle des gènes identifiés par 
SSH. 
A : Répartition fo nctionnelle de la banque 4. B : Répartition fonctionnelle de la 
banque 5. 
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3.3. 49Al, GÈNE DE TOLÉRANCE? 

3.3 .1. EXPRESSION DIFFÉRENTIELLE DU GÈNE 49A 1 

L'étude de l'expression des gènes 48E8 et 49A 1 n'a pu être réalisée par 

northern blot : aucun signal n'était observé par cette technique. Ces gènes étaient trop 

faiblement exprimés. Des expériences de RT -PCR ont alors été réalisées et sont 

rapportées dans la Figure 3.18 suivante : 

Figure 3.18 : RT-PCR des gènes 48E8 et 49Al. 
La figure représente des gels d'J % d'agarose où des produits RT-PCR spécifiques de 
2 gènes (48E8 et 49Al) ont été déposés. 
Pistes 1 & 16 : marqueur 
Pistes 2 à 5 : RT-PCR effectuée à partir des ARNm des blés Atlas-66, OK91G106, 
Fundy et OK91 G 108 exposés à 0 f..l.M 
Pistes 6 à 9: RT-PCR effectuée à partir des ARNm des blés Atlas-66, OK91G106, 
Fundy et OK91G108 exposés à 5 f..l.M 
Pistes 10 à 13 : RT-PCR effectuée à partir des ARNm des blés Atlas-66, OK91Gl06, 
Fundy et OK91 G l 08 exposés à 50 f1M 
Piste 14 : contrôle négatif (eau) ; piste 15 : contrôle positif (p lasmide dilué contenant 
la séquence du gène 49A1 ou 48E8) . 

Le gène 48E8 est exprimé de façon ubiquitaire : il est retrouvé à des niveaux 

similaires chez tous les types de blés exposés aux trois concentrations d'aluminium 

(0, 5 et 50 J..lM) . Le gène 48E8 ne semble donc pas être impliqué dans la réponse à 

l'aluminium. Ce gène coderait pour une protéine de réponse d'hypersensibilité. 

Puisque ce gène ne semble pas être dérégulé par l'aluminium, le stress causé par la 
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présence d'aluminium et la réponse d'hypersensibilité apparaissent comme deux 

mécani smes n'interagissant pas entre eux. 

Le gène 49A 1 présente des s ignaux pour toutes les conditions mais des 

signaux plus intenses pour les blés tolérants Atlas-66 et OK91 G 106 exposés à 50 j..tM 

d'Al. Le gène 49A 1 sera it donc exprimé de façon basale mais une induction plus 

élevée se produirait pour les blé to lérants exposés à de fortes concentrations de métal. 

Afin de va lider l'express ion différenti elle du gène 49A 1, des expériences de PCR en 

temps réel ont été réa li sées. Les ARN ont été dosés par une autre méthode 

(RiboGreen, MOLECULAR PROBE) plus fia ble que le simple dosage par densité 

optique et ont été utili sés pour effectuer une transcription inverse et une PCR en 

temps réel comme décri tes dans le Chapitre 2 : Matériels et Méthodes. Le gène de 

référence utili sé a été celui de la G lycéraldéhyde-3-Phosphate Deshydrogénase 

(GA3PDH) cytoso lique. 

Les données des expériences de PCR en temps rée ll es sont visualisées sous 

forme de courbes (Figure 3.19). Ensuite, une ligne de base est choi sie afin de lire les 

données: à chaque fo is que cette ligne de base (droite horizontale verte sur la Figure 

3.19) croise une courbe choisie, un numéro relatif de cycle d'amplification PCR 

correspondant est donné ou CT. Une ligne de base de 0,2 a été utilisée selon les 

conditions proposées par le constructeur de la machine PCR (ABiprism). Une valeur 

de Cr a été générée pour chaque courbe cro isant la ligne de base. Ainsi pour chaque 

gène chez une variété donnée et à w1e condition d'exposi tion au méta l donnée, il était 

possible d'exprimer les va leurs numériques obtenues sous la fo rme : moyCT ± dCT où 

moyCT représente la moyenne des CT des duplicata et dCT représente l'écart-type. De 

ces va leurs de CT il est alors possible de déterminer une quantité relative des ARNm 

du gène 49A 1 comparati vement à ceux du gène GA3PDH. Ces quantités relatives 

pour les ARNm du gène 49A l ont été déterminées une première fo is pour quatre 

variétés de blé (Tableau 3.5) puis une deuxième fo is pour six variétés de blé 
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(Tableau 3.6) exposées à trois concentrations différentes d'aluminium, la 

concentration de ÛIJ.M d'Al servant de base d'origine pour les calculs. 

Le gène 48E8 a été testé par PCR en temps réel mais aucune variation de 

nombres de cycle n'a été observée confirmant les résultats de la F igure 3.18. 
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F igure 3.19 : Exemple de profils d' amplification obtenus par PCR en temps réel 
pour les gènes GA3PDH et 49Al à 0 et 50 f.!M d' a luminium pou r les variétés 
F undy et OK91G106. 
- : amplifiats 49A1 OIJ.M Al - : amplifiats 49A1 50~-LM Al 

: amplifiats GA3PDH OIJ.M Al - : amplifiats GA3PDH 501J.M Al 
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En ordonnée, le taux d'amplifiats sur une échelle logarithmique. En abscisse, le 
nombre de cycle correspondant à la détection des amplifiats encore appelé CT. Les 
figures ne représentent qu'une partie des résultats sans les duplicata. 
Pour chaque gène donné à une concentration d'aluminium donnée, une valeur 
moye1me des duplicata et de l'écart type qui en découle est calculée. Par exemple, 
pour le gène GA3PDH à OJ.LM d'aluminium, l'ensemble des résultats sera exprimé sous 
la forme : moyCT GA3 PDH ± dCT GA3 PDH où dCT GA3PDH est la variation standard et 
moyCT GA3P DH la moyenne des CT obtenus. 
Les segments "a", "b", "c" et "d" correspondent à des différences de nombre de cycle 
entre l'apparition de signal pour une ligne de base de 0,2. Le segment "a" est par 
exemple la différence de cycle à 0 J.LM d'Al entre les deux gènes GA3PDH et 49A 1 
(!'.CT 49Al-GA3PDH OJ.LM), et le segment "b" celle pour 50 J.LM (f..CT 49Al­
GA3PDH 50J.LM). Ainsi "a-b" (t.t.CT 50J.LM comparativement à OJ.LM) signifiera s'il y 
a une dérégulation d'expression entre 0 et 50 J.LM d'Al. Par exemple, pour Fundy 
(image du haut) , l'a luminium ne semble pas déréguler l'expression des gènes puisque 
"a-b" ::::: O. Pour OK91 G 106 (image du bas) , c-d 2: 0 ce qui signifie que 49Al est 
surexprimé si GA3PDH est pris comme référence ou à l'inverse, que GA3PDH est 
réprimé si 49A 1 est pris comme référence. 
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Deux séri es d'expériences de PCR en temps réel pour le gène 49A 1 ont été 

effectuées à partir des deux lots d'ARN. La première a utilisé les ARN des plantes 

décrites dans la Figure 3.5. Les mesures ont été effectuées en duplicata et sont 

décrites dans le Tableau 3.5. La Figure 3.20 d01me une représentation graphique des 

quantités relati ves d'ARNm du gène 49A l observées. Dans les conditions de 

croissance dépourvues d'aluminium, le niveau d'express ion du gène 49A 1 est 130 fois 

inférieur à celui du gène GA3PDH qui est généralement considéré comme un gène 

modérément exprimé justifiant le statut de gène très faiblement exprimé de 49A 1. La 

Figure 3.20 montre que, pour toutes les conditions confondues, les quantités 

d'ARNm sont supérieurs à 0 signifiant que le gène 49A 1 est induit par l'a luminium de 

façon générale aussi bi en chez les bl és tolérants que les blés sensibles. 

16.00 
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E z a: 

8.00 ~ ., .. 
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" ë 6.00 
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D 50VM AJ 

Figure 3.20 : Représentation graphique des quantités d'ARNm du gène 49Al 
relativement à ceux du gène GA3PDH pour quatre variétés de blé exposées à 
différentes concentrations d'aluminium. 
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Cependant, ces inductions sont plus élevées pour les blés tolérants Atlas-66 et 

OK91Gl06 notamment à 50 !lM- De plus, les quantités relatives d'ARNm montrent 

une augmentation du taux d'expression du gène 49A 1 à 50 !J.M d'aluminium chez les 

blés tolérants supérieure à celle observée chez les blés sensibles exposés à 5 !J.M 

d'aluminium suggérant une induction du gène 49Al plus élevée chez les blés to lérants 

pour des niveaux de stress simila ires. Cette expérience de PCR en temps réel 

confirme les profil s RT-PCR observés sur la Figure 3.18 : l'augmentation est de 

l'ordre d'un facteur 2 en RT-PCR et en PCR en temps réel de l'ordre de 1,93 à 3,11. Il 

est à noter que ce sont les mêmes ARN qui ont été utili sés pour les deux types 

d'expériences RT-PCR et PCR en temps réel confirmant que ces deux teclmiques 

donnent des résultats allant dans le même sens. 

La représentati on de résultats de PCR en temps réel rapportée comme correcte 

par les experts est celle de la forme du Tableau 3.5 où sont indiquées les va leurs 

relatives de quantité d'ARN directement en relation avec les - !-.!-.CT et leurs valeurs 

d'erreur (indiquées entre parenthèses dans le tableau selon le bulletin d'utili sateur du 

fowni sseur Appli ed Biosystem). Les va leurs générées par les courbes de CT devant 

être mises à la pui ssance carrée, il en résulte que les va leurs d'erreur sont sur-estimées 

pour intégrer un écart de confiance. Ainsi, les représentations graphiques de la Figure 

3.20 et de la Figure 3.21 n'ont été générées que pour vi sualiser plus fac ilement les 

variations relatives des quantités d'ARN décrites dans les tableaux - fi. L'-.CT. Des 

auteurs ont essayé d'appliquer des études stati stiques aux résultats de PCR en temps 

réel (Yuan et al., 2006). Confirmant que la meilleure représentation des résultats de 

PCR en temps réel est cell e des - !-.!-.CT avec la mention de l'écart de confiance, ils ont 

aussi démontré que plusieurs tests de probabilité pouvaient être appliqués aux va leurs 

de - !-.!-.CT, notamment le test de Student. Le test de Yuan et al. (2006) a été appliqué 

aux résultats de PCR en temps rée l. Les - !-.!-.CT à 5 !J.M d'aluminium sont di fférents 

de ceux à 0 !J.M avec une probabilité de p=0,0045. De la même façon, ceux de 50 !J.M 

sont diffé rents de ceux de 0 )lM avec une probabilité de p=0,0033. 
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Avec la deuxième série d'ARN issus des six plantes de la Figure 3.6 (trois 

tolérantes et trois sensibles), une dérégulation du gène 49A 1 est aussi bien observée 

pour les plantes sensibles que pour les plantes tolérantes (Tableau 3.6 et Figure 

3.21). Les mesures des données ont été effectuées en duplicata et l'expérience a été 

répétée deux fo is pour confirmer les résultats. Les deux expériences de PCR en temps 

réel sur ces nouveaux ARN donnaient des valeurs numériques simil aires. Le résultat 

pour le blé OK91 G 107 exposé à 50 fl.M d'Al doit être écarté car un aplati ssement 

anormal des courbes a été observé. Cet aplati ssement a été observé sur les quatre 

mesures effectuées. Les ARN non traités (contrôle de contamination ADN) de cet 

échantillon ne montraient aucw1e amplification PCR. Tout porterait à penser qu'une 

contamination de cet échantillon a eu lieu lors de l'étape de reverse transcription ou 

qu'une erreur de pipetage a conduit à l'ajout trop important d'ADNe lors des réactions 

de PCR. Cette contamination hypothétique a conduit à l'obtention d'une L'.CT très 

fa ible (1,96±0,00) entre GA3PDH et 49A 1 pour la condition de 50 11M d'Al. Lorsque 

cet échantillon a été de nouveau analysé avec w1 gène contrôle (voir paragraphes 

suivants), un L'.CT beaucoup plus fa ibl e et proche de celui de Fundy a été obtenu avec 

ces mêmes échantillons ARN confi rmant bien une erreur technique et non une rée lle 

variation d'express ion génétique. Les d01mées de - L'.L'.Cr sont statistiquement 

différentes de zéro avec une probabili té de 0,0236 pour les valeurs à 5 11M et de 

0,0248 pour les valeurs de 50 11M (selon Yuan et al. , 2006). 
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Figure 3.21 : Représentation graphique des quantités d'ARNm du gène 49Al 
relativement à ceux du gène GA3PDH pour six variétés de blé exposées à 
diffé rentes concentrations d'aluminium. 

L'a luminium induit l'expression du gène 49A l dans toutes les conditions 

expérimentales exceptées pour les blés OK9 1G l06 et OK9 1G 103 exposés à 5 ~-tM 

d'a lumin ium. Les blés OK9 1 G 106 montrent une variation -t-t-CT quas iment nulle 

signifiant que le gène 49A 1 n'est pas induit chez cette variété pour cette concentration 

d'a luminium. De la même manière, 49A 1 semble réprimé à 5 1J.M d'Al (-t- t-CT= 

-1 , 11±0,006) chez les blés OK9 1 G 103. Ces données sont inversement 

proportionnelles à celle du fac teur d'inhibition de croissance racinaire (RG I) observé 

sur la Figure 3.6. Ainsi, il semble y avoir une con'élatio n entre le taux d'inhibition de 

croissance des racines et le taux d'express ion du gène 49A 1 : le gène 49A 1 ne sera it 

induit que lorsque les rac ines ont du mal à pousser. Pour des états phys iologiques 

identiques (50 IJ.M d'a luminium pour les plantes to lérantes et 5 ~-tM d'a lumin ium pour 

les plantes sensibles), les p lantes to lérantes semblent exprimer le gène 49A 1 plus 
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fortement que les plantes sensibles : des quantités relative d'ARNm de l'ordre 8,40 1 

9,71 1 2,58 sont respectivement observées pour Atlas-66, OK91Gl06 et OK91Gl03 

(50 ~-tM) contre 1,48 1 2,38 1 0,99 respectivement pour Fundy, OK91G 108 et 

OK91Gl07 (5 ~-tM) . 

En résumé, lorsque la Figure 3.21 est comparée à la Figure 3.20, une 

tendance peut être mise en avant : le gène 49A 1 semble être plus exprimé chez les 

plantes tolérantes que chez les plantes sensibles pour des états de stress similaires. De 

par la variabilité des échantillons d'une expérience à l'autre, i 1 est di ffi ci le de 

connaître très précisément l'état physiologique de la plante (l'indice RGI n'étant 

certainement pas suffisamment précis) et seule une répétition de PCR en temps réel 

sur de nombreuses séries d'ARN pourrait permettre de connaître avec exactitude le 

taux de variation du gène 49A 1 parmi toutes ces variétés. 

Une nouvelle expérience de PCR en temps réel a été réalisée sur la même 

deuxième série d'ARN issus des six plantes de la Figure 3.6 (trois tolérantes et trois 

sensibles) en y rajoutant le gène contrôle War 7.2, un gène retrouvé surexprimé par 

l'aluminium par northern blot (Hamel et al., 1998 ; Figure 3.3 et Figure 3.22). Le 

gène War 7.2 est un gène de stress induit par l'aluminium chez le blé to lérant At las-66 

et le blé sensib le Fredrick . 

War 7.2 

War 13.3 

Atlas-66 
0 5 50 500 

Fred rick 
0 5 50 500 

Figure 3.22 : Effets de l'aluminium sur l'accumulation des ARNm du gène War 
7.2 chez la variété Atlas-66 et Fredrick de blé. 
Extrait partiel de la Figure 3.3 . Northern blot réalisés avec 5 j..lg d'ARN totaux extraits 
des pointes de racines des blés d'Atlas-66 et Fredrick exposés pendant 24 heures à 0, 
5, 50 et 500 ~-tM d'Al. Chaque membrane a été hybridée avec une sonde spécifique 
contrôle radioactive (gene War 13.3 codant pour la tubuline) et le gène War 7.2 
codant pour une phénylalanine ammon ia-lyase (d'après Hamel et al. , 1998). 
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La Figure 3.23 représente un histogramme des quantités relatives d'ARNm du 

gène 49Al à partir du Tableau 3.7. Des résultats simi laires à la Figure 3.21 ont été 

obtenus même si les t.CT sont plus élevées pour les variétés tolérantes Atlas-66 et 

OK91Gl06 à 50 11M d'aluminium (aucun duplicata n'a eté effectué pom les CT de 

49Al). De plus, ces nouveaux résultats confirment l'erreur technique pour 

l'échanti llon OK91Gl07 à 50 11M d'aluminium puisque, cette fois, une quantité 

beaucoup plus faible d'ARNm 49A 1 a été détecté. Par PCR en temps réel , le gène 

War 7.2 est bien sm-exprimé chez la variété tolérante Atlas-66 à 5 et 50 11M 

d'aluminium, rejoignant les résultats d'Hamel et al. (1998) et validant ainsi le procédé 

de PCR en temps réel par lui-même en utilisant le gène GA3PDH comme contrôle. 

War 7.2 est aussi induit chez les autres variétés tolérantes OK91G106 et OK91GI03 

mais une diminution d'expression est observée pour OK91 G 103 exposé à 5 11M de 

métal (quantité relative d'ARNm d'un facteur 0,35). Chez les variétés sensibles, War 

7.2 est très faiblement induit. Ce résultat semble en contradiction avec ceux d'Hamel 

et al. où War 7.2 était fortement induit chez la variété sensible Fredrick. Ceci peut 

s'exp liquer par une différence d'expression génétique entre Fredrick et les autres 

variétés sensibles étudiées dans cette thèse. 
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3 .3.2 . RECHERCHE DE LA SÉQUENCE ENTI ÈRE DU GÈNE ET DE LA PROTÉINE 4 9A l DE BLÉ 

De nombreuses tentatives expérimenta les ont tenté d'i so ler la séquence 

complète du gène 49A l . Les tentatives PCR et PCR nichée sur les produits 

GeneRacer, alors qu'elles ont été fructueuses pour le gènes 4 8E8 (Figure 3.11), n'ont 

pas permis de connaître la séquence entière de ce gène. Le gène 49A l étant détecté 

sur les produits GeneRacer et dans les banques Gateway, des expériences de synthèse 

de plasmide similaires à celles de mutagenèse dirigée (QuickCharge, 

STRA TA GEN E) ont été tentées sans succès. De nouvelles expériences PCR avec des 

amorces se fixant sur le plasmide (amorces commercia les SP6 e t T7) et sur la 

séquence du gène ont auss i été réa lisées mais n'ont pas abouti . Enfin des criblages de 

banque d'ADNe ont été effectués mais n'ont pas donné les résultats escomptés. 

Toutefoi s, des études d'homologies de séquences ont été réa lisées. Le gène 

49A l présente une homo logie importante (89%) mais avec un fa ibl e facteur e (5e-27
) 

avec le gène de ri z annoté AEO 17085 codant pour un transporteur d'o ligo-peptide 

proton dépendant. Cette fa ibl esse du facteur e peut être liée à une délétion de 18 

nucléotides dans la séquence de 4 9A 1 par rappoti à celle de AEO 17085 (Figure 3.24). 

Lorsque cette séquence est enl evée et les ca lculs d'homologie répétés, ce facteur e est 

de 4 e-GG ce qui représente fina lem ent une très fotie homologie. 
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10 20 
49A1 -----------------------------------------CATCGGCATGCTCGAGTTC 

AE017085 CCGTCCTTCTTCGTGCTGGGCGCCGGGGAGGTGTTCGCCGTCA TCGGCATGCTGGAGTTC 
1330 1340 1350 1360 1370 1380 

30 40 50 60 70 • 80 
49A1 TTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAGCCTGGGTGTGGCACTCGCGCAGCTCGCC 

AE017085 TGCTACGAGCAGTCGCCGGCGTCGATGAAGAGCCTCGGCACGGCGCTCGTGCAGCTCGCC 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

90 100 110 120 130 140 
49A1 GTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCCTGCTCGGCGCCGTTGTGTCGGCCACGG-

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0 • •••• • •••••• . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ........... . 
AE017085 GTCGCCGTCGCCAACTACCT CAACTCCGGCATGCTCAGGGTGGTGGCGGCGGCCACGGCG 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

1 50 160 170 180 190 
49A1 ----------------GGTGGATCCCGGACAACCTCGACGAAGGCCATCTGAACTACTTC 

.. ... . . .. . ... ... ... . . .. .. .. .............. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
AE017085 CGCGGCGGCGGCGCCGGGTGGATCCCGGACAAGCTCGACGAGGGCCATCTGGACTACTTC 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

200 210 220 230 240 250 
49A1 TTCTGGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCTACTGCTCGTCC 

. . .. ............ .... ....... . .... . 0.... .. . . ..... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..... . 
AE017085 TTCTGGATGATGGCTGCACTCAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCCTGCACTGCTCAA TC 

1570 1580 1590 1600 1610 162 0 

26Q T T 270 280 290 3QQ 
49A1 AGATACAAAAGATAATGATCGATATTTTCGTAACTATAGATGTATAGTTTGT 

.... .... . . . . . . . . 
AE017085 AGATTCAGAGGCAA---- -CAACACACT-GTCATCATCG--------- -TGA 

1630 1640 1650 

Figure 3.24 : Alignement de la séquence de 49Al avec la séquence annotée de 
AE017085. 
CGCGC : région manquante de 18 nucléotides (3x6) chez 49A l 
... : insertion de base chez l'EST de blé (cf. Figure 3.26) 

Cette délétion de 18 nucléotides peut s'exp liquer par (i) une mauva tse 

annotation de cette région chez AE0 17085 , (ii) une rée lle délétion présente chez le 

blé mais pas chez le ri z ou encore (iii ) une mauvaise rétro-transcription de cette 

région composée uniquement de G et de C. 
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CCACGCGTCCGGGAACTTCCTAAGAATACTTCACAAATAGTCTTGAGAATACTGCATCGA 
GTGTCAAATGGAAGCAGCAGATGAGGAGAGGCCACTGCTGAACCGCCATCGCCGGCCTG 
CACAGACACAGGACGAAAGCTCAAGTTATACAAGTGATGGAACGGTTGATATCTACAGA 
CAGCCTGCTCTCAAGCAGAGCACTGGCAACTGGAGAGCATGCTTCTTCATTCTAGGCGCC 
GAATTCAGCGAATGCATGTGCTTCTTCGCCGTCGCCAAGAACTTGGTCACCTACCTTACGA 
CGGTGCTCCATGAGAGCAACGTCGACGCTGCGAGGAACGTGTCGACTTGGATCGGCAGCT 
GCTTCCTCACGCCGGTCATCGGAGCCTTCTTGGCCGACTCTTACTGGGGAAGATCACCACA 
ATTGCAGTTTTCCTGTCGGTTTACATCGTTGGGATGCTCATCGTGACATCATCGGCGGCGC 
TTCCGTTTCTCCTTCCTCGTTCCTCCGACGAGAGTGGTGGTGTCCATCCTGCCGCCGTATAC 
CTGGGGCTCTACCTTGTCGCCCTCGGCACA*GGTGGAATCAAGCCCTGTGCCGCGGCCTT 
GGGCGCCGATCAGTTCGACGGCGCCGACCCAATGGAGCGGGTGGNCNANGGCTCCTTTCT 
CACTGGTACTACTTCTCGATCAACATTGGCTCGCTGCTGGCGGCGACATTGCTCGTATGGG 
TGCAGGACAACAT----GTTCGCCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAG 
TCCCCGGGGTCCATGAAGAGCCTCGGCACGGACGCTCGCGCTGCTCGCCATCGCTG 
GCGGTAACTACCTCAACTCTGTCCTACTCGGCGCTGTCGCGTCGACCACCGGGTGG 
ATCGCGGACAATCTCGACCAAGGCCACCTTGACTACTTCTTCTGGTTCATGGCCGCT 
CTCAGCGTGCTCAACCTGTTGCAGTTCGTCTACTGCTCGACCAGATACAAAAGCATA 
GATCAGCATTAGTATAGCAGTCAATTGTAAATGTTCTTAATTTGAAAATCTTTCATCGATC 
GT AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Figure 3.25 : Séquence partielle de l'EST de Norstar. 
GTTCG : séquence homologue à 49Al 
-- :césure de séquence 
A : erreur hypothétique de séquençage 
* : positi on des 18 bases supp lémentaire chez le gène AEO 17085 de riz. 

Grâce à une collaboration dans le cadre d'un projet Génomique au sein du 

laboratoire du Professeur Fa they Sarhan (UQAM), un EST homologue à 49A 1 a pu 

être identifié dans une banque d'ADNe de racine du blé d'hiver Norstar (88% 

d'homologie avec un facteur e de 1 e-
70

). L'analyse comparative des séquences de 

49A 1 avec celle de l'EST a montré que la séquence supplémentaire du gène aJmoté du 

riz n'était pas présente dans la séquence de l'EST ( *) suggérant une mauvaise 

annotation du gène AEO 17085 ou une différence entre le blé et le riz. La séquence de 

l'EST de blé Norstar disponible n'est pour l'instant que partielle (Figure 3.25) et 

comporte certaines erreurs de séquençage semble-t-il : trois bases ont été ajoutées 

(marquées en rouge) alors qu'elles ne sont pas présentes dans la séquence de 49A 1 et 

du gène annoté de ri z AEO 17085 ( ... Figure 3.24) . Une fois ces erreurs corrigées (les 

bases ont été supprimées de la séquence de l'EST), les séquences traduites des 

protéines ont été comparées et ont montré plus de 85% d'identité en acides aminés 
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(Figure 3.27). Les protéines de ces gènes possèdent un domaine PTR2, spécifique 

des protéines POT, transporteurs d'oligo-peptide proton dépendants. 

10 20 30 40 50 60 
49A1 GTTCACCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAG 

... . ......... . .............. . ...... . ..................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
EST GTTCGCCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAGTCCCCGGGGTCCATGAAGAG 

10 20 30 40 50 60 

70 80 90 100 110 
49A1 CCTGGGTGTGG - CACTCGCGCAGCTCGCCGTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCC 

........................... . ............... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
EST CCTCGGCACGGACGCTCGCGCTGCTCGCCATCGCTGGCGGTAACTACCTCAACTCTGTCC 

70 80 90 100 110 120 

120 130 140 150 160 170 
49A1 TGCTCGGCGCCGTTGTGTCGGCCACGG*GGTGGATCCCGGACAACCTCGACGAAGGCCATC 

: :::::::: :: : ::: : :::: : : :: : : ::: ::::::: :: :: :: ::: :::: : 

EST TACTCGGCGCTGTCGCGTCGACCACCG*GGTGGATCGCGGACAATCTCGACCAAGGCCACC 
130 140 150 160 170 180 

180 1 90 200 210 220 230 
49A1 TGAACTACTTCTTCTGGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCT 

...................................................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
EST TTGACTACTTCTTCTGGTTCATGGCCGCTCTCAGCGTGCTCAACCTGTTGCAGTTCGTCT 

190 200 210 220 230 240 

240 250 260 270 280 290 
49A1 ACTGCTCGTCCAGATACAAAAG - ATA - ATGATCGATATTTTCG----TAACTATAGATGT 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . 
EST ACTGCTCGACCAGATACAAAAGCATAGATCAGCATTAGTATAGCAGTCAATTGTAAATGT 

250 260 270 280 290 300 

300 
49A1 --ATAGTTTG 

...... . . . . . . 
EST TCTTAATTTG 

310 

Figure 3.26 : Alignement de la séquence de 49Al avec un EST du blé Norstar. 
* : position de l'insertion de séquence du gène annoté de riz AEO 17085 
A : insertion d'une base 
T AA ct TGA : codons stop 
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10 20 30 40 50 60 
49A1 FTSIGMLEFFYDQPPESMKSLGVALAQLAVAGGNYLNSALLGAVVSATGWIPDNLDEGHL 

ESTe FASIGMLEFFYDQSPGSMKSLGTALALLAIAGGNYLNSVLLGAVASTTGWIADNLDQGHL 
10 20 30 40 50 60 

70 80 
49A1 NYFFWFMAALSVLNLLQFVYCSSRYKR* 

.. . ..... ... ..... .. ...... . 
• • • • 0 •••• ••• •••• •••• •• •• •• • 

ESTe DYFFWFMAALSVLNLLQFVYCSTRYKR* 
70 80 

Figure 3.27 : Alignement entre la séquence protéique traduite de 49Al et la 
séquence protéique traduite après correction de l'EST du blé Norstar. 
* : fin de traduction (codon stop) 
ESTe : correction effectuée sur la séquence de l'EST du blé Norstar à partir de la 
Figure 3.26. 

Tout récemment, un EST présentant une très grande homologie (facteur e de 

6e- 166
) avec le gène 49Al a été isolé par un consortium de séquençage systématique 

de banque d'ADNe et de génome de plantes (Genoplante) . Cet EST est 

complémentaire tout le long de la séquence du fragment 49A 1 excepté pour une 

mutation ponctuelle en position 143 (Figure 3.28) . La variété de blé Triticum 

aestivum utilisée n'a pas été précisée mai s ce résultat confirme les insertions de bases 

accidentelles dues au séquençage chez l'EST de Norstar. 
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49A1 1 GTTCACCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAG 60 

111111 11111111111111111111111111111111111111111111111111111 
CD894318 360 GTTCACCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAG 301 

49A1 61 CCTGGGTGTGGCACTCGCGCAGCTCGCCGTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCCT 120 
111111 1111111 11 11 11 11 111111 11111111111111111 11 11 11 1111111111 

CD894318 300 CCTGGGTGTGGCACTCGCGCAGCTCGCCGTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCCT 241 

49A1 121 GCTCGGCGCCGTTGTGTCGOCCACGGGGTGGATCCCGGACAACCTCGACGAAGGCCATC7 180 

11 1111 11 1111111111 11 1 1111111111111111111111111111111111111 
CD894318 240 GCTCGGCGCCGTTGTGTCGGCCCCGGGGTGGATCCCGGACAACCTCGA GAAGGC ATCT 181 

49A1 181 GAACTACTTCTTCTGGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCTA 240 

111111 11111111111 11 11111111111111111111 1111111111111111 1 11 11 
CD894318 180 GAACTACTTCTTCTGGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCTA 121 

49A1 241 CTGCTCGTCCAGATACAAAAGATAATGATCGATATTTTCGTAACTATAGATGTATAGTTT 300 
111111 111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

CD894318 120 CTGCTCGTCCAGATACAAAAGATAATGATCGATATTTTCGTAACTATAGATGTATAGTTT 61 

49A1 301 GT 302 

Il 
CD894318 60 GT 59 

Figure 3.28 : Alignement de séquence entre le fragment 49Al et l'EST de blé 
CD89431. 

GGTGGGGTTAGCCGTTTGTTAGACCTGATGATGGGCTTCGTTTCCTTTCGTATGCGATG 

CGTCTTTCTGGATGAACCCTGTAAATTCTGGGAGGTCGCCCCGTGTGCTGCCTATGGTA 

ATCGCGACTAGTTTCGACCCTAAAAC~GGGCGGCCGCCATGGC 

GTACGCCGCGTCGGTCGAAACTAGACGGCTGTCGGCGACCTCGATGAGCATCATGTGG 

CTAGCGCCGTGCTACTTCGTGCTGGGCGCGGCCGAGGTGTTCACCAGCATCGGCATGC 

TCGAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAGCCTGGGTGTGGCACTCGC 

GCAGCTCGCCGTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCCTGCTCGGCGCCGTTGTG 

TCGGCCCCGGGGTGGATCCCGGACAACCTCGACGAAGGCCATCTGAACTACTTCTTCT 

GGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCTACTGCTCGTCCAGA 

TACAAAAGATAATGATCGATATTTTCGTAACTATAGATGTATAGTTTGTACGCAAATGGTG 

AGGAAAAGAAGCTTTATAGCGACAAAAAAAAAGTAAATTGCCTTGT 

Figure 3.29 : Séquence entière de l' EST CD89431 
Souligné : séquence Kozak ; En bleu : séquence homologue à 49A 1 ; En vert : 
hypothétique codon d'initiation de la traduction ; En rouge : hypothétique codon stop . 



129 

VGLAVC*T**WASFPFVCDASFWMNPVNSGRSPRVLPMVIATSFDPKTKKKK 

KRAAAMAY AASVETRRLSATSMSIMWLAPCYFVLGAAEVFTSIGMLEFFYD 

QPPESMKSLGVALAQLAVAGGNYLNSALLGAVVSAPGWIPDNLDEGHLNYF 

FWFMAALSVLNLLQFVYCSSRYKR**SIFS*L *MYSL YANGEEKKL YSDKKKV 

NCL 

Figure 3.30 : Séquence d'acides aminés traduite à partir de l'EST CD89431 de 
blé. 
* : codon stop ; Souligné : position de la séquence Kozak 

La séquence de la protéine 49AI se composerait de 121 acides aminés à partir de la 

méthionine de la séquence Kozak. 

A la différence de l'EST du bl é Nortsar, l'EST CD8943 18 semble coder pour 

une protéine entière vu qu'une séquence d'initi ation à la traduction Kozak est présente 

(Figure 3.29). Cet EST coderai t pour une proté ine de 121 acides aminés (si la 

traduction s'effectue à partir de la première méthionine de la séquence Kozak ; Figure 

3.30) possédant un domaine PTR2 (transpo1ieur d'oligopeptide proton dépendant) . 

3.3.3 . PRÉDICTIONS DES RÉG IONS TRANSMEMBRANAIRES ET DU RÔLE POTENTIEL DU 

PROMOTEUR DU GÈNE 49A1 

Différents a lgorithmes informatiques disponibles sur lntem e t ont été app liqués 

à la séquence de la protéine traduite ou à la séquence nucléotidique des homologues 

du gène 49A 1 afin de prédire les régions transmembranaires de la protéine et de 

comprendre comment le gène pou1nit être régulé au niveau de sa séquence 

promotrice. L'analyse par les outils informatiques TMHMM, HMMTOP, et SOSUI 

(tous les liens sont di sponibles sur le s ite www.infobiogen.fr) confirment l'existence 

chez la protéine annotée AAP53384 de riz de lü à 11 segments trans-membranaires 

(Tableau 3.8, Figure 3.31 et Figure 3.32). Ainsi, le gène AEO 17085 de riz coderait 
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pour un transporteur d'oligo-peptide proton dépendant situé au niveau d'un système 

membranaire. Au contraire de la protéine de riz, la protéine de blé CD89431 serait 

beaucoup plus courte et ne présenterait que 3 hélices transmembranaires (Figure 

3.33). Le domaine PTR2 couvrirait l'ensemble des hélices. Il semble y avoir un lien 

fort entre la structure secondaire de la protéine et son domaine fonctionne l. 

Tableau 3.8 : Analyse par le programme TMHMM des 
acides aminés de la protéine AAP53384. 

Position de la chaîne peptidique Premier acide aminé 
outside 1 
Tmhelix 64 
inside 87 
Tmheli x 93 
outside 116 
Tmhel ix 130 
inside 153 
Tmhelix 173 
outside 196 
Tmhelix 199 
inside 222 
Tmhe1ix 320 
outside 343 
Tmhelix 362 
ins ide 385 
Tmhelix 401 
outside 421 
Tmhelix 440 
inside 463 
Tmhelix 475 
outside 498 
Tmheli x 519 
inside 537 

positionnements des 

Demier acide aminé 
63 
86 
92 
115 
129 
152 
172 
195 
198 
221 
319 
342 
361 
384 
400 
420 
439 
462 
474 
497 
518 
536 
551 
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TMHMM posterior probabil ities for Sequence 
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Figure 3.31 : Représentation par le programme TMHMM des domaines de la 
protéine AAP53384. 

Figure 3.32 : Représentation par le programme SOSUI des domaines 
transmembranaires de la protéine AAP53384. 
En vert sont représentées les hélices transmembranaires . En beige est représentée la 
bicouche lipidique de la membrane plasmique. 
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Figure 3.33 : Représentation par le programme SOSUI des domaines 
transmembranaires de la protéine CD89431 , proteine 49Al hypothétique. 
En vert sont représentées les hélices transmembranaires. En beige est représentée la 
bicouche lipidique de la membrane plasmique. 

Un autre point intéressant est donné par l'analyse de la séqu ence promotrice 

disponible du gène annoté de riz AEO 17085 (Figure 3.34). Sur cette fi gure ont été 

présentés les éléments de régulation présents sur les 1000 paires de bases précédant le 

codon d'initi ation ATG du gène. L'élément retrouvé le plus souvent est le site de 

fi xation des DOF protéines (DOFCOREZM). Les protéines DOF sont des facteurs de 

transcription spécifiques des plantes. Ces protéines sont reconnues être des facteurs 

régulateurs des gènes impliqués dans le métabolisme du carbone. Cependant, la 

fréquence de cet élément de régulati on peut s'expliquer par la courte séquence qui le 

constitue (quatre bases) et laisse en suspend la pertinence de cette séquence. Le gène 

annoté du ri z ne pourrait très bien pas être impl iqué dans le métaboli sme du carbone. 
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Un autre élément de régulation souvent retrouvé est MYCCONSENSUSA T. 

Cet élément serait à relier au stress de sécheresse. La toxicité à l'aluminium conduit 

souvent à l'expression de nombreux gènes de stress biotique ou abiotique dont 

notamment le stress de sécheresse. Il n'est donc pas étonnant de trouver des éléments 

de régulation de ce stress. Ceci confirmerait le rôle de 49A1 dans les mécanismes de 

toxicité ou de tolérance au métal. Enfin, une analyse plus générale du chromosome 10 

du riz a montré que AEO 17085 se situe entre une protéine inconnue et à 5000 paires 

de bases du précurseur de la ~1-3-Giucanase, un gène fortement induit par 

l'aluminium chez le blé sensible Victory (Cruz-Ortega et al., 1997). Il y aurait donc 

une relation entre le locus de AE017085 et son rôle dans la réponse à l'aluminium. 

1 
51 
101 
151 
201 
251 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
601 
651 
701 
751 
801 
851 
901 
951 
1001 

TTGCCCTTCCCTCTCCAATCGTCCATCGCTCACTCTCCTCAGGTCTCATC 
TCTCTCTCTCTCTCTCTC[êf!M@GTAS:iiiTGCTGGAATCGATGGCTTA 
@ritj@TTTTTAGAGGATTTTAGGGATAGATATAAGCATGCTTGTTGCAG 
GCCAAA~CTTCATTTTTGGNriif~rif~CT • TTTT 
GGAT~TGTATCAGCTTTGAATGAAGCCTACTAGT~I!!I!li!I!It"' 
TGAGTAGTGTGTGGTCATTTTCCCCTGGTTAAATTGTGGGATGGATGTTT 
GCTTC ••• ••• • ••• TTGTGGGATGGACCTGATGGTTCAAGGCT 
AATTTTGTTTTGACACTTCATTTCTTAGGTTTTTGGTGTGTTTGTGTTCA 
AGATTGAATAGGACAAGACATAGGGGTTAGCTCTCAATTTAAATGCCCAA 
GTT TTGTAATAATTGTCAAAAAAATTTGCATGGAATGCTTCCT 
TCTCTA ••• TAGGAAGTCTGACGGTCTGACCCCCC ••• GTCAG 
TTTGTCCTCTTCTGTTTTTATGATAATTAS:iiiCCTAATTTCC • 
CAGAAGGGTGTTGCTTGCAAGAAATAGTTGTTTACAGAATTATGTAGTCA 
ATAGAGTTCAitJfNf~~CTTCCAGTACCAAAATTGCGTGATTGTGCTAAT 
CAAAATGCAGAATTGGATATGAGTAATCAATCAG~TGCGAGTGAT 
ATGCTAGTGGCCTAATGTCACTGAATTTTCAGAAGACCAAGACAGC!!!? 
~GGTGTTGTCGGGTATGTGATGCAATTTGTTAGATAATTTC~f~~~~~~~~ 
TCTTCTAACAATTTCTTATCTCATCATTGCCCACATAGATGGCTTACGAA 
AAATTCCTTAGGTGCAAGATTATACTGAATTAATTGCAAGTAGCTTAGAG 
TCGTCGGTTTTCTTCCAACAAAATTGCTGAAGAAGCCAGAGGCTCAAATG 
GAGGCATCTGATGAGGACAG 

Figure 3.34 : Analyse de la séquence promotrice du gène annoté de riz 
AE017085. 

Séquence de l'élément de régulation appelé "MYCCONSENSUSAT" 
: Séquence de l'élément de régulation appelé "DOFCOREZM" 

ATC ... : début de la séquence codante du gène AE017085 
(d'après PLACE, Higo et al. , 1999). 
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3.3.4. POTENTIEL DE TOLÉRANCE DU GÈNE 49Al DE BLÉ 

Des expériences d'expression chez la levure du gène complet de Norstar 

homologue à 49A 1 ont été effectuées (Tableau 3.9). Trois séries de mesures A, B et 

C ont été effectuées et la croissance des levures a été mesurée à différents temps par 

la densité optique à 600 nm. Un vecteur vide (p YES-DEST52) a été utilisé comme 

contrôle. Au bout de cinq jours de culture, pour les concentrations d'aluminium 

supérieures à 25 11M d'Al3
+, w1e différence sensible de densité optique est observée 

pour les levures exprimant le gène de Norstar homologue à 49Al. Cette différence 

modérée est de l'ordre d'un facteur 2 (2, 19 à 75 11M d'Al3+). Ainsi, l'augmentation de 

densité optique étant à rattacher à la viabilité et la croissance des levures, le gène de 

Norstar homologue à 49A 1 accorde donc une tolérance modérée envers l'aluminium à 

la levure. 
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Tableau 3.9 : Tests de résistance à l'aluminium de levure exprimant le gène de 
Nor t h 1 ' 49Al s ar omo ogue a 
A AIJ+ (f.lM) DO 600nm 

2 jours 3 jours 5 jours 
49A I DEST52 49A I DEST52 49A I DEST52 

0 0.29 1 0.400 0.354 0.469 0.524 0.52 1 
10 0.072 0.068 0. 265 0.379 0.5 11 0.543 
25 0.074 0.041 0.063 0.022 0.423 0.3 11 
50 0.054 0.034 0.05 1 0.050 0. 142 0.084 
75 0.038 0.033 0.062 0.026 0.160 0.073 
100 0.059 0.007 0.044 ---- 0.188 0. 11 2 
150 0.043 0.066 0.056 0.0 12 0. 169 0.109 
200 0.055 0.03 1 0.044 0.0 14 0.175 0.1 06 
300 0.063 0.000 0.000 0.009 0.186 0.1 03 

B 1 jour 3 jours 6 jours 
0 0.1 87 0.1 84 0.354 0.469 0.460 0.477 
10 0. 182 0. 175 0.262 0.379 0.488 0.5 11 
25 0. 185 0.162 0.063 0.022 0.4 19 0.367 
50 0.203 0. 163 0.05 1 0.050 0. 146 0.068 
75 0.2 10 0.198 0.062 0.026 0.11 3 0.048 
lOO 0.1 87 0. 18 1 0.044 0.030 0.1 08 0.080 
150 0. 188 0.163 0.056 0.0 12 0.132 0.055 
200 0. 167 0. 184 0.044 0.0 14 0.098 0.041 
300 0.208 0. 174 0.000 0.009 0.097 0.012 

c 8 j ours 
0 0.477 0.498 
10 0.487 0.548 
25 0.454 0.424 
50 0. 102 0.06 1 
75 0.095 0.074 
100 0.108 0.057 
150 0.100 0.058 
200 0.058 0.048 
300 0.094 0.043 

Trois sén es d'expén ences (A, B et C) ont conduit à faire croître 2 populatiOns de 
levures (l'une transformée avec un vecteur permettant l'express ion de l'ADNe 49A 1 
de Norsta r, l'autre avec le vecteur contrôle vide DEST52). Les levures ont poussé 
pendant plusieurs jours à di fférentes concentrations d'a luminium a llant de 0 !J.M à 300 
!J.M. La croissance a été estimée en mesurant la densité optique à 600 nm. 
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3.4. B ANQ UES DE PROTÉINES G ATEWA Y 

Des améliorations apportées à la technique d'Hybridation Suppress ive 

Soustractive (SSH) ont permis d'i soler le gène 49A l dont l'expression est indui te par 

l'aluminium. L'utilisation de la SSH devait répondre aux deux premi ères hypothèses 

quant à la nature des gènes de tolérance. En effet, ces gènes peuvent être : 

(i) des gènes spécifiques des variétés to lérantes 

(ii) des gènes présents chez les vari étés tolérantes et sensibles mais régul és de 

façon différentes 

(iii) des isoformes de gènes dont celles présentes dans les va riétés tolérantes 

conféreraient la résistance au métal 

Afin de répondre aussi à l'hypothèse d'i soformes de gènes pouvant conférer le 

phénotype de tolérance au métal, des banques de protéines de deux plantes tolérantes, 

blé et ri z, ont été exprimées chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Toute cette partie des travaux résulte d'une co llaboration avec Josée Demers, 

étudi ante à la Maîtrise de l'Université du Québec à Montréal et Jeffrey P. Jonston (Ph . 

D) des services du support technique d'INVITROGEN Canada. 

Les banques d 'express ion devaient être fac ilement transférables de la levure 

vers les plantes pour réaliser dans un futur proche des expressions à grande échelle 

directement chez Arabidopsis thaliana. Le système Gateway d'INVITROGEN a été 

choisi comme alternative pour permettre d'exprimer une même banque chez plusiem s 

organi smes. De plus, ces banques devaient garantir un très fo rt enrichi ssement en 

ADNe de pleine longueur (full-length) dans le but d 'avoir des traductions coJTectes 

des gènes. Tro is stratégies ont été é laborées suivant des procédés expérimentaux 

différents afin de réa liser ces banques. Les di ffi cultés reposaient essentiellement sur 

l'utilisation à grande échelle du système Gateway d'INVITROGEN . 
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3.4.1. PREMI ÈRE STRATÉGIE INSERTION DES SÉQUENCES ATTB1 ET ATTB2 PAR 

GENERACER. 

Les premières tentatives de construction ont consisté à remplacer l'ARN oligo 

du kit GeneRacer d'INVITROGEN par un nouveau ARN oligo possédant la séquence 

AttB 1 et ce afin d'effectuer une PCR directement avec des amorces ayant les 

séquences AttB 1 et AttB2 (schéma de gauche, Figure 3.35) . 

Ces tentatives ont été vouées à l'échec par la formation en 5' et 3' des 

amplifiats de conglomérat de séquences AttB 1 et AttB2 enchevêtrées. Ceci pouvait 

s'expliquer par une très faible différence entre les séquences AttB 1 et AttB2 (trois 

bases seulement) conduisant à des hybridations aspécifiques et l'utilisation d'une 

ADN polymérase correctrice (afin d'obtenir des séquences fiables d'ADNe) capable 

de réarranger les séquences. Plusieurs améliorations ont été tentées pour remédier à 

ce problème lors de la PCR. Une élévation de la température d'hybridation et le 

remplacement de l'ADN polymérase correctrice par une ADN polymérase sans 

activité exonucléase a permis de réduire les enchevêtrements des séquences AttB l et 

AttB2 mai s n'a pas permis d'éviter la fixation d'amorces AttB2 sur les sites AttB 1 et 

inversement posant donc le problème du clonage orienté. 



ADNe (GeneRacer) 

AttB1 AttB2 

! Gateway/Cionase 

AltP1o ttP2 

vecteur doneur (Gateway) 

ADNe (GeneRacer) 

~ Topoisomerase 

AIIBU AitB2 

vecteur TOPO pour Gateway 

AIIB1 

~ Galeway/Cionase 

AIIP b AltP2 

vecteur doneur (Gateway) 

ADNe (GeneRacer) 

~ Ligalion 

AIIB2 
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! Galeway/Cionase 

AIIP10 AIIP2 

vecteur doneur (Gateway) 

Figure 3.35 : Les trois protocoles tentés pour réaliser les banques d'expression 
Gateway. 

3.4.2. D EUX IÈME STRATÉG IE: UTILISATION D' UN VECTEU R G ATEWAY OUVERT PAR DES 

TO PO ISOMÉRASES . 

La deuxième stratégie a consisté à réa liser le kit GeneRacer comme proposé 

par le fourni sseur et de cloner les amplifi ats PCR obtenus dans un vecteur ouvert par 

des topoisomérases mais possédant de façon orientée les séquences AttB 1 et AttB2 

(vecteur TOPO - Gateway d ' INVITROGEN) (schéma du centre, Figure 3.35). 

Ce nouveau protocole s'est heurté à la fa ible efficacité de c lonage. Le 

rendement ne permettait pas de cloner raisonnablement une banque, et seul un 

nombre restreint de clones positi fs était obtenu après étalement. Cette stratégie de 

clonage est donc valable pour l'express ion de gène au cas par cas mais e lle se bute à 

sa fa ible efficacité d'incorporation pour des banques d'ADNe. De plus, cette stratégie 

est fort coûteuse pui sque les vecteurs ouverts par les topoisomérases sont vendus en 

faibl e quantité et à des prix prohibitifs. 
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3.4.3. TROISI ÈME STRATÉGIE: INSERTION DES SÉQUENCES ATTB1 ET ATTB2 EN DEUX 

TEMPS 

Une troisième et dernière stratégie a été mise au point. Elle consistait à ajouter 

les séquences AttB 1 et AttB2 en deux temps (schéma de droite, Figure 3.35) . La 

séquence AttB2 est ajoutée par l'utili sation d'une amorce 3' modifiée lors des étapes 

de PCR GeneRacer. En plus de comporter la séquence AttB2, cette amorce 3' possède 

également une biotine fixée en 5' . Ainsi lorsque la séquence AttBl est insérée à l'a ide 

d ' un adaptateur, ce lui-ci ne peut se fixer qu'en 5' des ADNe. Une fo is cette ligation 

réalisée, les ADNe sont insérés dans le vecteur Gateway par une réaction BP. Cette 

dernière stratégie a pe1mis de construire deux banques : une banque d'ADNe d 'Atlas-

66 exposé à 50 f.!M d 'Al et une banque d'ADNe de riz exposé à 200 f.!M d 'Al. 

Figure 3.36 : Gel d'agarose des produits PCR GeneRacer de Fundy exposé à 5 
JlM d'Al3

+. 

Piste 1 : marqueur de taille moléculaire ; piste 3 : produits PCR GeneRacer de Fundy 
exposé à 5 f.!M d'AI3+ ; piste 4: contrô le négatif(eau) . 
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La Figure 3.36 montre les profils des produits PCR obtenus. Une traînée 

allant de 150 paires de base à 10000 paires de base environ était observée avec des 

bandes plus intenses entre 500 à 1000 paires de bases. Cette traînée correspond bien 

aux tailles des ARNm avec une plus grande intensité entre 500 à 1000 paires de base 

qui correspond à la taille moyenne d'une grande majorité d'ARNm exprimés. A 

chaque étape du protocole (produits GeneRacer, banque "Entrée", banque 

"Expression"), les produits ont aussi été testés par PCR pour évaluer l'abondance des 

deux gènes faiblement exprimés 48E8 et 49A1 afin de valider la qualité des banques 

réalisées. Les deux gènes ont toujours été détectés de façon raisonnable comme décrit 

dans la Figure 3.37. 

Figure 3.37 : Tests PCR effectués sur les produits CeneRacer de Fundy. 
Piste 1 & 7 : marqueur de taille moléculaire ; 2 : test PCR 49A 1 sur les produits 
GeneRacer de Fundy; 3 :contrôle positif du test 49A1 (plasmide dilué) ; 4: test PCR 
48E8 sur les produits GeneRacer de Fundy ; 5 : contrô le positif du test 48E8 
(plasmide dilué); 6: contrôles négatifs des tests (eau). 

Les levures transformées ont été sélectionnées pour leur résistance au métal en 

milieu liquide. Deux séries de transformations ont été effectuées pour évaluer la 

viabilité des cellu les (Tableau 3.10). Des différences très significatives de croissance 

ont été observées. Comparativement au contrôle pDES-YEST52 avec une densité 
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optique de croissance cellulaire (à 600 mn) proche de 0 pour des conditions 

d'exposition au métal de 100 ).lM, les levures transformées avec les banques de riz et 

de blé présentaient des densités optiques à 600 I1ll1 de 1 'ordre de 0,3 et 0,4 

respectivement démontrant la présence de clones résistants au métal et continuant à 

croître. Des clones ont alors été isolés sur milieu solide, leur ADN plasmidique extrait 

et re-inséré dans E. coli pour être séquencé (Tableau 3.11). Les séquences de quatre 

clones de blé et d 'un clone de riz ont pu être obtenues. De façon remarquable, ces 

séquences étaient toutes identiques même entre le clone de riz et ceux de blé. Une 

faib le homologie de séquence est apparue avec le gène StAAP 1 de pomme de terre 

(Tableau 3.12). StAAP 1 code pour un transporteur d 'acide aminé proton dépendant 

(Koch et al., 2003). Il appartient à la même famille de gènes que les transporteurs 

d 'auxine tel que AUXI (Koch et al., 2003), une hormone qui aurait son rôle à jouer 

dans le processus d ' inhibition de la croissance des racines. 
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T bi a eau 310 T : ests d . bT 'd d"ff' ' e v1a 1 1te es 1 erentes b anques G ateway. 
DO 600 nm 

Contrôle négatif (p Yes-dest52): 1 ere séri e 2eme • · sen e 
Piquage 1 (di!. 11 10) avec 75 uM Al 0.181 0.085 
Piquage 2 (dil. 11 10) avec 75 uM Al 0.025 0.007 
Piquage 3 (dil. 1110) avec lOO uM Al 0.005 0 
Piquage 4 (dil. 1110) avec 100 uM Al - 0 

Banque Blé: 
Piquage 1 (dil. 1110) avec 75 uM Al 0.250 0.200 
Piquage 2 (dil. 1110) avec 75 uM Al 0.27 1 0.2 10 
Piquage 3 (dil. 1110) avec 100 uM Al 0. 292 0.252 
Piquage 4 (di l. Il l 0) avec 100 uM A 1 - 0.222 

Banque Riz: 
Piquage 1 (dil. 1/1 0) avec 75 uM Al 0.240 0.203 
Piquage 2 (dil. I/ 10) avec 75 uM Al 0.350 0.237 
Piquage 3 (di 1. 111 0) avec 100 uM Al 0.399 0.427 
Piquage 4 (di!. 1110) avec 100 uM Al - 0.386 
L'expresswn de protémes codées dans deux banques d'ADNe, l'une de blé, l'autre de 
riz, a été induite afin d'observer si certains clones pouvaient app011er une rés istance à 
l'aluminium. Cette tolérance au métal a été éva luée par la mesure de la densité 
optique à 600 mn correspondant au taux de croissance des levures mi ses en présence 
du métal (le vecteur p Yes-des t52 servant de contrôle) . Les mesures au 
spectrophotomètre ont été réalisées dans des interva lles de 5 j ours. Deux séries de 
mesures ont été fa ites pour démontrer la reproductibilité des résu ltats. 
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T bi a eau 3 11 S' : equences d .. f . 1' es c ones positJ s ISO es. 
Clones Séquences 
2BI Attb l TCGACTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAA 

~AAAAAAACACTGTCATGCCGTTACGTAGCGTATCGTTGACAG 

C Attb2 
2B3 Attb 1 TCGACTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAA 

AAAAAAAAAAAAAACACTGTCNTGCCGTTACGTAGCGTATCGTTGACAG 
C Attb2 

2B4 Attb 1 TCGACTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAA 
AAAAAAAAAAAAAACACTGTCNTGCCGTTTACGTAGCGTATCGTTGACA 
GC Attb2 

2B6 Attb 1_ TCNACTGGGAGCACGAGGGACACTGGACATGGGACTGGAAGGAG 
TATAAAAAAAAAAAAAAAACACTGGTCNTGCCGTTACGTAGCGTATCGT 
TGACAGC Attb2 

!RI Attb !_ TCGACTGGAGCACGAGGACACTGACNTGGACTGAAGGAGTAGAA 
AAAAGAANGGAAGAGAAGAGGAAAAAAAAAAAAAAACACTGTCNTGC 
CGTT ACGT AGCGT A TCGTTGACAGC Attb2 

T bi a eau 312 H : omo ogies d e sequences d ADN. l ' es ISO es. 
Clones Homologies de séquences 
28 1 282 Solanum tuberosum mRNA for amino acid transporter (aap l gene) 
283 284 Expect = 2e-14 

286 
lRI Solanum tuberosum mRNA for amino ac id transporter (aap l gene) 

Expect = 7c-I S 

Tableau 3.13 Tests de tolérance de clones positifs isolés après trois jours 
d' ·r exposi IOn. 
Al (!lM) DO 600 nm 

DEST52 2B1 2B2 2B3 2B6 IRl 
0 0.50 0.425 0.483 0.481 0.419 0.504 
50 0 0.018 0.01 0.139 0.104 0.089 
100 0.017 0.01 0 0.049 0.05 0 
150 0.012 0.005 0 0.077 0 0.014 

Cependant, selon les traductions en acides aminés obtenus par informatique, les 

séquences des cinq clones positifs obtenus ne produiraient que de petits oligo­

peptides de 16 acides aminés. La tolérance apportée par ces plasmides a été re­

évaluée en transformant ces ADN de nouveau dans les levures (Tableau 3.13). Une 

résistance a été observée pour les clones 2B3, 2B6 et 1R1 à 50 !lM d'Al mais peu à 
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100 f.!M. Ces expériences d'évaluation de la tolérance apportée par l'express ion de ces 

courtes séquences nucléotidiques n ' ont été effectuées qu'une seule fo is et de futures 

mesures sont nécessaires pour confirmer ces résultats. Il est cependant intéressant de 

noter que ces clones présentent là encore des homologies de séquences avec des 

transporteurs d 'oligo-peptide proton dépendants comme pour 49A l. Il y aurait peut­

être une relation étro ite avec ces genres de transporteurs et les mécanismes de 

tolérance à l 'a luminium. 

Toutefois, les taux de croi ssance observés avec les clones 2B3, 2B6 et lRl 

sont nettement inférieurs à ceux affichés par les banques de protéines de blé et de ri z. 

Ainsi, les clones conférant les grandes rés istances au métal présents dans les banques 

ne seraient pas encore été Iso lés. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Les travaux de cette thèse visa ient à identifier les gènes impliqués dans les 

mécanismes de to lérance à l'a luminium chez le blé tolérant Atlas-66 et le ri z. Deux 

princ ipaux procédés de bio logie mo léculaire ont été utilisés afin d'i soler de tels gènes 

: l'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) et des banques d'expression de 

pro té ines chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 

4.1. LE GÈNE 49Al 

4.1.1. D ÉRÉGULATION DU GÈNE 49A 1 

Plusieurs milliers de c lones ont été testés à travers les diffé rentes banques SSH 

réa lisées au cours de cette thèse et environ un million de clones ont été étudiés lors 

des banques d'express ion de protéines chez la levure. Seul le gène 49A 1 isolé par 

SSH a été va lidé par PCR en temps réel comme étant surexprimé chez la population 

d'ADNe du blé to lérant Atlas-66 exposé à 50 ~-tM d'aluminium comparativement à la 

population d'ADNe du blé sensible Fundy exposé à 5 !-lM d'a luminium. Ces 

concentrations d'aluminium correspondent respectivement à un état de stress 
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d'env iron 50% d'inhibition de croi ssance des rac ines chez les deux types de blé. De 

plus, des expéri ences de transgénèse ont montré qu'un homologue du gène 49A 1 issu 

du blé Norstar conférait une résistance modérée à la levure lorsqu'elle était exposée 

au métal. Malhem eusement, toutes les tentatives pom isoler l'ADNe complet du gène 

49A1 ont échoué. Toutefoi s, un EST codant pour un gène entier présentant une forte 

homologie à 49Al est maintenant di sponible via le consortiwn Genoplant. 

Le gène 49A l est induit par l'alwninium chez les blés to lérants. Son 

augmentation relative par rapport au gène témoin GA 3PDH cytosolique est de l'ordre 

d'un facteur 2 à 10 se lon les expériences menées. Demièrement, Chen et al. (2005) 

ont démontré une augmentation de l'activ ité de l'enzyme GA3PDH chloroplastique 

chez les feuilles de citrus exposées à l'a luminium. Il est à noter que ces auteurs ont 

testé leur enzyme selon le protocole de Leegood (1990) : ils ont mesuré l'activité de 

l'enzyme EC 1.2.1.13 chloroplastique (et non l'enzyme cytoplasmique EC 1.2. 1.1 2 

comme il est écrit dans leur parti e matéri el et méthode suite à une erreur 

typographique). En 1978, Cerff a mi s en évidence des comportem ents différents entre 

les formes cytoplasmiques des enzymes GA3PDH impliquées dans la glycolyse (EC 

1.2.1.12) des formes enzymatiques chloroplastiques impliquées dans le cycle de 

Calvin de la photosynthèse (EC 1.2.1.1 3). En effet, en présence de NAD, la forme 

cytoplasmique reste soluble alors que la forme chloroplastique s'agrège. Ce n'est que 

lorsque du NADP est raj outé que l'enzyme chloroplastique est resolubilisée. Ces 

propriétés phys ico-chimiques ont d'ailleurs pennis de mettre au p oint des procédés de 

purification des 2 formes de GA3PDH (Cerff, 1979 ; Cerff, 1982). De plus, des 

études plus poussées ont montré que les séquences nucléiques et proté iques des 2 

formes présentaient de fa ible homologie. Par exemple, chez la moutarde, Martin et 

Cerff (1986) ont démontré que les 2 formes ava ient 55% d'homolog ie en ADN et 

49% en séquence d'acides aminés . Il est donc peu probable que la forme 

cytoplasmique démontre une activité augmentée en présence d'a luminium comme la 

forme chloroplastique. De plus, il est reconnu que l'acti vité et le taux de transcription 

de la forme cytoplasmique sont peu variables et robustes vu que cette enzyme est 
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impliquée dans la g lycolyse, une réaction très importante pour la ce llule . De même, 

w1e augmentation de l'activité n'implique pas forcément une augmentation des 

transcrits. Enfin , s i le niveau de transcrits de la forme cytosolique augmentait comme 

cela est le cas pour la forme chloroplastique, ce la signifiera it que l'augmentation des 

transcrits du gène 49A l serait beaucoup plus importante que cell e observée et qu'elle 

a été sous-estimée durant les expériences de PCR en temps réel. Malgré les nouveaux 

résultats de Chen et al. (2005), il apparaît bien que le gène 49A 1 soit sur-exprimé par 

l'alwninium. Ceci est d'ailleurs vérifi é lo rsque le gène War 7.2 est utili sé comme 

contrôle, un gène précédemment observé comme étant sur-exprimé par l'aluminium 

(Hamel et al., 1998 ; Figure 3.3 et Figure 3.23) . 

Des gènes fa iblement homologues à 49A 1 ne sont retrouvés que 0 à 3 foi s 

dans les banques d'EST de différentes plantes (mais pas de bl é) di sponibles sur 

Internet. Le gène 49A1 est donc peu représenté dans les banques de gènes a llant dans 

le sens qu'il constitue un gène très fa iblement exprimé. Aucune séquence de forte 

homologie n'avait été obtenue précédemment. Tout récemment, un EST isolé de blé 

identifié par le consortiwn Genoplant a permis d'identifier un gène fortement 

homologue à 49A l. Cet EST représente à ce jour la seule séquence de forte 

homol ogie avec 49A 1. De l'ana lyse de cette séquence, il en est ressorti que 49A 1 

coderait pour une petite protéine présentant trois hélices trans-membranaires. Aucun 

exempl e de gène comparable au gène 49A 1, dérégulé spécifiquement chez une 

vari été tolérante de blé n 'est décrit dans la littérature à ce jour. Le seul gène de 

tol érance c la irement identifi é chez le blé est le gène ALMTI qui est constitutivement 

sur-exprimé chez les blés tolérants. 
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4.1.2. LA PROTÉIN E 49Al 

Le gène 49A 1 appartiendrait aux protéines POT. Les protéines POT 

(transporteur d'oligopeptide proton dépendant ou proton dependent oligopeptide 

transport) ou PTR ont été regroupées selon des homologies de séquences en une 

famille distincte par Paulsen et Skurray (1994). Elles auraient la possibilité de 

transporter des ac ides aminés, des di-peptides voir des tri-peptides. Un des prenuers 

gènes POT isolés fût le gène PTR2 de levure (Perry et al., 1994). Des homologues 

ont été par la suite trouvés chez Arabidopsis tha/iana (Song et al., 1996) ainsi que 

chez d'autres types de plantes comme l'orge (West et al., 1998). Cependant, les 

protéines POT peuvent aussi transporter d'autres molécules que des oligo-peptides 

tels que le nitrate ou le nitrite. Les travaux récents de Lin et al. (2000) montrent 

d'ailleurs que leur transporteur OsNRTl de riz transportant le nitrate possède une 

forte affinité pour celui-ci mais est incapable de transporter des oligo-peptides. Les 

auteurs ont aussi constaté qu'il présentait une plus forte homologie de séquence avec 

d'autres transporteurs de peptides qu'avec les autres transporteurs de nitrate. Ils en 

concluent que l'étude de la séquence seule ne permet pas de prédire quelle molécule 

est transportée. Le gène 49A 1 présente une homologie de domaine avec PTR2 mais 

cela ne signifie pas, d'après les travaux de Lin et al. (2000), qu'il soit nécessairement 

un transporteur d'oligo-peptide. Plusieurs hypothèses peuvent être posées par rapport 

à la problématique sur l'aluminium : 49Al pourrait être (i) un transporteur 

d'aluminium ou (ii) un transporteur au malate, l'acide organique sécrété par les blés 

tolérants . Toutefois, si 49A 1 appartient à la famille des POT protéines, son activité de 

transport impliquerait des protons et mettrait en jeu des activités proton-ATPases. 

La nature du gène 49 A 1 comme un gène PTR (ou POT) présentant des 

homologies de domaine avec la protéine PRT2 peut être aussi rapprochée des 

mécanismes de tolérance au nickel identifiés par Kramer et al. (1996). En effet ces 

auteurs ont clairement démontré que la résistance au nickel serait li ée à la sur­

expression d'histidine libre chélatant le métal chez de nombreux types de plantes. Une 
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foi s chélaté, le métal est transp01té et stocké dans les appareils aériens vta des 

transporteurs spécifiques. De façon surprenante, il a été démontré que les 

transpotteurs à histidine présentent des homologies avec les domaines protéiques 

PTR2 (Yamashita et al. , 1997). Le gène 49A l pourrait donc être un gène de 

tolérance à l'aluminium qui présenterait des similitudes fonctionnelles avec les 

mécanismes de tolérance au nickel, c'est-à-dire un transport d'un ac ide aminé ou d'un 

polypeptide complexé ou non avec le méta l et permettant ainsi une détoxification de 

la plante. 

Le malate, dont la sécrétion induite par l'aluminium semble être un 

mécani sme de défense des blés to lérants, présente des similitudes moléculaires avec 

l'acide aminé aspartate (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Ces similitudes 

seraient d'autant plus grandes lorsque le malate serait complexé à l'aluminium ou 

réduit par des protons: il y aurait des répartitions de charges ressemblant à cell es d'un 

ac ide aminé. L'électroneutralité devant être maintenue, la sécrétion d'ac ides 

organiques, molécules chargées négati vement, doit être compensée par un influx 

d'anions ou l'efflux de cations. Deux mécanismes d'efflux de cations sont 

actuellement proposés pour compenser la sorti e des ac ides : (i) efflux de proton via 

des proton-ATPases et (ii) l'efflux de potass ium (Ryan et al. , 2001). Les scienti fi ques 

ne s'entendent pas sur cette dernière hypothèse : certains trouvent un efflux de 

potassi um induit par l'a luminium (Ryan et al., 1995 ; Kollmeier et al. , 2001 ) alors 

que d'autres, incluant cette même équipe (Ryan et al). , constatent une inhibition de 

l'efflux de potassium par le métal (Ryan et al., 1997 ; Pifieros et Kochian, 2001) 

selon les plantes étudi ées. 
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Figure 4.1 : Structures moléculaires de l'aspartate et du malate. 
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Dernièrement Ohno et al. (2003) ont montré chez un mutant de carotte sur­

excrétant du citrate, que la sécrétion d'acide organique éta it corré lée à un efflux de 

proton. Ils ont aussi observé une pri se de potass ium. Ces auteurs ont aussi mis en 

évidence une augmentation de l'acti v ité des proton-ATPases membranaires d'un 

facteur trois chez les cellules de ce mutant comparativement aux cellules de carottes 

sauvages. Le fa it que la sécrétion de citrate soit corrélée à l'efflu x de proton et que les 

activités des po mpes soient augmentées d'un facteur tro is peut être rapproché du fait 

que le gène 49A l semble être un transporteur proton dépendant et montre une 

augmentation du taux de ses ARN transcrits d'un facteur de deux à dix chez les 

variétés to lérantes de blé exposées à l'a luminium. 

Un arti c le publié en février 2005 metta it en avant le rôle d'un gène dan s le 

transport de l'a luminium chez Arabidopsis thaliana (Larsen et al., 2005) . Ce gène 

ALS3 est impliqué dans le transport du métal des régions sensibles que sont les apex 

racina ires vers des régions moins sens ibles que sont les rac ines âgées et les appare ils 

aéri ens (ti ges et feuilles) . Ce gène code pour un ABC (ATP binding cassette) 

transporteur membranaire. Ces résultats rejoignent les observations fa ites chez le thé 

où les feuilles âgées sont utili sées comme li eux de stockage pour détoxifi er la plante. 
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En résumé, à travers ces travaux et ceux de Delhaize et al. (2004) et Larsen et 

al. (2005), deux types de mécanismes de résistance à l'alumin ium se distinguent et 

ont été va lidés expérimenta lement. Le premier implique un transport basipéta l (des 

apex rac inaire vers les apparei ls aériens) de l'a luminium . Ce mécanisme de défense 

serait retrouvé chez tous les types de plantes et constituerai t un mécan isme général de 

détox ifica tion. Il impliquera it l'intervention de transporteurs trans-membranaires 

spécifi ques à l'a luminium. Le deux ième consiste en une sécrétio n d 'acides organiques. 

Ce mécanisme de résistance serait spécifique des variétés tolérantes. Les acides 

organiques ainsi sécrétés immobilisent l'a luminium à l'extérieur des organes, en 

particulier les apex racinaires, organes très sensibles au méta l. Ce mécanisme ferait 

intervenir des transporteurs membranaires aux acides organ iques dont l'activité serai t 

induite pa r la présence du métal dans les sols. 

En sollUne, plusieu rs mécanismes peuvent donc être proposés pour la fo nction 

du gène 49A 1 : 

(i) 49A l pounait être un transporteur d'un acide aminé ou d'un polypeptide 

chélatant l'aluminium comme cela est le cas pour la rés istance au ni ckel 

où de l'histid ine libre chélate le méta l présent à des taux toxiques. 

Comme il semblerait que ce soit le cas pour l'histidine, ces transporteurs 

présenteraient des acti vités A TPases proton dépendantes. Le transport 

pourra it se fa ire vers l'extérieur des racines ou, comme cela est le cas 

pour le nickel, vers les vacuo les des appare ils aéri ens. 

(ii ) 49A l pourra it co-transporter le malate couplé à l'a luminium. Un jeu de 

pompes à protons ATP dépendantes permettrait de conserver 

l'é lectroneutralité et/ou participeraient à la désacidification 

intrace llulaire. 

(iii) 49A 1 ne sera it qu 'un transporteur au malate stri ct. Le malate excrété 

chélaterai t l'a luminium à l'extérieur des cellules. Ce transport actif 



152 

nécessiterait de l'ATP et impliquerait le co-transport de protons 

permettant ainsi de conserver l'électroneutralité membranaire. 

(iv) 49Al pourrait être aussi un transporteur membranaire strictement de 

l'aluminium comme le gène ALS3 d'Arabidopsis thaliana. Ce transport 

actif impliquerait des activités A TPases proton dépendantes. 

(v) enfin 49A 1 pourrait être un régulateur de l'un de ces types de 

transporteurs . 

Des études de transformation de l'EST CD89431 chez la levure ou des plantes 

devraient apporter des réponses sur le rôle de 49A 1 dans la tolérance au métal. En 

effet, cet EST isolé par le conso1tium Genoplant peut être directement utilisé puisqu'il 

possède une séquence Kozak et la séquence entière de la protéine associée. Le 

premier effet vérifiable pourrait être l'apport d'une résistance au métal certainement 

plus importante que celle obtenue avec l'homologue du blé Norstar (AEO 17085). Des 

expériences de fusion à la GFP pourraient aussi va lider la position intramembranaire 

de la protéine. Des transfonnations dans des ovocytes de Xenope pourraient 

permettre de vérifier si ce gène code pour un transporteur et de co1maître la nature de 

la molécule transportée par la protéine CD8943 1. 

4.1.3 . LEGÈNEALTMl 

Depuis plusieurs années, des études par patch-clamp et l'utilisation 

d'inhibiteurs de canaux ioniques ont permis de mettre en évidence le rôle d'un 

transporteur à an ions dans la sécrétion de malate chez le blé (Ryan et al., 1995b ; 

Ryan et al., 1997) et la sécrétion de citrate et de malate chez le maïs (KoUmeier et 

al., 2001 ; Piiieros et Kochian, 2001) mais ces travaux n'ont pas permis d'identifier 

la nature de ces transporteurs. Des travaux utilisant également la technique SSH entre 

les blés tolérants ET8 et sensibles ES8 indifféremment exposés à 50 )lM d'aluminium 
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ont permis d' isoler un gène, le gène ALTMJ, qui est moins exprimé constitutivement 

chez les variétés de blés sensibles que chez les bl és tolérants (Sasaki et al. , 2004 ; 

Figure 4.2). 

ET8 ES8 
o x- o ~ (ij 0 ~ 0 =- (ij 
·0 8_ 0 ~ 

~ ~ § ~ ~ ~ c: ........ a: ..... ~ ......... 

ALMT1 
1 

rRNAs ........... ._ 
• , f ~' ., t ...... 

Figure 4.2: Northern blot du gène ALMTJ. 
Des graines des variétés isogéniques ET8 (tolérantes) et ES8 (sensibles) ont été 
traitées à 50 11M d'AlCh pendant 2 heures pui s les ARN ont été extraits de di ffé rents 
organes : 5 mm des apex racinaires (roots) , le reste des racines (rest) et des feuilles 
(leaf) . Dix microgrammes d'ARN ont été déposé par piste. Le gène ALMTJ semble 
moins exprimé chez la variété sensible ES8 (piste 4) que chez la variété tolérante ET8 
(piste 1) pom une même concentration de 50 11M d'Al. (d'après Sasaki et al. , 2004). 

Les auteurs ont réa lisé des expériences de surexpress ion chez des cultures 

cellulaires de tabac et ont observé une diminution d'environ 50% du taux d'aluminium 

présent dans les cellules. Chez le riz, la surexpress ion d'ALMTJ condui sai t à une 

augmentation du malate sécrété mais aucune augmentation de la résistance au métal 

n'avait été constatée certainement à cause de l' importante résistance naturelle de cette 

plante au méta l. 



D 120 

~ 0 
100 -..c 80 j 

0 
60 ...._ 

(9 
+J 

40 0 
0 a: 

20 

0 
0 

J 

,r T 

~ 
' ; 
~ 
~ 
~ 

~ 
5 10 20 40 

Al added (!lM) 

- W ild-type 
- ALMT1 L4 
c=:::::J ALMT1 LS 
~ ALMT1 L6 
c:z.z:zz:n ETB 
~ ESB 

154 

Figure 4.3 : Quantification de l'inhibition de croissance racinaire des orges 
transgéniques surexprimant le gène de blé ALMTl. 
L'élongation racinaire a été évaluée pour la deuxième génération des orges 
transgéniques L4 à L5 surexprimant le gène ALTMI et pour les blés isogéniques ET8 
tolérants et ES8 sensibles. A 40 ~-LM d'a luminium en milieu hydroponique, les orges 
transgéniques sont aussi résistants (voir plus pour Je transgénique ALMTl L5) que Je 
blé to lérant ET8. L'orge sauvage ne pousse quasiment pas à cette concentration 
élevée ains i que Je blé sensible ES8. 
(d'après Delhaize et al. , 2004 , figure 4 D) . 

Un autre article pub lié par ces mêmes équipes de chercheurs a démontré que 

ce gène ALMTI apportait une grande résistance à l'orge, une céréale très sensible 

naturellement à l'a lumjnium (Delhaize et al. , 2004). Les niveaux de résistance 

apportés étaient comparables à ceux des variétés to lérantes sauvages de blé (Figure 

4.3) . Les p lantes transformées sécrétaient une grande quantité de malate au niveau de 

leurs apex racinaires. De plus, les apex des plantes transgéniques conservaient une 

morphologie normale en présence d'aluminium comparativement aux plantes 

sauvages (Figure 4.4). Enfin , l'activité de ce transporteur était directement induite par 

la présence du métal dans le mi lieu de cul ture. Le gène ALTMI représente ains i le 

premier gène de résistance à l'aluminium dont Je rô le a été va lidé. 
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Figure 4.4 : Balayage électronique d'apex racinaire de l'orge transgénique 
ALTMl L5. 
L'orge contrôle à gauche (transgénique avec un vecteur vide) et l'orge transgénique 
AL TM 1 L5 ont été exposés à 3 !J.M d'aluminium pendant 10 jours consécutifs. 
Échelle : lOO!J.M. 
(d'après Delhaize et al. , 2004, figure 4 C) 

Des homologues à ALTMJ ont été recherchés chez Arabidopsis thaliana à 

travers 9 différentes variétés (Hoekenga et al., 2006). Huit gènes homologues à 

ALTMJ ont été identifiés à travers le génome de la plante mais un seul présenta it une 

expression au niveau des racines, AtALMTJ. L'atténuation de ce gène par knockout 

condui sait à une haute sensibilité de la plante au méta l. Cependant, aucune corrélation 

dans le niveau d'express ion de ce gène n'a pu être établie parmi les 9 variétés. En 

effet, l'expression induite par l'aluminium de ce gène était beaucoup plus forte chez 

les variétés moyennement to lérantes ou sensibles que chez les variétés to lérantes 

(Figure 4.5). Il est à noter que, chez le blé, l'expression d'ALMTJ est constitutivement 

plus importante chez les variétés tolérantes que les variétés sensibles (Sasaki et al., 

2004 ; Figure 4.2). Les auteurs ont aussi vérifié que cette différence n'étai t pas due à 

un polymorphisme en complémentant le mutant atténué de la variété tolérante 
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d'Arbabidopsis Columbia avec le gène de la variété sensible Landsberg erecta. Ils ont 

observé une restauration complète du niveau de tolérance de la variété tolérante 

Columbia signifiant que AtALMTI est un gène important pour la tolérance mais que 

des mécanismes en amont du gène constituent les événements majeurs de la 

différence génotypique des variétés. De plus, le niveau de sécrétion de malate de ce 

mutant complémenté était équivalent de celui de la variété tolérante sauvage 

Columbia et non du niveau plus faible de la variété sensible Landsberg erecta 

suggérant une régulation en amont du gène AtALMTI, et que AtALMTI ne 

constituerait pas le gène du contrôle de la tolérance au métal. Enfin, sa position 

chromosomique ne correspond pas avec le QTL majeur de la tolérance à l'aluminium 

chez Arabisopsis qui semble présent sur le chromosome 1. Même si ces auteurs 

présentent AtALMTI comme un transporteur d'acide organique, AtALMTI ne semble 

pas être un transporteur majeur puisque son atténuation ne conduit pas à une sécrétion 

nulle d'acide organique au niveau des racines en condition non stressante (Figure 

4.6). Il y aurait donc d'autres transporteurs au malate chez Arabidopsis que le gène 

AtALMTI. Les auteurs proposent que la sécrétion induite de malate par le gène 

AtALMTI démontrée dans l'ovocyte de Xénope ne serait importante que lors 

d'exposition à l'aluminium. Il est difficile de penser que AtALMTI ou son homologue 

chez le blé ALMTI soient les gènes contrôlant la résistance à l'aluminium. Cependant, 

ces gènes sont importants dans la sécrétion de malate et leur surexpression permet de 

pallier le problème de toxicité au métal. Une hypothèse pourrait être que AtALMTI ou 

son homologue ALMTI permettent une sécrétion basale de malate influençant le taux 

de pénétration des ions métalliques dans la cellule. Leur atténuation telle qu'effectuée 

par Hoekenga et al. (2006) semble dramatique en présence d'aluminium mais 

pourrait s'expliquer par exemple par une pénétration beaucoup plus importante des 

ions métalliques et donc w1e plus forte mortalité cellulaire. D'autres transporteurs 

encore inconnus seraient alors responsables de la sécrétion de malate induite par le 

métal. Une autre hypothèse serait de présenter la famille des gènes ALMTI comme la 

famille des transporteurs au malate régulés lors d'exposition au métal et qu'il 
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existerait d'autres mécanismes en amont de ces transporteurs contrôlant le taux de 

malate sécrété. En somme, d'après les nouveaux résultats de Hoekenga et al. (2006), 

la sécrétion d'acide organique apparaît comme un mécanisme suffisant pour exprimer 

une tolérance à l'alwninium par les plantes mais cette tolérance se semble pas être 

controlée génétiquement par les gènes AtALMT 1 ou ALMT 1. 

____QQL ~ ___!:M_ ~ __fu!y_ Shah Ws Kas __çyj_ _ML 
C Al C Al C Al C Al C Al C Al C Al C Al C Al C Al 

AtALMT1 

act in 

Figure 4.5 : Expression induite par l'aluminium du gène AtALMTJ chez neuf 
variétés d'Arabidopsis et un mutant. 
Analyse par northern blot de l'expression du gène AtALMTI sur des racines stressées 
à l'aluminium. Le gène actine a été utilisé comme control des quantités d'ARN 
déposés. Neuf variétés d'Arabidospis ont été utilisées pour leur différence de 
sensibilité au métal. Dans l'ordre décroissant de tolérance, ces variétés peuvent être 
classées en différents groupes : Niederzenez (Nd) et Kashmir (Kas) (très tolérantes) ; 
Columbia (Col) et Shakdara (Shah); Cape Verde Islands (Cvi), Nossen (No) et 
Wassilewskija (Ws); Bayreuth (Bay) et Landsberg erecta (Ler) (Sensibles). MT 
représente le mutant disrupté pow· le gène AtALMTI chez la variété tolérante 
Columbi a. 
(d'après Hoekenga et al., 2006) 
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Figure 4.6 : Sécrétion induite d'acides organiques au niveau de racines 
d'Arabidopsis en culture hydroponique. 
WT Col : variété sauvage tolérante Columbi a. MT Col : mutant disrupté AtALMTl 
dérivé de la variété Columbia. 
(d'après Hoekenga et al., 2006). 

Il existerait deux gènes de tolérance chez le blé Atlas-66 (Camargo, 1981 ; 

Tang et al., 2002). Le gène 49A l pourrait donc constituer un gène de tolérance 

régulé par l'aluminium alors que ALMTJ serait un gène constitutivement exprimé . Il 

pourrait être aussi un partenaire de ALMTJ : ALMTI serait le transporteur de malate 

a lors que 49Al serait le régulateur d'ALMTJ comme cela semble être le cas chez 

Arabidopsis. Le gène 49A l pourrait aussi être un autre transporteur au mala te comme 

démontré dans les travaux d'Hoekenga et al., (2006). Ces deux gènes possèdent tous 

deux des hé lices trans-membranaires les prédisposant à se situer au niveau de la 

membrane plasmique. Des études de co-transformation de 49A 1 avec ALTMJ chez 

des plantes sensib les seraient donc nécessaires pour confirmer le rôle peut-être en 

tandem de ces deux gènes dans le phénotype de tolérance chez le blé. 



159 

4. 1.4. M ÉCAN ISM ES HYPOTHÉTIQUES DE TRANSPORTS IMPLIQ UÉS DANS LA TOLÉRANCE 

À L'ALUMTN IUM 

Des études chez le lupin blanc ont démontré que l'absorption du phosphate au 

niveau des racines impliquait une sécrétion d'acides organiques et la mi se en jeu de 

pompes à protons. Les ac ides organiques secrétés en cas de déficience en phosphate 

sont essentiellement l'acide citrique et malique (Gardner et al., 1983 ; Dinkelaker et 

al., 1989 ; Li et al. , 1997 ; Keerthisinghe et al. , 1998 ; Neumann et al. , 1999). Cette 

ac idifica tion par des molécules organiques serait essentie lle pour dé-compl exer les 

phosphates liés à l'a luminium, le fer ou la calcium (Holford, 1997). Cette sécrétion 

s'accompagne aussi d'un efflux de proton par l'A TPase membranaire car les 

molécules ne seraient di sponibles dans le cytosol que sous forme de malate ou ci trate 

due au pH neutre de la cellule (Yan et al. , 2002 ; Figure 4.7) . Cet efflux de proton 

s'effectuerai t en parallèle de la sécrétion d'acides organique (Yan et al. , 2002) même 

si ce paralléli sme n'a jamais été prouvé. 

cy tus ul 
ptt>7 K ~ 

1~-\00H 

,., 
~ 1 

1 

R-COO - tt+ + ~x~ "' 
~'Ç) 

upoplast 
-R-COO tt+ 

Figure 4.7 : Mécanisme hypothétique de la sécrétion d'acides organiques par les 
cellules protéoides de lupin blanc. 
(d'après Yan et al., 2002) . 
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Un mécanisme simi laire vient d'être découvert pour l'a luminium. En effet, des 

chercheurs ont mis en évidence l'importance de l'ATPase à proton membrana ire lors 

de la sécrétion de malate en réponse à la présence d'aluminium chez le blé (Ahn et 

al. , 2004). Ils ont découvert que la sécréti on de mala te s'accompagne d'une 

augmentation de la sécrétion de proton vers le milieu extérieur. Ils ont auss i montré 

que cette activité était inhibée par la présence d'aluminium chez la variété sensible 

ES8 mais pas chez la variété toléran te ET8 qui sécrète du malate pour résister à la 

présence du méta l. Le même groupe de chercheur a auss i mi s en évidence que 

l'augmentation d'acti vité de l'ATPase membranaire est liée à une régulation au niveau 

de la transcription et de la traduction du gène associé (Shen et al. , 2005). Un schéma 

fo nctionnel de la sécrétion d'acides organiques peut être env isagé par simil itude aux 

mécanismes liés au phosphate (Figure 4.8, partie de gauche). Le gène ALMTJ serait 

un transporteur d'ac ide organ ique, notamment au malate chez le bl é, et la pompe à 

pro ton membranaire A TP dépendante contribuera it au contre-ba lancement des 

charges comme suggéré par Yan et al. (2002). Des expériences de mutants sur­

exprimant le gène de l'A TPase membranaire ont d'ai lleurs permis de démontrer que 

l'augmentation d'activité d'A TPase membranaire suffisai t à augmenter la sécrétion de 

citrate chez Arabidopsis thaliana (Shen et al. , 2004) suggérant un rô le prioritaire de 

la pompe à proton sur le transporteur au ci trate. 

Pour le gène 49A l , une autre hypothèse pourra it être formulée. Des 

scientifiques ont mis en évidence des transporteurs de complexe c itrate/aluminium au 

niveau de la barri ère hémato-encephalique (Ackley et al. , 1997). Les complexes 

méta lliques sont co-transportés avec des p rotons (Ackley et al. , 1998). Ces échanges 

permettraient la détoxifica tion du cerveau d'ions a luminium. Ils sont pilotés par un 

transpmteur de monocarboxylate (MCT) sensible au pH (Ackley et al. , 1998) et 

énergie dépendan t (Allen et al. , 1995) . Un mécanisme simila ire powTait être proposé 

pour le gène 49A 1 où un co-transport malate-a lumjnium et proton permettrait de 

détoxifier les cellules de racines de plantes (Figure 4.8). Il y aurai t donc deux 
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systèmes : un constitutif impliquant le gène ALMTJ et un autre induit impliquant le 

gène 49A 1. Les deux transporteurs pourraient travailler séparément ou en synergie. 

cytosol 

R-COOH r pH>7 

R-Coo- H+ R-COO-AI + H+ 

~~ I l ATP 

'·1 ï --=--•1•·-QAP 
R-COO-AI + H+ 

apoplasme 

Figure 4.8 : Schéma hypothétique des transporteurs impliqués dans les 
mécanismes de tolérance à l'aluminium chez les plantes. 

4.2. L'HYBRIDATION SUPPRESSIVE SOUSTRACTIVE (SSH) 

Dans beaucoup de systèmes biologiques, des changements modestes de 

l'expression de certains gènes peuvent conduire à des changements significatifs de 

phénotype. Plusieurs approches sont couramment utilisées pour identifier des gènes 

différentiellement exprimés : l'ARNm Differentiai Display (DD), filtres ou puces à 

ADN, Seriai Analysis of Gene Expression (SAGE), Massive/y Parallel Signature 

Sequencing (MPSS) et l'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) (Lia ng et 

Pardee, 1992 ; Schena et al., 1995 ; Velculescu et al., 1995 ; Brenner et al., 2000 ; 

Diatchenko et al., 1996). Ces techniques ont habituellement beaucoup de difficultés 

à isoler des gènes très faib lement exprimés d'intérêt pour différentes raisons : la 
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sélection au hasard de la DD, les limites de détection d'hybridation des fi ltres et puces 

à ADN, le nombre de clones et la génération de séquences très courtes (1 3 à 20 

nucléotides) des SAGE et MPSS. La SSH est la seule technique qui tente d'enrichir 

une banque en ADNe d'intérêt. Cependant, le nombre de clones représentant des 

ADNe non-di fférentiellement exprimés (bruit de fond) peut considérablement 

excéder celui des clones ciblés dans les banques soustraites (Rebrikov et al. , 2000). 

Le niveau de bruit de fond rencontré dans les banques SSH est reconnu pour 

être dépendant de trois facteurs (Diatchenko et al. , 1998 ; Desai et al. , 2000) : 

(i) la qualité des ARN de dépa11 

(i i) le rendement de la soustraction 

(iii) et principalement du choix des populations de tester et driver 

Les auteurs de la SSH soulignent que plus les populations de driver et tester 

sont très proches génétiquement, c'est-à-dire qu'il existe peu d'ARNm exprimés 

di ffé rentie llement entre elles, plus le bruit de fond sera élevé (Desai et al., 2000). Les 

auteurs de la SSH s'accordent aussi pour dire que la SSH normalise plus qu'elle ne 

soustrait (Diatchenko et al. , 1998). Cette affirm ation ne s'accorde pas avec l'idée de 

soustraction théorique de la technique et laisse en suspens w1 problème technique 

inhérent à la SSH. C'est pourquoi la SSH est souvent utilisée en combinaison avec 

d'autres techniques (Kang et al. , 1998 ; Yang et al. 1999 ; Hanazawa et al. , 2001). 

De nombreuses hypothèses ont été fa ites pour expliquer l'origine du bruit de fond 

dw·ant la SSH et quelques modificati ons ont été proposées. Certains chercheurs 

suggèrent (i) une amplification non-spécifique des adaptateurs non-ligués et (ii) une 

hybridation non-effectuée des ADNe redondants entre les molécules de driver et 

tester (Rebrikov et al., 2000). D'autres auteurs proposent (iii) des digestions et des 

ligations d'ADNe tester non-effectuées qui se comporteraient alors comme des 

molécules de driver (Kiss et al., 2003). Cependant, les améliorations que ces deux 

équipes de chercheurs ont apportées basées sur leurs hypothèses respectives n'ont 

montré que de très fai bles améliorations, notamment les procédés portant sur la 
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Sélection par l'Orientation Miroir (Mirror Orientation Selection ou MOS) (Rebrikov 

et al., 2000). 

Au cours de cette thèse, une autre hypothèse sur l'origine du bruit de fond a été 

établie. Il serait originaire de l'amplification indésirable de fragment driver ayant 

obtenu une séquence d'adaptateur au cours des premières étapes de SSH. 

Dans le protocole standard de SSH décrit dans la Figure 4.9, les ARNm des 

deux populations à comparer sont avant tout rétro-transcrits en ADNe. Ces ADNe 

sont alors digérés par une enzyme de restriction à haute fréquence de coupure (Rsa I) . 

La Figure 4.9 décrit en haut la population d'ADNe tester digérés séparée en deux 

sous-population. Chaque sous-population est liguée à un adaptateur spécifique. Les 

ADNe digérés dit driver ne sont ligués à aucun adaptateur. Une première hybridation 

de chacun des deux sous-populations d'ADNe tester est effectuée avec un excès 

d'ADNe driver digérés. Différentes molécules double brin ou simple brin sont ainsi 

obtenues : 

(i) des molécules mono-brin d'ADNe tester n'ayant pas retrouvé de 

partenaire (molécule "a") 

(ii) des molécules tester ayant retrouvé un partenaire tester (molécule "b") 

(iii) des molécules tester ayant retrouvé un partenaire driver (molécule "c") 

(iv) et enfin des molécules de driver n'ayant pas trouvé de partenaire tester 

ou un partenaire driver (molécules "d)" 

Par la suite, ces deux sous-populations tester/driver sont mélangées et une 

deuxième hybridation est effectuée avec là encore un excès d'ADNe driver. Une 

nouvelle molécule appelée "e" peut alors apparaître. Elle est constituée par deux brins 

d'ADNe tester complémentaires ligués chacun à un type d'adaptateur différent. Après 

remplissage des extrémités par une ADN polymérase, les auteurs de la SSH affirment 

que seules les molécules de types "e" pourront être amplifiées de façon exponentielle 

par PCR. Les molécules possédant la même séquence en 5' et 3' d'adaptateur ne seront 
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pas am pli fiées par la formation de stm ctures en éping le à cheveux (molécules "b") . 

Les auteurs de la SSH affirment aussi que les mo lécules de type "c" ne seront 

amplifiées que de façon linéaire et les molécul es de type "a" ne seront pas amplifiées 

du tout pui squ'elles ne possèdent pas de séquences complémentaires à celles des 

amorces (voir le protocole standard décrit par les auteurs de la SSH en section 

CHAPITRE 2 : 2.5). 

L'hypothèse posée au cours de cette thèse serait que le bmit de fond lors de 

SSH sera it essentie llement originaire des molécules de type "c" et dans une plus 

faible proportion des molécules de type "a" (Figure 4.9). Les mo lécules de type "c" 

acquièrent lors de l'étape de remplissage (filling) une séquence d'adaptateur (CD et @). 

Ces molécules peuvent a lors être amplifiées de façon linéaire (@). De part leur 

grande abondance (le driver étant mis en excès), il est probable que ces molécules 

complémentaires nouvellement synthéti sées (@) pui ssent se rencontrer et un 

rempli ssage intempestif par l'ADN polymérase peut a lors se réa liser lors des étapes 

de PCR (® ). Des molécules pouvant être ampli fiées de façon exponentielle sont ainsi 

obtenues. De par leur provenance en excès du driver, la proportion de leur amplifia ts 

dans les banques SSH standard devrai t être importante. 
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Figure 4.9 : Schéma du protocole standard de SSH avec les amplifications 
indésirables représentées. 
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Par rapport à cette hypothèse sur l'origine du bruit de fond dans les banques 

SSH, un nouveau procédé de Suppression PCR a été mis au point. Il s'agissait d'un 

procédé de Suppression PCR par Remplissage des Extrémités. Ce nouveau procédé 

repose sur trois points : 

(i) l'utilisation de driver non-digéré 

(ii) l'usage d'une ADN polymerase non-coiTectrice (sans activité 

exonucléase) 

(iii) la synthèse en 3' des brins digérés de tester d'une séquence 

complémentaire aux brins de driver non-digérés. 

Lorsque ce nouveau procédé de Suppression PCR est appliqué à la SSH, 

l'amplification intempestive de molécule de type "c" ne peut se produire. En effet, 

l'utilisation de driver non-digéré et d'une ADN polymerase non-correctrice (sans 

activité exonucléase) ne permet pas la synthèse intempestive (CD et @ Figure 4.10) 

d'une séquence d'adaptateur aux extrémités 3' lors de l'étape de remplissage (jilling) 

comme observé dans le protocole SSH standard (CD et @ Figure 4.9) . De plus, ce 

nouveau procédé de Suppression PCR conduit à la synthèse en 3' des brins digérés de 

tester d'une séquence complémentaire aux brins de driver non-digérés (@ Figure 

4.10). Ce nouveau brin d'ADN synthétisé (et l'usage d'une ADN polymérase non­

correctrice pour ne pas le dégrader) étant complètement différent des séquences 

d'adaptateur, interdit ainsi l'amplification des molécules de type "c" (® Figure 4.10) 
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Figure 4.10 Schéma du protocole modifié SSH. 
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Reste le problème du bruit de fond dû aux molécules "a". Il résulte de 

l'hybridation de deux brins de tester n'ayant pas rencontré de brin complémentaire 

driver. Cette hybridation a une très faible probabilité de se réaliser car le driver est 

mis en large excès (® Figure 4.9). Ainsi , l'amplification accidente lle des molécules 

de type "c" doit être la source majeure du bruit de fond alors que celle des molécules 

de type "a" ne devrait être quasiment inexistante. 

Afin de prévenir tout de même le bruit de fond dû aux molécules de type "a", 

un procédé de Suppression PCR par ajout d'ARN a été appliqué (Figure 4.11 ). Ce 

nouveau procédé repose sur la compétition entre un fragment d'ARN et un fragment 

d'ADN pour un même brin d'ADN ciblé. Lors des cycles PCR de SSH, des 

hétéroduplexes ADN/ARN devraient se former. Ainsi, un ralentissement ou une 

inhibition de l'amplification des molécules de type "a" devraient être observés . 
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Figure 4.11 : Schéma du procédé de suppression d'amplification par l'ajout 
d'ARN durant les réactions de PCR. 
Les ARN en formant des hétéroduplexes empêchent la réali sation des rempli ssages 
(fi lling) indés irables et la fixation des amorces. 
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Figure 4.12 : Schéma de la technique de Sélection par Orientation Miroir. 
Les rectangles étroits correspondent aux molécules d'ADNe simple-brin. Les 
rectangles larges correspondent aux molécules d'ADNe doub le-brin. Les ADNe tester 
d'intérêt sont représentés en roses. Les ADNe tester contaminants (selon l'hypothèse 
posée par les auteurs) sont représentés en bleus. Adaptateur 1 en jaunes et adaptateur 
2 en vert. La molécule en haut à gauche représente une molécule de type "e" de SSH. 
(d'après Rebrikov et al. , 2000). 
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Rebrikov et collaborateurs ont posé comme hypothèse que le bruit de fond 

lors des procédés SSH pouvait être du à des hybridations non réalisées entre des 

molécules de tester et de driver (Rebrikov et al., 2000) . Ces molécules seraient 

amp lifiées malgré la mise en excès de molécules d'ADNe driver. Selon cette 

hypothèse quant à l'origine du bruit de fond , les auteurs ont mis au point l'étape 

supplémentaire de Sélection par Orientation Miroir (Figure 4.12). Au cours de ces 

procédés supplémentaires, les molécules de tester d'intérêt sont séparées des 

molécules de tester ayant échappé aux hybridations avec un excès de driver. Une 

première étape consiste à supprimer un des adaptateurs (l'adaptateur 2 par exemple) 

par digestion enzymatique. Ensuite les molécules sont dénaturées puis ré-hybridées 

pour amp lification. Les auteurs estiment que les molécules de tester conduisant au 

bruit de fond doivent être minoritaires. Ils estiment aussi que les molécules d'intérêt 

doivent être en plus grand nombre et donc statistiquement avoir plus de chance de 

présenter des molécules avec l'adaptateur 1 en 5' ou en 3'. Après remplissage des 

extrémités, ces molécules pourront être amplifiées puisqu'elles possèdent aussi bien 

en 3' qu'en 5' une séquence d'adaptateur ancrée (effet miroir par PCR nichée). La 

technologie MOS semble efficace pour des quantités importantes d'ADNe tester 

d'intérêt (0,0 1 %) comparativement à la SSH standard (piste 2 comparativement à la 

piste 1 Figure 4.13 ; la piste 7 représente le profil idéal pouvant être obtenu). 
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M 1 2 3 4 5 6 7 

Figure 4.13 : Application de la technique MOS à la SSH. 
Gel d'électrophorèse des produits PCR . Piste M : marqueur de poids moléculaire (1 
kb ladder, Gibco BRL); pistes 1 à 3: ADNe tester (<pX 174 DNA) concentré à 0,01 % 
; pistes 4 à 6 : ADNe tester (<pX 174 DNA) concentré à 0,001 % ; pistes 1 et 4 : seule 
la technique SSH a été utilisée ; piste 2 et 5 : les techniques SSH et MOS ont été 
combinées ; pi stes 3 et 6 : les techniques SSH et MOS ont été combinées avec un 
large excès d'ADNe driver (ADN musculaire humain) ; piste 7 : contrôle positi f 
constitué par l'AD Ne tester (<pX 174 DNA) ligué aux adaptateurs. La procédure MOS 
permet d'enr ichir les produits PCR en bandes d'intérêt (pistes 5 et 2 versus 4 et 1). 
Cependant, lorsque l'ADN tester est fa iblement présent, la qualité des produits 
obtenus est moyenne (piste 5). De plus, lorsque le driver est mis en excès (piste 6 et 
3), des bandes supplémentaires sont alors présentes renforçant bien l'idée que les 
ADNe driver seraient à l'origine du bruit de fond des expériences SSH. 
(d'ap rès Rebrikov et al., 2000). 

Cependant, l'analyse de leurs travaux permet auss i de constater que 

l'apparition de bandes maj eures contaminantes est liée à la quantité d'ADN driver 

util isée. En effet, plus la quantité de driver est grande, p lus le bruit de fond est 

important. Ce bruit de fond est caractéri sé par une augmentati on de l'intensité de la 

traînée sur un ge l d'agarose, l'apparition de bandes surnuméraires et la diminution de 

l'intensité des bandes d'intérêt (pistes 3 et 6 comparativement aux pistes 2 et 5 Figure 

4.13). Cette observation confirme l'hypothèse faite dans cette thèse quant à l'origine 

du bruit de fo nd des procédés SSH : l'amplifica tion accidentelle des molécu les du 
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type "c" par l'utilisation d'ADN driver digéré. De plus, la technique MOS semble 

efficace si les fragments d'intérêt sont concentrés mais s'avère peu efficace si leur 

concentration est diminuée (piste 5 comparativement à la piste 2). Lorsque l'on 

compare les profils d'amplification SSH obtenus par cette équipe de chercheur avec 

ceux obtenus dans cette thèse, il semble que les nouveaux procédés de suppression 

exposés dans ce mémoire présentent des amplifiats PCR dépourvus de bandes 

intenses sur-numéraires pour un nombre de cycle très élevé signifiant un bruit de fond 

réduit et une capacité accrue de suppression (Figure 4.13 et Figure 3.15). Ainsi les 

nouveaux procédés exposés dans cette thèse de Suppression PCR par ajout d'ARN et 

Remplissage des Extrémités apparaissent plus performants que les améliorations 

précédemment décrites dans la littérature, notamment la MOS. La SSH étant une 

technique très utilisée à travers le monde, ces améliorations techniques représentaient 

donc un interêt scientifique mais aussi financier pour l'UQAM. Une déclaration de 

brevet a donc été rédigée pour être deposée auprès du bureau de valorisation de 

I'UQAM (Appendice B). Cependant, ces améliorations mériteraient d'être validées 

dans d'autres problématiques scientifiques et de nouvelles améliorations pourraient 

être testées comme par exemple l'addition de la technique de MOS en fin de SSH. 

Les banques réalisées pour rechercher des gènes de tolérance à l'aluminium 

ont montré que le nombre de gènes différentiellement exprimés entre les blés 

tolérants Atlas-66 et les blés sensibles Fundy pour des états de stress similaires est 

très infime. Il semble donc que la majorité des gènes exprimés chez Atlas-66 sont 

aussi exprimés chez Fundy et à des taux similaires pour des niveaux de stress 

similaires. Ainsi , les blés qu'ils soient tolérants ou sensibles exprimeraient pour des 

états de stress identiques des gènes proches en séquences. 

Lorsque l'on analyse les clones isolés dans les banques (Appendice A.2 et 

A.3), de nombreux gènes présentaient une séquence connue . Cependant, cette 

collection de clones semble plus liée à un effet de bruit de fond résultant des limites 
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expérimenta les de la SSH, les c lones forts abondant comme par exemple les 

nombreux gènes du ribosome arri vant à détourner l'effet de soustraction de la SSH 

(Tableau 3.3). Cet effet de bruit de fond semble prouvé par la diminution des gènes 

constituti fs lors de l'utilisation des protocoles modifiés de SSH (Tableau 3.4). 

Cependant, plusieurs gènes dérégulés par l'aluminium ont pu être identifiés dans les 

banques SSH. Le gène 26H6 de l'Appendice A.3 par exemple code pour une 

phény la lanine ammonia-lyase, w1 gène sur-exprimé par l'aluminiwn (Hamel et al. , 

1998 ; gène War 7.2 Figure 3.3). Un autre clone code pour une g lutathion S­

transferase identifié comme sur-exprimé par l'a luminium par les équipes de Ezaki et 

al. (1995) et Richards et al. (1998). Un troisième clone semble coder pour le 

précmseur de la ~-1 ,3 -glucase , un autre gène sm-exprimé par le métal (Cruz-Ortega 

et al. , 1997). Cependant, l'ana lyse par northern blot d'autres clones sélectionnés po ur 

leurs fonctions a démontré que tous les clones isolés n'éta ient pas fo rcément des 

clones sur-exprimés par le méta l (Figure 3.13). Il est donc certainement possible que 

de nombreux autres clones impliqués dans le stress de l'a luminium restent encore à 

être identifiés dans les collections des clones générés durant les banques SSH mais 

leur identification demandera it la réa lisation à grande échelle de northern blot ou de 

PCR en temps réel. Une autre possibili té serait de tnieux discritniner les c lones sur­

exprimés des c lones faux positi fs lors des étapes d'analyse do t blot. Le remplacement 

par exemple du marquage par la radioactivité par un marquage à la fluorescence des 

sondes pourrait peut-être permettre de re-classer les clones par niveau d'express ion 

d'intérêt. 

La technique SSH a été utili sée avec succès par les équipes ayant iso lé le gène 

de to lérance ALTMJ (Sasaki et al. , 2004 ; Delhaize et al. , 2004) où des blés to lérants 

et sensibles étaient exposés à 50!J.M d'a luminium. De même, cette technique avec de 

nouveaux protocoles a pennis d'iso ler le gène 49A 1. La techn ique SSH s'est révélée 

être la seule technique ayant permis d'iso ler au mo ins un gène de tolérance validé par 

des études de transgénèse, ce qui confi rme qu'e lle constitue une technique de bio logie 
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moléculaire de choix. La di fférence entre les travaux de Sasaki , Delhaize et 

collaborateurs et ceux relatés dans cette thèse repose sur le choix des populations 

d'ARNm de départ. Sasaki et collaborateurs ont choisi d'utili ser des blés isogéniques 

tolérants et sensibles exposés à 50J.!M d'aluminium. Les auteurs s'exposaient à trouver 

beaucoup de gènes de stress. D'ailleurs ils n'ont trouvé que très peu de gènes d'intérêt 

(Yamamoto, communication personnelle). Toutefois, le choix d'utili ser des blés 

isogéniques (issus d'un unique croi sement entre un blé to lérant et un blé sensible) leur 

garantissait d'obtenir des hybridations d'ADNe sensible/tolérant favorisées. Les choix 

effectués dans cette thèse étaient de privilégier les gènes de to lérance en exposant les 

plantes sensibles et tolérantes à des états physiologiques similaires . Ce choix était 

auss i basé sur le fa it que les précédentes études par criblages di ffé rentiels, banques 

d'EST et "ARNm differentia! display" avaient été faites pour une concentration fi xe 

d'a luminium conune pour Sasaki, Delhaize et co llaborateurs et que ces études 

n'avaient permis d'i soler que des gènes de stress et aucun gène de to lérance. Ces 

diffé rences de protocoles peuvent peut-être expliquer pourquoi Delhaize et al. 

(2004) ont isolé un gène qui semble constitutivement actif (ALTMJ) et qui n'est pas 

responsable des di fférences phénotypiques de tolérance alors que durant cette thèse le 

gène iso lé ( 49A 1) est sur-exprimé chez les variétés to lérantes par rapport aux variétés 

sensibles exposées à des états de stress similaires, ce qui en fait un gène dont 

l'express ion est régulée par le métal 

4.3. L ES BANQUES G ATEWAY 

Les problèmes rencontrés lors de la combinaison des techniques de PCR 

RACE et des systèmes de vecteurs navettes Gateway ont été causés par de trop fortes 

homologies entre les séquences AttB l et AttB2. De même, il est maintenant reconnu 

que le système de clonage par Topoi somérase a un rendement trop faible pour être 

utili sé pour construire des banques de gènes . 
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The fo llowi ng d iagra m summari ze the cD A ynthe is proce f the 
CloneMiner'" eDNA Libra r r Construction Kit. 

mRNA -------- IAin Biotin-attB2-0iigo(dT) Primer hybridizes 
(Tizo·•IIB2-B•olln to the mRNA poly(A) ta il . 

First Strand Synthesis 

Second Strand Synthesis 

attB 1 Adapter Ligatlon 
eDNA Size Fraetionation 

l 
-------- (Ain 

-------- (T)20-altS2-B•otln 

l 
• 
ai/SZ-Biotln 

l 
a//81 a/192-Biolln 

l 
Gatewa BP recombination reaction 

Figure 4.14 : Schéma du kit CloneMiner d'lnvitrogen 

SuperScript ~ Il Reverse Transcriptase 
synthesizes the fi rst strand of eDNA 
using the mRNA as a template. 

.E. coli DNA Polymerase 1 synthesizes 
the second strand of eDNA using the 
first eDNA strand as a template. 

a liB 1 Adapter is ligated to the 5 · end 
of the eDNA Biotin prevents ligation 
of the aiiB1 Adapter to the 3' end of 
the eDNA. eDNA is size fractionated 
to elimina te residual adapters. 

Fin septembre 2003, la compagnie Invitrogen a 1rus sur le marché son ki t 

CloneMiner afin de construire des banques d'ADNe dans des vecteurs Gateway 

(Figure 4.14). La technique de clonage des ADNe est strictement similaire au 

procédé développé au cours de cette thèse : une première étape utili se un oli go(dT) 

possédant une biotine en 5' empêchant la fixa tion du deuxième adaptateur en 3' de 

l'ADNe mais uniquement en 5', une deuxième étape utilise les propriétés de 

recombinaison d'enzyme pour cloner dans un vecteur de propagation . Cependant, le 

procédé proposé dans cette thèse combine auss i un autre kit de la compagnie 

lnvitrogen appelé GeneRacer qui pennet d'amplifier les ADNe à partir de peu de 

quantité d'ARNm. Le procédé développé dans cette thèse présente donc un avantage 

certain pour des scientifiques désirant constru ire des banques d'ADNe Gateway à 

partir de très peu de matériel génétique. 
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Par rapport à la problématique sur l'aluminium, les améliorations apportées ont 

permis de construire deux banques qui , lorsqu'elles étaient exprimées dans la levure, 

montraient une meilleure croissance en présence d'aluminium par rapport au témoin . 

Malheureusement, les gènes responsables de cette résistance au métal n'ont pas été 

identifiés. Les séquences obtenues étaient très courtes et ne possédaient pas de 

séquence d'initiation de la traduction (Kozak). Une hypothèse raisonnable est de 

considérer que ces clones doivent être cettainement des contaminants, possédant le 

vecteur pour survivre en milieu minimum mais qui profitent de la proximité et de la 

résistance à l'aluminium d'autres clones pour survivre en présence du métal. Le fait de 

retrouver la même séquence parmi les colonies analysées suggère que le clone isolé a 

des faci lités à se multiplier. Ce genre de problème est souvent rencontré dans les 

cultures en milieux liquides où des clones à vecteurs "vides" se propageront plus 

rapidement que ceux possédant un vecteur permettant l'expression d'une protéine. Un 

moyen pour éviter ce genre de contaminants aurait été d'effectuer la sélection sur 

milieu solide par isolement. Cependant, plusieurs problèmes se posent lorsque la 

sélection se fait sur milieu solide : les milieux solides comportant de l'aluminium sont 

délicats à obtenir, les surfaces d'étalement devront être très grande, enfin l'évaluation 

de la viabi lité nécessiterait un comptage systématique. Toutefois, cette approche 

powTait très bien être de nouveau effectuée sur les banques initiales ou celles 

enrichies après plusieurs passages en milieu liquide afin d'isoler les clones résistants 

au métal. 
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4.4. PERSPECTIVES 

4 .4. 1. LE GÈNE 49A 1 :TOLÉRANCE ET PHYTOREMÉDlATION 

Les travaux réa lisés dans cette thèse n'ont permi s d'i so ler qu'un seul gène sur­

exprimé spécifiquement d'un fac teur deux à dix chez la vari été de blé to lérant Atlas-

66. Il coderait pour une protéine trans-membranaire et présente des caractéri stiques 

physico-chimiques hypothétiques qui suggéreraient w1 rôle de transporteur. De1haize 

et collaborateurs (2004) semblent avo ir iso lé un gène important dans la sécrétion et 

la to lérance à l'a luminium chez les céréa les, le gène AL TMI. Cependant, ce gène ou 

ses homo logues ne semblent pas être les gènes majeurs responsables de la tolérance 

mais plutô t des gènes impliqués dans les mécanismes constituti fs de sécrétion au 

malate des plantes. Chez Atlas-66, la tolérance est reconnue être portée par deux 

gènes maj eurs (Tang et al. , 2002). L'ortho logue à ALTM J chez Atlas-66 constitue 

peut-être un de ces deux gènes. Le gène 49A 1 pourrait constituer le deuxième 

partenaire. 

A ce j our, peu d'informations sont di sponibles dans la littérature pour pouvoir 

envisager le rôle réel du gène 49A 1 et ses fonctions possibles. Cependant, suite à 

l'i so lement de l'EST CD8943 1 qw contient une séquence Kozak suivie d'une 

séquence pouvant être traduite en une protéine de 12 1 ac ides aminés, il est 

maintenant possible de mener des expériences de transformations génétiques . De 

plus, il est auss i possible d'utili ser cette séquence d'EST pour amplifier la séquence 

complète de 49A 1 à partir du blé tolérant Atlas-66. 

Dans un premier temps, le rôle de 49A 1 dans les mécanismes de tolérance 

serait validé par des expéri ences de sw·express ion chez l'orge par exemple, une 

céréale sensible. Les études de to lérance au métal devraient être va lidées en milieux 

artifi cie ls mais auss i sur des sols nature llement acides. Si son rôle de gène de 

tolérance éta it va lidé chez les plantes, des expériences de fus ion avec un gène 

rapporteur comme par exemple le gène de la GFP pourra it permettre de locali ser la 

protéine 49A 1 au niveau cellulaire. Dans un deuxième temps, la séquence promotri ce 
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de 49A 1 ou de l'EST CD89431 pourrait être recherchée et l'utilisation d'un gène 

rapporteur permettrait d'identifier les li eux d'expression de 49A 1 au niveau de la 

plante entière. L'utilisation de gène rapporteur devrait aussi permettre de mieux 

comprendre la réponse induite par la présence du métal en étudiant par exemple la 

cinétique d'expression du gène par rapport aux concentrations d'aluminium dans les 

milieux. Des é léments de régulation, comme par exemple MYCCONSENSUSA T 

présent sur le promoteur du gène annoté de ri z AEO 17085 (Figure 3.34), pourraient 

être recherchés afin de mieux comprendre comment 49Al pourrait être régulé. Des 

transformations dans l'ovocyte de Xenope pourraient permettre d'identifier la nature 

des molécules transportées. Enfin, des expériences de co-transformations avec les 

gènes ALTMJ et/ou ALS3 pourraient mettre en évidence des interactions 

fonctionne lles entre ces gènes lors de la réponse de résistance à l'aluminium. 

Face au problème de phytotoxicité de l'aluminiw11 dans les sols acides, de 

nouvelles variétés végéta les pourraient être élaborées. En effet, grâce au gène ALTMJ 

et AtALTMJ, il semble maintenant possible de transférer le caractère de résistance au 

métal à de nombreuses variétés agronomiques. De nombreux sols impropres 

naturellement à l'agricu lture à cause de leur acidité peuvent maintenant devenir des 

sols arab les. Des stratégies de transfert de résistance pourraient être aussi envisagées 

avec le gène 49A 1 si ce dernier est va lidé comme étant un gène majeur de la 

tolérance à l'aluminium. Pour les so ls contaminés par l'activité humaine en ions 

aluminium, l'utili sation des transgéniques surexprimant ALTMJ ne semble pas une 

bonne stratégie de phytoremédiation puisque ces mutants ne seraient pas des 

hyperaccumulateurs. Par contre, si 49Al code pour un transporteur de complexe 

métal/polypeptide comme pour le cas de la tolérance au nickel où le métal est 

complexé à l'hi stidine puis transporté et stocké dans les vacuoles des appareils 

aériens, l'utili sation de mutants sw·exprimant 49A 1 pourrait alors être un outil de 

phytoremédiation des sols contaminés par le métal aluminium. 
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4.4.2. f AMILLE DE TRANSPORTEURS 

Grâce aux séquences des gènes ALTMJ, ALS3 et celle de l'EST CD8943 1, de 

nouveaux transporteurs pourraient être recherchés à travers les génomes disponibles 

de plantes sensibles ou tolérantes . Des familles de gènes pourraient être ainsi 

identifiées par homologie de séquences et leurs rôles validés par des études de 

transgénèse conune cela a été démontré par les travaux de Hoekenga et aL, (2006), 

pour les homologues à ALMTJ chez Arabidopsis. De nouveaux gènes impliqués dans 

les mécanismes de réponse à l'aluminium pourraient être isolés de cette façon. 

Chaque nouveau transporteur identifié permettrait de mieux comprendre les 

mécanismes de flux de l'aluminiwn à travers les plantes. 

4.4.3. AUTRES GÈNES 

Afin d'isoler d'autres gènes impliqués dans les mécanismes de toxicité à 

l'a luminium, l'analyse des clones isolés dans les banques SSH 4 et 5 devrait être 

poursuivie même si e lle se heurte à la difficulté de réaliser de nombreux northern blot 

ou PCR en temps réel. En parallèle, les banques Gateway obtenues devront être 

crib lées sur milieux solides . Toutefois , de nouvelles expérimentations pourraient être 

réalisées pour isoler des gènes d'ordre mineur de tolérance. Suivant les résultats 

exposés dans cette thèse et dans la littérature, deux technologies sont envisageables. 

La première est la SSH. En effet, c'est la seule technologie qui a pe1mis à ce jour 

d'isoler un gène important pour la tolérance à l'aluminium (Delhaize et al., 2004) et 

un gène spécifiquement surexprimé par l'aluminium chez un blé tolérant. Repartir sur 

cette technologie nécessiterait peut-être d'automatiser certaines parties notamment le 

re-piquage et la mise en culture des c lones. De plus, dû aux difficultés de crib lage lors 

de l'analyse de l'expression des gènes, de nouvelles conditions de marquages et 

détection comme par exemple la fluorescence pourraient être utilisées afin d'obtenir 

des résultats plus quantitatifs. De même, des lignées isogéniques devraient être 
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privilégiées comme l'ont fait les équipes de Sasaki , Delhaize et collaborateurs afin de 

diminuer là encore le bruit de fond. 

Enfin, une seconde technologie envisageable pourrait être les m1croarrays 

(puces à ADN ou DNA chips). Une puce contenant des oligo-nucléotides de 70 mères 

pourrait être hybridée avec les ADNe marqués de différentes conditions d'expositions 

à l'aluminium de plantes sensibles ou tolérantes. Un profil général d'expression dû au 

stress causé par le métal pourrait être ainsi obtenu. La difficulté pour identifier des 

gènes impliqués dans les processus de résistance serait leur représentativité dans les 

populations d'ARNm et la qualité des hybridations réalisées sur les puces à ADN. En 

effet, malgré les nouveaux progrès réalisés dans le domaine des puces à ADN, les 

variations d'expression des gènes faiblement exprimés sont encore difficiles à 

détecter. 

4.4.4. VALIDATION DES AM ÉLIORATIONS TECHNIQU ES 

Différents résultats démontrent le gain de qualité apportée aux banques SSH 

par l'utilisation des nouveaux procédés de suppression présentés dans cette thèse : une 

diminution des clones abondants faux-positifs (Figure 3.8, Figure 3.9, Figure 3.14 et 

Figure 3.15) et un enrichissement en clones d'intérêt (Ta bleau 3.3 , Tableau 3.4 et 

Figure 3.16). Cependant, afin de va lider les améliorations apportées à la SSH, les 

différents protocoles modifiés devraient être appliqués à d'autres études de 

dérégulations génétiques. L'automatisation de la manipulation des clones serait aussi 

un grand avantage afin d'analyser un plus grand nombre de clones . Enfin, le 

marquage des ADN par des fluorochromes couplés à une détection laser 

(fluoroimager) permettrait une meilleure quantification des niveaux d'hybridation lors 

des expériences de dot blot. De la même manière, les protocoles de 

GeneRacer/Gateway pourraient être app liqués à de nouvelles problématiques afi n de 

valider leur efficacité. 
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4.5. CONCLUSION 

Le problème des sols acides, impropres à l'agriculture classique, représente un 

enjeu économique très important face à l'augmentation de la population mondiale. Il 

est responsab le de la limitation de la production agricole de l'ordre de 37,9% en Asie 

du sud, 30,9% en Amérique latine et approximativement 20% en Asie de l'est, 

Afrique sub-saharienne et l'Amérique du nord (Wood et al., 2000). De plus, 

l'utili sation intensive des engrais a conduit à une forte acidification des sols comme 

par exemple aux Etats Unis (Jackson et Reisenauer, 1984). Le chaulage a été très 

longtemps utilisé pour remonter le pH de ces sols . Cependant, il représente une 

alternative fmt coûteuse au problème de phytotoxicité de l'aluminium (toxique 

uniquement en milieu acide) notamment pour les fermiers des pays pauvres (Rao et 

al., 1993). Une deuxième approche souvent abordée pour remédier à la toxicité du 

métal est une culture raisonnée des sols acides. Elle consiste en la culture de plantes 

très tolérantes à la présence du métal. Malheureusement, ces plantes représentent 

généralement un faible intérêt agronomique. 

Depuis plus de 30 ans, les scientifiques tentent de comprendre les mécanismes 

conduisant à la tolérance de l'aluminium chez certaines plantes, mais ces mécanismes 

restent encore à l'heure actuelle assez obscurs. 

Le but de cette thèse était de tenter d'isoler des gènes responsables de la 

tolérance à l'aluminium chez le blé Atlas-66 et le riz. Au cours des différentes 

démarches entreprises, des obstacles techniques sont rapidement apparus. Ils étaient 

essentiellement dus aux limites expérimentales des protocoles standards. Afin de 

surpasser ces limitations, des améliorations techniques ont été apportées : de 

nouveaux protocoles SSH plus performants ont été mis au point et des banques 

d'expression Gateway ont été réalisées à partir de faible quantité d'ARN polyA+. 

Les améliorations techniques sur la SSH ont permis d'isoler un gène régulé 

différentiellement chez les blés tolérants : le gène 49Al. Ce gène est sm·exprimé d'un 

facteur deux à dix environ chez les blés to lérants comparativement aux blés sensibles 
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pour des états physiologiques similaires. De plus, l'expression chez la levure d'un 

homologue de 49A1 issu du blé Norstar confère une résistance modérée au métal, ce 

qui en fait un gène avec un fort potentiel. Ce gène semble w1 bon candidat pour être 

impliqué dans le transport du malate, un acide organique sécrété par les blés tolérants 

et considéré par la littérature comme étant une molécule de détoxification ou encore 

un transporteur d'un acide aminé ou d'un polypeptide de détoxification comme cela 

est le cas dans le cadre de la résistance au nickel avec l'acide aminé histidine 

(Kramer et al., 1996). Le gène 49A1 code pour une protéine qui possède une forte 

homologie avec des transporteurs aux oligo-peptides proton dépendants . Elle 

posséderait trois hélices trans-membranaires . La position chromosomique de 

l'homologue de ce gène chez le riz semble apparemment particulière puisqu'il se situe 

à coté du gène de la ~ 1-3 G lucanase, un gène de stress fortement induit par 

l'aluminiwn chez les plantes sensibles et tolérantes. Des expériences de transgénèse 

de l'EST CD89431 de blé codant pour 49A 1 représentent dès lors un intérêt 

scientifique très important pour la compréhension des mécanismes de tolérance à 

l'aluminiwn. 

Un gène important dans les mécanismes de tolérance à l'aluminium a été 

identifié par des équipes de chercheurs (Sasaki et al., 2004 ; Delhaize et al., 2004). 

Tout comme 49A1, ce gène ALTMI possède des hélices trans-membranaires. ALMTI 

permet la sécrétion de malate. Ainsi, il semblerait que la résistance à l'aluminium 

chez les plantes impliquerait essentiellement des transporteurs et ce, en nombre 

limité. Ces découve1ies récentes permettent d'envisager le transfert du caractère de 

résistance au métal à un grand nombre de plantes à fort intérêt économique et de 

prévenir l'augmentation des besoins alimentaires de la population mondiale hwnaine 

en permettant l'agriculture sur les sols à faible pH. Enfin, ces gènes constituent aussi 

un moyen de réhabiliter des sols sujets aux pluies acides, à la déforestation ou à 

l'agriculture intensive. En effet, ces sols deviennent rapidement acides et seul un 

nombre limité de plantes peuvent par la suite reconquérir ces types de tenains. Grâce 
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au géni e génétique, il serait possible de ré-habiliter ces sols par le biais de variétés 

génétiquement modifiées. 
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Appendice A.l Séquences nucléiques partielles des inserts des clones 49Al , 
49G9 et 45C2. 

49Al GTTCACCAGCATCGGCATGCTCGAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTCCATGAAGAGCC 

TGGGTGTGGCACTCGCGCAGCTCGCCGTTGCTGGCGGGAACTACCTCAACTCCGCCCTGCTC 

GGCGCCGTTGTGTCGGCCACGGGGTGGATCCCGGACAACCTCGACGAAGGCCATCTGAACTA 

CTTCTTCTGGTTCATGGCGGCTCTGAGCGTGCTCAACCTGCTGCAGTTCGTCTACTGCTCGT 

CCAGATACAAAAGATAATGATCGATATTTTCGTAACTATAGATGTATAGTTTGT 

49G9 GCTCTCTCGTCCCAGTCCTCTGGCTTCTTGTCGTCAGGGTCAGGAATACTCTTTGATGGAAT 

AAGTGCCGGCTCAAAATCAGCAGCAGACAGGAAGTTTGCTTTACTCTTCTCCACCCCATCAA 

CCAAAATTCTGACCTCATTATCCGGCTTCAAGATAGCCGTGTAGACATGAGAGAGCTTGTCA 

TATGGGACAGAGGGTGGGGACTTGAGGTGATGTTCAACGTATTTGCCAGTCTTAGGGTTCTT 

GTGCTTCAGGATGAAGTGAACCTTGTTCGTTGAACCACACTTGTCGGGACCAAACATAATTG 

TGTATGGAGTATCATTGTCAA 

45C2 ACAACTTCAGCGGGACGAACCAGCCTGACCCGACCCTCGACGCGACATACCGAGCCTTCCTG 

TCACAGAGATGCCCGAGGAACGGCGACGGAACGTCCCTCAACG 
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Appendice A.2 : Analyse de séquence de 289 clones de la banque 4. 

L'analyse des séquences a été fa ite à l'aide du script BLAST de NCBI 

(http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

Par la suite, les séquences identiques ont été isolées par le script de CAP 

Assembly (http ://bio. ifom-fi rc. it/ ASSEMBL Y /assemble.html). Dans ces tableaux, la 

première ligne cou espond à la plus forte homologie de séquence obtenue, la 

deuxième ligne co!Tespond à une homologie assez forte avec un gène de fonction 

connue. Dans ce cas, la troisième ligne mentionne la fonction hypothétique du gène 

dont serait issu l'insert SSH. Une synthèse et un classement du nombre de clone par 

catégories fonctionnelles ont ensuite été effectués et sont décrits dans le Tableau 3.3. 

De ces tableaux, une représentation graphique a été réali sée et constitue la Figure 

3.17, partie A. 
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Appendice A.3 : Analyse de séquence de 72 clones de la banque S. 

L'analyse des séquences a été procédés à l'aide du script BLAST de NCBI 

(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

Par la suite, les séquences identiques ont été isolées par le script de CAP 

Assembly (http ://bio.ifom-firc.it/ ASSEMBL Y /assemble.html). Dans ces tableaux, la 

première ligne correspond à la plus forte homologie de séquence obtenue, la 

deuxième ligne correspond à une homologie assez forte avec un gène de fonction 

connue dans ce cas la troisième ligne mentionne la fonction hypothétique du gène 

dont serait issu l'insert SSH. Une synthèse et un classement du nombre de clone par 

catégories fonct ionnelles ont ensuite été effectués et sont décrits dans le Tableau 3.4. 

De ces tableaux une représentation graphique a été réalisée et constitue la Figure 

3.17, partie B. 
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Appendice B.l : Déclaration d'invention. 

Déclaration d'invention 
Titre de l'invention 

Procédés de Su ression PCR 

Section 1. Inventeurs 

Veuillez énumérer toutes les personnes qui auraient contribué à la conception ou à l'application de l'invention . Cette 
liste doit inclure le nom de toutes les personnes pouvant êlre reconnues comme les inventeurs légaux. 

Inventeur no 1 

Nom 1 Franck Tarendeau .. l Citoyenneté l Française 

Statut au travail 1 Étudiant au Doctorat 
Adresses 

Domici le l 1 rue Frérotte 33500 Lalande de Pomerol FRANCE 

Université/Cie 1 Université du Québec à Montréal 
Numéro(s) de téléphone 

Domicile 1 01133557513036 1 Université/Cie 1 01133476882092 
Fax : 1 1 Courriel 1 franck.tarendeau@wanadoo.fr 

Inventeur no 2 

Nom 1 Mario Houde 1 Citoyenneté 1 Canadienne 

Statut au travail _l Professeur 
Adresses 

Domicile 1191 Lemoyne Est Longueuil J4H 1 V1 

Université/Cie 1 Université du Québec à Montréal 
Numéro(s) de téléphone 

Domicile 1450-646-9046 1 Université/Cie 1514-987-3000-3964 
Fax: 1514-987-4647 1 Courriel 1 houde.mario@uqam.ca 

Inventeur no 3 

Nom 1 1 Citoyenneté J 
Statut au travail 1 

Adresses 

Domicile 1 

Université/Cie 1 
Numéro(s) de téléphone 

Domicile 1 1 Université/Cie 1 
Fax: 1 1 Courriel 1 

Déclaration d'invention Page 1/33 
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Inventeur no 4 

Nom 1 1 Citoyenneté 1 

Statut au travail 1 
Adresses 

Domicile 1 

Université/Cie 1 
Numéro{s) de téléphone 

Domicile l 1 Université/Cie 1 
Fax: 1 l Courriel 1 

Inventeur no 5 

Nom 1 1 Citoyenneté 1 

Statut au travail 1 

Adresses 

Domicile 1 

Université/Cie 1 
Numéro{s) de téléphone 

Domicile 1 1 Université/Cie 1 

Fax : 1 1 Courriel 1 

Inventeur no 6 

Nom 1 1 Citoyenneté 1 

Statut au travail 1 
Adresses 

Domicile 1 

Université/Cie 1 
Numéro{&) de téléphone 

Domicile 1 1 Université/Cie 1 

Fax : 1 1 Courriel 1 

Commentaires 
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Section 2. Description de l'invention/découverte 

Les inventions peuvent inclure de nouveaux procédés. des logiciels. des méthodes. des produits. des appareils. des 
compos1t1ons, des orgamsmes v1vants ou des améliorations ou nouvelles util isations d'inventions ex1stantes. 

L'invention 

A. Titre de l'invention : 
Procédés de Suppression PCR 

B. Brève description de l'Invention 

c. 

D. 

Dans le but d'isoler des gènes différentiellement exprimés ou d'enrichir des banques en gènes rares, de 
nombreuses techniques de biologie moléculaire ont été développées. L'une d'entre elles est l'Hybridation 
Suppressive Soustractive (SSH) utilisant la technologie de "PCR Suppression" (U S Patent Nos 
5,565 ,340 and 5,759,822). La SSH est une technique largement utilisée à travers le monde. Cependant, 
elle génère souvent de nombreux clones faux positifs redondants ce qui a conduit un grand nombre de 
chercheurs à l'utiliser en combinaison avec d'autres techniques (DNA chips . mRNA Differentiai Display). 
Quelques modifications ont été proposées pour améliorer la SSH mais ces améliorations sont souvent 
peu efficaces (NucleJc Acids Res. 28, E90). 

L'invention présentée ici consiste en un nouveau procédé de "PCR Suppression". Elle repose sur une 
hypothèse quant à l'origine des clones faux positifs redondants et son efficacité a été val idée en 
laboratoire. L'invention peut directement s'appliquer à la SSH ou à tout procédés souhaitant supprimer 
l'amplificat ion de fragment d'ADN lors de Réactions de Polymérisation en Chaine (PCR). Pour une 
efficacité optimale. elle requiert le procédé de suppression (par formation de structures en "épingle à 
cheveux") qui est déjà protégé (U .S. Patent No 5,565 .340). La PCR est une technologie brevetée 
nécessaire à la découverte. L'invention est basée sur 2 innovations : le remplissage des extrémités 
(Fil ling the ends) et l'ajout d'ARN lors de PCR (hétéroduplex ARN/ADN). 
Le remplissage des extrémités consiste à hybrider 2 brins d'ADN : un brin digéré avec une enzyme de 
restriction puis ligué à un adaptateur avec un brin non digéré. A l'alde d'une ADN polymérase sans 
activité exonucléase, une séquence d'acide nucléique complémentaire au brin non-digéré est ajoutée sur 
le brin digéré. Cette étape élimine donc la possibilité d'ajouter une séquence d'adaptateur sur chaque 
extrémité du brin digéré. Pour s'assurer qu'aucune séquence ne sera présente sur les 2 extrémités de 
brins digérés ou de brins non-digérés, l'uti lisation d'ADN polymérase sans activité exonucléase 
(incapable de corriger les hybridations incorrectes) est nécessaire . Ainsi , un brin ayant subi un 
remplissage des extrémités ne peut pas être amplifié par une PCR utilisant des amorces de séquences 
complémentaires à celles des adaptateurs. 
L'ajout d'ARN lors de PCR conduit à la formation d'hétéroduplex ARN/ADN . Ces molécules hybrides ne 
peuvent être utilisées comme matrice par les ADN polymérases. Ainsi . il se crée alors une compétition 
entre les ARN qui vont fonmer des molécules hétéroduplex avec leurs ADN complémentaires et les 
amorces qui veulent se fixer sur leurs ADN cibles. Il en résulte un retard , voire une inhibi tion , de 
l'amplification des ADN pouvant former des hybrides avec des molécules d'ARN. 

Ces améliorations ont été effectuées avec succès sur des expériences de SSH réalisées au laboratoire: 
elles permettent d'augmenter l'efficacité du précédent procédé de "PCR Suppression" (U.S . Patent No 
5.565 ,340) et a1nsi de sélectionner plus aisément des gènes d'intérêt. 

Une description détaillée de l'invention a·t·elle été fournie et annexée? Oui x Non 0 

Si non, date attendue : 

Cette invention est·elle en relation avec d'autres inventions ou brevets Oui .J Non x 
que vous auriez précédemment faites ou obtenus? 

Si oui veuillez donner les détails et fournir les copies s'il y a lieu : 
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Section 3. Publications, communications et diffusion publique en rapport avec l'invention 

L'accessibilité à la protection en rapport avec l'invention peut dépendre des réponses à cette section, il faut donc y 
apporter un soin particulier. 

Détails concernant les inventeurs et leurs institutions respectives 

A La découverte a-t-elle fait l'objet de communications, publications, 
présentations à l'interne ou l'externe etc .. . ? 

Oui x Non .J 

Si oui veuillez fournir les copies et donner les détails dont les dates de publication ou de communication. 
(2003)-Séminaire dans le cadre du Doctorat en Biologie 
(2003)-Poster: 7th International Congress of Plant Molecular Biology (ISPMB2003). 
(2003)-Présentation orale: Institut de Recherche en Biologie Végétale (I RBV). 
(2002)-Poster: Annual Congress of Canadian Society of Plant Physiolog ists (CSPP). 
(2002)-Présentation orale: Congrès Annuel du TOXEN . 
(2002)-Présentation orale: INRS-Institut Armand-Frappier. 

Seuls les résultats de l'util isation de l'invention dans le cadre de la problématique du 
laboratoire sur l'aluminium et le blé ont été présentés. 
L'intégralité des démarches expérimentales conduisant à l'invention n'ont pas été 
décrites. 

B Est-ce que des communications sont prévues dans les prochains mois? Oui 

Si oui donnez les détails 

x Non .J 

Publication dans une revue scientifique en vue des résultats des travaux obtenus et de 
la démarche expérimentale innovante. La rédaction de l'article est en cours et devrait 
être proposé à un périodique dans un délai de 2 mois. 

Soutenance de la thèse dans le cadre du Doctorat en Biologie de l'Université du 
Québec à Montréal : Été 2004. 

C Est-ce que du matériel, des résultats ou documents en rapport avec Oui 
l'invention ont déjà fait l'objet d'une entente de transfert ou d'un échange 
quelconque? 

Non X 

SI oui veuillez donner les détails et fournir une copie des documents appropriés si il y a lieu .. 

D Des ententes de confidentialité ont-elles été signées en rapport avec 
certains aspects de la recherche ayant mené à l'invention? 

Si oui veuillez fournir des copies. 

Déclaration d'invention 
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Section 4. Répartition de la contribution à la propriété intellectuelle des inventeurs et 
signatures. 
Cette section vise à définir le pourcentage(%) de contribution à la propriété intellectuelle de chacun des inventeurs. 
Par contribution à la propriété intellectuelle on entend « les idées )) ayant mené à l'invention. Le seul fait d'avoir 
exécuté sans contribuer aux idées ne permet pas de revendiquer un statut d'inventeur. 

IMPORTANT : En signant, l'Inventeur ou les Inventeurs atteste (nt) de la véracité des Informations contenues dans 
la présente déclaration d'invention. ll(s) atteste(nt) également qu'en date des présentes il n'y a pas d'autres 
inventeurs ayant participé à l'invention que celui ou ceux cités dans cette déclaration et qu'ils sont d'accord avec la 
répartition de la ou des contributions à la propriété intellectuelle ci-mentionnée (s). 

Nom de l'inventeur Statut 'lo de Pl Signature Date 

Franck Tarendeau Étudiant au Doctorat 61 .25% 

Mario Hou de Professeur 38.75% 

Total 
100% 

Commenlaires généraux additionnels si il y a lieu 
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Section 5. Détails concernant subvention(s) et commanditaire(s) du projet 

Détails concernant les inventeurs et leurs institutions respectives 

A. Cette invention découle-t·elle: a) d'un contrat? Oui .J Non X 

b) d'une subvention Oui x Non .J 

c) d'une collaboration inter- Oui u Non X 
universitaire? 

c) d'une entente de transfert de Oui u Non X 
matériel? 

Détails s' il y a lieu : 

B Nom(s) du ou des organismes ayant financé le projet CRSNG ct Génome Québec 

Donnez les détails 

C Est-ce que la découverte a été déclarée au « commanditaire »? Oui 

Si oui donnez les détails 
Le CRS (j accorde l'enti ère propr iété intellecruelle au chercheur. 
La découverte sera déclarée à Gi!nome Q uébec sui te au dépôt à I'UQAM . 

D Est-ce qu'une entente préalable en rapport avec les conditions de Oui 
partage de la propriété intellectuelle a été signée entre les partenaires 
ayant financé le projet et ceux ayant exécuté la découverte? 

u Non X 

x Non '::l 

Si oui fournissez une copie de cette entente et donnez les détails pertinents : Une entente ur le partage 
de la propr iété imellectuelle a déjà été signée entre I ' UQA M el Génome Q uébec. 
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Section 6. Renseignements complémentaires utiles aux démarches en vue d'un demande 
de brevet. 

Brevetablllté 

A En prévision d'une recherche de brevet& anterieurs lors des démarches de prise de brevet, veuillez donner 
des mots clés en regard avec l'Invention. 
PCR Suppression (méthode de) 
Suppression Subtractive Hybridization (technique de) 
Representational Difference Analysis (technique de) 
Suppression (méthodes de) 

Une invention, pour être brevetable, doit répondre à trois critères : 1) utilité, 2) nouveauté et 3) non-évidence. 

B En quoi cette technologie est-elie utile? Quelles sont les applications immédiates et futures prévues pour 
l'invention? Veuillez être très descriptif. 
Cette technologie permet d'éliminer l'amplification de fragments d'ADN non désiré lors de PCR. 
Sa nouveauté repose sur l'utilisation inhabituelle d'enzymes de restriction . des ADN 
polymérases non correctrices ainsi que des ARN. En fait, elie permet d'aller rechercher plus 
finement des gènes d'intérêts et de mieux normaliser les librairies générées. 
Les applications de l' invention sont sa commercialisation immédiate. En effet, l'invention est 
directement applicable au Kit PCR SelectTM eDNA Subtraction de BD Sciences (CLONTECH. 
Catalog #: K1804-1). CLONTECH a mis au point le précédent procédé de PCR Suppression par 
structures en "épingle à cheveux" (U .S. Patent Nos. 5.565.340) et commercialise sa méthode 
dans le kit précédemment cité. Ce kit est le seul produit d'Hybridation Suppressive Soustractive 
(SSH) mis sur le marché. CLONTECH détenant les droits de leur méthode de PCR 
suppressive . 

Tout comme la méthode de CLONTECH, l'invention décrite ici n'est pas limitée à la SSH mais 
peut s'appliquer à tout procédé uti lisant une étape PCR. 

C En quoi cette technologie est-elie nouvelle? Spécifiez, à votre connaissance, les aspects novateurs. 
Les aspects novateurs sont l'utilisation inhabituelle d'enzymes de restriction . l'utilisation d'ADN 
polymérases non correctrices ainsi que d'ARN. Ces aspects sont concrétisés par le 
remplissage des extrémités des duplex ADN et la formation d'hétéroduplex ADN/ARN comme 
répresseurs de réactions d'amplification en chaîne (PCR). 
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... Brevetabilité (suite) 

D En quoi cette technologie est-elle non-évidente? (La non-évidence signifie qu'à la lecture des informations 
scientifiques publiques il ne serait pas évident de conduire à cette invention). 
La non-évidence de la technologie repose sur la détermination de la raison pour laquelle les 
précédentes techniques de biologie moléculaire présentent des faiblesses d'efficacité sur la 
suppression de l'amplification de fragment lors d'étapes PCR. Afin de comprendre ces 
fa iblesses , il faut faire la revue bibliographique et l'analyse des différents procédés 
méthodologiques proposés à travers le monde, intégrer les différents résultats obtenus par les 
équipes de recherche et dresser une hypothèse quant à l'origine des amplifications 
indésirables. L'hypothèse ayant mené à la réalisation de l'invention a été que la baisse 
d'efficacité de suppression lors de PCR des méthodes actuelles serait due à l'amplification non 
désirée d'ADN par le fa it de l'utilisation non contrôlée d'adaptateurs. En d'autres termes, des 
fragments d'ADN indésirables se retrouvent amplifiés par la présence de séquence 
d'adaptateurs ajoutés accidentellement par les ADN polymérases. 

E. En quoi cette technologie offre-t-elle des avantages par rapport aux autres technologies actuellement sur le 
marché? 
La technologie proposée permet d'augmenter l'efficacité des technologies actuellement sur le 
marché. 

F. Des travaux en rapport avec l'Invention sont-ils toujours en cours? Oui o Non X 

Si oui quels sont-ils? 
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ANNEXE 

INTRODUCTION 

Dans beaucoup de systèmes biologiques, des changements s ignificati P de phéno type peu eni 
résulter dans des changements modestes de l'expression de certai ns gènes. Plusieurs approches sont 
utili sées pour identifier des gènes dillërentiellcment exprimé : 1'/\R 111 Differentiai Displc~v (DD). fi lires 
ou puces à AD . Sttrial A na~I'S is of Gene Expres ion ( AGE). lv/as ive~v Para/le/ Signature Sectuencing 
(MPSS) el l'Hybridation Suppressive Soustracti ve (SSH) (Liùng ct P.udcc, 1992 ; Schcnù ct al, 1995 ; 
Velculescu et al, 1995 ; Brenner et al, 2000 ; Oiatchenko et al, 1996). Ces techn iq ues ont 
habituellement heaUl:oup de dilli ~ult~s à iso ler des gt:m:s ra res d' intérêt pour difTéremes raisons : la 
sé lection au hasard de la DD, les limi tes de détection des méthodes d'hybridation de fi lt res ct puces à 
AD . le nombre de clones ct la génération de séqu~ncc trè courtes ( 1 J à 20 nuc léotides) des SAG E ct 

PSS . La SSH est la seule technique qui ten te d'enrichir une banque en A ONe d'int érêt (U. S. Patent Nos. 
5,759,822 ; figure 1). Cependant, le nombre de c lones représentants des /\D c non-di flërentie llement 
exprimé ou de /\D c trop abondants pour êt re norma lisés (background) peut considé rablement excéder 
celui des clones ciblés dans le banques soustra ite (Rebriko'' et al, 2000). C'est pourquo i la S ' H est 
souvent utili sé..: en combinaison avec d'autres tcchni4ues don t le DD ct l..:s puces à ADN (Kang et ul, 
1998 ; Yang et a/1999 ; Hana7.awa ct al, 2001 ). De nombreuses hypothè cs ont été fai tes pour expliquer 
l'origine du hadwound durant la SS II e t quelques rnodilications ont été propo ées (Rcbrikov ct a l, 2000 
; Kiss ct al , 2003). Rcbrikuv ct al (2000) ont suggéré que les faiblesses de soust rac tion ou de 
normalisation de la SSI-I proviendra ient (i) d ' une amplilicati on non-spécifique des adaptateurs non - li gu~s 

ou ( ii) d ' une hybridation non-effectuée des ADNe redondants entre les molécul es de driver et tester. Kiss 
et al (2003) ont pour leur part propo é que le background pourra it avo ir comme or ig ine ( iii) de d ige tions 
ct des ligations ADNe lester non-cllèctuée , ces mo lécule sc comportant par la sui te comme des 
molécules de driver. Cependant les mod ifications que Cl'S 2 équipes de chercheurs ont apportées basées 
ur leurs hypothèses respec ti ves n'ont montré que de très fit ibles amé li orati on . Le amélio ra ti on pouvan t 

êt re apport ées au protocole Sll représentent un enjeu commercia l important pui sque cette techn ique est 
très utili éc it travers le monde à la fo is pour rechercher des gènes diliércntic llcmcnt exprimés 
(Diatchenku et al, 1998), des régions spécilïques de génome (Dwyer et al, 2004 ) ma is aussi pour 
norma liser les banques d'/\D c lors de projets de génomique. 

L'H bridation Supprcssive Soustracti ve (SSI I, figure 1) est une technique de biologie moléculaire 
qui repose sur l'utilisation du procédé de "PCR Suppression" mis au point par la compagnie 
CLO TECH/B D Sci ences (U.S. Patent Nos . 5.565,340) (ligure 2). Cette tedmi4uc es t très utilist:e pour 
rechercher des gènes d ifférent ie llernent ex primés entre des états physio logiques différents cependant la 
communauté sc ienti lïque se heurte souvent au fait que la SSI-1 ne pré ente pa to ujours une e iTicac ité très 
intéressante dans cc genre d'ut ili sation. En c ll 'ct, la SSI-I est reconnue comme ayant plus un pouvoir de 
"normalisation" que de "soustracti on" (Diatchcnko ct al, 1998) cc qui en fa it un outil très inté ressant pour 
la réa lisation de banque d'/\DNc oit une représentation de chaque gène exprimé, rare ou abondant, est 
recherchée mais pas forcément une a lten1a1 ive idéale pour la recherche de gènes différentiellement 
ex primé~ ou de région spéc ifique de génomc. Lors de recherche de gl:nes déréguk's, la fa ihlc c lli c<~c it é de 
soustraction de la SSH sc concréti se par la présence d'un nombre é levé de clones faux -pos itifs (codant 
pour des gènes non-dérégulés) ou background. 

Ce ni eau de background est reconnu être dépendant de 3 facteurs : ( i) la qua lité de ARN de 
départ , (ii ) le rendement de la soustrac ti on ct ( iii) surtout du choix des populations de lester ct driver 
( Diatchcnko et al, 199!! ; Dcsai ct al, 20!1!1). Uesa i ct al (20!10 ), les auteu rs de la SS H, soulignent que 
plus les popu lations de driver et tester sont proches génétiquement , c'est à dire qu'il existe peu d'AR m 
exprimés difTérentie llement entre elles, plus le background sera é levé. Cell~.: présence de clones non-

Déclaration d'invention Page 9/33 



216 

sous1rés (hackgrmmd) ne s'accorde r as avec l'idée de sousmtction 1héorique de la technique Cl laisse en 
suspens un problème technique inhérent à la SSJ-1. 

Dans les cas où la SSH est utilisée comme outil de normalisa lion de banque d'ADNe, la fa ible 
efli cacité de soust racti on de la technique va se concrét iser par une sur-représentation des clones abondants 
dans les banques obtenue . Idéa lement. lors de norma lisation, un nombre unitaire de copie de chaque gène 
est recherché quelque soit leur abondance relative initiale. En améliorant la puissance de soustraction de la 
SSH il erait donc poss ible d'augmenter sa capacité de normalisation. 

ne hypothè e a a lor été po. ée par le membre de notre équipe quant à l'origine expérimentale du 
background lorsque la SSII est utilisée comme outil de soustraction. Ce background serait essentiellement 
originaire des molécules de type "c" ct dans une plus moindre partie des molécules de type "a" (figure 3). 
Les molécules de ty pe "c" acquièrem lors de l'étape de .fi/ling une . équence d'adaptateur (CD et Cîl). Ces 
molécules peuvent alors être amplifiées de façon linéaire (Œl). De par leur grande abondance (le driver 
étant mis en excès), il est très probab le que ces molécules comp lémentaires nouve llement synthét isées 
(Œ>) puissent sc rencontrer ct un .fi/ling intempestif par l'ADN polymérase peut alors sc réaliser lors des 
étar es de PCR (0 ). Des molécules pouvant être amplifiées de façon exponentie ll e sont ainsi obtenues. De 
par leur provenance en excès du driver. la proportion de leur amplifiai dan les banques SSI-I standard sc 
retrouve ain i élevée. Enfi n, les molécules de types "a" pourraient participer à ce background par un 
procédé similaire(® ). 

A partir de cette hypothèse, différentes stratégies ont été développées au laboratoire pour tenter 
d ' améliorer la technique SS H: la Suppression PC R par Rempli sage des Extrém ités et la Suppression l'CR 
avec Ajout d'AR . Ces 2 nouveaux procédés de upprcssion PCR peuvent être app liqués 
indi vid uellement lors de tout processus PCR. Appliqués à la SSH, les n!sul tats ont démontré qu 'i l. 
constituent des améliorations très intéressante . 

DESCRIPTIO N DE L'l VENTION 

latériel Végétal. Différeme va riété de blé (TriliCI/111 aesl ivum L.) ont été utili ée pour leur ro::pon e à 
l'alum inium ct leur patrimoine génétique dont At las-on qui tolère le métal ct Fundy qui est sensible aLI 

métal. Les graines de ces variétés ont été mises à germer sous lum ière continuelle pendant 4 jours dans la 
vcrmieulite. Les plantules ain i obtenues ont été exposée à différente concentration d'aluminium (5 ou 
50 11M) dans des solu tion de chlorure de ca lcium de 1 mM à pl14, 15 pendant 17 heure . Le 5 premi ers 
millimètres de chacune de rac ines des graines ont été pré leves puis congelés à -80°C. Le ARN totaux 
ont par la suite été extr&its de ces échantillons ct ont serv i à obtenir des AR polyA ' . Les ARN polyA · 
d'A tlas-66 exposé à 50 ~t M d'Al ont cté utilisé comme 1es1er ct ceux de Fundy exposé à 5 j.I M ont été 
utilisés comme driver. 

Ex traction ct Quantification des ARN. L~:s ARN ont été extrai t à l'ai d1.: du TR izo l Reagent 
d'l VITROGE avec l'é tape optionnelle de la centrifugation aprè broyage du matériel biologique. Les 
i\R étaient par la suite trai tés sans attente :i la D a ede PROM EGA : 5 u RQ 1. 10 mM Dithioth réitol, 
45 u RNA Guard (AMERSHAM BIOSCE I CES), 20 min à 37°C. Un vo lume de chloroforme éta it 
ensui te ajouté et après centrifugation. la pha~e aq ueuse contenant les AR était préc ipitée avec Il l 0 de 
volume d'Acétate de Sodium 3 M pH5,5 ct 2,5 vo lume d'l sopropanol froid. Les tubes étaient centrifugés 
pendant 15 min à 16 300 !(. Le culot furent lavé avec 500 pl d'éthano l 70% froid pui centrifugé 5 min 
à 16 300 g. Les cu lots éta ien t ensuile séch~s et resuspendus dans 200 pl d'eau. Les AR nnt t! té quan ti fiés 
par spectrophotométric à une longueur d'onde de 260 nm. 

Chromatogn1phic d'AR pOl)' A+. Le protocole de chromatographie d'A R polyA- utilise le principe 
de colonne d'o ligo-dT. Les colonne ont réa lisées à part ir de 10 mg d'oligo·dT type 7 de PHARMACIA 

Déclaration d'invention Page 10/33 



217 

lliOTI ~CH mmslcrés grace à des vo lumes de aOH 0,1 M dans un support avœ ti lire . l.cs support des 
colonnes sont ensuite placés dans des tubes ependorfs de 1.5 ml. Les colonnes d'oligo-dT ainsi obtenues 
sonl resuspcnducs avec 500 tJl de aOH 0, 1 M pu is centrifugées 5 min à 16 300 g . Les li lirais ne ont pas 
con ervés. Ce la age à la oude e t répété 2 foi s. De la même faço n suivent 3 lavages avec 500 ftl d' eau et 
3 lavages avec 500 1tl de Loading Bt!!fer 1 X (Tris- IICI pll8,8 20 mM ; aCt 0.5 M ; Sodium -Lauryl 
SurcosinuLc 0,1 %). Les AR dissous duns l'cau sont chauffés 10 min ù 65°C ct placés ensuite duns lu 
glace. Un volume de Loading Bu.!Jer 2X est ajouté aux AR afin d'obtenir une soluti on à 1 X d'environ 
500 pg/ml. La olution dAR lX ain i obtenue e t app liquée par volume de 500 tJI ur la colonne 
d'oligo-dT en centrifugeant à chaque foi à 350 g pendant 10 à 30 min. Les éluats obtenus ne ont pas 
conservés. Suivent 4 lavages avec 500 tJI de Loading llujfer 1 X sous 350 g pendant 10 à 30 min. Les AR 
polyA ' som élués pur 3 lavages de 500 tJI de Elwion Bt!ffer (Tris-HCI p!-18,8 10 mM ; EDTA 1 mM ; 
SDS 0,05%) préchauffés à 65°C et centrifugés à 16 300 g pendant 1 min. Le 3 filtrats ain i obtenus sont 
réunis dans un tube de 15 ml, 150 ~tl d' acétate de sodium 3 M, pl-15 ,5 eL 4 ml d' isopropanol lroid y sont 
ajoutés. Les tubes sonL placés 1 heure à - 20°C puis centrifugés 30 min it 6 000 g. Les cu lots so nL lavés 
avec 4 ml d' éthano l 70% sous 6 000 g durant JO min, séchés ct resuspendus dans 200 pl d'eau. Les ARN 
pol y A· sont quanti liés de la mèmc façon que précédemment par spcctrophotométric. 

SSII: Synthèse du premier brin d'AD c. La majorité des étapes SSI I ont été réa lisées selon le kit PCR­
."elect cO A Subtruction de CLO TECH mai certaine modificat ion ont été apportées et sont décrites 
dan les paragraphes sui vants. A 2 ftg d'ARN poty A- sont ajoutés 10 pmol de eDNA Symhesis l'rimer 
(uli go-dT possédant un site de re. trictinn Himl Ill , un si te de restrict ion R.w 1 d 2 bases aléatoires ; 
tableau 1). L'ensemble est incubé 2 min à +70°C. Les tubes sont ensuite refroidis 2 min dan la glace. 
Sont additionné du First-Strand Bt!tfer (Tris- llCI pll8,5 50 mM; MgC I~ 8 mM ; KCI 0 mM ; DTT 
1 mM ). tks tiNTP à une conœntrat ion fina le de 1 mM et 20 unités de Reverse Transcriptase d'A vian 
Mycloblastos is Vint (AMY). Après être agités. les tubes sont incubés 1.5 heures à 42°C. Les réactions 
sont arrêtée en plaçant les tubes dans la glace eL la s nthèse du deuxième brin d'ADNe est aussitôt 
réa li ée . 

SSH : Synthèse du deu xième brin d'AD c. Aux tube · précédent ont ajou té · du Se~·ond-Strand Bt!!Jer 
(KCI 100 mM ; ammoniu m sulfate 10 mM ; MgC I ~ 5 mM ; 13- AD 0. 15 mM ; Tri -llCI pll7,5 20 mM ; 
13SA 0.05 mg/ml ). de d Tl' à 0.2 mM tlnal ct du Second-Strand l:.'nzyme Cocktail (D A polymcra e 1 24 
unités ; RNasc H 1 unité ; 1::. coli Dt A ligasc 4.8 unités). Les tubes sont agi tt'S ct incubt'S 2 heures à 16° . 
Six unités de T4 D A J>olymerasc sont ajou tées aux tubes ct l' ensemble est agité puis placé 30 min à 
I6°C. Celle deuxième étape de sy nthèse est terminée par l' ajout de 4 pl de 20X EDTAIG~vcogen Mix 
(EDTA 200 mM ; glycogène 1 mg/ml ). Cinquante microlitres de phénol Tris saturé pll7,5 et 50 ~tl de 
chloroforme sonl ajoutés. Les tubes sont agités au vortex ct centrifugés <1 16 300 g pendant 10 min à 
temperature ambiante. Les phases a4ueus.:s som prélcvé.:s <:1 1 00 tJI de chlorollmne y sont ajoutés. Les 
tube ont de nouveaux agi tés el une nouvell e cent rifugation à 16 300 g c t effect uée. Les pha es aq ueuses 
sont de nouveau pré levées. Aprè l'ajout de 40 ftl d 'acétate d'ammonium 3 M et 300 ~tl d'étlwnol 95%, les 
tubes sont directement centrifugés 20 min à 16 300 g à tcmpérawrc ambiante. Les culots ont ensuite lavés 
avec 500 111 d'éthanol 70%. Les tubes sont de nouveau centrifugés 10 min à 16 300 g. Les culots sont 
laissés 10 min à l' air de la pièce pour évaporer l' éthanol. Il s sont rcsuspcndus dans 50 tJI d'cau. Six 
microlitres sont prélevés et con ervés à - 20°C pour être observés par électrophorè e. 

SSH : Traitements des AD c double-brins. Les ADNe de Fundy (driver) ont sui vi les condition 
suivantes où l'enzyme R ·u f et le tampon enzymatique ont été remplacé par de l'eau lors du protoco le 
SSH avec uppres ion PCR par Rempli ssage des Extrémités. Le ADNe double-brin sont digéré a ec 15 
unité de Rsa 1 dans du tampon Rsa 1 Restriction llt!f/èr (Bis Tris Propane-HCI pl-17 10 mM ; MgC12 10 
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mM ; D'Il' 0,1 mM ) 1,5 heures à 37"C. C inq micrnlitrcs sont conservés pour estimer l'e llicac it é de la 
digestion, la réac tion est terminée par l' ajout de 2.5 ).Il 20X EDTA!Giycogen Mix. Ving t-c inq microlitrcs 
de phéno l et 25 pl de chloroforme ont ajoutés aux réactions ct après ag itation les tubes sont centrifugés 
10 min 16 300 g. La phase aqueu e e t pré levée, 50 rtl de chloroforme sont ajoutés et l'ensemble est ag ité . 

ne nouvell e centri fugat ion à 16 300 g durant JO min est c llèctuéc. la phase aq ueuse est de nouveau 
pré levée. Les t\ DN sont précipités à l'aide de 25 J.!l d'acétate d'ammonium 3 M ct 187,5 rtl d'éthano l 95 % 
sous 16 300 g pendant 20 minute . Les culots sont la és a cc 200 !JI d'éthano l 70 %, cent rifugés à 16 '00 
g durant 5 minute , pui échés à l'a ir libre 10 minute et re u pendu avec 5,5 pl d'eau. Le tube o nt 
conservés à - 20°C. 

SSH : Ligation des adaptateurs aux fra gments d'ADNe tester digérés. Un microlitre d't\D c dou ble­
brins tester digérés par Rsa l est dilué avec 5 rtl d'eau stéril e. De cette diluti on, 4 rtl vont être préle és pour 
c l1cc tuer la ligation se lon les conditions du fournisseur CLO TEC H. Les tubes sont incubés à 16°C toute 
la nuit. l.a réaction est arrêtée en <üoutant 1 pl de 20X EfJTA!Giycn~:en }v/ix et en chau ffant 5 minutes à 
72°C. Les tubes sont conservé à - 20°C. 

SSH : Première hybridation te.~terMriver JlOur chaque série d'adaptateur. La première hybridati on 
tester 1 driver a été réal isée se lon les cond iti on du fournisseur CLONTEC II. 

SSH : Mélange des testers ct deuxième hybridation contre le flri ver. A 1 J.ll ADNe db dril·er non-digérés 
par l'cnq rm: Rsa l, 1 pl de 4X 1-ly hridi::utiun 8 1!/lèr ct 2 pl d'eau sont ajoutés. L..:s t\ D c du driver sont 
dénaturés 1.5 minutes à 98°C. Les tubes de tester précédents et ces nou\'eaux t\ D c driver fraîchement 
dénaturés sont a lors réunis et mis il incuber à 68°C toute la nuit. Cent micro litre de D illllion Bl!ffèr 
( I IE PES-IICI pll8,3 20 mM . aC I 50 mM , EDTA pll8 200 ltM) il températ ur<.: ambiante sont ensuit<: 
ajoutés. Les tubes sont incubés 7 minutes à 68°( puis conservés ù - 20°C. 

SS I-1 : Remplissage des Extrémités ct amplification l'CR- n mi crolitre de produit de deuxième 
h hridation est utilisé pour réa lise r une PCR dans un o lume fin ale de 25 p l se lon les concentration fina le 
PCR primer 1 0,4 pM. d TP 0.2 mM, MgC I2 1.5 mM. ut ive Taq D 1\. polymcrusc 2.5 u. 1 X PCR 
Reaction Buffcr (1 YIT ROGE ). Init ia lement l'étape de Filling the end.,· 5 min à 72°( pu is la PCR est 
réa li ée e lon les cycles PCR : 25 sec 95 °C ; CO sec 95°C, 30 sec 60°C, QO sec 72°C)ls. 

SSH : Amplification Nesteti-PCR. n miero litre des produits dilués de la première PC R L'SI utilisé pour 
l'étape de 'ested-PCR. Les conditions de 1\ies!ed-PCR selon le protocole standard ont été réalisées se lon 
ce lle du kit de CLONTEC II. Les cond itions de Nesled- PCR sans t\jout d't\ R ont été le uivante pour 
un vo lume de 25 pl : Nested- PCR fJrimer 1 0,4 [tM , ,\iested- IJCR Primer 2 0,4 [tM, d TP 0,2 mM. MgC12 
1,5 mM, at ive Taq D A po lymcrasc 2,5 u. 1 X PCR Reac tion Buffer (1 VITROGE ) selon les cyc les 
30 sec 95°C ; (30 sc<: 95°C, 30 se.: 68°C, 90 sec 72°C)30. Les conditi ons de ested-PCR a ec Ajuut 
d't\ R ont été les sui vante pour un vo lume de 25 1tl : ested-PCR Prime1· 1 0.4 [tM, ested- PCR P1·imer 
2 0,4 J.I M, dNTP 0,2 mM, MgC I2 1,5 mM, at ive Taq D 1/\ polymerase 2,5 u, 1 X PC R Reaction 13 ufle r 
( INYI T ROGE ) ct JO pg d'A R totaux du driver selon le cycle 30 cc 95°C ; (30 cc 95°C, 30 sec 
68°C, 90 sec 72°Cho. 

C olonie blot. Le cribl age s'est fa it par hybridation sur co lonie se lon un protoco le déri vé de ce lui de 
Grunstcin c l Hngncss ( 1975) avec des AD l: . l .es AD c util isés sont issus de la transcription invers<: 
d'A RN totaux de driver et de tester trai tés à la RQ 1 par le Kit Reverse T ranscription System de 
PROMEG A. Cette source d'A D c représenta it en majorité les gènes très ou moyennement abondant . Le 
marquage au 32P des A DNe et les tes ts de no rthern blot réa li é ur les c lone retenus ont été procédé 
se lon le protoco le décrit par Houd~ elu/, 1992 . 
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Anal~·se des produits SSH. Les profils des dillërents ampliliats de 1estcd-PCR de · banque · SS H ont été 
analysés ur gel d'agaro e pour 3 gènes exprimés de façon différente: Oxo, 48E8 et 49/\ 1. Des conditions 
f>CR standard ont été utilisées avec les cycles suivants : 5 min 95°C ; (3 0 sec 95°C. 30 sec 60°C. 90 sec 
72°C}s ; (30 sec 95°C. 120 sec 72°C)3~ ; 5 min 72°C. Les séquences des amorces uti lisées Cl les tailles 
théoriques attendue ont mentionnées dan le Tableau 1. 

I{T-PCR du gène 49AI. Pour réaliser les études Reai-Time PCR, la quantité des ARN a cté estimée à 
l'aide du RiboGrccn Kit (MOLECULAR PROB E) selon les conditions du fournisseur. Les transcriptions 
in verses ont été c!Teetuées a l'aide du kit Reverse Transciption System de PROMEG/\ . L'analyse de 
l'ex pres ·ion du gène 49A 1 par Rea/-Ti111e PCR (/\ 131 Pr i ·m 7000 eyuem:e Detection Sy ·tem) s'est faite à 
l'aide du kit Sybr Green PCR Master Mix (A PPLI ED IJI OS YSTEMS). L'expres ion du gène de la 

A3 PIJII cytoso lique a servi de référence. Cette enzyme appartient au métabolisme de base et le ni veau 
d'express ion de son AR m a été utilisé comme comrôlc imcrne. Cinquame nanogrammes d'AD c ont été 
utilisés pour chaque cond iti on selon les cycles suivants de PCR : 2 min 50°C. 10 min 95°C (20sec 95°C. 
60 sec 60°C)~5 . Les amorce ont été déterminée il l'aide du logiciel Primer J::xpres 2.0 (1\PPLI J::D 
BIOSYSTEMS). Leurs séquences ct la taille des amplifiais attendus sont décrits dans le Tableau 1. Deux 
séries d' expériences RT- PCR ont été rC.:a lisécs : la première ayant conduit à la lecture de 2 mesures, la 
deuxième à la lecture de 4 mesures. Les expressions sont éva luées par la di flë rcnce du numéro de cycle 
pour une li gne de ba ede 0,8 entre les gènes 49A 1 et GA3PDH pour les conditions 0 ~t M. pui 5 ftM ou 50 
flM d'aluminium elon les va ri été (5 ftM pour Fundy et 50 J.lM pour Atla -66) (figure 9A). ne ligne de 
base de 0,8 a été choisie à la suite de tests de proporti onnalité a partir de plasmide (résultats non montrés) . 
l .es valeur pour 0 J.I M d'aluminium ont servi par la suite de ré lërence pour estimer le expressions à 5 j.!M 
ou 50 fl M (figure 9B). 

RÉ ' LTATS 

Colonie blot. Les premières expériences de SS II réa lisées au laboratoire selon le protocole standard 
(figure 1) visaient à rechercher de · gènes de tolérJncc à l'aluminium chez le ble tolérant /\ tla -66. Les 
A DNc de la ariété tolérante Alla -66 ex po ée à 50 ftM d'A l ont été utili sés comme 1es1er et ceux de la 
var iété sensible Fundy cx po éc à 5 ftM ont été utili és comme driver. A cc concentration d Al le 2 
variétés présentent des inhibitions de croissance racinaire similaires ct des taux d'induction identiques 
pour de nombreux gènes de stress (H;tmcl ct al. 1998). Les premières expériences ont été peu concluantes 
surtout par la présence massive (96%) de gènes communs abondants confirmée par co lonie blot (figure 
6A ). Le procédé de Suppression J>CR avec Ajout d'/\ RN a alors été appliqué au protoco le SSII standard. 
L ·anal y e de co lonie blot (figure 611) montrait une dim inution des gènes tres abondants pour une 
augmentation des gl:ncs moyennement abondants ct peu abondants (ces derniers passant de 4 à 14 %). es 
ré ultat venaient confirmer l'hypothèse se lon laquelle la SSH présentait des fa iblesses de sou tract ion. Le 
séquençnge d' une cenwine de clones présentant des fa ibl es ignaux en colonie blot a permis de mettre en 
év idence que 70% de ces clones codaient pour des ARN ri bosomiqucs mitochondriaux, gènes communs 
aux populations de tester ct de driver et qui auraient du être soustraits. l>esai et al (2000), les auteurs de la 
SS H précise que la basse qualité des banques SS H résulte de 3 facteurs : (i) la qualité des /\RN de départ, 
(ii ) le rendement de la oustraction el ( iii) sunout du choix de popul ations de lester et driver. La fort e 
pr~se nce d'A RN rihosomiques mitochondriaux suggéra it un fà ihle enrichissement des AR pnly A' en 
ARNm et une importante contamination en ARN ribosomiques. De nouve lles expériences SS II ont été 
réa lisées avec des populati on. d'A R poly 1\ très appauvri es en /\R r. La figure 6 montre les profils de 
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co lonie hint ohtenus avec ces nouveaux AR selon le protocole stand;ml ct se lon les protocoles amé liorés 
avec les Suppress ion l'CR par Remplissage des extrémités ct Ajou t d'ARN . Une forte réduction du 
nombre de co lon ies détectées par hybridation avec des AD c du driver est obtenue en utili sant de l' A RN 
enrichi en po lyA - comme matéri e l de départ pour construi re les banque · Il. La méthode SSI I standard 
présente encore 10-1 5% de clones codant pour des gènes abondants (ligure 6C). Par contre. une absence 
totale de gène abondanLs est observée lorsque lu SSH est réa lisée uvee lu Suppression PC R pur 
Remplissage des Extrémités seule (figure 60) ou en combina ison avec la Supprc sion PCR ajout d 'A RN 
(ré ultat non montré ). L'analyse en colonie blot con fi rme donc que le nou eaux procédés de 
Suppression PCR apporte une amélio ration tang ible à la SS II en terme de re pré entati v ité des gènes. 

Ncstcd PC R SS H. Les profils des produiL nested PC R obtenus en fin de SS H con firment là encore des 
amé liorat ions de la qualité des banque construites (ligure 7A). Les produit o btenus après PCR 
Suppression par Rempli ssages des Extrémités et Ajout d'AR ne présentent pas de bandes dominantes 
(piste4 et 5 figure 7A) à l'inve rse des produits ncstcd PCR du protocole SS H standard (p iste 2 figure 7A ). 
CI.O TECH , dans leur kit PC R-Se leclT ·l eDNA Subtrac tion préc ise que les bandes majeures 
généralement ob ervées dans les produits de SS H représentent des gènes non-di !Tércnticllerncnt exprimés 
et recommande aux utili sateur de ne pas chercher à les c loner. Ces bandes représenteraient donc des 
gènes fàux-posi ti fs . A insi l'absence de bande majeure · dan les produi ts PCR et la présence de mult iples 
bandes très fines (piste 4 et 5) prouveraient une meilleure qua lité des banques construites avec les 
nouveaux procédés de l'CR Suppress ion. Il est à noter la présence du front d'AR dans la piste 5 due au 
protoco le de PCR upprcs ion avec Ajout d'AR . 

Tests PCR. La qualité des produits SS II a auss i été estimée par des tests PCR sur des gènes dont les 
profil d'ex press ion entre le 1es1er et le driver sont connus. Trois gène avec des profils d'expression 
di!Térents ont été détec tés : (i) Oxo. un gène de stress moyenn l:!mcnt abondant induit de façon s imilaire 
chez le lester cl le driver (Oxalate oxydase cf. Hamel cl ttl. 1998). (ii ) 48E8. un gène rare exprimé de 
fi1çon s imilaire chez les deux va riétés (48E8, isolé au cours de ces travaux). (iii) et 491\ 1, un gène rare 
surexprirné d'un fac teur 2 à 4 chez le 1es1er comparat ivement au driver. Les gènes Oxo et 48E8 ont été 
soustrai ts auss i bien dans les protocoh.:. standard (pi tc 2 figure 71l) que dans les protoco les amél ion.:. 
(piste 4 ct 5 ligure 7B). Le gène 48E8 étunl un gène rare. l'efficacité de soustrac tion semble identique 
entre les diflë rents protocoles. Cependant , un fort enrichissement du gène d'intérêt 49/\1 e l observé dan 
le produit utili sant les procédés de uppress ion PCR par Remplissage des Extrémité (piste 4 figure 78) 
ct un enrichissement plus modérés lorsq ue les techniques de l'C R Supprcs ion par Remplissage des 
b trémités ct Ajout d'A R sont combinées (piste S figure 7B). Pour le protocole standard , une très faib le 
présence du gène est observée. La représentati v ité des gènes n'est donc pas la même entre les populations 
nested-PCR S Il. Une des raisons pourra it être la variabilit é des cycles PCR. Les PC R el nested PCR ont 
donc été ré-cfl'ectuées plus ieu r fo is et des pro fil s d'amplifiats stri ctement identiques ont été observés 
(résu ltats non montrés). La faible présence du gènes 49A 1 dans la banque SS I-I standard pourrai t 
s't.:xp liqw:r par um: dt:ri ve de la PC R qui amplifierait plus fae ilcmcnl des fragments indés irables (lt:s 
bandes majeure ) que des fragment d'intérêt (49A 1 ). 

Analyse de séquences. L'ana lyse des éq ucnccs de 289 c lones o btenus se lon le protocole SSH a cc 
Suppression PCR par Remplissage des El'trémités ct de 72 clones obtenus par SSI-I avec Suppression PCR 
pur Remplissage des Extrémités ct Ajout d'A R montre une fa ible présence de gènes constitutifs 
généra lement considérés comme de faux-pos itifs (background) (figure 8 ; t:tblc:wx 2 et 3). Environ 15% 
de gi:nes eonsti tutils sont isolés en utili sant le protm:ole SSI-I avec Suppress ion PC R par Remplissagt! des 
Extrémi tés (tableau 2) cont re 6%, seulement en combinant cc protocole avec l' Ajout d 'A RN (tableau 3). 
Ces chiffres représentent une rée lle efficaci té des nouveaux protoco les de. uppression PCR puisque dan. 
des précédentes expérience de 1-1 réali ées au laboratoire se lon le protocole landard , la proportion de 
ces c lone fa ux-po iti fs représentant de gène fo rtement exprimés pouvait dépasser les 90% . La très fo11e 
présence de gènes inconnu (49 à 65%) mel en évidence une norma li at ion importante . L'ana lyse dan · les 
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banques de données d'I :ST a con linné que tous ces gènes étaien t issus du hlé ct non d'une contaminat ion 
éventuelle. Un certain nombre de gènes connus sont représentés par plusieurs clones dans les banques 
obtenues suivant les deux protocoles améliorés (tableaux 2 cl 3). Les analyses northcrn ont révé lé que ces 
gènes ne sont pa plus ex primés dans la populati on 1es1er que dans la populat ion driver (non montré) 
suggérant que ces gènes n'ont pa été ent ièrement soustraits. L'analyse de plusieurs gènes représentés par 
un seul clone unique duns les banques u révélé qu'une ruiblc purtic d'entre eux étuient détectables par 
nort hcrn blot cl que des expériences de RT-PCR étaient néce ai res pour évaluer leur taux d'expression 
chez le les/er et le driver. Les nouveaux procédé Sll per111et1ent donc d'iso ler de gènes très faiblement 
représentés (gènes rares) dans le populations d'AR m. Les ré ultats de northern blot et RT-PCR ont 
montré que la majorité de ces gènes rares ne présentaient pas de dillë rcncc d'express ion entre les ARNm 
de tester et driver (résultats non montrés). La normalisat ion des fragments aurait donc un impact plus 
grand que la soustTacti on. Toutefoi un gène rare différentie ll ement exprimé a pu être iso lé gràce au 
nouveaux procédés de PCR Suppre sion , le gène 49t\ 1. L'analyse RT-PCR a montré que chez le driver 
Fundy. l'induction par 5 J.IM d"aluminium conduisa it à une dillë rencc de cycle de 0,75 et 0,76 (duplicata) 
alors que chez le tester Atl as l'induction par 50 pM conduisa it à une difTérence de cyc le de 1, 1 ct 2, 71 
(figure 9). Ai nsi en terme d'express ion enrrc le les/er ct le driver il y a 0.4 à 2.31 de cyc les de difTércncc 
soi t un fac teur d'induction de 2"0,4= 1,3 1 et 2" 2,3 1- ,96 se lon le expérience de RT- PCR. Les nouveaux 
procédés de PCR Suppression ont donc penn is d'isoler un gène pré entant de très fines ariation 
d'express ion entre des populati ons d'A R 111 tes/er et driver pourtant très proches génétiquement. 
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I>ISCUSSION 

L'Hybridat ion uppre ive Soustracti ve est une techni que de bio logie très u itée pour ses capac ités 
de uppres ion. Cependant cene méthodo logie normali e plu qu'elle ne ou tra it . Afi n de pallier ce 
manque d'enicacité. de nouvdks stratégies de 'uppres ·ion PCR ont été mises au poin t dans notre 
laborato ire. Lu Suppress ion PCR par Rempli ssage des Ext rémités représente lu plus intéressante dl-s 
amé liorations. Elle limite la présence de séquences d'adaptateurs sur les brins d'AD c du driver cl ur les 
ext rémité 3' de brin d'AD c de les/er qui devraient être théoriquement soust ra it La présence à 
première vue anodine de ce équence semble en fai t être à l'or ig ine de la majorité des clones faux 
positi fs SSH . I::n c iTct , lorsque ces séquences d'adaptateurs ne peuvent pas être synthéti sées sur des brins 
d'ADNe de driver. aucune bande majoritaire n'est observée sur les pro tïl s PC R SSH (piste 4 et 5 figure 
7 A) alors que cela e t le cas lors de protocole Standard (piste 2 fi gure 7 A). Ces bandes majeures sont 
recon nues par CLONTECH dans leur kit comme étan t des bandes contaminante . Rebrikov ct al (2000) 
ont observé lors de leur tentati ve d'améliorer la SSH qu'une sou rce en excès de d river cond uisai t à 
l'apparition de bandes contam inantes par ampli fica tion PCR (Rcbrikuv ct al, 2000 ; fig ure 2 piste 3 et 6). 
L'origine du backKrowul cra it donc bien duc aux molécule de driver. Techniquement. la Supprc s ion 
PCR par Rempli s age des Extrémi tés repo c essentiellement sur 2 mod ification : ( i) dan le protocole 
standard SS H, l'uti li sa tion de driver digéré par l'enzyme R.m 1 permet la ynthèse d'une séquence 
d'adaptateur aux ex trémités 3' lors de l'étape de ji/ling (CD et ~ figure 3). dans le protoco le mod ifié, 
l'ut ilisation de dri1w non-di l!éré et d'une AD po lymerase non-correct rice (san ac ti vité exonucléase) ne 
permet pas cette syn thèse (iD Ct @ figure 5); (ii) lors de l'étape dc .fl//ing du protocole modifié, il y a 
sy nthèse en 3' des brins digér~s de les /er d'une . éyucncc eomplémcntain.: aux br ins de clri1•er non-d igér~'S 

(Œl figure 5). Le fait que les AD c driver ne puissent pas avo ir de séquences d'adaptateur interdit leur 
amplification par P R. De plus, la synthèse en 3' dec brins de 1es1er ayant renco nt rés leur complémentaire 
driver joue un ru le dc uppn:ssion très ékvé puisque ccs brins nc pourront pas par la su i tl' êt re ampli fi és: 
ces brins les /er sont définiti vement écartës des PCR. L'utili sation d'une polymàasc sans acti v ité 
exonucléase j oue un rôle très important : ce tt e absence d'acti vité garanti le non remplacement des 
séquence flo ttan tes de driver par des séquences d'adaptateurs(@ figure 5). De la même façon, c'est cene 
mGme enzyme qui garantit la Suppression irrévers ible d'un fragment de les/er ayant rencontré son 
complémentaire driver par l'incapacité de corriger les extrémités flottantes (@ figure 5). Reste le 
problème du background duc au x molécules "a"(® figure 3 ct 5). Il devrait être minime car il ne résulte 
que des brins de 1es1er n'aya nt pu trouver au gré du ha ard leur brin complémentai re de driver malgré 
la mi c en cxcè de cc dernier (® fi gure 3 ct 5). A chaque cyc le PC R ces molécu le o nt une trè fa ible 
probabilité de rencontrer une molécule de les /er complémenta ire mais une très rortc probabilité de 
rencontrer une molécule de driver complémentaire. Une fo is qu'une moléc ule de ty pe "a" du lester a 
rencontré une molécule de driver. elle e compo1i e alo r comme une molécule du ty pe "c". Comme cela 
est ex pliqué p lu haut , cc nouve lles molécule "c" ne pourront être ampli tiée par le procédé de PCR 
Suppression par Remplissage des Extrémi tés (Q).@,Q:> ct @ figure 5) a lors qu'elles condui sent à 
l'amplification de molô.:uk de driver l or~ de protocole standard SSH (Q),® ,@ ct @ figure 3). Si par contre 
2 molécu le les/er complémentaire de type "a" sc rencontren t, une ampli fication indési rab les a lieu el ne 
peut être empêcher par ln 'uppress ion PCR par Rempli sage de Extrémi tés(® figure 5). 

Afin d'essayer tout de même d'é li miner le background duc aux molécules "a", le procédé de 
Suppression PCR avec Ajout d'ARN a été app liqué à la SSH (figure 48). Durant cette nouve lle 
modification apportée ù la SSH. un excès d'AR de dril'cr est ajouté aux réac tions PC R. Lors des cyc les 
PCR. après les étape de dénat uration. des hétéroduplex AD lARN se fo rment. Sur le profi ls PCR SH. 
auwne d i fl~n::nce signilica tive n'est observab le en tre les conditions avt:c et sans PC R Suppresion par ajou t 
d'AR (piste 5 et 4 respecti vement , figure 7A ). Aucunes bandes majori taires ne sont présentent. 
Cepcndam, un ra lemissement ou une inhihition des amplitîcation. des bri ns d'ADN de tes1er trouvant 
leurs complémentai res chez la population d'AR driver sont tout de même o bservés. En effet , le gène 
49A 1 présent à la fois chez le les/a At las 50 ~tM et de façon moindre (2 a 5 fo i mo ins) chez le driver 
Fundy 5 ~tM présente une amplilication diminuée par l'Ajout d'A R (p iste 5 ver u pi ste 4 ligure 78). 
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Ainsi, l'amr li litai ion accidentelle des molécules de tyres "a" est réduite rar l'arrlicat ion du rrocédé de 
Suppression PCR avec Ajout d'AR à celui de Remplissage des Extrémités lors de SSH. Cependant celle 
Suppression PCR n'est pas irréversib le car elle est basée uniquement sur des probabilité d'hybridation. Le 
gène 49A 1 par exemple n'e t pas totalement supprimé (piste 5 figur<' 78). Ceci peut 'e ·pl iquer par le fa it 
que 49A 1 est un gène rare donc avec une faibl e probabilité d'hybridation ADNe/AR . De plus cc gèn.: c 1 

plus présent chez Je tester que chez Je driver: même si l'AR de driver est mis en excès, il n'y en a peut 
ëtre pa suffi amment pour former le nombre de complexes requi . Quoiqu'il en o it , cell e nouvelle 
amélioration permet d'augmenter la quali té de banque .. JI obtenue en limitant l'a mplifica ti on des 
molécules de type "a" . 

L'eiTieaei té de nom1alisation de la SSH a été augmentée : a cc Je protoco le standard de SSH, la 
proponion des clones faux-pos iti f~ représemant des gènes fortement ex primés pouvait dépasser les 90% 
(figure 6A). en utilisant le protocole SH a ec uppression PC R par Remplissage de Extrémités 
seulement 15% des clones isolés codent pour des gènes constitutifs (tnbkou 2) et ce nombre tombe il 6% 
en combinant cc protocole amélioré SSJ-1 avec l' Ajout d' AR (tableau 3). La très fonc présence de gènes 
inconnus (49 à 65%) conforte celle idée d'augmentation de l'efficac ité de normalisation et la possibilité de 
trou cr de nouveaux gène dans la réa lisation de banque de gène SSll. 

Un gène différentiell ement exprimé a pu être i olé grâce aux nouveaux procédé PCR Suppression 
: Je gène 49A 1. Les études RT-PCR ont mont ré que cc gène présentait des taux d'induction chez Je tester 
de l'ordre d'un fac teur 2 à 5 comparativement au driver. Les nouveaux procédés de PCR Suppress ion sont 
donc capab les d'i so ler des genes présentant de très lïnes variations d'ex press ion. Le fa it de n'avoir trouver 
qu 'un seul gène difTérent ie llement exprimés peut s'expliquer par l'utilisation de population te ter et dri er 
tn:.-s prno.:he' génétiquo.:rnenl. En dli::t Hamel et al ( 1998) ont mis en ~viJencc qu'i1 5 pM et 50 pM 
d'a luminium respectivement les plantes sen ibl c et tolérante ex primaient de nombreux gènes de stress à 
de taux ident iques et se situaient dans des états phys iologiques simil aires. Le fait que Je tester ct le driver 
présentent des populmions u'AR rn très ·emblablcs favo riserai t au ni cau la représentati on des faux­
positifs dus nux molécuks de types "a" : vu qu'il n'y a que peu de gènes difTérenticllcmcnt exprimés. k's 
artefacts des molécules "a" vont se retrouver sur-représenté ·. Cette proport ion de dérives des molécule de 
ty pe "a" devraient être très t~1 ible dan les expériences de SS II avec de populations driver et tester 
éloignée. génét iquement. 

De nouvelles améliorations peuvent encore être envisagées. En ellè t il scmit possible d'uppliquer 
aux nouveaux procédés de PCR Suppression décrit s ici les procédés de biotinilation de Kiss ct ul (2003) 
ou encore celui de Mirror Orienta ti on e lection (MOS) avec des adaptateurs différent de Rebrikov et ul 
(2000). Il serait donc poss ible d'obtenir des banques SS ll d'une qualité encore accrue. Cependant la l'CR 
Suppression par Remplissages dl'S Extrémités semble présentait des capacités de suppression bien 
supérieures aux améliorations de ces auteurs. 

En somme, les nouveaux procédés de PCR Suppress ion décrits ici démontrent des amélioration de 
normalisation ct tic suppression lorsqu'il sont appliqués à la technique deS Il. Le fait d'enrichir en gènes 
im:onnus les hanqt~~.:s SS H n.:prt:. en i ~ un trè!s grant! intérl:t ~ urtoul tians les ~onstruo.:tion s tl~ hanqu<.:s de 
gène . Le nouveaux procédé de Suppre ion PCR de raient permettre de constru ire des banques ayan t 
de grande chance de repré enter tous les gène exprimés dans une cell ule à un état ph s iologique donné. 
La SS II selon le protocole standard c t trè u itéc actuellement pour la construction de banques de gènes 
par son effet de nom1alisation (banque pour D A chips), pour l'isolement de région un ique de génome et 
la recherche de gènes di fTércntiellcmenl exprimés par son etlet de soustraction. Ainsi, une augmentation 
accrue de on efficac ité augmente les chances de construire des banques de me illeure qualité et de 
découvrir de nouveaux gènes d'intérêts. 
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1 ablcau 1 : Sé4ucnces c.les am orces et adaptateurs. 

Nom de l'am o rce Séquence Taille 

eDNA symiles is llli!.l _j li nd Ill 
5' 

lTITGTi\C. \ \(i( 11 3"N1N 
j' 

Adaptateur 1 l'CR primer 1 _N~,t~d I'C~ orim~r 1 
S' C 1 Ai\ 1 AC ,AC 1 CA C l AT i\C,GGC 1 Uoi\GCC.loCl'C.CCCGGCiCAGGl 

J' 

J GGCCCG 1 CCA s 
•., R"a 1 

i\d:lptntcur 2R I'C!l.J>ri mer 1 '"\,·,l .. ·d PC 1{ priniL'' ,1< 
; • 

(ïAI\ IACCoi\lï CAC l A I (j(i(oC \( o( ( • 1 ( o(' 1 ( ( ,( ( o( ,( ( '( \(oC il ' 
r GCCGGCTCCA S' 

'' Rsu 1 
l' CR primer 1 

, 
C 1 AA 1 AC( ii\(' 1 CAC 1 A 1 i\(i(i( iC J 

Ne>teJ l'CR l'rimer 1 ' 1 U,i\(,t"(,(il Uil'll (,(,(ill\(,(, 1 J 

'll.",lnl Pt'R Pnmcr ~1{ 
, 

\(,( ( • 1 ( o( • 1 ( ( oU o( oll ( o.\( o( 1 1 J 

OXO UN I ' CCTCCHGT'TI'CTCCTCGCCGTGCTTCT ' 
SUl pb 

OXO REV 5' Ci\GCTGCTUUCTTUTCATUCUCTAGArrc ; · 

4XEX I.ONCi lJN I 
, 

ATGAACAI'lil 'liAAGAGAGCCATUAATGAGATCAATG ' 
48E8 LONG REV S' A 1 A l'CC A I'GACATClTI'CGAAGAGGTCCCAGG ; · 

247 pb 

49A 1 LONG UN I GAGHCITCr ACGi\CCi\GCCCCCGGAGTC ' 
245 pb 

49A I LONG REV 5' CA HATClTrTGTA TCTGGACGAGCAGT AGACGAACTGC r 
4\IA 1 RT-PCR lJN I ' TCGGCATGCTCGAGlTClT ' 
49A 1 RT-PCR RF. V s· TCiCCACACCCACi(iCTCl T ;· 

6 1 1 b 

GAJPDI I RT-PCR UN I nGAGGGlT TGA 1 GACCACAG ri J' 

G.I\3PD II IU'- I'CR REV \' TCCACCTCTCCi\GTCClTGCT T 86 pb 
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Table1111 2 : Rép11rtition fonctionnelle des gènes isolés p11r SSH 11\'ec Supp ress ion PCI~ par 
Remplissage des Extrémité . 

Classification of clones Number 
according to thair homology of clonas 

METABOLISM 56 
Aldehyde dehydrogenase 3 
Aspartate aminotransferase 5-1- 1 

NADH dehydrogenase 2-1- 1 

Cytochrome 3 
S-adenosylmethionine decarboxylase 2 

S-adenosyl L-homocyleine hydrolase 2 

Sucrose synthase 2 
S-adenosylmethionine synthetase 2 

Succinale dehydrogenase (ubiquinone reductase ) 1+1 

Aminolevulinate dehydratase 1 

Pyrophosphatase-frucose-6-phosphate-1 -phosphotransferase 1 

Fructose-biphosphate aldolase 1 

Mitochondria l FO ATP synthase D chain 1 

Carrier protein Ill 1 

Lipoxygenase 1 

lndole-3-glycerol phosphate lyase 1 

Ascorbate peroxidase 1 

Cullin (ubiquitin llgase) 1 

Disulfide isomerase 1 

Transaldolase 1 

Cinnamyl-alcohol dehydrogenase 1 

Acetyi -CoA synthase 1 

Alpha-keto acid dehydrogenase 1 

Dihydrofolate reductase-thymidylate synthase 1-1- 1 

Aldo/keto reductase 1 
ABC transporter 1 

Cathepsin 8 1 

UDP-glucunonyl transferase 1 

Arabinogalactan protein 1 

Hexose transporter 1 
Beta-1 .3-glucanase precursor 1 

A TP citrate lyase 1 

Acetyl CoA carboxylase 1 

Monodehydroascorbate 1 

CONSTITUTIVE 42 

28S ribosomal protein 6 

Endomembrane protein 70 2+1 

40S ribosomal protein 4 

Actin 2 

Ubiquitin 5 
60S ribosomal protein L21 4 
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Ribosomal protein L18 1+1 

Acidic ribosoma l protein P1a 1 

Ribosomal protein L31 1 

Elongation factor-1 alpha 1+1 

60S ribosoma l protein L23 1 

60S ribosomal protein L 14 1 

60S ribosoma l protein L34 1 

60S ribosoma l prolein L37a 1 

60S ribosomal protein L 13 1 

18S ribosomal protein 1 

Alpha-tubulin 1 

Extensin 1 

40S ribosomal protein S15 1 

Transcription factor HBP-1 a 1 

STRESS 16 

Tu mor suppressor 1 QM protein 1+3 

HSP70 5+1 

HSP80 2 

lmmunophilin 1 

SMT3 protein 1 

DNA damage repair protein 1 

Disease resistance protein 12 1 

REGULATION 33 

Response regulator 3 

GTP-binding protein 2 

RNA binding protein 2+7+3+1 

Casein kinase Il alpha 2 

Proteasome regu latory ATPase 2 

Kinase regulator 1 

U2 snRNP auxiliary factor 1 

Proteln kinase 1+1 

Alpha-amylase inhibitor 1 

F-box protein 1 

AF 10 protein 1 

Receptor protein kinase 1+1 

Amino-ac1d transport represser 1 

Prote in phosphatase 1 

UNKNOWN 142 
- . 
:,+ 1 : 5 d u nt!s d t:: sequ t::m:es 1dent1qut::s + 1 c lon t:: 1 ·su d'un t:: m1tre reg1on du meme gene ou ISSU d'un gent:: 

de fonction homologue. 

Déclaration d'invention Page 22133 



---------------------------------------------------------------------------· - -

229 

Figure 1: Méthode SSH standard (Kit J>CR SclectTM eDNA Subtraction de CLONTECH .S. 
J>atent Nos. 5,565,340). 

Fi~ure 2: Mét hode de "PCR Suppression" de CLO 'TECH (U.S. Patent o. 5,565,340). 

Figure 3: Origine hypothétique du background dans la m éthode SSH standard. 

Figure 4: Nouveaux procédés de PCR Su ppress ion. 
A : PCR S uppress ion par n::rnplissag.t: des" ·trémités. 
13 : PCR Suppression avec ajout d'A itJ'I. 

Figure 5: Procédé de PCR Suppress ion par Remplissage des Extremités appliqué à la SS H. 

Figure 6: Colonie blot d'ADNe de driver sur différentes bonqucs SS H. 
A : colonie blot d'une banque SSH réa li sée se lon le protocole standard de CLONTEC H. 
B: colonie blot d 'une hunquc SSH avec Suppression PC R avec Ajout d'A R . 
C: colonie blo t d'une banque SSH réalisée selon le protocole landard de CLONTEC H. 
D : colon ie blot d'une banque H avec uppress ion PCR par Remplissage des Ex trémi tés . n profi l 
identique à l'image D et obtenue lorsque la Suppression PC R par Remplissage des Ext rémité et Ajout 
d'A R sont combinés (non-montré). Les AR de blés Atlas-66 exposés à 50 11M d'aluminium et ceux de 
blé Fundy exposés à 5 11M ont é té utilisés respect ivement comme tester et driver. 
Les ADNe du driver ont été ut ili és comme onde aprè marquage à la radioac ti v ité. 

Figure 7: Gels comparatifs d es produits de SS H selon tliffhentes conditions d e Suppress ion PC R. 
A : Gels des produi ts SS H. Pistes 1 & 6 : marqueur de taill e mo léculaire ; 2 : ampliliats SSH standards 
(procédé CLO TECH) ; 
3 : amplifiats sans les é tapt:s c.l t: supprt:ssion ; 4 : amp lifiais SSJ-1 avec lt: procédé de Remplissagt: dt:s 
Ext rémi tés; 5 : ampl itiats SSH avec le procédé de Rempli sage des Ext rémités et Ajout d'AR . 
B : Ge ls de détection par PCR de 3 gènes dans les produits SSH. Piste 1 : marqueur de taille molécu la ire; 
2 : tests PCR sur les amplifiats SSH standards (procédé CLO TECH) ; 3 : tests PC R sur les amplifiats 
sans procédé de suppres ion (banque no n-sou trai te); 4 : tests PCR sur les a mplifiais SS II avec le procédé 
de Remplissage de Ex trémités; 5 : tests PC R sur les ampl ifiais SSH avec le procédé de Remplissage de 
Extrémi tés et Ajou t d'A R ; 6 : contrô le po itif: de te ts (plasm ide di lué) ; 7 : contrôles négatifs des 
tests (eau). 

Figure 8: Comparaison de la répartition fonctionnelle d es gènes identifiés par SSH. 
t\ : Répartition f'om:tionnelk des gènes isolés par SS II avec Suppress ion PCR par Remplissage des 
Extrémités . 
13 : Répartition fonctionne lle des gènes iso lés par SS II avec Suppression PCR par Rempl issage de 
Extrém ités avec Ajout d'AR 1• 

Figure 9: Express ion différentielle du gène 49A 1 par l'a luminium. 
A : profil des courbe d'expression obtenu par Rea l Timc PC R. La difTércnccs en nombres de cyc les 
représentée par la va leur (b-a) traduira si le gène 49/\ 1 est su r-exprimé ou inhibé en utilisant le taux 
d'ex pression de GA 3 PDH comme réfërcnec. 
131 : Real Ti me PCR effectuée ur 2 série de mesures d'une première ér ie d'échanti llon d'AR . 132 : Real 
Ti me PC R etlècruée ur 4 série de mesures d'une deuxième série d'échant ill on d'AR . 
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