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Cette épreuve est centrée sur un theme unique, eflaig été subdivisée en deux
parties. Avant de commencer les manipulationsz lisesujet en entier. Vous pouvez traiter
indépendamment les deux parties. Evaluez le teropsvgus pensez consacrer a chaque
partie de facon a organiser vos six heures deitrdxeabareme de points attribués a chaque
partie est donné a titre indicatifenez compte de temps potentiels d’attente potilidation
d’appareils présents en nombre limité.

Vous trouverez dans le document un certain nombralidations pratiques vous
permettant de réaliser les expériences demandépgn@ant, ces indications laissent place a
votre initiative personnelle : a vous par exemmectoisir les amorces PCR (partie I) ou de
concevoir un protocole de dosage par spectrophdt@nipartie 11).

Pour toute utilisation d’appareillage commun adHes appelez un surveillant qui, au
besoin, pourra étre amené a établir une listeaditgtet a limiter votre temps d'utilisation. A
certaines étapes de vos manipulations, vous defaieg évaluer vos résultats par un
enseignant responsable. Pensez-y !

Répondez directement sur les feuilles dans les cadrprévus a cet effet. Indiquez
vos nom et numéro de place sur chaque feuille aurfet a mesure de votre rédaction.

Méme en cas de non réponse, rendez la totalité desvfeuilles.
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Les équipes de recherche en biotechnologie qui imssent aux voies
métaboliques secondaires chez les plantes ont réglides modifications génétiques. Les
genes cibles de ces modifications codent des prags impliquées soit dans une étape
enzymatique de biosynthése (partie 1), soit dans keontréle de I'expression de genes de

biosynthése de cette voie métabolique (partie II).

Vous allez reproduire quelques unes des expériencgsi ont été réalisées afin de
caractériser les effets phénotypiques et physiolagies de ces modifications génétiques.
Des résultats d’études complémentaires sont fournidans les deux parties. L'étude
proposée couvre un domaine allant de la moléculelarganisme. L’objectif final sera de
comparer les deux stratégies (parties | et Il) et @ comprendre l'intérét de telles

modifications métaboliques chez les plantes.

Aucune connaissance préalable sur les voies métaipoles étudiées n’est

nécessaire. Tous les renseignements utiles pour eeijet sont fournis (lisez les

attentivement !).

ATTENTION A LA SECURITE : vous devez manipuler uroblrant (éthanol) et des réactifs

corrosifs et toxigues (acide chlorhydrique et ammaque), faire chauffer des solutions sur

des plagues chauffantes et utiliser des lames dsona Il est strictement interdit de courir

dans la salle ! Vous devez utiliser les moyens dicpution qui vous seront présentés ! Tout

comportement dangereux ou non respectueux des apress de sécurité entrainera un arrét

immédiat voire définitif de la manipulation en coarl!!
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Introduction générale :

La voie des phénylpropanoides est spécifique duergggétal (figure 1). Elle conduit
a partir d’'un acide aming, la phénylalanine, aylatt®ese de nombreux composés. Diverses
enzymes sont impliquées dans cette voie de bioggathui est finement contrblée par divers
facteurs de transcription. La nature de ces congpuade d’'une espece végétale a l'autre,
mais certains sont ubiquistes chez les plantesrisupés. lls assurent divers réles dans la
pigmentation, la signalisation et la protectiontcemes agents environnementaux biotiques et
abiotiques. lls entrent également dans la consfitule polymeres structuraux comme la

lignine et la subérine.
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) Etude de tabacs transgénigues inhibés par la sitégie des ARN antisens pour deux

types d'O-méthyltransférases de la voie des phénylpropanoigde en vue d’une

modification de la lignine. (11 points sur 20)

La lignine représente la deuxiéme source de carlmoganique sur Terre aprés la
cellulose. C’est un polymére complexe (figure 2jumant les propriétés de rigidité et
d’hydrophobicité des parois des tissus vasculatéez le tabac, la lignine est composée de
deux unités monomériques majeures : les unitéscygatm (G) et syringyles (S) dérivant
respectivement des alcools coniférylique (mono-métlé, groupement -OCen position 3)
et sinapylique (di-méthoxylé en positions 3 et 5).

La lignine varie en quantité et en composition &'w@spéce a I'autre, d’'un individu a
lautre, d’'une cellule a l'autre et au sein mémeand paroi cellulaire. Ces variations
s’observent aussi au cours du développement d'udividu et lors de contraintes
environnementales. Cette composition différentiekplique les différences de structure et de
propriétés mécaniques entre le bois des plantes.

La lignine représente un intérét dans certainesesindustriels en raison de sa valeur
calorifique dans le bois ou de sa résistance mggancomme matériaux de construction.
Cependant, la lignine représente un inconvéniens dbautres secteurs agro-industriels, car
n'étant pas digérée par les ruminants, elle dimiauealeur nutritive du fourrage. De plus,
trés résistante, elle nécessite des produits pufiLet colteux pour en débarrasser la cellulose
lors de la fabrication de la pate a papier. Toutes raisons expliqguent pourquoi de
nombreuses équipes de recherche se sont intéresstasider sa voie de biosynthése et a
modifier génétiquement la lignine. Le tabac est plante modele qui a été utilisée pour
mettre au point la stratégie avant de la transpmgedes plantes d’intérét industriel comme le

peuplier et I'eucalyptus.
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Chez le tabac, les deux unités principales deghdrie G et S différent par leur degré
de méthoxylation : un groupement méthoxyle pouit Geeix pour S. Le groupement méthyle
(-CHg) est ajouté sur un groupement hydroxyle (-OH) Kiatermédiaire d’'une famille
d’enzymes lefD-méthyltransférases (OMT) qui utilisent la S-adéhaaéthionine comme
donneur de groupement méthyle. Deux sous famifl@did sont impliquées dans les deux
étapes de méthylation : la CCoAOMT pour la premiétape (en position 3) et la COMT |

pour la deuxieme (en position 5) (figure 1).

Les ADNc de ces deux types dOMT ont été clonéstdisés pour transformer
génétiquement, viaAgrobacterium,des tabacs par la stratégie des ARN antisens. Les
constructions testées sont présentées sur la figur€ertains résultats sur les tabacs
transgéniques obtenus sont présentés sur lesdi§uee6 ainsi que le tableau 2. Analysez ces

résultats et répondez aux questions posées daesdadrés correspondants.
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Deux échantillons de tabacs sont fournis. Aucurdication sur leur nature n’est
donnée. Quatre possibilités se présentent : taBawoih non transgénique ou tabac
transgénigue COMT | (construction B), ou transgaai@ CoAOMT (construction AS) ou
double transgénique COMT | et CCOAOMT (constructi®s) (voir figure 4).

Deux expérimentations sont demandées :

1) A laide d’amorces disponibles, réalisez une déectpar PCR des
transgénes.
2) Réalisez des coupes transversales de tige de lasstat des colorations

histochimiques de la lignine.
Suivez les consignes fournies pour réaliser cefrerpntations et répondez aux
guestions posées dans les encadrés correspondants.
Ces expérimentationgt I'analyse des documents complémentaires doivents vo

permettre de déterminer la nature de chaque édbarfourni.

CONSEILS IMPORTANTS :

1) GEREZ BIEN VOTRE TEMPS POUR LES MANIPULATIONS ET &
INTERPRETATIONS DE DOCUMENTS AFIN DE FINIR LE SUJEA TEMPS !
PAR EXEMPLE, DEMARREZ RAPIDEMENT PAR LES
EXPERIMENTATIONS !

2) REPONDEZ DE MANIERE CONCISE AUX QUESTIONS. IL ESTOSVENT

INUTILE DE DECRIRE OU PARAPHRASER LE DOCUMENT !
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Figure 1: Représentation simplifiée de la voie générale pesylpropanoides menant a la lignine et aux flaides Seules le
réactions catalysées par la COMT | et la CCoAOM:iit sndiquées
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Figure 2 : Structure putative d’'un fragment hexamérigigelignine. Les couplages radicalaires entre mamemsont indiqués en rou
et ne peuvent pas s’effectuer s'il y a présence diwupement -OCHa la place d’un groupemer®H. Les unités “S” peuvent dor
établir moins de liaisons gues unités “G”. La teneur relative en unités "@t “S” modifie donc la structure du polymeére ses
propriétés de résistance chimique et mécanique.
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Figure 3: Représentation schématique de I'’ADN de tranqf@gtimité par les séquences répétées inverséest B du plasmide
pFB8 des agrobactéries utilisées pour la transgenpfll est un géne codant pour la néomycine phosphdérase Il qui confere |
résistance a un antibiotique, ce qui permet unectéh positive des tabacs transgéniques lors @ges de régénératian vitro. Ce
géne est sous le contrdle du promoteur (pNOS) étminateur de la transcription NOS (tNOGIHA est un géne rapporteur codant
enzyme capable de transformer un sahshcolore le Xgluc en un précipité bleu. Ce géatsous le contrdle du promoteur CaMV .
(p35S) qui est un promoteur dit fort et ubiquidtele terminateur NOS. Enfin, dans la cassetterakenést insérén transgéne d’intéré
ici codant la COMT | ou la CCoAOMT ou bien les deette insertion entre le promoteur et le terng@natCaMV 35S & fait en
orientation sens (5’ vers 3’) ou antisens (3’ V&)spour le brin codant (voir I'orientation des dlées respectivement vers la droite €
gauche). Pour la COMT |, divers fragments de tallariables sont utilisés et sont numérotés deJAPaur la CCoAOMT et le doub
transgene, I’ADNc complet seul a été testé. P@ABNC, la partie blanche représente la région codarseatgions grisées ou noil

les régions 5’ et 3' non codantes. La taille dassgénes est indiquée a droite en paires de base (p
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A) Analyse par PCR de la présence et de l'origineudtransgéne chez des tabacs témoins
et transgéniques.

(Pour des raisons techniques, I'analyse PCR prd@ddyse histochimique).

Vous disposez de 'ADN génomique extrait de deuxaétillons (échantillons 1 et 2)
sans indication sur leur origine (quatre possi#slit tabac témoin non transgénique ou tabac
transgénigue COMT | (construction B), ou transgaai@ CoAOMT (construction AS) ou
double transgéniqgue COMT | et CCoAOMT (constructaiS) (voir figure 4). On vous
demande d’identifier ces deux échantillons. Poua,ceous disposez de diverses amorces

PCR et des réactifs pour réaliser maximum guatre tests PCR
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1) Choix des amorces :

Plusieurs amorces sont disponibles permettarétdisation de diverses amplifications

(voir tableau 1 et figure 4).

Question 1: Proposer un exemple de couple d’amoreeque vous utiliseriez pour

déterminer si le tabac est transgénique (quel queos le transgene) par amplification

14

PCR. Indiquer les couples d’amorces choisis pour $e4 tests PCR que vous allez réaliser

servant a identifier les 2 échantillons de tabac.ustifier brievement votre démarche.

10
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Tableau 1 : Amorces disponibles pour la PCR.

Nom des amorce$ Complémentaire au brin 5’-3’ | Localisation sur '’ADNt
Ou au brin 3'-5’ du transgéne. (voir figure 4)
1 5-3 p35S
2 3-5 p35S
3 5'-3’ t35S
4 3-5 t35S
5 5-3’ pNOS
6 5-3’ tNOS
7 3-5 tNOS
8 5-3’ COMT |
9 3-5 COMT |
10 5-3 CCoAOMT
11 3-5 CCoAOMT
12 5-3 uidA
5 < &
é? F & - g £y
—» Brin5-3 RB nptll < X »* uidA ]%_I:'B
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Figure 4 : Les constructions utilisées et la postn des amorces disponibles pour la PCR (notées tié 12).
Représentation schématique de I’ADN de transfedligdté par les séquences répétées inversées EBetlu
plasmide pFB8 des agrobactéries utilisées pouralasgenesenptll est un gene codant pour la néomycine
phosphotransférase Il qui confére la résistance antibiotique, ce qui permet une sélection pasities tabacs
transgéniques lors des étapes de régénératioitro. Ce géne est sous le contréle du promoteur (pND 8
terminateur de la transcription NOS (tNOS)dA est un géne rapporteur codant un enzyme capable de
transformer un substrat incolore le Xgluc en urcipiéé bleu. Ce géne est sous le contrdle du preand€aMV
35S (p35S) qui est un promoteur dit fort et ubitpuest du terminateur NOS. Enfin, dans la casseitérale est
inséré un transgene d'intérét, ici codant la COMIulla CCoAOMT ou bien les deux. Cette insertiotreete
promoteur et le terminateur CaMV 35S se fait ermdtion sens (5’ vers 3’) ou antisens (3’ versp®iir le brin
codant (voir l'orientation des fleches respectivaimeers la droite et la gauche). Pour la COMT keds
fragments de tailles variables sont utilisés et somérotés de A a J. Pour la CCoAOMT et le dotiislesgene,
'’ADNc complet seul a été testé. Pour les ADNcpéatie blanche représente la région codante etlgens
grisées ou noires les régions 5’ et 3' non codantesaille des transgénes est indiquée a droifga@mes de base

(pb).

11
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2) Protocole : amplification par PCR du transgéne.

Le port de la blouse, des lunettes et des gants powte la manipulation est obligatoire !
Tous les réactifs sont dans des tubes sur votrdigsse.

Dans un petit tube PCR, le mélange réactionnelrgatsé dans 'ordre suivant :

- eau désionisée stérile c4 uL
- tampon de la Taq polymérase -2 UL
- MgCl; -2 UL
-dNTP 12l

- 1% amorce choisie : 2 uL
- 2™ amorce choisie : 2 uL
- matrice ADN génomique ;5L
- Taq ADN polymérase 1 ul
Volume final 120 pL

- Mélangez en tapotant le tube du doigt.
- Avec l'aide d’'un examinateur, centrifugez vos tubes (5 secondes) et disposezidas
I'appareil PCR.

- Un examinateur se chargera de faire fonctionnerdppareil PCR.

12
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3) Protocole : séparation par électrophorése defupis PCR et visualisation.

Le port de la blouse, des lunettes et des gantstpate la manipulation est obligatoire !

L’électrophorése en gel d’'agarose permet de séfzrenolécules d’ADN selon leur taille.

Le gel d’agarose est fourni prét a I'emploi.

- A la fin de la réaction PCR, ajoutez 5 pL de tample charge dans chaque tube PCR et
mélanger en aspirant et refoulant 2 fois avec petman.

- Chargez 10 pL de chaque réaction PCR dans uremhcgel.

- Un des puits contient déja 5 uL de marqueur de the moléculaire.
- La séparation est effectuée a 100 volts pendark finutes environ.
- Le gel sera coloré au BET puis visualisé sous War un examinateur. Une photo de

votre gel (ou le résultat) vous sera rendue par uexaminateur.

13
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Collez la photo annotée du gel dans cet encadre.

Question 2 : Analyser les résultats obtenus.

14
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Question 3: Détaillez une autre technique qui perettrait également d’identifier les

deux échantillons. Justifiez votre réponse en expgliant quels résultats devraient étre

trouvés pour chaque type de tabac.

16



Nom : Prénom :
Numeéro de salle : Numeéro de place :

B) Analyse histochimique de la lignine sur les échdillons de tige de tabacs.

1) Introduction

Vous disposez des deux mémes échantillons (édoastil et 2) sans indication sur
leur origine (quatre possibilités : tabac témoin transgénique ou tabac transgénique COMT
| (construction B), ou transgéniqgue CCoAOMT (comstion AS) ou double transgénique
COMT | et CCOAOMT (construction dAS) (voir figurg.40n vous demande d’identifier ces
tabacs. Pour cela, vous devez réaliser des cotges/ersales de tiges de tabacs a l'aide de
lame de rasoir. Les coupes doivent étre fines, ihaiest pas nécessaire qu’elles soit entieres

(cylindre complet) pour permettre une bonne obgemales tissusvVous comparerez vos

résultats avec les analyses biochimigues de la lige des tabacs témoins et transgéniques

présentées dans le tableau 2.

Vous allez ensuite décolorer des coupes dans tlatiél bouillant pour éliminer la
chlorophylle qui masquerait les colorations ultérés. Deux colorations sont demandées : la
coloration de Wiesner et celle de Malle. La coloratle Wiesner (utilisant la phloroglucine)
colore en rose-rouge la lignine. L'intensité dectdoration (pour une épaisseur identique de
coupe transversale) est proportionnelle a la giéadé lignine dans le tissu analysé. En outre,
cette coloration affecte toutes les zones lign#fidea coloration de Malile colore les unités
“S” de la lignine en rouge intense. Une diminutide la proportion de ces unités dans la

lignine se traduira par une modification de la calion (rouge plus clair a rouge-orange).

17
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2) Protocoles pour les colorations histochimiques :

ATTENTION A LA SECURITE : vous devez manipuler uroblrant (éthanol) et des réactifs

corrosifs et toxigues (acide chlorhydrique et ammaque), faire chauffer des solutions sur

des plagues chauffantes et utiliser des lames dsona Il est strictement interdit de courir

dans la salle ! Vous devez utiliser les moyens dicpution qui vous seront présentés ! Tout

comportement dangereux ou non respectueux des apress de sécurité entrainera un arrét

immédiat voire définitif de la manipulation en coarl!!

Attention la solution de KMnQ@ est salissante !

Le port de la blouse, des lunettes et des gantstpate la manipulation est obligatoire !

Les solutions sont fournies prétes a I'emploi.

- Préparez au moins six coupes fideschaque type de tabac.

- Trempez les immédiatement dans I'alcool poureg\qu’elles ne dessechent. Des petits pots
contenant de I'alcool sont a votre disposition ffoh est préparé par type de tabac).

- Décolorez les coupes de chaque tabac au furretsaire pour éviter de perdre du temps en
placant votre récipient sur une plaque chauffarseygz prudent!). Chauffez jusqu’a
décoloration compléte dans I'alcool bouillant (ceéut prendre plusieurs minutes !).

- Retirez de la plaque chauffante, laissez refr@ddninutes et procédez aux deux colorations.

18
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2a) Coloration de Wiesner :

- Placez au moins trois sections transversales dartsbe Eppendorf pour chaque type de
tabac.

- Ajoutez 1 mL d’une solution de phloroglucine &2Vv/v ; dans de I'éthanol).

- Agitez doucement en retournant vos tubes a lamai

- Laissez incuber 5 minutes.

- Montez vos coupes entre lame et lamelle avecgamgte d’'une solution a 30 % (v/v) de
HCI. Attention a la manipulation de cet acide !

- Observez au microscope et choisissez une sagtionous permettra de réaliser un schéma
d’observation.

- Faites vérifier le schéma et les coupes par am@xateur.

19
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Schéma annoté d’'une coupe colorée au Wiesner :

Tabac 1

Tabac 2

20
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2b) Coloration de Mauile.

- Placez au moins trois sections transversales dartsbe Eppendorf pour chaque type de
tabac.

- Ajoutez 1 mL d’une solution & 0,5 % (v/v) de KMpQ\ttention & la manipulation de ce
réactif !

- Agitez doucement en inversant vos tubes a la main

- Laissez incuber 30 secondes.

- Enlevez le liqguide avec un pipetman et jetez dasdune poubelle a solvant sur votre
paillasse.

- Ajoutez 1 mL d’eau distillée.

- Agitez doucement en retournant vos tubes a lamai

- Laissez incuber 10 secondes.

- Enlevez le liqguide avec un pipetman et jetez dasdune poubelle a solvant sur votre
paillasse.

- Ajoutez 1 mL d’une solution a 30 % (v/v) de H&ttention a la manipulation de cet acide !
- Agitez doucement en retournant vos tubes a lamai

- Laissez incuber jusqu’a décoloration totale (quet minutes > 10 minutes).

- Enlevez le liqguide avec un pipetman et jetez dasdune poubelle a solvant sur votre
paillasse.

- Ajoutez 1 mL d’eau distillée.

- Agitez doucement en retournant vos tubes a lamai

- Laissez incuber 10 secondes.

- Enlevez le liquide avec un pipetman et jetez dmsdune poubelle a solvant sur votre

paillasse.

21
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- Montez vos coupes entre lame et lamelle avec gméte de NHOH. Attention a la
manipulation de ce réactif !

- Observez au microscope et choisissez une sagtionous permettra de réaliser un schéma
d’observation.

- Faites vérifier le schéma et les coupes par amixateur.

Schéma annoté d’'une coupe colorée au Maldle :

Tabac 1 Tabac 2

22
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L4

Question 4 : Interprétez ces résultats (2 pages maxum). Pour les deux échantillons dg
tabac, faites un bilan (1 page) sur la nature trargenique ou non ? et sur la ou les
construction(s) utilisées : COMT | antisens (constiction B), ou CCoAOMT antisens

(construction AS), ou COMT | et CCOAOMT antisens (onstruction dAS) ? Justifiez vos|

réponses.

Utilisez les deux pages suivantes pour vos réponses

23
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Question 5 : Analysez la figure 5 ? Que pensez vods ce résultat ?

26
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Activité OMT relative (%)

200

142

100 1

58

Tabacs non transgéniques

Figure 5: Histogramme représentant les variations clonalesl'activité O-méthyltransférase (COMTI) dans des tabacs non
transgéniques. L'activité de chaque individu estremée en pourcentage de la moyenne de la populétia0 %; ligne pointillée). Le:

lignes pleines indiquent la déviation standard.

27



Nom : Prénom :
Numeéro de salle : Numeéro de place :

Question 6 : Classez les résultats de la figure 6 drois catégories. Justifiez votre

)

réponse. Quelles sont les constructions les plusmarquables ? Ces résultats étaient-ils

attendus ? Pourquoi ?
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Nom :

Numeéro de salle :
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Figure 6 : Histogrammes représentant les variations de VaetD-méthyltransférase (COMTI) dans des différents ¢atiEmngéniques

pour la COMT | (constructions A a J voigtfire 3). L’activité de chaque individu est exprangén pourcentage de la moyenne d

population témoin non transgénique (100 % ; vogufe 5. Les lignes pleines indiquent la déviation staddde la populatio

transgénique.
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Question 7 : Analysez les résultats présentés dafes tableau 2. Quelle est la relatiorn
entre I'activité résiduelle COMT | et/ou CCoAOMT et la teneur ou la composition en
lignine ? Quelle est la relation entre la teneur &u la composition de la lignine et Ig
résistance chimique de celle-ci ? Quelle(s) consttions retiendriez vous pour réaliser
des arbres transgéniques présentant un avantage pola fabrication de la pate a

papier ? Justifiez votre réponse.
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Plantes % résiduel % résiduel Quantité relative | Quantité Quantité Quantité | Estimation relative de
d’activité d’activité de lignine relative relative relative la résistance de la
enzymatique | enzymatique (estimée par d’'unités d’unités d’'unités lignine a la
COMT | CCoAOMT Klason : % de “G” “50HG” “s” dégradation
résidu de paroi | (umoles/g | (umoles/g| (umoles/g chimique pour la
correspondant a | de lignine de lignine de lignine | fabrication de la pate
la lignine) Klason) Klason) Klason) a papier (estimée par
indice Kappa)
T11 172 nd 17,7 £ 0,09 148 £ 4,2 0 159+24 + (vabbar
référence)
T19 80 nd 19,1 + 0,09 159 £ 8, 0 152 +£13 +
A2 322 nd nd 177 £ 4,5 0 175 +5|8 +
Al7 2 nd 18,5+ 0,04 172+3,0 8,9x0,3 16 +1,0 ++
B10 8 nd 18,8 + 0,03 196+1,4 99x0]1 14+0,4 ++
AS 4 nd 14,8 £ 0,2 156 £ 6,0 0 150 £ 9,0 +/-
dAS <30 % <20% 8,401 90+4,0 >5 129+4,5 -

Tableau 2: Récapitulatif des activités enzymatiques rédldee OMT (COMTI ou

CCoAOMT), de I'analyse de la quantité de la compasiet de la résistance chimique de la

lignine pour divers tabacs témoins et transgéniques non déterminé. T11 et T19 sont des

tabacs témoins. A2, A17 et B10 sont des tabacsdéariques pour la COMT | (en orientation

sens ‘A’ ou antisens ‘B’). AS est un tabac transgéa pour la CCoAOMT (antisens). dAS

est un tabac double transgénique pour la COMTd ECoAOMT (antisens) (voir figure 4).

33




Nom : Prénom :
Numeéro de salle : Numeéro de place :

[l. Etude d’'un mutant de facteur de transcription contrlant la biosynthése de composés

secondaires de la voie des phénylpropanoides. (7ime sur 20)

La connaissance des voies de biosynthése de mié&alsdcondaires chez les plantes
passe par la caractérisation de plantes mutarfexsteds dans leur capacité a produire tel ou
tel métabolite secondaire. De cette maniere, dasgyampliqués soit dans les processus de
biosynthése eux-mémes (codant des enzymes : parsi@it dans le contréle de I'expression
de genes (codant des facteurs de transcriptionantrels protéines régulatrices : partie Il) ont
pu étre caractérisés. Parfois de tels géenes régutabnt un effet pléiotrope et sont impliqués
dans la régulation de plusieurs processus : bibéget des métabolites secondaires voire
méme certains évenements du développement. Lat@&asation des mutants doit donc étre
entreprise a différents niveaux : analyse du phgmogénéral de la plante : morphologie,
couleur (pour les métabolites colorés), biochimigoc@pacité de biosynthese), moléculaire
(suivi de l'expression des génes impliqués dans woie de biosynthése). Ces analyses
doivent permettre d’émettre des hypothéses suatlare du produit du géne muté (enzyme ou

régulateur).
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Le mutant proposé pour I'étude a été obtpauinsertion d’'un ADN de transfert (=
ADN t) d’Agrobacterium tumefaciensontenant un promoteur constitutif fort de tyB59
susceptible de faire surexprimer fortement le gangroximité duquel il s’insere. Plus de
5000 transformations Arabidopsisavec I'ADN t ont été réalisées. Une de ces plantes
mutantes est étudiée ici. Le géne proche de 'ABditespond dans ce cas au gpaplqui

code un facteur de transcription (voir figure 7).

ADNt

RB P35S D Basta” LB

— ]

Genepap]
Génome cArabidopsi:

Figure 7 : Schéma de la construction utilisée peunutant. Contexte génomique au niveau
de linsertion de '’ADNt.Basta est un gene (sous contréle du promotetirconstitutif)
codant une protéine permettant la résistance abitide ‘Basta’ pour la sélection des

transformants. RB et LB sont les limites de '’TADNR5Sest un promoteur constitutif ‘fort’.

Figure 8 : Phénotype des graines des plante&f@ence (a gauche) et mutante

(a droite). Plusieurs graines sont placées datgheeppendorf.
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Tableau 3 : Analyse de la composition de la ligrihez de#\rabidopsismutées ou non.

Plantes Quantité relative | Quantité relative RatioS/G
d’unités “G” d’unités “S”
(umoles / g de (umoles / g de
lignine Klason) lignine Klason)
Plante de 21,6 2,5 0,12
référence
Plante 30,6 50 0,16
mutante

Pour caractériser ces mutants nous proposons geuaches :

- Une analyse phénotypique comparative. Celleeca dasée sur une observation
visuelle des plantes (de référence ou mutantededl hu ou avec une loupe binoculaire (le
phénotype des graines est présenté sur la figure 8)

- Une analyse quantitative des flavonoides accéisnullans les feuilles par

spectrophotométrie. Une analyse de la lignine galieénent présentée dans le tableau 3.
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A) ANALYSE PHENOTYPIQUE :
Vous disposez d'une plante de référence (“sauvpgwitée ‘R’ et d’'une plante

mutante notée ‘M’. Observez les plantes en vousraide la loupe binoculaire.

Question 8 : Bilan de vos observations (en incluaré figure 8).
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B) ANALYSES BIOCHIMIQUES DES PHENOTYPES DE REFERENCE ET DU
MUTANT

ATTENTION A LA SECURITE : vous devez manipuler urolvant (éthanol) et un réactif

corrosif et toxique (acide chlorhydrique). Il estrggtement interdit de courir dans la salle !

Vous devez utiliser les moyens de précaution quiussoseront présentés! Tout

comportement dangereux ou non respectueux des apress de sécurité entrainera un arrét

immédiat voire définitif de la manipulation en coar

Le port de la blouse, des lunettes et des gantstpate la manipulation est obligatoire !

Les solutions sont fournies prétes a I'emploi.

1) Protocole pour I'extraction des composés phéneb.

Vous allez réaliser une extraction des composéagiggies a partir de 50 mg de matiere
séche de feuilles lyophilisées des phénotypes figerice (noté R) et mutant (noté M).

Chague échantillon est dans un tube Eppendorfrde &ur votre poste de travail.

- Broyez 1 minutes chaque échantillon a I'aide d’tige conique en plastique bleue.

- Ajoutez 500 pL d'une solution d’extraction froigéthanol a 80% (v/v) acidifié & pH 2,5 a
I'aide d'une solution d’HCI concentrée) dans chagbe. Attention a la manipulation de cette
solution !

- Chaque extrait est ensuite passé 10 minuteslaasans.

- Centrifugez 5 minutes a 10 0§0sous le contrdle d’'un examinateur

- Prélevez 300 pL de surnageant de chaque extadg dn nouveau tube Eppendorf pour

'analyse des flavonoides en spectrophotométrie.
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2) Dosage spectrophotométrique des flavonoides.

- Concevez un protocole de mesure spectrophotaétriles flavonoides. Cette intensité
peut-étre mesurée par absorbance a 535 nm a Ihide spectrophotométre (coefficient
d'extinction molaire moyene* utilisé pour les flavonoides = 1 000 L.¢mmole"). Vous
devez concevoir ce protocole de mesure d’absorbamtetenant compte des régles
d’utilisation d’'un spectrophotomeétre et de facaavair des mesures les plus fiables possibles.
- Vous disposez d’'une plaque de 96 puits. Vousstraserez un aliquote de 1QQ au
maximum dans chaque puits. Notez le plan de volague. Celle-ci sera lue par un
surveillant qui vous remettra les résultats impeneé en méme temps les vérifiera. Vous
pourrez éventuellement effectuer une seconde kEedurous le souhaitez (faites le savoir

rapidement a un surveillant).
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Coller la feuille imprimée avec vos résultats de nseires de spectrophotométrie.
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ecart-types. Faites une représentation graphique daésultats.

Question 9 : Analysez les résultats de spectrophotétrie. Calculez les moyennes et les
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Question 10 : Etablissez un bilan a partir des donées expérimentales fournies et de vos

résultats (2 pages maximum).
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Question 11 : Comment pourrait-on déterminer_expénnentalementles génes codant des

enzymes de la voie de biosynthese des flavonoidesntdlés par ce facteur de

~NJ

transcription ? (1 page). Quel matériel végétal uliseriez vous ? Quelle méthode

Justifiez brievement votre réponse.
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Conclusion générale (2 points sur 20)

Faites un bilan comparatif des deux stratégies (tr@asgenése et mutagenese) et des deux

types de cibles choisies (genes codant des enzymesgene codant un facteur de

transcription).
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