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Résume

L'Fucalyptus, premiere espece de reboisement au monde, est largement
utilisé en industrie papetiere. Toutefois, les lignines qui représentent un quart de la
biomasse totale du bois constituent un produit indésirable qui limite les rendements en
pate a papier. L'extraction de ces composés phénoliques est realisée par des processus
chimiques onéreux et trés polluants. Il apparait donc souhaitable, d'un point de vue
¢conomique et environnemental, de développer des vanétés d'Eucalyptus, présentant
une réduction de teneurs en lignines et/ou des lignines plus facilement extractibles.

Une stratégie envisageable est d'exploiter la variabilité génétique qui controle
I'hétérogénéité naturelle des lignines dans des programmes de sélection génétique.
Dans cet objectif, on peut envisager d'utiliser des marqueurs moléculaires de fonction
connue a priori directement impliqués dans le contréle génétique de la quantité et/ou
de la qualité des lignines. Les enzymes impliquées dans la chaine de biosynthése des
lignines constituent de tels génes candidats et pourraient servir de marqueurs
"diagnostics" dans un programme de sélection.

Dans le cadre de cette approche, l'objectif de mon travail était de cloner des
genes impliqués dans la voie de biosynthése des lignines chez I'Eucalyptus puis de les
positionner sur des cartes génétiques chez L.grandis et E.urophylla, en utilisant une
techmque PCR-SSCP (Single Chain Conformation Polymorphism). Ainsi, un ADNc
codant pour la caféoyl CoA O-méthyl transférase (CCoAOMT) a été cloné puis
positionné sur ces cartes genétiques. De plus, deux genes codant pour l'acide
cafféique O méthyl transférase (COMT) ont été localisés sur la carte d'E urophylia.
Enfin, un fragment du géne de la 4-coumarate CoA ligase (4CL) a été isolé et
séquence.

Abstract

Eucalyptus is the first woody genus planted in the world and is largely used
for pulp and paper industries. The abundance of lignins in wood is a limiting factor of
pulp yield and quality. The removal of lignin in paper manufacture is achieved by toxic
and costly processes.Therefore, from both economical and environmental point of
view, it would be beneficial to select trees with less lignin or with lignin that is more
extractible.

One possible strategy is to take advantage of the genetic vanability which
controls the natural lignin heterogeneity. With this aim, the use of molecular markers
with known function directely involved in the genetic control of lignin quantity and/or
quality would be of great interest. The genes encoding enzymes involved in the lignin
biosynthetic pathway seem the best candidates and could potentially be used in
markers-assisted selection.

The goal of the work presented here was to clone some of these genes in
Eucalyptus in order to map them on the genetic maps of E.grandis et E.urophylla,
using the PCR-SSCP (Single Chain Conformation Polymorphism) technique. A
cDNA encoding caffeoyl CoA O methyl transferase (CCoAOMT) was cloned
allowing the mapping of the corresponding gene. In addition, two genes encoding
caffeic acid O methyl transferase (COMT) were mapped on the genetic map of £
urophylla. Finally, a fragment of the Eucalyptus gene. 4-coumarate CoA ligase (4CL)
was isolated and sequenced.



Abréviations

CAD Cinnamyl Alcohol Dehydrogenase
CCoAOMT Caffeoyl CoA O-methyltransferase
CCR Cinnamoyl CoA reductase

4CL 4 coumarate CoA ligase

cM Centimorgan

COMT Acide cafeique O-méthyltransférase
PVP Polyvinylpyrolidone

RAPD Random Amplified Polymorphism DNA
SDS Sodium dodecyl sulfate

SSCP Single Srand Conformation Polymorphism






Introduction

Du fait de son excellente adaptation a différentes conditions écologiques, de
sa croissance tres rapide, et de la qualité de ces fibres, 'Fucalyptus est largement
utilisé pour les reboisements industriels. Ainsi, les superficies reboisées actuellement
sont estimées a 15 millions d'hectares répartis a travers le monde, dont une grande
partie est destinée aux industries papetiéres (Verhaegen, 1996). De part I'énorme
enjeu €économique que représentent les Fucalyptus, des programmes d'améliorations
geénétiques, basés sur quelques caractéres cibles, se sont développés. Les objectifs de
ces programmes, comme celui mené par le CIRAD-Forét, sont essentiellement
orientés vers une forte productivité en bois et une multiplication végétative facile
(Vigneron, 1992).

Si l'objectif de ces programmes reste encore d'augmenter le rendement en
~ bois, les efforts de sélection s'orientent aujourd'hui vers d'autres paramétres, tel que la
qualité du bois. Les lignines qui représentent un quart de la biomasse totale du bois,
conditionnent ses propriétés technologiques et papetieres. Elles constituent
notamment le facteur limitant majeur de I'exploitation des espéces ligneuses destinées
a I'industrie papetiére.

Ces Dbiopolymeres complexes s'associent avec les composants
polysaccharidiques pariétaux (Wallace et Fry, 1994), et conférent aux cellules
specialisées dans les fonctions de conduction et de soutien, des propriétés
particuliéres, telles la rigidité et I'nydrophobicité. Ainsi, elles jouent un rdle clé dans
I'établissement d'un systéme vasculaire fonctionnel, une résistance aux contraintes
mécaniques, et dans la défense des plantes vis a vis des agressions de I'environnement.

Les lignines se caractérisent par une grande variabilité au niveau quantitatif et
une grande hétérogénéité de leur composition monomeérique. Elles résultent, en effet,
de la polymérisation oxydative de trois unités monomériques, les monolignols, qui
différent par leur degré de méthoxylation (Fig. 1) et peuvent €étre reliées par différents
types de liaisons intermonomériques. La nature de ces liaisons conditionnent les
propri€tés physicochimique de ce polymere.

Dans l'industrie papetiére, les lignines, qui sont intimement combinées aux
celluloses et hémicelluloses, constituent un produit indésirable dont l'extraction est
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souhaitable, d'un point de vue €conomique et environnemental, de deévelopper
rapidement des vanétés d'Eucalyptus, présentant des teneurs et/ou des compositions
en lignines mieux adaptées aux applications industrielles.

Dans ce but, deux types de stratégies, basées sur les connaissances acquises
de la voie biosynthétique des lignines (Boudet et al, 1995), sont actuellement
envisagées. .

L'ingénierie génétique est une voie pertinente pour contourner les temps de
génération relativement longs des croisements conventionnels (Bouvet, 1995), qui
retardent 'amélioration génétique des Eucalyptus. Ainsi, la modulation de I'expression
de génes impliqués dans la voie de biosynthése des lignines, pourrait résulter dans un
changement phénotypique immédiat et spécifique. Des résultats récents, obtenus
notamment chez le tabac et le peuplier, ont démontré la faisabilité d'une telle approche
(Boudet et al., 1996). Cependant, les difficultés liées a la transformation génétique
des Fucalyptus d'importances €économiques reste une limitation de sa faisabilité¢ a
court terme (Teuliéres et al., 1994).

 La seconde stratégie s'appuie sur P turelle des teneurs et/ou
des compositions des lignines entre individus d'une méme espece, qui permet de
penser qu'une variabilité génétique en est a l'origine. Cette variabilité pourrait étre
exploitée dans le programme d'amélioration génétique de I'Eucalyptus. Cependant le
cout des centaines voire des milliers d'analyses concernant la quantité ou la qualité des
lignines, est un frein incontestable a ['utilisation d'un tel critéere de sélection.
L'alternative est de trouver un caractere associé, simple a mesurer et peu couteux.
Des marqueurs moléculaires, situés au voisinage des genes majeurs ou QTL
(quantitative trait loci, pour revue Tanksley, 1993) controlant une partie de la
variation phénotypique de la qualité du bois, pourrait jouer ce réle. Une sélection
assistée par marqueurs moléculaires, permettrait non seulement d'envisager
l'incorporation des critéres de qualité dans ce programme mais aussi d'améliorer
l'efficacité de la sélection par rapport a une sélection purement phénotypique (Lande
et Thompson, 1990).

Afin de détecter une association marqueur-QTL au niveau de la population
d'amélioration (Strauss ef al., 1992), une stratégie envisageable est d'utiliser des
marqueurs moléculaires de fonction connue a priori directement impliqués dans le
controle génétique de ces caractéres. Les enzymes de structure de la chaine de
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évidence une colocalisation entre ces genes et des QTL liés a la qualité papetiere du
bois, ces genes pourraient alors servir de marqueurs "diagnostics" dans un programme
de sélection.

Mon sujet de DEA s'integre dans cette approche complémentaire de
lingénierie génétique des arbres. Dans ce contexte, l'objectif de mon étude est de
cloner des génes impliqués dans la voie de biosynthése des lignines chez l'Euéalyptus,
puis de les positionner sur des cartes genétiques établies chez E.grandis et
E.urophylia (Verhaegen et Plomion, 1996)

La voie de biosyntheése des monomeéres des lignines peut étre divisée en deux
grandes parties : la voie commune des phénylpropanoides qui conduit aux esters de
cinnamoyl-CoA, et une voie plus spécifique, impliquant la cinnamoyl CoA reductase
(CCR) et la cinnamoyl alcool deshydrogenase (CAD) (Fig. 2) (pour revue, Boudet ef
al., 1995). Les génes codant pour ces enzymes (CAD2 et CCR) ont été clonés au
laboratoire (Equipe expression et modulation de la lignification UMR 5546) chez
E.gunnii., et positionnés sur les cartes génétiques d'E.grandis et d'E.urophylla (Gion,
1996. CIRAD-Forét, Montpellier).

Pour ma part, je me suis intéressé a la derniére enzyme de la voie générale
des phénylpropanoides, la 4 coumarate coA ligase (4CL}EC 6.2.1.12), qui convertit
les acides hydroxycinnamiques en esters de coA correspondants, ainsi qu'a deux
enzymes intervenant dans le controle de la composition monomérique des lignines,
l'acide caféique-orthodiphénol-O-méthyl transférase (COMT) (EC 2.1.1.68) et la
cafeoyl-coA O-méthyl transférase (CCoAOMT) (EC 2.1.1.104). La COMT qui
catalyse la méthylation de l'acide caféique et de l'acide 5-hydroxyférulique, est
étroitement associée a la lignification (Bugos e al., 1991). Le(s) géne(s) codant pour
cette enzyme a (ont) été caractérisé (s) dans un grand nombre d'espeéces (pour une
revue Boudet ef al., 1995), dont '"Encalyptus gunnii (Poeydomenge et al., 1994). La
CCoAOMT, quant a elle, catalyse la méthylation du caféoyl coA et son implication
dans le processus de lignification n'a été suggéré que plus récemment (Ye et Vamer,

1995).






Résultats

Afin de positionner les génes de la 4CL et de la CCoAOMT sur les cartes
génétiques d'F.grandis et d'E.urophylia, il est nécessaire au préalable d'obtenir des
séquences "homologues" ou tout au moins trés proches des séquences homologues.
La comparaison de séquences nucléotidiques des exons du génes CAD2 entre £.gunni
(Feuillet et al., 1994) et E.botryoides (Hibino et al., 1994).suggeérent que les régions
exoniques sont extrémement conservées dans le genre Fucalyptus (98% d'identité).
Cette observation nous a conduit a envisager le clonage des ADNc codant pour ces
enzymes a partir d'une banque d'ADNc de xyléme en différenciation d'E.gummnii,
disponible au laboratoire (UMR 5546).

Clonage

Clonage et caractérisation d'un ADNc codant de CCoAOMT d'E.gunnii

Une banque d'ADNc de xyléme d'E.gunnii, construite dans AZAPII, a été
criblée en utilisant comme sonde, un clone d'ADNc de Nicotiana tabacum codant
pour une CCoAOMT (Martz, 1997). Aprés un criblage de 6x10° phages
recombinants, 4 clones potentiels de CCoAOMT (nommés clone 4, clone 5, clone 11,
clone 25) présentant respectivement des inserts de 950 pb, 1100 pb, 1450 pb, et 1000
pb, ont été purifiés. Afin d'éliminer d’éventuels faux positifs, les clones obtenus ont
été analysés en Southern blot. La sonde hétérologue de tabac shybridant a forte
stringence avec tous les clones, suggere ainsi l'existence d'un important degré
d’homologies entre tous ces clones et la sonde.

Le degré de parenté entre ces 4 clones a été estimé, dans un premier temps,
par l'établissement d'une carte de restriction exhaustive. Ainsi, les profils de
restrictions, apparaissant similaires (le clone 11 ne se distinguant des autres clones que
par l'apparition d'un site Acc), suggerent I'existence d'un fort degré d'homologie entre
tous ces clones (Fig. 3).

Toutefois, afin de ne pas éliminer précocément des clones alléliques ou de
genes différents ne présentant que de faibles variations de séquences nucléotidiques

non détectées par digestion enzymatique, tous les clones ont été séquencés
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partiellement au niveau de leurs extrémites sur 300 pb. L'alignement des séquences
nucléotidiques, des clones 4, 5 et 25 n'a pas révélé de différence. De plus, les
séquences déduites en acides aminés montrent de fortes homologies a plusieurs
CCoAOMT disponibles dans les banques de données.

Le clone 11, présentant de fortes homologies avec plusieurs CCoAOMT a
son extrémité 5' et avec plusieurs aquaporines végétales a son extrémité 3' (84%
d'identité), s'est avéré étre un ADNc chiménque. Aucune différence de séquence n'a
été observée entre son extrémité 5' et les clones 4, 5 et 25.

Nous avons donc choisi de séquencer entierement le clone 5, qui présente la
taille la plus importante. Sa séquence de 1068 pb, enregistrée dans la banque de
séquence nucléique EMBL sous le numéro d'accession y12228, contient une phase de
lecture ouverte codant pour une protéine de 249 acides aminés dont le poids
moléculaire estimé est de 27,9 kDa (Fig. 4).

L'alignement et la comparaison de cette séquence en acides aminés a
différentes CCoAOMT existentes dans les bases de données, révele 93,7% d'identité
avec la séquence protéique de la CCoOAOMT de P.tremuloides, et 88,8% d'identité
avec la séquence protéique de N.tabacum, dont ' ADNc a servi de sonde de criblage
(Martz, 1997) (Tab. 1). La production d'une protéine recombinante fonctionnelle
apporterait la preuve définitive de l'identité du clone d'EFucalyptus. Néanmoins, les
fortes homologies de séquences avec les CCoAOMT de Perroselinum crispum
(86,3% d"dentité) (Schmitt et al., 1991), Nicotiana tabacum (88,8% d'identité)
(Martz, 1997) et Zinnia elegans (85,3% d'identité) (Ye et al., 1994), dont l'activité a
été démontrée, suggérent qu'il s'agit bien d'un clone d'ADNc codant pour une
CCoAOMT d'Eucalyptus.

De plus, certains résidus en acides aminés impliqués dans la laison de la S
adénosyl méthionine (SAM) récemment identifiés chez la catéchol-OMT de rat
(Vidgren et al., 1994), sont conservés dans la séquence en acides amunés de la
CCoAOMT d'E.gunnii. Notamment, les résidus situés entre la position 84 a 91 sont
similaires & une région consensus impliquée dans la fixation de nucléotides (Ye et al,
1994) (Fig. 4). Ces résidus conservés, se retrouvant notamment dans les CCoAOMT
de Nicotiana tabacum (Martz, 1997) et Zinnia elegans (Ye et al., 1994) constituent
un élément supplémentaire de l'identité de ce clone.

Cette comparaison suggere l'existence de similanités structurales et

d'éléments consensus entre les CCoAOMT et dautres OMT SAM-dépendante.



% d’identité P.crispum [ .gunnii P.tremuloides V.vinifera N.tabacum M. sativa Z.elegans S.longipes | P.kitakamiensis
% similarité
E.gunnii 86.3
9.5
P.tremuloldes 89.2 v3.7
8.3 4.5
V.vinifera 88 vl.3 94.2
9.5 34 4.1
N.tabacum 86.3 888 90.5 91.3
11.2 7.4 7.9 6.6
M sativa 84.6 86.6 88.7 90.5 87.6
9.5 7.3 6.5 5.4 7.9
Z.elegans 85.5 83.3 85.3 86.4 84.7 84.5
9.5 9.8 10.6 10.3 12.4 10.2
S.longipes 53.5 564 55.2 54.8 53.9 55.6 52.3
20.3 18.7 18.3 19.9 21.2 19.1 212
P.kitakamiensis 54.9 54.5 53.2 53.2 52.3 52.3 54 52.3
17.9 18.7 19.2 19.1 21.3 213 18.3 204
A.thaliana 55.7 4.7 54.7 56.6 52.8 55.2 56.6 52.8 69.3
17.5 17.9 17.9 17.5 217 23 18.9 19.8 12.7

Tab 1. Homologie protéiques entre CCoAOMT de différentes familles.

Les comparaisons de séquences ont été réalisés deux & deux gréce a ’utilisation du programme Clustal. Les différentes espéces
représentées sont
Petroselinum crispum: z54183 | Eucalyptus gunnii, y12228 | Populus tremuloides, u27116 , Vitis vinifera, z54233 , Nicotiana tabacum; u62735 ,
Medicago sativa, u20736 , Zinnia elegans; ul3151 , Stellaria longipes; 122203 | Populus kitakamiensis, ab000408 , Arabidopsis thaliana; 14003 "
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Fig 5. Analyse en Southern Blot, réalisé¢ avec une sonde radiomarquée, synthétisée & partir de
’ADNc du clone 5, et de ’ADN génomique d’E.gunnii digéré par différentes enzymes de
restrictions :

piste 1 = Pstl ; 2= HindIll ; 3= BamHI ; 4 = Xho ; 5 = Xbal ; PM = échelle de poids moléculaire (kb
ladder)
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O.sativa SEDEASPLAGDEDDEKVFDPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHRSLSTSVAQQVDGENPNIGLHAGDVILCALPMFHIYSLNTIMMCGLRVGAAIVVMRR 280
S.tuberosum QSDEHE---—~~~ IPDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGENANLYMHSDDVLMCVLPLFHIYSLNSVLLCALRVGAAILIMQK 263
N.tabacum QANEHD~~~~—- IPEVEIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMQK 260
P.crispum EADESE-=~-=-~~ MPEVVINSDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGDNPNLYMHSEDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMQK 261
L.erythrorhizon NSDETT------ LPDVEIRPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGDNANLYMHHEDVVMCTLPLFHIYSMNSILLCGLRVGAAILLMHK 263
A.thaliana QSTTEAS---EVIDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHSDDVILCVLPMFHIYALNSIMLCGLRVGAAILIMPK 281
P.taeda EADETQC---—--- PAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSVAQQVDGENPNLYFHSDDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMQK 260
0.sativa DADEGS---~—- VPEVAISPDDPVALPFSSGTTGLAKGVVLTHRSVVSGVAHEVDGENPNLHMGAGDVALCVLPLFHI FSLNSVLLSRVRPAPAVALMPR 290
G.max EANESD-~-——- VPEVEIHPDDAVAMPFSSGTTGLPKGVILTHKSLTTSVAQQVDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMQK 139
e . ‘*t tt.t.ttttt**.*** *** .. . ** *** * * . ** * %* W *** _.t.__
1
—
O.sativa FDLAAMMDLVERHRVTIAPLVPPIVVAVAKSEAARARDLSSVRMVLSGAAPMGKDIEDAFMAKLPGAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKEPFKVKSGAC 380
S.tuberosum FDIAQFLELIPKHKVTIGPFVPPIVLAIAKSPLVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGAC 363
N.tabacum FDIVSFLELIQRYKVTIGPFVPPIVLAIAKSPMVDDYDLSSVRTVMSGAARPLGKELEDTVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGAC 360
P.crispum FDIVPFLELIQKYKVTIGPFVPPIVLAIAKSPVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPYEIKSGAC 361
L.erythrorhizon FEIVTFLELIQRYKVTIGPFVPPIVLAIAKSNVVDQYDLSTVRTVMSGARPLGSELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGAC 363
A.thaliana FEINLLLELIQRCKVTVAPMVPPIVLAIAKSSETEKYDLSSIRVVKSGAAPLGKELEDAVNAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGAC 381
P.taeda FNLTTCLELIQKYKVTVAPIVPPIVLDITKSPIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKAIFGQGYGMTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSC 360
O.sativa FEMGAMLGAIERWRVTVGAVVPPLVVALAKNPFVERHDLSSIRIVLSGAAPLGKELEDALRARLPQAIFGQGYGMTEAGPVLSMCPAFAKEPTPAKSGSC 390
G.max FEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLALAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELEEALRNRMPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSC 239
.. . . * k% *.'._t' * *'.* % kW ok ok * ..*.. * * ************* * .i*i.* * %k t
TR LquYuNTLAJPvLAh'LFFJCQEFLZH\JH.
2
<~
O.sativa GTVVRNAELKIIDPDTGKSLGRNLRGEICIRGQQIMKGYLNNPEATKNTIDAEGWLHTGDIGYVDDDDEIFIVDRLKEIIKYRGFQVAPAELEALLNTHP 480
S.tuberosum GTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQIMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLINHP 463
N.tabacum GTVVRNAEMKIVDPKTGNSLPRNQSGEICIRGDQIMKGYLNDPEATARTIDKEGWLYTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLLNHP 460
P.crispum GTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICIRGDQIMKGYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEIIKYKGFQVAPAELEALLLTHP 461
L.erythrorhizon GTVVRNSEMKIIDTETGASLPRNQSGEICIRGDQIMKGYLNDPEATERTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPPELEALLVPHP 463
A.thaliana GTVVRNAEMKIVDPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQIMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLIGHP 481
P.taeda GTVVRNAQIKILDTETGESLPHNQAGEICIRGPEIMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVGYIDDDEEIFIVDRVKEIIKYKGFQVAPAELEALLVAHP 460
O.sativa GTVVRNAELKVVDPDTGFSLGRNLPGEICIRGPQIMKGYLNDPEATAATIDVEGWLHTGNIGYVDDDDEVFIVDRVKELIKFKGFQVPPAELESLLIAHP 490
G.max GTVVRNAELKVVDPETGRSLGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFIVDRVKELIKYKGFQVPPAELEGLLVSHP 339

Fig 6. Alignement multiple de séquences peptidiques partielles de 4Cl, de Oriza sativa: x52623 , Solanum tuberosum: M62755 , Nicotiana tabacum:
u50846 , Petroselinum crispum: x13324 , Lithospermum erythrorhizon: d49366 , Arabidopsis thaliana: u18675 , Pinus taeda: u39405 , Oryza sativa: 143362, Glycine max:
x69955. Cet alignement a été réalisé a I’aide du pr ramme Clustal. Les symboles (*) et (.) montrent respectivement 1’identité et I’homologie entre acides aminés des
différentes 4CL. La position des amorces utilisées pour la PCR est noté par des fléches rouges. La séquence en acides aminés du fragment PCR «encadré» par les amorces
PCR, 1 et 2 est indiqué en vert.

Les oligonucléotides dégénérés :

Oligonucléotide 1 sens : 5’GGNCARGGNTAYGGNATGACY’
Oligonucléotide 2 antisens : 5’CGDATRCADATRTCNCC3’

avec R=(A,G) ; Y=(C,T); D=(G,A,T) ; N=(A,T,G,C)

(dégénérescence = 256)
(dégénérescence = 144)

T
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{2 L3
ADNc de
E.gunnii — D

codant pour la
COMT

La taille de ia séquence
encadrée par les deux |
amorces est de 520 pb

Fig 9. Position schématique des amorces PCR (fléches bleues) sur ’ADNc codant pour la COMT
d’E.gunnii (x74814). La position des introns I1, 12 et I3 est conservée entre les génes de Populus
tremuloides (u13171) et Populus kitakamiensis (D49710).

Amorce sens : 5’CGCTCCACCCCTTCCT3” .
Amorce antisens : 5’GGCTCCACGACCCTTTC3” &— Jam = .
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Positionnement sur les cartes génétiques des geénes

codant pour la CCoAOMT et pour la COMT

A partir des deux séquences nucléotidiques des ADNc clonés précédemment
et codant pour la CCOAOMT (y12228) et pour la COMT (x74814) (Poeydomenge et
al., 1994), nous avons pu envisager de les localiser sur les cartes génétiques
existantes. La technique choisie (PCR-SSCP, Single Strand Conformation
Polymorphism, pour revue Hayashi er al, 1993) doit permettre de détecter un
polymorphisme de séquence entre alléles présent dans un organisme diploide, comme
I'Eucalyptus. Le produit d'amplification d'un fragment d'un géne, obtenu par PCR a
laide d'amorces spécifiques, est dénaturé, puis soumis a une électrophorése en
conditions non dénaturante. Dans ces conditions les molécules d'’ADN simple brin
prennent une structure secondaire spécifique. Le produit PCR correspondant a un
allele est séparé en deux bandes distinctes correspondant a chacun des deux brins
complémentaires. Cette technique imtialement utilisée sur le génome humain (Orita ez
al., 1989), est particuliérement sensible et facile d'utilisation, et permet de mettre en
évidence des polymorphismes dus a des modifications mineures de la séquence
d'ADN, comme des mutations ponctuelles. En effet, la substitution d'une ou de
plusieurs bases au niveau de la molécule d'ADN se traduit par des conformations

particuliéres qui migreront différemment sur un gel polyacrylamide non dénaturant

(Fig. 8).
Choix des amorces PCR

De maniere a faciliter la détection d'un éventuel polymorphisme allélique, des
couples d'amorces exoniques sont choisis pour chacun des ADNc de fagon a encadrer
des régions introniques. En effet, les séquences des régions introniques sont
généralement moins conservées que celles des régions codantes.

La comparaison de plusieurs genes de COMT et de CCoAOMT, clonés a
partir de différentes especes végétales, a permis d'observer une bonne conservation du
nombre et de la position des régions introniques au sein des angiospermes
dicotyledones. La position et la séquence des amorces choisies sont représentées sur

la figure 4 et 9.
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Le clone partiel de la 4CL, ne possédant pas d'introns, n'a pas pu étre utilisé

dans cette seconde partie de mon stage
Optimisation des conditions d'amplifications par PCR

Ces couples d'amorces ont été utilisés pour des réactions d'amplification par
PCR a partir d'ADN génomique extrait des géniteurs (E.urophylla clone 14.144
(femelle) et E.grandis clone 9.21(male)) et de leur descendance (constituée de 92
individus). Aprés avoir déterminé les conditions optimales d'amplification, un seul
fragment d'ADN par couple d'amorces, a été amplifié, démontrant ainsi la spécificité
de ces couples d'amorces et la conservation des régions codantes entre especes
d'Fucalyptus.

La taille de ces fragments est de 500 pb et de 800 pb pour les couples
d'amorces définis respectivement a partir de 'ADNc codant pour la CCoAOMT et
pour la COMT. Ces tailles sont supérieures a celles des séquences des ADNC bordées
par les couples d'amorces (respectivement supérieures de 250 pb et de 450 pb),

suggérant qu'une ou plusieurs régions introniques sont également amplifiés.
Optimisation des conditions de migrations en gel SSCP

Dans un premier temps, nous avons optimis¢ la détection de ces
polymorphismes et amélioré la résolution des profils SSCP en utilisant différentes
concentrations d'acrylamide, de ratio acrylamide/bis-acrylamide, de glycérol,
d'intensités de voltage ainsi que de température de migration. Comme l'ont mentionné
plusieurs auteurs (Sheffield er al., 1993, Hayashi ez al., 1993), ces facteurs peuvent
influencer la séparation des différentes bandes. Nous avons, en effet, constaté que les
modifications des conditions SSCP ont souvent changé les profils électrophorétiques.
Ainsi, nous avons obtenu, dans les conditions électrophorétiques optimales 1, 3 ou 4
bandes dans chacun des échantillons (Fig. 10 et 12). L'analyse de ces fragments a
révélé I'existence d'un polymorphisme allélique présent chez les parents et ségrégeant

dans la descendance.
Héritabilité mendélienne des fragments SSCP

Afin de positionner sur les cartes génétiques les genes codant pour la

CCoAOMT et la COMT. nous avons analysé dans un deuxi€éme temps leur
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ségrégation dans les descendants issus du croisement F.urophylla (clone 14.144) x

E.grandis (clone 9.21).
* Cas de la CCoAOMT

On observe en SSCP, 3 bandes différentes (nommeées 1, 2, 3) présentes dans
le parent maile et 4 (nommees 4, 5, 6, 7) dans le parent femelle (Fig. 11). Tous les
descendants possédent 4 bandes, mais dont les combinaisons sont différentes de celles
des géniteurs (Fig. 11). Ainsi, nous obtenons pour les 92 individus de la descendance
F1 analysée, 27 montrant le profil H1 [1, 3, 4, et 7]; 18 le profil H2 [1, 3, 5, et 6]; 25
le profil H3 [2, 3, 4, et 7] et 22 le profil H4 [2, 3, 5, et 6]. Ainsi, il apparait que les
bandes [1 et 3], [2 et 3], [4 et 7], [5 et 6] sont toujours associées dans les descendants
(Tab. 2).

Sachant d'une part que chaque parent diploide transmet un de ces deux
alléles a chacun des descendants et d'autre part que les deux brins d'ADN
correspondant & un allele donné apparaissent en gel SSCP comme deux bandes
distinctes (Sheffield er al. 1993), nous en concluons que les parents sont
hétérozygotes au locus de la CCoAOMT. D'ailleurs, les proportions des différents
profils observés ne sont pas significativement différents d'une ségrégation mendélienne
de type Va : Yo : Va1 Y4 (Tab. 2).

Ainsi, le gémteur femelle possede un alléle correspondant aux bandes 4, 7 et
un all¢le aux bandes 5, 6, et le géniteur male, un alléle correspondant aux bandes 1, 3
et un allele aux bandes 2, 3. Dans ce dernier géniteur, la bande 3 serait constitué de
deux ADN simples brins migrant au méme niveau. En effet, la sensibilité de détection
du polymorphisme est souvent plus grande pour un brin comparé au brin
complémentaire (Michaud er al., 1992). Ainsi, les génotypes hétérozygotes peuvent

montrer 3 ou 4 bandes.
* Cas de la COMT

Nous constatons la présence d'l seule bande (nommée 1) dans le parent male
et de 3 bandes (nommées 2, 3 et 4) dans le parent femelle. Bien que I'unique bande
observé dans le parent male ait pu é€tre séparée en deux bandes sous différentes
conditions de migration, nous avons ét¢ incapables de révéler un polymorphisme dans

la descendance. En raison de ce monomorphisme, nous avons choisi des conditions de
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migration en fonction de la résolution de lecture des bandes maternelles ségrégeant
dans la descendance. Ainsi, parmi les 92 descendants, nous avons observé 46
individus présentant le profil H1 (1, 2 et 3), 42 le profil H2 (1, 2 et 4), 2 le profil H3
(1,2, 3 et 4) et 2 le profil H4 (1) (Fig. 13).

Si I'on considére uniquement le parent femelle, on peut supposer, comme
précédemment, I'existence d'un locus hétérozygote. Toutefois, l'obtention d'individus
présentant soit aucune soit toutes les bandes provenant de la meére, nous fait penser a
l'existence de deux genes liés. 1l faut dans ce cas admettre que pour chadue locus, un
seul des alleles soit amplifié. En effet, 'absence du produit d'amplification de ces deux
alléles pourrait rendre compte de la ségrégation observée. Les individus présentant
aucune ou toutes les bandes maternelles seraient alors les produits d'évenements de
recombinaison.

Ainsi, nous pouvons décomposer le génotype de la mére en; (géne A
constitué de l'alléle 2,3 et de l'alléle nul 0,0 et le géne B constitué de l'alléle 2,4 et de
l'allele nul 0',0"). Selon cette hypothése, la ségrégation des génotypes sur chacun des
loci, si I'on ne tient pas compte des recombinants, n'est pas significativement différente
de celle attendue sous une loi mendélienne de type %2 : %2 (Tab. 2). Les alléles 2,3 du
gene A et 2,4 du géne B sont liés en trans, c'est a dire situées sur des chromosomes

homologues (d'ou la faible probabilité d'obtenir des recombinant de type H3 et H4)

Localisation des génes de la CCoAOMT et de la COMT sur les cartes

génétiques

Le logiciel MapMaker a été utilisé pour positionner ces génes sur les deux
cartes génétiques parentales (Fig. 14) établies a partir de marqueurs RAPD dominants
ségrégeant dans les proportion mendéliennes %2 : Y% (Grattapaglia et al., 1994;
Verhaegen et Plomion, 1996). Le pnncipe de la stratégie de cartographie adoptée
pour construire la carte génétique d'un parent, a partir d'une descendance pleins
fréres, était le suivant :

Si ce parent est hétérozygote pour un marqueur donné (présence de bande
RAPD) alors que l'autre parent est homozygote nul pour ce méme marqueur (absence
de bande RAPD), la descendance hybride ségrégera dans les proportions % : % pour
un tel marqheur (la moitié des individus présentant l'aliéle "bande présente", l'autre

présentant l'alléle "bande absente"). L'analyse de la ségrégation de tous les marqueurs
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uniquements présents dans ce parent permet la construction de sa carte. (Le principe
reste le méme pour construire la carte du deuxieme parent).

Pour positionner les génes de la CCoOAOMT et de la COMT sur les cartes
génétiques parentales, nous avons dans un premier temps défim la ségrégation de nos

marqueurs de fagon dominante.
* CCoAOMT

Dans ce but, nous avons décomposé la ségrégation du gene de la
CCoAOMT, de type (Y : % : Y4 . Y) en deux ségrégations V2 : %2, pour le pere (1) et
pour la mere (2).

(1) Aprés avoir choisi un des deux alleles paternel, les 2 génotypes des
descendants, sont représentés par sa présence et par son absence.

(2) Apres avoir choisi, un des deux alléles maternel, les 2 génotypes des
descendants, sont représentés par sa présence et par son absence.

Ainsi, la CCoAOMT a été localisée, sur la carte génétique de la mére et sur
cellé du pére, sur le groupe de liaison 10, a proximité (3 cM) du géne de la CAD2
(Gion, 1996) (Fig. 14).

* COMT

Puisqu'un seul alléle est amplifié pour chaque locus A et B, la ségrégation
observée dans la descendance de ces genes est similaire a une ségrégation de deux
marqueurs RAPD. Ainsi, nous avons traité ces deux génes comme deux marqueurs
dominants.

Le monomorphisme détecté pour la COMT chez le géniteur male, ne permet
pas de localiser sa position sur la carte génétique de ce géniteur. Toutefois, les deux
genes liés (5,6 cM) ont été localisés sur le géniteur femelle, sur le groupe de liaison 7

(Fig. 14).
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Discussion

Le travail, réalisé lors de mon stage de DEA, a permis, dans un premier
temps, de cloner et de caracténser un ADNc codant pour la CCoAOMT, ainst qu'un
fragment génomique codant pour la 4CL d'E.gunnii. Dans un second temps, les génes
codant pour la COMT et pour la CCoAOMT ont été positionnés sur les cartes

genétiques d'E urophylla. et d'E.grandis (Verhaegen et Plormon, 1996).

Récemment, différentes techniques de détection efficace de variation
geénétique ont été mises au point (pour revue Hayashi et al., 1993). Cependant,
l'analyse de polymorphisme de conformation d'ADN simple brin (SSCP) reste, de part
sa rapidité et sa simplicité, la technique la plus couramment utilis€ée. Ainsi des
molécules d'ADN simple brin différant par une simple substitution nucléotidique
adoptent des conformations différentes et peuvent étre distinguées aprés migration
élecfrophorétique en conditions non dénaturantes (Orita et al., 1989). Toutefois, cette
structure secondaire est hautement dépendante des conditions expérimentales, telles
que la concentration 1onique et la température (Scheffield ez al., 1993). Afin de mettre
en évidence un polymorphisme allélique pour les génes de la COMT et de la
CCoAOMT, il a donc été nécessaire dans un premier d'optimiser les conditions de
migration des fragments amplifiés par PCR.

Dans le cas de la CCoAOMT, nous avons pu mettre en é€vidence un
polymorphisme allélique chez chacun des deux parents, permettant, apres analyse de
sa ségrégation dans la descendance, la localisation de ce géne sur les cartes génétiques
d'E.urophylla et d'E.grandis. Ce geéne est positionné sur le groupe de liaison 10, a
proximité (3 cM) d'un autre gene impliqué dans la voie de biosynthése des lignines, le
gene de la CAD2 (Gion, 1996).

Les résultats de cartographie suggerent donc la présence d'un seul géne, ce
qui conforte l'analyse réalisée en Southern blot. Toutefois, on ne peut pas exclure
I'existence d'autres geénes dont les séquences seraient suffisamment divergentes pour
ne pas étre révélées dans les conditions d'hybridation stringentes que nous avons
utilisées. Aussi, une analyse en Southern blot réalisée a des conditions moins
stringentes pourrait apporter un élément de réponse. En effet, des études, réalisées sur

la. CCoAOMT bien que peu nombreuses, suggérent l'existence d'une famille
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multigénique chez Nicotiana tabacum (Martz, 1997) et chez Zinnia elegans (Ye et
al., 1994).

Concernant la COMT, la situation apparait plus complexe. Nous avons ete
incapable de réveler un polymorphisme allélique chez F.grandis. Pour expliquer ce
monomorphisme, deux hypotheéses peuvent étre avancées, soit le parent male est
homozygote pour ce géne, soit les amorces choisies pour la PCR-SSCP ne permettent
pas de détecter une variation de séquence nucléotidique entre aliéle dans les
conditions utilisées. Pour tenter de trancher entre ces deux hypothéses, on peut
envisager d'utiliser d'autres couples d'amorces positionnées différemment.

Chez le géniteur femelle (E.urophylla) en revanche, l'analyse de la
ségrégation du polymorphisme allélique dans la descendance suggére l'existence de
deux genes liés, et de plus, pour chaque locus un seul des alléles est amplifié. Ces
alleles nuls résultent probablement d'une absence d'amplification PCR. 1l est possible
qu'aux fortes conditions de stringences utilisées, des variations de séquence sur le site
de fixation d'une amorce empéchent sa fixation, et par conséquent l'amplification du
fragment de l'allele concerné. Pour vénfier cette hypothése, on peut envisager
d'utiliser d'autres couples d'amorces pour les réactions PCR-SSCP et pour confirmer
I'existence de deux genes réaliser une analyse en Southern blot, en utilisant comme
sonde d'hybndation I'ADNc codant pour la COMT d'F.gunnii. La présence de deux
genes codant pour la COMT chez E.urophylla semble en accord avec le clonage
récent de deux génes chez Populus kitakamiensis (Hayakawa et al., 1995) et
Iexistence d'une famille multigénique chez Nicotiana tabacum (Pellegrini et al.,
1993).

En résumé, les genes de la COMT ont pu étre positionnés seulement sur la
carte genetique d'E.urophylla. 1ls se localisent sur le groupe de liaison 7 et sont
distants de 5,6 cM. Cette localisation est a la fois différente de celle du géne codant
pour la CCR (groupe 6, Gion, 1996) et de celles des genes de la CCOAOMT et de la
CAD?2 (groupe 10). Ainsi, cette dispanité de localisation des génes de la voie de

biosynthése des lignines, suggére I'absence d'un "cluster de génes de lignification".

Ce travail constitue une premiére €étape d'un programme plus large visant a
étudier la colocalisation éventuelle des génes impliqués dans la biosynthése des
lignines avec des QTL liés a la teneur et/ou a la qualité de ces biopolymeres. A coté

des génes de structure de la lignification, d'autres génes candidats, contrdlant la
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quantité ou la qualité de la lignine, sont a rechercher. Ainsi, des facteurs de
transcription spécifiquement exprimés dans le xyléme en différenciation constitue de
tels génes candidats (Martin, 1996).

Cette approche intégrée constitue un axe de recherche important dans le
cadre de la sélection assistée par marqueurs de ces caractéres couteux a mesurer dans
un programme d'amélioration génétique, et constitue une alternative a la
transformation génétique. Cependant ces approches sont complémentaires: en effet,
des génes candidats colocalisés avec des QTL (teneur et/ou qualité des lignines),
pourraient étre utilisés dans le cadre de la transformation génétique. Inversement, la
modification des lignines obtenue par transformation génétique d'un ou plusieurs
geénes devra étre considéré par les généticiens dans leur approche sélection assistée
par marqueurs.

Un exemple qui illustre cette complémentarité est la découverte d'un allele
non exprimé d'un gene codant pour la CAD (aliele CAD "nul") chez Pinus taeda
(MacKay et al., 1995). Ces variants génétiques sont par ailleurs intensivement utilisés
comme géniteurs é€lites dans les programmes de croisements conventionnels et cela
depuis une trentaine d'années. Les homozygotes pour cet allele "nul” présentent des
lignines dont la composition monomérique est altérée (présence d'aldéhydes) et qui
sont plus facilement dégradées lors des process de délignification. Ces propriétés sont
similaires a celles retrouvées chez des plantes transgéniques chez lesquelles I'activite
CAD est tres fortement diminuée (Halpin ef al., 1994).

Ces études démontrent ainsi que I'action de génes individuels peut avoir une
influence cnitique sur la composition et les propriétés des parois cellulaires et
soulignent la contribution de ces genes dans la varation génétique des propriétés du

bois manipulées au travers de programmes de croisements conventionnels.
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Matériels et Méthodes

Clonage

Materiel.

* Banque d'ADNc¢

La banque utilisée pour les différents criblages a €té construite dans le
bactériophage A ZAPII, a partir d'ARNm extraits de xyléme en cours de
différentiation d'Fucalyptus gurnii (génotype 867). La construction de cette banque
d'ADNc, cloné dans un site de clonage EcoRI, Xhol, a été réalisée par Clontech

(USA) (Poeydomenge ef al., 1994).

* Souches bactériennes utilisées

E.coli souche XI.1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endA 1 gyrA46 thi relAl lac
, F'[proAB™ lacl? lacZAM 15 Tnl0(tef)])

E.coli souche DHSa (supE44 AlacU169 (D80 lacZAM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 relA 1)

Techniques d'usage courant en biologie moléculaire

* Digestion par des enzymes de restriction et analyses.

2 a 5 ng d'ADN sont digérés par les enzymes de restriction adéquates (1-
2U/ug d'ADN) dans le tampon fourni avec l'enzyme (Eurogentec), pendant une durée
minimum de 2 heures a 37°C. Les produits de digestions sont déposés sur gel
d'agarose (0,8% a 1%) aprées ajout du tampon de charge Ix (tampon 6x : 0,25% bleu
de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol, 15% ficoll). Aprés migration
électrophorétique a voltage constant (S0V au minimum), 'ADN est coloré 15' dans

une solution de BET (Bromure d'éthidium, 0,5 pg/ml) puis visualisé sous lumiére UV.

* Synthése de sondes radioactives
Le marquage des fragments d'ADN est réalisé par élongation d'amorces
aléatoires a l'aide du kit de "random priming" d’Appligene, en suivant les instructions

du fabriquant. Les sondes sont séparées des nucléotides non incorporés par
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chromatographie d'exclusion sur une colonne Sephadex G50 (Sambrook ez al., 1989).

La radioactivité, incorporée dans la sonde, est mesurée par effet Cerenkoff.

* Séquencage et analyse des séquences

Les réactions de séquengage ont été réalisées par Eurogentec par une
méthode de terminaison de chaine par des dideoxynucléotides (Sanger ef al., 1977).
Les recherches de similantés entre séquences protéiques ont é€té€ trait€és par un
programme BLAST (Altschul er al, 1990), et les alignements multiples ont éeté

réalisés par un programme CLUSTAL.

Criblage d'une banque d'ADNc de xyléeme et isolement d'un
ADNCc codant pour la CCoAOMT

* Infection des bactéries hotes par les phages

Le premier tour de criblage est réalis¢ sur environ 600000 phages
recombinants répartis sur 3 boites de Petri 23x23cm. On incube pendant 30" a 37°C
sous agitation, 1 ml de XL1-Blue compétentes (Sambrook et al., 1989) avec 20ul
d'un milieu SM (Sambrook ez al., 1989) contenant 200000 phages. On ajoute alors
35ml de Top Agarose (Sambrook et al., 1989) a 50°C et le mélange obtenu est coulé
sur une boite contenant du milieu LB Agar (Sambrook ef al., 1989) et 12,5 pg/ml de
tétracycline. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 12 heures. Le second et
le troisiéme tour de criblage sont réalisés sur des boites de Pétn &J 90 mm, de maniére

a obtenir au final des plages de lyse bien isolées et pures

* Empreintes sur membranes de nylon neutre

Apreés formation des plages de lyses, les boites sont placées a 4°C pendant 1
heure. Une membrane de nylon neutre (Appligene) (20 cm/ 20 cm) est alors appliquée
pendant 1' sur la surface de chaque boite, puis mis en contact successivement pendant
5' dans chacune des solutions suivantes : (1) Une solution de dénaturation contenant,
1,5M de NaCl et 0,5 M de NaOH, (2) une solution de neutralisation contenant 1 M de
Tris-HCl (pH7,4) et (3) une solution de lavage contenant un tampon 2xSSC
(Sambrook et al., 1989). L'ADN est fixé sur des membranes par un traitement a 80°C

pendant 2 heures sous vide.
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* Préhybridation, hybridation et lavage des membranes.

Les membranes sont préhybridées pendant 3 heures a 60°C dans une solution
contenant 5xSSPE (Sambrook et al.; 1989), 0,1% SDS, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll400,
0,1% PVP, et 100 pg/ml d’'ADN de sperme de saumon.

Cette étape étant réalisée, la sonde radioctive, synthétisée a partir d'un clone
d'ADNc codant pour la CCoAOMT de Nicotiana tabacum (ref U62735) (Martz,
1997), est alors rajouté au liquide de préhybridation, et I'hybridation est réalisée
pendant 12 heures a 60°C. Les membranes hybridées subissent par la suite 4 lavages
successifs de 30" chacun a 60°C : 2 lavages contenant 2xSSC et SDS 0,2%, puis 2
lavages 1xSSC, SDS 0,1%. Puis elles sont séchées sur du papier filtre et mises au
contact d'un film autoradiographique pendant 24 heures a -80°C. Les films sont
révélés et les plages de lyses, ayant donné un signal positif, sont prélevées, puis

transférées dans 1 ml d'une solution SM et conservées a 4°C.

* Excision in-vivo

Dans un tube de 50 mi, 200 pul de bactérnies XI.1-Blue compétentes (DO=1)
sont mis en contact avec 20 pul du stock de phages purifiés (contenant au moins 1x10°
particules phagiques) et 1 pl de phage filamenteux "helper” R408 (contenant au moins
1x10° pfu/ml). Le mélange est incubé & 37°C pendant 15', puis 3 ml de milieu LB sont
rajoutés, et le tout est incubé pendant 3 heures a 37°C sous agitation. Aprés un
traitement a 70°C pendant 20', le mélange est centrifugé 5' a 4000 rpm, et le
surnageant, contenant les phagemides pBluescript SK” encapsidés, est récupéré dans
un tube sténle.

La transformation des bacténes XL.1-Blue par les phagemides est réalisée en
incubant a 37°C pendant 15', 200ul de bacténes compétentes XL1-Blue (DO = 1)
meélangés avec 50ul ou 0,1 pl de la solution de phagemides. Par la suite, 100 pl de ce
meélange sont étalés sur des boites de Pétn contenant du LB agar et ampicilline a

50pg/ml.

* Minipréparation d'ADN: lyse alcaline.

Les colonies bactériennes isolées sont incubées séparément dans 2 ml de
milieu LB contenant de l'ampicilline (50pug/ml) pendant 12 heures a 37°C sous
agitation. 1,5 ml de culture est centrifugé pendant 3' a 12000 rpm. Le surnageant
éliminé, le culot est repris dans 100 pl d'une solution de 25mM de Tris-HCI, 10 mM
d'EDTA (pH8). La lyse bactérienne est réalisée par 'ajout de 200 pul d'une solution de
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0,2 N NaOH, 1% SDS. Aprés une forte agitation (vortex), le melange est place dans
de la glace pendant 5'. 150 ul d'acétate de sodium 3 M (pHS5,2) sont alors ajoutes, et
suite a une agitation légere, le mélange est replacé dans de la glace pendant 10'. Une
centrifugation a 12000 rpm pendant 10' permet de récupérer le surnageant, auquel est
ajouté 1 ml d'éthanol absolu froid et le tout est placé a -20°C pendant 30" avant d'étre
‘centrifugé pendant 15' 2 12000 rpm. Le surnageant est €liminé, et le culot est lavé
dans 200 ul d'éthanol 70% puis séché sous vide. Le culot est repris dans 50 ul d'eau

distillée et ' ADN plasmidique est analysé sur gel d'agarose 1%.

* Préparation d'ADN plasmidique sur colonne échangeuse d'anions:
Midipréparation (Wizard, Promega)

Cette méthode est utiisée pour les préparations d'ADN destinées au
séquencage. Les conditions d'extraction et de purification, réalisées a partir de
cultures bactériennes de 100 ml dans un milieu LB, sont celles indiquées par le

fournisseur (Promega).
* Analyse en Southern blot

Southern génomique

30 ug d'un stock d'ADN génomique extrait de feuilles d'E.gunnii (Lacombe
et al., 1997) sont digérés séparemment avec une enzyme de restriction; Pstl, HindIII,
BamHI, Xho, Xbal. Les produits de la digestion sont séparés par €lectrophorése sur
un gel d'agarose 0,8%. Le gel est alors dénaturé 30' dans une solution NaOH 0,5M,
NaCl 1,5M, puis neutralisé 30' dans une solution Tris 0,5M (pH7,4), NaCl 1,5M. Le
transfert de 'ADN sur une membrane de nylon chargé positivement (Appligene) est
réalisé dans un tampon 10xSSC pendant 18 heures. La membrane est alors lavée avec
un tampon 2xSSC pendant 15', séchée a température ambiante 15' puis mise a 55°C
pendant 20'. La préhybridation est réalisée dans une solution, contenant 5xSSPE,
0,5% SDS et 100pg/ml d’ADN de sperme de saumon, pendant 3 heures a 65°C. Une
sonde radioactive, synthétisée a partir de I'ADNc codant pour la CCoAOMT
d'E.gunnii (clone 5, cf résultats), est alors rajoutée et I'hybndation est accomplie
pendant 12 heures a la méme température. Les membranes sont alors lavées 3 fois 10’
a 55°C dans une solution 2xSSC, 0,5% SDS. Les membranes sont alors séchées puis

mise en contact avec un film autoradiographique pendant 3 jours.
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Southern plasmidique

Suite a une digestion enzymatique (Xhol, EcoRI) de 3 pg d'ADN
plasmidique, une migration électrophorétique, réalisée dans un gel d'agarose 1%,
permet de séparer les inserts des vecteurs. Cette €tape précede un transfert sur
membrane, une hybridation (réalisée avec une sonde synthétisée a partir de 'ADNc de
N.tabacum) puis une mise en contact avec un film autoradiographique. Les protocoles

utilisés sont identiques a ceux utilisés pour le southern génomique
Technique d'amplification génique (PCR)

* Amplification par PCR

Pour chaque réaction PCR, le mélange réactionnel (volume total de 20 pl)
contient 75 mM de Tris-HCI (pH9), 2,5 mM de MgCl,, 0,01% Tween20, 20 mM de
sulfate d'ammonium, 250 uM de chaque dNTP, 0,25 pM d'amorces, 1 pg d'ADN
génomique (extrait de feuilles d'Fucalyptus gunnii), et 0,4U de Tag-polymerase
(Gol_dstar DNA polymerase, Eurogentec). L'amplification est réalisée a l'aide d'un
thermocycleur Hybaid OmniGene (modele TR3CM220) programmé pour une
dénaturation préliminaire (5', 95°C), suivit de 30 cycles comprenant chacun une €tape
de dénaturation (1', 94°C), une hybridation (1'30, 72°C), une élongation (45", 55°C),
et enfin une élongation finale (5', 72°C). Les produits d'amplification sont alors

analysés sur un gel d'agarose 1%.

* Purification de fragments d'ADN a partir d'un gel d'agarose
Les bandes d'intérét sont excisées et 'ADN est purifié, sur des particules de
silices, a l'aide d'un kit d'extraction (QIAEXII, QIAGEN) selon le protocole décnt par

le fournisseur.

* Ligation au vecteur de clonage

Les segments d'ADN purifiés sont introduits dans un vecteur pPGEM-T selon
un protocole fourni par le fournisseur (pGEM-T vector SYSTEM 1, Promega). La
réaction de ligation est réalisée pendant 3 heures a 15°C et la totalité de cette réaction
a été directement utilisée pour la transformation de DH5a compétentes (Sambrook er

al., 1989).
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* Transformation des bactéries

200 pl de DH5a compétentes sont transférées dans un tube en polypropyléne
au froid. La totalité de la réaction de ligation est ajouté et le mélange est homogénéisé
doucement par rotation avant d'€tre placé pendant 20' dans de la glace. La
transformation est provoquée par un choc thermique de 90" a 42°C puis replongée
immédiatement dans de la glace. 800pl de milieu LB sont alors ajoutés et le tout est
placé pendant 1 heure a 37°C sous agitation. 200 pul de culture sont étalées sur des
boites de Pétni contenant un milieu LB Agar, IPTG (Isopropylthio- B-D-galactoside)
80ug/ml, Xgal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- 3-D-galactoside) 40ug/ml et ampicilline
(50pg/ml).

Cartographie

* Matériel végétal

Une famille de pleins freres issue d'un croisement interspécifiques Eucalyptus
urophylla (clone 14.144) (parent femelle) x E.grandis (clone 9.21) (parent male) a été
choisie dans le schéma de sélection récurrente réciproque mis en place au Congo
(Vigneron, 1992). Cette famille F1, constituée de 92 individus, a été utilis€ pour
construire les cartes de liaisons génétiques de ces géniteurs, grace a l'utilisation de
marqueurs anonymes dominants RAPD (Verhaegen et Plomion, 1996). Ces cartes
génétiques ont servi de support pour positionner les genes de la COMT et de la

CCoAOMT.

* Amplification PCR et migration

Pour chaque réaction PCR, le mélange réactionnel (volume total de 25 pnl)
contient 67 mM de Tris-HCI (pH7,5), 2 mM de MgCl,, I ng de BSA (Serum
albumine Bovine), 0,2% de B-mercaptoéthanol, 16 mM de sulfate d'ammonium, 200
uM de chaque dNTP, 0,4 uM d'amorce, 15 ng d'ADN génomique (provenant soit des
parents, soit des 92 individus F1 (Verhaegen et Plomion, 1996)) et 1U de Taq-
polymerase (GIBCO BRL). L'amplification est réalisée avec un thermocycleur Techne
cyclogene (modéle FPHC3MD) programmé pour une dénaturation préliminaire (4',
94°C), suivit de 30 cycles comprenant chacun une dénaturation (45", 94°C), une
hybridation (45", 72°C), une élongation (1', 60°C pour la COMT et 45", 62°C pour la
CCoAOMT), et enfin une élongation finale (3', 72°C). Les produits PCR sont déposés
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sur un gel d'agarose 1,8%, puis soumis a une é€lectrophorése a voltage constant

(110V) pendant 3 heures, dans du tampon d'électrophorese 0,5xTBE.

* Protocole SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

Le protocole utilis€ est basé sur celui élaboré par Bodénes (1996). Pour
I'analyse SSCP, 8ul de produit PCR sont ajoutés a 15ul d'une solution contenant
9,2% de formamide, 10mM de NaOH, 0,05% de xyléne cyanol, et 0,05% de bleu de
Bromophénol. Les échantillons sont placés a 94°C pendant 4', puis plongés
immédiatement dans de la glace. Ils sont par la suite chargés sur un gel acrylamide
non dénaturant (Imm x 16 cm x 18 cm). Suite a plusieurs essais de migration, nous
avons utilisé, pour la CCoAOMT, un gel contenant TBE 6X (6%), acrylamide/bis,
37/1 (10%), 5% glycérol, TEMED (N,N,N,'N'-tetramethylethylenediamine) (0,065%)
et APS (persulfate d'ammonium) (0,065%). Pour la COMT, nous avons utilisé un gel
identique mais ne contenant pas de glycérol.

La migration électrophorétique est réalisée a une température constante de

15°C, a 190 V pendant 20h, dans un tampon de migration de 0,6X TBE.

* Coloration des gels SSCP

Les gels ont été fixés pendant 20' dans une solution d'acide acétique a 10% et
lavés 3 fois 2' dans de 'eau distillée. L'étape de coloration a eu lieu pendant 30' dans
une solution contenant 0,1% de nitrate d'argent et 0,056% de formaldehyde. Les gels
ont été rincés a l'eau distillée pendant 20" , puis ont été placés pendant 5 a 10' dans
une solution de révélation (30g/1 de carbonate de sodium, 0,056% de formaldehyde et
2mg/l de thiosulfate de sodium). La coloration a été arrétée en plongeant les gels dans
une solution d'acide acétique 10%. Apres un dernier ringage a I'eau, les gels ont été

photographiés.

* Analyse de ségrégation et positionnement sur les cartes génétiques

Les deux cartes génétiques ont été construites a l'aide du logiciel
MAPMAKER (Lander et al., 1987). Les génes ont €te localisés sur les cartes a l'aide
de la fonction "PLACE" qui permet de placer de nouveaux marqueurs dans une carte

existante.
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