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Les mutations a la base de la diversité genétique
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primer
strand
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rare tautomeric form of C (C*)

template happens to base-pair with A
strand and is thereby incorporated by

DNA polymerase into the
primer strand
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Mutation spontanée: Certaines DNA pol ne possedent pas
d’activité de correction

Table152 DNA Polymerase Families ‘

Family Example(s) Functions/Comments
A Bacterial DNA Replacement of RNA
polymerase | primers present in

Okazaki fragments

B Archaeal DNA Replicative DNA
polymerase B (Pol B) polymerases
Eukaryotic DNA
polymerases o, §,and £

C Bacterial DNA Replicative DNA
polymerase |1l polymerase

D Archaeal DNA Replicative DNA
polymerase D (Pol D) polymerase in some

archaea; unigue to archaea

i Eukaryotic DNA DNA repair
polymerase B

Y Bacterial DNA DNA repair
polymerase IV (Din B)

Reverse Retroviral reverse RMA-dependent DNA

transcriptase  transcriptases polymerase

(RT) Telomerase RT



Mutation spontanée: les mutations par transition et transversion

H H C H CH,
'/\E\ e \H"'“/H LN

- Y N \/&'? 0 H\ N\ \E)( ey | N
| ’} “H ' ,>

Forme rare, imine k |) Forme rare Cytosine l\ Thymine \N)QN \

de la cytosine (C*) \ énol de la \ L

thymine (T°) H Forme rare imine Forme rare énol
de l'adénine (A*) de la guanine (C

Forme énol, rare et
transitoire de la guanine




Mutation spontanée: les additions et delétions

En fonction du brin néoformé ou parental,
le glissement produit une addition ou
délétion respectivement lors de |Ia
réplication, cela étant due au glissement
de I’ADN pol lors de la biosynthese.

Ce phénomene se produit sur tous dans
les régions ou les séquences sont répétés.

(a)

Glissement menant a
une addition
ro—p

CGTTTT
GCAAAAACGTAC

Glissement du
brin néoformé

G )
C TT7Y
GCAAAAACGTAC.

(G 1)

C TTTTTYTGCATG
GCAAAAACGTAC.

(b)

Glissement menant a
une délétion
-t

CGTTT
GCAAAAACGTAC

Glissement du
brin parental

GTTT
CAAACGTAC.

© o]

G

CGTTTGCATG
GCAAACGTAC.

()

247



Mutation spontanée: déecalage du cadre de lecture

Ce phénomene se produit sur tous dans

Souche mutante
les régions ou les séquences sont répétés. Souche sauvage (addition de GC)
Le taux d’erreur est déterminer par la /B"” °°"°"'\\ -
DNA pOI ADN A C CATGACC

( AGBTACTGG

Peut modifier entierement une séquence e

d’acide aminé. l l

Codons P g g, g
ARNM AUGCCAUACUGG AUGCCAGUACUGG

| |

Peptide Met— Pro—=Tyr—=Trmp Met = Pro-Val = Leu



a problématique

3. Intracellular progression via root cortex
and colonization of xylem vessels

2. Entry into root
tissues through
wounds, root tips
and secondary root
emerging points

4. Systemic spread
and wilting symptoms
appearance

@u=" 5 Plant death.

Return to soll - survival and
dissemination in aqueous environments

1. Saprophytic life stage/
survival in soil

Identifier les mécanismes moléculaire sous-jacent
l'interaction entre M. tuncatula et R. solanacearum



Stratégie de recherche
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Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)
e Par agent chimique exemple : éthyle methanesulfonate (EMS)
 Mutagénese faste neutron

 Mutagénese UV

 Mutagenese par insertion

- Insertion T-DNA

- Insertion de transposant

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)
e Systeme bactérien

* RNAI

* Ribozyme

* CRISPER-CASS



Transmission des mutations d’intérets

Procaryote/eucaryote
unicellulaire

Mutagénese l
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Transmission de la mutation d’intérét
aux générations descendantes



Transmission des mutations d’intérets

Procaryote/eucaryote

unicellulaire

Mutagénese l

N
/\
s

Division

"

Transmission de la mutation d’intérét
aux générations descendantes

Cellules [
somatiques [

Eucaryote
multicellulaire

Cellules souches { J

Division X n l

Mutagénese

CeIIuIes

[M

Transmission de la mutation
d’inérét certaine cellules




Transmission des mutations d’intérets
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Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)
* Par agent chimique exemple éthyle methanesulfonate (EMS)



a mutagénese par agent chimique

Mutagénese chimique réalisée grace a 'agent mutagene chimique.
3 catégories de mutagene chimique : Mime une base azoté, modifie une base azoté,
intercalant de 'ADN.
- Mutagénese ponctuelles transformant des bases chimiques.
Modification des appariements des bases chimiques (mutation par transversion et transition)
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La mutagénese EMS

- Le groupement éthyle réagit avec la guanine et provoque la formation de O-6-ethylGuianine
gui interagit avec Thymine.
- une fréquence de |'ordre de 5x10-4 a 5x10-2 par gene.

W

e S\O/\

méthanesulfonate d'éthyle



nized seed mutant sector seed pods from:
"'"".'.".a R of cells in self-fertilization of makent sector NONMULSIT 382157

25% m/m



Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

 Mutagénese faste neutron



a mutagénese faste neutron

Cette mutagénese est obtenue grace au bombardement par un
cannons a particule des cellules.
Elle provoque des délétions dans le génomes.



Réparation des cassure d’ADN
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Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)
e éthyle methanesulfonate (EMS)

 Mutagénese UV

* Mutagenese par insertion

- Insertion T-DNA

- Insertion de transposant

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)
e Systeme bactérien

* RNAI

* Ribozyme

 CRISPER-CAS9



La mutagenese U.V

Utilisée sur tous en laboratoire pour la désinfection des surfaces
exposées au agents microbien.

Light
Photoreactivating -

enzyme

— )



La mutagenese U.V
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Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

 Mutagenese par insertion
- Insertion T-DNA



La mutagénese par insertion

Consiste a insérer des fragments d’/ADN exogenes dans le génome.

Elle fait appelle essentiellement aux technigues de transformation utilisées en biologie
moléculaire (chapitre 3).

En fonction de la nature de 'ADN inséré en distingue :
Mutagénese T-DNA
Mutagénese au transposant.

ADN exogene

Génome Génome muté



La mutagenese par insertion T-DNA

Utilisation du plasmide d’Agrobacterium tumefaciens

Plant cell

‘ Agrobacterium tumefaciens

Bacterial
chromosome

Transport channel ‘ Nucleus
Mitochondrion
Chloroplast

Oncogenic genes Cytokinin production Opine synthesis
Right T-DNA border

Auxin production

Left T-DNA border Conjugative transfer

(Octopyne type)

Virulence region ~ Opine catabolism

Origin of repicélion



La mutagenese par insertion T-DNA

Marqueurs de sélection
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T

Origin of replication



La mutagenese par insertion T-DNA
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Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

* Mutageneése par insertion

- Insertion de transposant



transposant

Retro transposant
ARN

LTR+ {viraux})

LTR- {Non viraux)

ENV+=> virus LINE SIME




IRNA primer

Viral RNA
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RNA-DNA duplexes degraded
by RNAase
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Transposant tntl chez M. truncatula

Parental line (Tnk88-7-7)
with 5 transposed Tt/ copies
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|

> v | o D cDNA
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Promoteur ORF

Transcription

TTTTTT T T T T T T I I T Tl
ARN

Traduction @
Protéine

Assemblage @
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Les differents types de mutations

Pro*eur

ORF

Pas d’effet.

Inactivation du promoteur.

Modification de l'interaction avec des éléments en trans:
augmentation ou réduction de l'affinité des éléments en cis.
Création de nouveaux CIS éléments.

/ Augmentation de l'activité du promoteur

\ Réduction de l'activité du promoteur

/ Augmentation des transcrits

\ Réduction des transcrits



Les differents types de mutations

Promoteur I"! ORF
Transcription @

[TTTTTTTTT Tl
ARN

Traduction @

Protéine

Mutation silencieuse : n’affecte pas I'acide aminé de la protéine
Mutation faux sens : change I'acide aminé de la protéine

Mutation non sens : terminaison prématuré de la traduction (codon
stop)

Mutation de déphasage du cadre de lecture : ajout/réduction d’un ou
deux nucléotides.

Mutation polaire : une région muté et plusieurs genes affectés



Les différents types de mutations

Promoteur * ORF

Augmentation/réduction
de
la durée de vie

Transcription @

A
duction @

Augmentation/réduction
de
Lactivité

®

RN
Protéine

Assemblage @

Augmentation/réduction
de la stabilité et/ou de
I'activité

—x%




Mutation a effets multiples

Promoteur l'" Gene A

Facteur transcription A V

Pro eur Gene B ro&-‘eur Gene C




Mutation a effets multiples

Promoteur l'" Gene A

Facteur transcription A V

—

Pro eur Géene B Pro eur Géne C

Facteur transcription B

Promoteur | Géne D




Quelque définitions

Mutation grain de fonction : ?
Mutation perte de fonction : ?

Mutation Kunck Out (K.O) : ?
Mutation Kunck In (K.I) : ?
Mutation Kunck Down : ?

Allele : ?
Locus : ?

Annotation d’un alléle sauvage (Wild type : WT) chez les eucaryote: ?
Annotation d’un allele mutant chez les eucaryote : ?

Annotation d’'une protéine : ?

Annotation d’un alléle sauvage (Wild type : WT) chez les procaryote: ?
Annotation d’un allele mutant chez les procaryotes : ?



Quelgque déffinition

Mutation grain de fonction : généralement dominante
Mutation perte de fonction : généralement récessive.

Mutation Kunck Out (K.O) : mutation perte de fonction,
Mutation Kunck In (K.l) : mutation grain de fonction.
Mutation Kunck Down : réduction de la fonction du gene.

Allele : les différente formes d’un géne (Exe : WT ou mutant)
Locus : position physique d’un allele dans le génome.

Annotation d’un alléle sauvage (Wild type : WT) chez les eucaryote:
Majuscule et Italique.

Annotation d’un allele mutant chez les eucaryote : minuscule et italique
Annotation d’'une protéine : majuscule.

Annotation d’un alléle sauvage (Wild type : WT) chez les procaryote:
Premiere lettre Majuscule et Italique.

Annotation d’un allele mutant chez les procaryotes : premiere lettre
minuscule et italique



Le crible phenotypique étape clé

Question biologique

WT
Mutagénese
Mettre des
i . exemple de
Crible phenoty|?e m . tant.avec
la questiopgbiologique

Mutant d’intérét



Le crible phenotypique étape clé

Question biologique

WT
Mutagénese
Mettre des
p . exemple de
Mutant Adéquatig@n du utant

1= phénotype mpitant avec

! Cribl i . _

S iologique

Mutant d’interet

* Crible phénotypique : sélectionner les mutants ayant
un phénotype externe intéressant.

* Crible moléculaire : les mutants non pas de
phénotype externe, on étudie le comportement de
genes cibles connues pour controler le processus étudié



L_es phenotypes attendue pour notre étude

Comment designer notre crible ?
Quelle phénotype attendue pour les plantes mutantes et pour les bactéries mutantes ?
Quelle étapes apres 'identification des mutants d’interét ?



Identification des genes mutees

En fonction du type d’agent mutagéene utilisé, de la connaissance du génomes

ainsi que du budget alloué a I'étude, la stratégie d’identification du/des génes
muté est différentes.

Mutation ponctuelle EMS

Mutation suite a une insertion

Allele sauvage (H) xxxAGTAG*KCTGATGCTGATCCCTGAxxxx

XXXAGTAGTCT?ATG CTGATCCCTGAXXxXX

Allele mutant (h) | xxxAGTAGGCTGATGCTGATCCCTGAXXXX

XXXAGTAGTCTGATATATATATTTTGGCCCCATGCTGATCCCTGAX>

Au cours de la mutagénese plusieurs milliers de mutations en lieu, certaines ont des effets

d’autre non.

Il y a la nécessité de purifier le fond génétique mutant pour faciliter I'identification de la

mutation d’interet.



La purification du fond genetique

WT (HH)

Nombre de mutations Mutagenese

résiduelle: 1000 \ : :

50% Hh 25% HH

Crible phénotypique

.ﬁ £

WT (HH) Mutant (hh)

Nombre de mutations Back cross

résiduelle: 500

25% hh 50% Hh 25% HH



Les marqueurs moléculaires et la cartographie des genomes

K1 K1
T e * Les marqueurs moléculaires sont des séquences
individul individu2 ) , . \
e o o d’ADN présentes dans le génome et soumises a des

variation perm
de séquence.

génome ».

entre deux ind

génome, nous

d’'intérét dans

K1
individu2

ettant de générer du polymorphisme

* Le terme de marqueurs est synonyme de « locus
marqueur ; qui signe une position unique sur le

* La variation des marqueurs (polymorphisme) a lieu

ividu d’espece éloignés, proches et

méme entre deux individus d’'une méme especes.
* U'identification précise de leur localisation sur les

permette de les utiliser en tant que

balise de reconnaissance pour situé notre mutation

le génome.



Les marqueurs moléculaires et la cartographie des genomes

K1 K1
individul individu2 * La comparaison des marqueurs repose sur
® e o o différents principe :

- La mesure de la longueur des fragments d’ADN.

- La détection de I'absence ou la présence de sites
de restrictions.

- L’hybridation ou non entre deux brins d’ADN.

- La détection des différences de conformation de
I’ADN.

La marqueur moléculaire sont sollicité pour Ia
cartographie des génomes et les techniques
associées seront détaillées dans le chapitre 8.

K1
individu2




Exemple d’utilisation de marqueur pour identifié¢ une mutation
ponctuelle

Au cours des back cross on étudie la co-
ségrégation des marqueurs afin d’identifier ceux

gui co-ségrége avec le phénotype
. . . WT (HH)
Grace a cela nous pouvons situer la mutation

, Mutagénése
dans le génome 1

Le marquer (a) Co ségrége avec le phénotype, ﬁ
cela indique que la mutation responsable est
25%hh 50% Hh  25% HH

proche de (a).
Crlble phénotypique

(a) Est situé sur le chromosome 1 entre les
nucléotide 1120 et 1200 f ‘ﬁ

WT (HH, aa, BB, CC) Mutant (hh, AA, bb, cc)

l_u
l_u

I

Back cross

L

25% hh, aa, Bb, Cc | 50% Hh, Aa, bb, Cc  25% HH, AA, BB, Cc

ALL NI
AL I

A
=



Amplification des régions associees a la mutation

Mutant WT
== ==
B B T @ —
‘E"E“ ‘E“E“ K1 mutant ATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGC
1 | | | r
— - — -
=== —
= e == K1 WT ATGTCTATGCCGTATTACATATGTCTTACTTTGACGC
Extraction ADNg N
1 Chapitre 8

Q ; Q ; Amplification PCR
K1 K1 1

Mutation Clonage Chapitre 3 & TD
d’intérét 1
. Séquencage
K1 Mutant ATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGC e gChapitres
K1WT ATGTCTATGCCGTATTACATATGTCATTTACTTTGACGC 1

Analyse in silico
Chapitre 6 & TP



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

Primer left/forward

Amorce directe

TAAACGGACTATACAGATA
ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTAGATTTCGGCATACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA
TTGCTGCGTCGATCGATTT

Primer right/revers
Amorce revers



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon

MgCl,*

Amroces (D & F)

Taq Polymerase

N

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

Dénaturation de '’ADN a 94°C

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon

MgCl,*
Amroces (D & F)
Taq Polymerase

TAAACGGACTATACAGATA

N

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

Hybridation de I'amorce 56°C a 64°C
(Température dépend du Tm et de |la
longueur des amorces)

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT
TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA
dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon Fixation de la taq polymerase (ADN
MgCl,* polymerase thermorésistante) sur
Amroces (D & F) I'amorce pour les deux brins (un seul
Taq Polymerase brin représenté)

Taq Polumerase

TAAACGGACTATACAGATA
ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon

MgCl,*
Amroces (D & F)
Taq Polymerase

PPi TAAACGGACTATACAGATA

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

Amplification de la matrice par la Taq a
72°C

1 1
ER '—' y TEMPLATE
N STRAND
] L
G-P=0 7.5 o7 GHh
& A — T 0
HC O O=p=0
2 : S 3
_—OH AN >
No” GHa
3" end of strand —_—
=] i
o EC— G i
1 i O=pP-0
i 5
(6] >
J |
So” CH:
A [e]
incoming deoxyribonudleoside triphosphate 0=p-0
0
{ > |
!
So €Hy
i i (6}
0=p-0
i
(o]

§ahd of strand

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT
TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Tompon Amplification de la matrice par la Taq a
MgCl,* 72°C

Amroces (D & F)
Taq Polymerase

PPi TAAACGGACTATACAGATA
ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT
TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Tompon Amplification de la matrice par la Taq a
MgCl,* 72°C

Amroces (D & F)
Taq Polymerase

PPi

TAAACGGACTATACAGATATG
ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

AACGACGCAGCTAGCTAAA



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA

TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon

MgCl,*

Amroces (D & F)

Taq Polymerase

TAAACGGACTATACAGATATGCATAATCTAAACCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAA
ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTAGATTTCGGCATACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

N

Amplification de la matrice par la Taq a

72°C

PPi

TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT

Taq Polumerase

MgCI2 ™\ PPi

dATP



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTA TACTTTGCTGCGTCGATCGATTT
TAAACGGACTATACAGATACTGCATAATCTAAAGCCGTATGAAACGACGCAGCTAGCTAAA

dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Tompon Néo synthese du fragment d’ADN,
MgCl,* seéparation a 94°C

Amroces (D & F)
Taq Polymerase

dATP

ATTTGCCTGATATGTCTATGACGTATTAGATTTCGGCATACTTTGCTGCGTCGATCGATTT



Polymerase Chaine Reaction (PCR)

» T° de dénaturation: 94°C a
5min puis 0.30 a 1 min au
cours des cycles
d’amplification.

» T)° hybridation des
amorces: 56 a 64 °C
pendant 0.30 min.

» T° d’élongation: 72°C pour
% le temps vitesse POL/taille
fragments a amplifie.




Les differentes Taq Polymerase disponible dans le marché




Mutagénese intentionnelle
cible
purification du fond génétiq»ue




Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible
purification du fond génétiwe

ADN exogene
|ADNg | AmpR

Extraction d’ADNg 1




Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle
cible
purification du fond génétiwe

Extraction d’ADNg 1

Enzyme de restriction
(chapitre 3)
Extrémités 5" protubérantes

3 =)
G AATTC

3 5
GAATTC ——— EcoRl

- +
¥ CITAAG 5 v CTTAAS 3G

Digestion enzymatique 1

&

ADN double brin

/




Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible
purification du fond génétiwe

Extraction d’ADNg 1

Digestion enzymatique

%gv

Clonage r
(Chapitre 3) Plasmide



Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible
purification du fond génétiwe

Extraction d’ADNg 1

Digestion enzymatique
S§§‘) (Chapitre 4)

PIasmlde

Tra nsformation E
<2

Clonage




Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible
purification du fond génétiwe

Extraction d’ADNg 1

Digestion enzymatique 1

Clonage t O

Plasmide
Transformation

Sélection
> O]

Ampiciline

~



Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible
purification du fond génétiwe

Extraction d’ADNg 1

Digestion enzymatique 1

Sg%‘) Extraction plasmide
kf g,

Clonage
PIasm|de Multiplication

Transformation Sélection _C
%% > °

Ampiciline




Ildentification des FST

Mutagénése intentionnelle

cible .
purification du fond génétiwe ADN exogene
Qﬁ ADNp | ADNg | AmpR |ADNg IADNp

Extraction d’ADNg 1

Digestion enzymatique 1

7 “) Extraction plasmide
& G
Clonage r O

Plasmide Multiplication
Transformation Sélection
'\/{. O
i Ampiciline

~




Identification des Flanking sequence Tag (FST)

Mutagénése intentionnelle

cible Amorce1D Amorce 2D
purification du fond genethue —_ N
'ﬁlADNpI ADNg | AmpR | AbNg IADNp
Extraction d’ADNg N ) u——
Amorce 1R Amorce 2 R
PCR & Séquencage

Identification des FST ¢

Digestion enzymatique 1

7 “) Extraction plasmide
& G
Clonage r O

Plasmide Multiplication ‘

Transformation SéIection

Ampicillne

~




Identification des Flanking sequence Tag (FST)

WT
|ADNpI ADNg | AmpR |ADNg IADNp

1 Extraction d’ADNg

Réalisation d’amorce spécifique
du géne muté

Z Y
- Identification des FSTs sur le génome
pll ADNg AmpR ADNg § ADNp

—

v PCR & séquencage

Analyse in silico



Parental line (Tnk88-7-7)

with 5 transposed Tnt/ copies
SLTR LR
— > o | o @ T/ ruouansposon
Somatic embryogenesis l mRNA
¢/ transposition occurs at this stage) l
> oo | oo D ¢DNA
| Random and stable insertion into the genome
v

Regeneration of independent insertion lines with 4-50 Tnt1 copies/line (~21,000 lines gencrated at the SRNF)

Tl Tl \
—i =0 L‘—
Gene A Gere B Gere C
Tl
—« Screcning for visible . Selection of putative symbiotic mutants
———L— phenotypes for phenotype re-confirmation soreeaing
Gene D Gene E (9,300 lines) (230 lincs)
Tl
2 DNA pooling for FST sequencing
and reverse screening
Gene F / /PCR \
30,000 Flanking Sequence PCR-based reverse screening for
Jatat ¥ (FS'B)MWT.’ Tntl insertions in known genes
Phmmotype insertions in 543
(~30% visible phenotypes) TD-, I-, and TAIL-PCR, yiclded
plus Solexa and 454 sequencing out of 650 genes tested in the
entire mutant population (~83%)

http://bioinfo4.noble.org/mutant/



Stratégie de recherche

Mutagénese
dirigée

Reverse génétique

— 1

Gene A

Gene B

Phénotype

Geéene C

anbi11ouad 910341

Mutagénese
aléatoire



Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)
e Systeme bactérien



La transfert du matériels génétique chez les bactéries

Bactérie donneuse ADN Phage

~ O | /;/E\ -
I
Transformation
Conjugaison l Transduction

~1

Bactérie receveuse




La transfert du materiels génetique chez les bactéries

Selon la nature du matériel génétique
exogene :

LADN peut étre intégrée au génome.
LADN peut étre maintenu de maniere
extra-chromosomique de maniere

diploide.
LADN peut étre dégradé.

.12 The Fate nf Dannr NNA NDurinn Harirnntal Gene Trancfor.

Integration of

donor DNA of stable

i '
voﬁc’}-\g’/r recombinants

Repy
(s7 (PP
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chromosome \80\,;’.2(?Uces ’
| OI' — |
Q‘ osg  OVA ™ No stable
. L e recombinants
'.~_'o‘ _/(\
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Intégration du plasmide F chez E-coli

] Chromosome bactérien




Plant de coupure




LLa recombinaison homologue non réciproque

Model de Fox A

Association de oA T O Donneur
segments homologues .« < O\

a b

Hote

Séparation de brins l
et appariement Y.
La fidche indique la . o —
coupure du brin du o a b
donneur par une l
endonuciéase e
L'endonuciéase coupe e
le brin du receveur ‘4 Ql 'k
Remplissage des b g T b
bréches et ligature l

a b

| —



e systeme RecA d’intégration de I’ADN

Single-stranded DNA (A) Rec A

6 monomeres de RecA
entouré de 18
nucléotide

Fonction des autres protéines
Rec




Principe de mutagenese dirigé chez les bactéries

Région homologue du gene cible

Région homologue du gene cible

—

Geéne de sélection A

Bactérie Rec-

(1) Multiplication

I
—

Gene de sélection B

Origine réplication

Bactérie Rec+

(2) Extraction plasmide (3) Transformation



Principe de mutagénese dirigé chez les bactéries

Région homologue du gene cible

Région homologue du gene cible

—

Geéne de sélection A

Bactérie Rec-

(1) Multiplication

Origine réplication

Gene de sélection B

Recombinaison homologue

Geéne cible

Bactérie Rec+

(2) Extraction plasmide (3) Transformation




Principe de mutagénese dirigé chez les bactéries

Génome
s Gé&ne cible KanR

Génome
Géne cible ||

S

Bactérie mutante

1;

Sélection sur
Kanamycine

Bactérie Rec+

Bactérie Rec-

(1) Multiplication (2) Extraction plasmide (3) Transformation



Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)

* RNAI



RNA interférence

Transcription

=

Promoteur :

A

[TT1
AAAA

I
A

[T1
AAA

Transformation

ATGTCAGTACTCGACTGA AAAAAAAAA
— TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTT

WT

Gene endogene cible
———TACAGTCATGAGCTGACT =



RNA interférence

Transcription

I Promoteur LTTTTTTTTTT__ATGTCAGTACTCGACTGA__ AAAAAAAAA
AAAAAAAAA™ TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTI WT

Transcription
TACAGTCATGAGCTGAC ‘ > Geénecible
g =——=TACAGTCATGAGCTGACT =——

— — ATGTCAGTACTCGACTGA=—

E == ATGTCAGTACTCGACTGA=—

=——=ATGTCAGTACTCGACTGA=—



RNA interféerence

Transcription

I Promoteur LTTTTTTTTTT__ATGTCAGTACTCGACTGA__ AAAAAAAAA
AAAAAAAAA™ TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTI WT

Transcription
TACAGTCATGAGCTGAC ‘ > Geénecible
g =——=TACAGTCATGAGCTGACT =——

— — ATGTCAGTACTCGACTGA=—

E == ATGTCAGTACTCGACTGA=—

, =——=ATGTCAGTACTCGACTGA=—

CTGACT
@‘ TCATGAG
TACAG



RNA interférence

Transcription

I Promoteur LTTTTTTTTTT__ATGTCAGTACTCGACTGA__ AAAAAAAAA
AAAAAAAAA™ TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTI WT

Z S

Transcription
P Mutant

TACAGTCATGAGCTGAC ‘ > Geénecible
g —TACAGTCATGAGCTGACT =

— — ATGTCAGTACTCGACTGA=—
— CTGACT

- == ATGTCAGTACTCGACTGA=—
= TACAG

TCATGAG

CTGACT
@‘ TCATGAG
TACAG

, =——=ATGTCAGTACTCGACTGA=—



RNA interférence

Transcription

I Promoteur LTTTTTTTTTT__ATGTCAGTACTCGACTGA__ AAAAAAAAA
AAAAAAAAA™ TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTI WT

Z S

Transcription
P Mutant

TACAGTCATGAGCTGAC ‘ > Geénecible
g —TACAGTCATGAGCTGACT =

— — ATGTCAGTACTCGACTGA=—
— CTGACT

- == ATGTCAGTACTCGACTGA=—
= TACAG

=——=ATGTCAGTACTCGACTGA=—
, TCATGAG

CTGACT
@‘ TCATGAG
TACAG



RNA interférence

Transcription

I Promoteur LTTTTTTTTTT__ATGTCAGTACTCGACTGA__ AAAAAAAAA
AAAAAAAAA™ TACAGTCATGAGCTGACT TTTTTTTTTI WT

Z S

TraMEtlon Mutant

TACAGTCATGAGCTGAC ‘ > Geénecible
g —TACAGTCATGAGCTGACT =

— — ATGTCAGTACTCGACTGA=—
— CTGACT

- == ATGTCAGTACTCGACTGA=—
= TACAG

=——=ATGTCAGTACTCGACTGA=—
, TCATGAG

@‘ CTOACT TCATGAG Modification des
TACAG

histones et de
lsssss—) 201




Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)

* Ribozyme



Mutagénese Ribozyme

ARN dont la configuration lui confere une activité catalytique de

clivage des ARNs (\
SO, .ﬁ

IO 1
- - WT
= binding = ‘
sfem ﬂf\ QE
next cycle cleavage

Mutant
dissociketion I F.t,”ﬁ 111 tj



Générer des mutants

Mutagénese Aléatoire (affecte de maniere aléatoire les genes)

Mutagenes dirigée (touche de maniere ciblée certains genes)

* CRISPER-CASY



Mutagénese CRISPR-Cas

clustered regularly interspaced short palindromic repeats—CRISPR-associated proteins

Systeme de protection bactérien anti phage et ADN étranger, découvert en 2005 par
trois équipes de recherche

Basé sur les séquences CRISPR, CAS on identifie trois grandes classe : type | contient
Cas3 nucléase, type Il contient Cas9 nucléase, type Ill contient Cas10 nucléase



Fonctionnement du systeme CRISPR-Cas

Deux Composa nt: . cas genes CRISPR locus

! [ | [ |
un operon Cas qui : Co—" 2101010 NE—
code des nucléases Repeat |5pﬂ':&r

et un locas de %’W—b/\é&/ — 5N

réglo n ré pétées r@—ﬂepair and/or recombination enzymes
CRI S PR Acquisition |5pﬂcer acquisition |

L J

—m=yr ) > ——ER T RN

Transcription

Y Pre-crRNA
EXpression @ ™ o™ ot N

~O o >y,

Cash RMase Il

i |chNApro¢:essing|
)
rnace Multicomponent CRISPR
ribonucleoprotein (crRNP)
@ complexes

crRMNFP assembly
Interference ¢ and surveillance




Les types de systéme CRISPR-Cas

“I cas genes CRISPR locus II'
I I 1 1 |
Leader I l l l -
Repeat |Spacer
@~ —~
@ r@—ﬂepair and/or recombination enzymes
Type I-A Type I-E Type ll Type llI-A Type llI-B Acquisition | | Spacer acquisition |
Casl
9 b b @ e ——HIRT R DR
Transcription
O O O O prf)rcE-I:SAing Y Pre-crRNA
Casb Casbe RNase Ill Casb Casb EKPTE‘SSiDI‘i P T T —
Casﬁe ( N ( A O or
Cascade/I-A @ chdNP asstﬁr:bly r‘:ﬂ =6 RMase llI
crRNA and surveillance
= - f = | crRNA processing |
Cas5, Cas7, Cas5, Cas7, tracrRNA Csm4, Csm3, Cmr3, Cmr4, i
Cas8, Csa5 Csel, Cse2? Cas10*, Csm2 Cas10*, Cmr5 L 8
(1< (4 (4 (4 (14 ol rnase Multicomponent CRISPR
as3* as3* as9* domains smb6? mrd subunits? H )
Cocd Cood Coctd comé St sbunit @ ribonucleoprotein (crRNP)
Il |
. . complexes
DNA interference RI'*:IAlnterference . rRNP assembly
, , and surveillance
Basé sur les séquences CRISPR, CAS on
identifie trois grandes classe : type | contient
Cas3 nucléase, type Il contient Cas9 nucléase,  Torget degradation |

type lll contient Cas10 nucléase





















La technique RFLP pour ’identification de mutation

Individu 1 Individu 2

l Extraction l
d’ADNg

0

ADNg . . ADNg
Digestion
l enzymatique l




