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Présentation de l'IFREMER. 
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2 - Présentation. 

L'IFREMER (Institnt Français de Recherche pour l'Exploitation de la Mer) gère un 
budget de près d'un milliard de francs, qui provient en majeure partie de la subvention que lui 
verse l'état et à laquelle s'ajoutent des ressources propres que son statut d'EPIC 
(Etablissement Public à caractère Industriel et Commercial) lui permet de développer; leur 
évolution constitue, chaque année, une priorité de l'Etablissement. 

Environ mille deux cent cinquante ingénieurs, chercheurs, techniciens et administratifs 
participent aux multiples missions de L'IFREMER. Ces personnels travaillent au siège social, 
à Issy-Les-Moulineaux, et dans les cinq centres (Boulogne-sur-Mer, Brest, Nantes, Toulon, 
Tahiti), dans les stations réparties le long du littoral et dans les DOM-TOM. 

A ces mille deux cent cinquante agents, il faut ajouter environ six cents personnes qui 
travaillent dans les filiales pour valoriser la politique de recherche de l'institut auprès, 
notamment, des professionnels de la mer, et gérer les moyens de la flotte océanographique. 

3 - Les missions. 

L 'IFREMER est le seul organisme de recherche français dont la vocation soit 
exclusivement maritime. 

Il a reçu des missions multiples par le texte fondateur de l'institut (décret de 5 juin 
1984). 

Organisme de recherche finalisé, il mène ses actions propres dans le domaine des 
connaissances fondamentales et appliquées et des techniques liées à de grands enjeux 
scientifiques et technologiques ou de société (évaluation et mise en valeur des ressources de la 
mer - en particulier des ressources vivantes -, protection de l'environnement côtier). 

En tant qu'EPIe, il a la mission de valoriser le résultat de ses travaux dans les 
entreprises. Il doit donc développer et mobiliser ses compétences pour renforcer la 
compétitivité des entreprises françaises du secteur maritime (industrie, pêche, aquaculture) 
pour affronter la concurrence internationale. 

Il doit aussi jouer un rôle stimulant sur les projets et programmes de tous les acteurs de 
la recherche nationale en s'appuyant sur l'expertise de ses propres laboratoires. 

Centre d'expertise, il apporte à l'état, aux collectivités locales et à l'administration son 
concours pour l'exercice de leurs responsabilités, sous forme d'avis, notamment pour le 
contrôle de la qualité des produits de la mer et du milieu marin. 
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Agence de moyens, L'IFREMER a la charge de la construction, de la programmation 
et de la mise en oeuvre de la flotte océanographique française et des moyens lourds associés; 
ceux-ci doivent être au service de la communauté scientifique nationale. Par ses actions de 
recherche technologique, l'institut contribue à perfectionner et à renouveler les engins et 
l'instrumentation, nécessaires à la recherche pour l'exploitation des données satellitaires 

Centre de production et de diffusion de connaissances scientifiques et techniques, 
l'IFREMER contribue également à la formation à la recherche et par la recherche, d'ingénieur 
et de techniciens. 

C'est enfin, un acteur de la politique extérieure de la France, notamment par le 
déploiement de la flotte océanographique française sur les océans et par l'accueil, à bord, de 
scientifiques étrangers. 

4 - Station de La Tremblade. 

Le laboratoire de Génétique Aquaculture et Pathologie (GAP), a été crée à la fin de 
l'année 1994, suite à une réorganisation de l'ancien laboratoire des Ressources Aquacoles de 
La Tremblade, puis remanié en 1996. 

Initialement composé de quatre unités de recherche: 
- l'unité de Recherche en Génétique (URGE), 
- l'unité de Recherche Aquacole en Poitou-Charentes (URAPC), 
- L'unité de Recherche Aquacole en Pays de Loire (URAPL), 
- L'unité de Recherche en Pathologie et Immunologie Générales (URPIG), 

le laboratoire est désormais éclaté en trois laboratoires distincts: 
- le laboratoire Génétique, Aquaculture et Pathologie (GAP), sous la direction 

d'André GERARD, 
- le laboratoire Régional Conchylicole de Poitou-Charentes (RCPC), sous la 

direction de Philippe GOULLETQUER, 
- le laboratoire Conchylicole des Pays de Loire (RCPL), sous la direction de Jean­

Pierre BAUD. 

Les programmes menés au GAP, sous la responsabilité de la Direction des Ressources 
Vivantes (DRV), concernent la conchyliculture. 

Comme son nom l'indique, les activités de la DRV couvrent l'étude de toutes les 
espèces vivantes de la mer, faune et flore, ainsi que l'exploitation qui en est faite. Le secteur 
économique de la pêche et de l'aquaculture est important, et la Direction des Ressources 

5 



1 

1 

-1 

1 

Vivantes travaille en concertation avec les professionnels, les administrations en charge de ce 
secteur, qu'elles soient nationales ou européennes. 

La DRV se compose de trois départements et un service: 
- le Département des Ressources Halieutiques (RH), 
- le Département des Ressources Aquacoles (RA), 
- le Département "Valorisation des Produits" (VP), 
- le Service d'Economie Maritime (SEM). 

Outre le développement de programmes thématiques spécifiques à la génétique et la 
pathologie générale, l'association au sein d'un même laboratoire de pathologistes et de 
généticiens, relève de particularités des maladies infectieuses chez les invertébrés marins, et 
plus particulièrement des moyens de lutte à mettre en oeuvre contre ces dernières. 

Les principaux objectifs du GAP visent essentiellement à développer des programmes 
sur les mollusques bivalves dans les domaines de: 

et de 

la génétiÇjJ.Je: 
sélection de souches d'huîtres plates Ostrea Edulis résistantes aux parasitoses, 
sélection de souches d'huîtres creuses, 
polyploïdisation des principales espèces d'intérêt commercial, 
obtention de lignées pures et recherche de marqueurs génétiques 
acclimatation et hybridations inter-spécifiques de différentes espèces du geme 
Crassostrea, 

la pathologie: 
surveillance des ressources conchylicoles, 
identification des agents pathogènes, 
description de leur cycle de développement, 
mise au point des techniques de reproduction expérimentale des maladies, 
développement d'outils performants de diagnostic utilisables à des fins de 

recherche ou de contrôle, 
étude de l'impact de ces maladies et de leur évolution géographique et temporelle, 
étude des mécanismes cellulaires de défense mis en jeu par les mollusques dans 

certaines maladies. 

C'est au sein de l'unité de Recherche en génétique du GAP que j'ai effectué mon stage 
de Il semaines. 
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Présentation du sujet. 

1 . Le contexte scientifique 

En France, ainsi que dans de nombreux autres pays, l'histoire de l'ostréiculture est 
émaillée d'une succession de phases de développement, de surexploitation et d'apparition de 
maladies qui perturbent lourdement la profession. 

Depuis la disparition massive de l'huître portugaise, Crassostrea angulata, victime 
entre 1969 et 1971 d'une épidémie virale et l'effondrement de l'élevage de l'huître plate 
Ostrea edulis dû à deux parasitoses, la marteiliose et la bonamiose, l'ostréiculture française 
connaît actuellement une situation de monoculture de l'huître creuse japonaise Crassostrea 
gigas, suite à l'introduction de l'espèce entre 1971 et 1975 (Grizel et Héral, 1991). 

Pour tenter de remédier à cette situation de monoculture, qui reste une des inquiétudes 
majeures des professionnels, la région Poitou-CllaI'entes a apporté une aide financière pour la 
création d'un "conservatoire de souches", implanté dans les locaux du Laboratoire Génétique, 
Aquaculture et Pathologie de La Tremblade. 

Les principaux objectifs sont d'étudier les possibilités d'acclimatation des huîtres 
étrangères dans les eaux françaises afin de diversifier la production ou de préparer une 
éventuelle substitution à C. gigas en cas d'épizootie majeure, de développer des hybrides intra 
et inter-spécifiques au sein du genre Crassostrea (performants en ce qui concerne la résistance 
aux maladies parasitaires, la croissance et la fertilité) et enfin d'effectuer une étude de la 
différenciation génétique (intra et inter-spécifique). 

La différenciation des huîtres repose sur plusieurs paramètres qui sont: 
- l'origine géographique, 
- la morphologie (forme et longueur de la coquille, longueur de la charnière ... ), 
- la possibilité de croisements entre deux espèces ce qui entraîne la production 

d'hybrides (dont on étudie la viabilité et la fertilité) 

Cependant, ces paramètres ne sont pas suffisants pour classer correctement toutes les 
populations du fait de la plasticité phénotypique (c'est à dire que deux individus d'une même 
espèce peuvent évoluer différemment en fonction des conditions du milieu et de ce fait, 
présenter des caractères morphologiques quelque peu modifiés), c'est pourquoi il faut se 
tourner vers des méthodes plus précises et utiliser des outils moléculaires et génétiques 
(Palumbi, 1996). La recherche de marqueurs moléculaires est en effet un des moyens les plus 
efficaces pour caractériser les populations et les espèces. Elle peut se faire à différents 
niveaux: sur l'ADN nucléaire ou mitochondrial (Banks et al., 1993; O'Foighil, 1992). 

La technique qui a été privilégiée jusqu'à aujourd'hui repose sur la recherche de 
polymorphisme de fragments de restriction, fragments préalablements amplifiés par PCR. 
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Cette méthode a notamment été selectiolmée car elle présente un certain nombre 
d'avantages: 

- c'est une technique relativement légère et applicable à un grand nombre 
d'échantillons, 

- il Y a possibilité de mise en oeuvre au Laboratoire de biologie moléculaire de La 
Tremblade, 

- il Y a "compatibilité" avec les marqueurs microsatellites (collections d'ADN 
génomique), 

-il Y a possibilité, par la suite, de séquencer ces fragments directement à partir des 
produits de PCR, et cela afin d'obtenir des informations sur les relations phylogéniques entre 
les espèces. 

C'est aussi une étape nécessaire et incontournable dans l'étude des potentialités 
d'acclimatation de ces espèces sur les côtes françaises. 

Au cours de mon stage, trois populations d'huîtres ont été mises à ma disposition: 

+ des huîtres de palétuviers (Guyane - Mont Sinery) Crassostrea Rhizophoreae. 
Cette population est désignée" SIN" 

+ des huîtres de Casamance (Sénégal - Kafountine) Crassostrea Gasar. Cette 
population est désignée "NOB" 

+ des huîtres du Sénégal Crassostrea Gasar. Cette population est désignée "PIC" 

Il semblerait que la côte Est Américaine soit peuplée d'individus de l'espèce 
Crassostrea rhizophoreae et que la côte Ouest Africaine, d'individus de l'espèce Crassostrea 
Gasar. Il apparaît intéressant d'essayer de déterminer si ces populations appartiennent à la 
même espèce ou non, étant donné leur répartition géographique, ce qui permettrait d'apporter 
des éléments nouveaux sur les éventuels tranferts et importations, et sur une possible 
évolution à partir de la même espèce, en fonction des conditions environnementales. 

2 . Objectif de mon stage: 

L'objectif de mon stage est de déterminer si ces trois populations "NOB", "SIN" et 
"PIC", appartiennent à la même espèce ou non, et ceci dans le but de mieux connaître la 
phylogénie des huîtres du genre Crassostrea. 

9 



1 

1 

! 1 

1-1 

1 

3 • Travaux effectués antérieurement: 

Il est à noter qu'au sein du laboratoire, cette étude a été entamée en début d'année 
1997. En effet, un étudiant en BTS technologie (2ème année), Stéphane Croses, a débuté les 
recherches sur ces trois populations. Il a effectué des expérimentations sur de l'ADN nucléaire 
(le fragment 28 S qui code pour l'ARN 28 S de la grosse sous-unité du ribosome 80 S), de 
l'ADN mitochondrial (le fragment 16 S et le fragment COI (gène de la cytochrome oxydase 
c)). Après amplifications par PCR, il a soumis les produits obtenus à des digestions 
enzymatiques par des endonuc1éases de restriction. Les PCR n'ayant donné que de faibles 
résultats dans le cas des fragment COI et 28 S (produits peu amplifiés et donc non 
exploitables), les expériences ont été réalisées principalement sur l'ADN 16 S. 

Les résultats obtenus ne montrent aucune différence, les sites de coupures reconnus par 
les enzymes testées sont les mêmes pour les trois populations étudiées. Il n'a donc été observé 
aucun polymorphisme. De plus, il apparaît du point de vue phylogénétique que ces trois 
populations se placent de façon intermédiaire entre Crassas/rea gigas et Crassas/rea 
virginica. 

Il ressort de ces travaux que les populations étudiées sont proches les unes des autres 
du point de vue de la phylogénie, mais il ne peut être affirmé, malgré les similitudes observées 
pour les sites de clivages, qu'elles appartiennent à la même espèce. (Dans le cas de 
différences, il est possible de conclure à des divergences d'espèces, mais dans le cas de 
similitudes, un test approfondi est nécessaire: le séquençage de l'ADN). 

4. Réalisation d'une telle étude: 

L'ADN utilisé lors des manipulations, préalablement extrait par la méthode classique 
dite au Phénol 1 Chloroforme, est soumis à une amplification par PCR, ceci dans le but 
d'obtenir suffisamment de matériel pour la suite des expériences. Les produits de PCR obtenus 
subissent ensuite des digestions enzymatiques par des endonucléases de restriction afin de 
déterminer le polymorphisme de restriction. Cela n'étant pas suffisant pour en déduire 
l'appartenance à une même espèce, les fragments étudiés sont séquencés à l'aide d'un 
protocole approprié. 

Le matérielle plus utilisé lors des études de phylogénie est l'ADN codant pour l'ARN 
ribosomal, et cela parce qu'il est relativement bien conservé au cours de l'évolution, ce qui en 
fait un outil tout à fait aproprié. De plus, ces ADN sont facilement extraits et peuvent être 
directement séquencés. Mon étude, elle, pOliera essentiellement sur l'ADN 28S qui code pour 
l'ARN 28S de la grande sous-unité ribosomale. Le choix d'un tel matériel est basé sur deux 
raisons principales: 

- cet ADN est une séquence très conservée et relativement peu étudiée, et de ce fait 
représente un outil intéressant, 

- la possibilité d'alignement des séquences d'après les travaux de Littlewood (1994). 

10 
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Les digestions sont donc effectuées sur de l'ADN 28 S et de l'ADN 18 S (cela m'a par 
ailleurs permis de tester de nouvelles amorces 18 S), tandis que le séquençage est réalisé sur 
de l'ADN 28 S et de l'ADN 16 S (ceci dans le but de vérifier si le kit est fonctionnel et si le 
séquençage est correct, en contrôlant, sur des espèces comme C.gigas, dont les séquences 16 
S sont déjà connues; et de plus, le séquençage sur l'ADN 28 S reste assez délicat, ce fragment 
ayant une longueur de 1300 paires de bases). 
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Matériel et méthodes. 

1 . Extraction de l'ADN 

L'ADN utilisé lors des manipulations a été préalablement extrait à partir de tissus 
(manteau ou branchies), prélevés par biopsie. La technique d'extraction utilisée est celle dite 
au Phénol/Chloroforme. Elle se déroule selon trois étapes: (ANNEXE 1) 

- dissociation des tissus et destruction des membranes cellulaires: les tissus sont 
déposés dans un tampon d'extraction contenant de la protéinase K (qui agit en détruisant les 
protéines), du sodium dodécil sulfate (SDS: détergent ionique qui se fixe uniformément sur 
toutes les protéines et les dénature en les chargeant négativement), et de l'EDTA (qui est un 
agent chélatant qui va complexer les ions Ca2

+ indispensables à la cohésion cellulaire et les 
ions Mg2+, cofacteurs des DNases). 

- extraction au Phénol/Chloroforme: le mélange, après une incubation d'une nuit à 
55°C, est additiorl11é de Phénol (déprotéinisant puissant). La phase aqueuse, qui contient les 
acides nucléiques, est prélevée après centrifugation. Pour éliminer les traces de Phénol, une 
extraction de Chloroforme + isoamylalcool peut-être effectuée. 

- lavage par précipitation des acides nucléiques: il est réalisé par l'action d'une 
solution d'alcool à 700 à une température de - 20°C. Il y a alors précipitation des acides 
nucléiques (ARN et ADN), les produits utilisés lors de l'extraction peuvent être éliminés et le 
culot est redissout dans du tampon TE. 

Nous obtenons, à la fin de ces manipulations, un mélange ADN / ARN. La présence de 
l'ARN n'est cependant pas gênante pour la suite des expériences car la Taq polymérase est 
une ADN polymérase / ADN dépendante. 

2 . Amplification par peR 

a • Le principe: 

La PCR (Réaction de polymérisation en chaîne), inventée par K. Mullis en 1983, est 
une des techniques de base en biologie moléculaire. 

12 
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Elle permet l'amplification de fragments d'ADN choisis en exploitant les 
caractéristiques du processus de réplication. En effet, le principe de la PCR consiste à 
effectuer de multiples réplications de l'ADN in vitro à l'aide de deux amorces (amplimères) 
complémentaires des extrémités de la séquence à amplifier. Le nombre de copies croît de 
manière exponentielle avec le nombre de cycles. 

Cette technique se décompose en trois étapes: 

-Dénaturation: 
la séquence d'ADN à amplifier doit se trouver sous forme mono caténaire. La PCR nécessite 
donc une étape de dénaturation de la double hélice d'ADN. Cette séparation complète des 
deux brins de la matrice est réalisée par un chauffage à 94°C. 

-Annealing ou hybridation des amorces: 
durant cette phase, la température est abaissée et les amorces vont s'apparier spécifiquement 
avec les régions flanquant le fragment à amplifier. La température doit être choisie avec soin 
de façon à ne pas favoriser les hybridations non spécifiques (ici à 50°C). 

-élongatiou: 
à partir de l'extrémité 3'OH libre des amorces, une polymérisation est réalisée par une 
enzyme, la Taq Polymérase qui est une ADN polymérase / ADN dépendante. Cette enzyme 
est extraite du micro-organisme Thermus aquaticus qui est une bactérie thermophile vivant 
dans des sources chaudes (eaux dont la température avoisine les 75°C) et résiste donc de 
manière convenable aux températures élevées. L'élongation est effectuée à noc. 

L'ensemble de ces trois étapes constitue un cycle. La PCR est réalisée à raison de 30 
cycles précédés d'une dénaturation initiale à 94°C pendant 1 minute et suivis par une 
élongation finale à noc pendant 7 minutes. (ANNEXE 2) 

b. Les condition de réalisation d'unc PCR 

La PCR nécessite un certain nombre de facteurs pour fonctionner (Innis et Gelfand, 
1990): 

- une matrice d'ADN contenant le fragment à amplifier 
- des amorces spécifiques des régions flanquantes de la séquence cible 
-la Taq polymérase 
- des dNTPs qui serviront lors de l'élongation 
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- du MgCl2 qui est un cofacteur de la Taq polymérase 
- un tampon adéquat qui permettra de placer la Taq dans des conditions optimales de 

fonctionnement 

c . La spécificité et la sensibilité de la I)CR / Conditions optimales 

La spécificité dépend en particulier de la stabilité du complexe d'hybridation entre 
l'amorce et la région cible de la matrice. Les principaux facteurs qui déterminent cette 
spécificité sont: 

+ le choix des amorces qui est fondamental pour le succès de la PCR. Elles 
doivent former un duplex stable avec les régions cibles dans les conditions expérimentales et 
ne pas s'hybrider entre elles ou sur elles-mêmes. Elles sont sélectionnées de façon à encadrer 
la séquence à amplifier. 

+ la température d'hybridation: c'est l'étape critique de cette technique: il faut 
choisir avec soin la température à laquelle l'hybridation est la plus spécifique. Elle doit être 
suffisamment élevée pour ne permettre que les appariements avec des séquences 
complémentaires et donc favoriser une amplification efficace, mais ne doit cependant pas être 
trop forte car dans ce cas l'appariement est difficile et l'amplification de faible importance. 
Elle dépend en particulier des amorces (de leur longueur, du pourcentage en G-C ... ). 

+ la concentration en MgCh dans le tampon de PCR: L'ADN polymérase a un 
besoin absolu en ions MgCl2 car ils interviennent dans la spécificité de reconnaissance des 
dNTPs. 

+ la quantité de dNTPs présente dans le tampon: l'exactitude et la spécificité de la 
PCR augmentent quand la concentration en dNTPs diminue. Il doivent cependant être en 
quantité suffisante pour l'élongation, et il faut donc trouver un compromis. 

+ la quantité de matrice: les solutions utilisées sont préparées à partir d'une 
solution d'ADN natif de concentration inconnue. J'ai effectué des dilutions à 5% et à 10% de 
cette solution mère. 

+ le nombre de cycles: il est fixé à 30, car au bout d'un certain temps, l'enzyme 
perd de son efficacité et ne travaille plus de manière optimale. 

Lorsque ces conditions sont remplies, la PCR doit amplifier le fragment désiré, et 
seulement lui, de manière optimale. 
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La sensibilité de la PCR est considérablement augmentée par l'utilisation de la Taq 
polymérase car cette enzyme permet de travailler à des températures élevées qui favorisent les 
appariements spécifiques et évitent les hybridations non ou peu complémentaires des amorces 
avec les brins matrices. Cette ADN polymérase / ADN dépendante fonctionne bien à noc (sa 
température optimale) et reste raisonnablement stable jusqu'à 94°C. 

Cependant, dans les conditions de concentration et de température expérimentales, la 
Taq polymérase n'est pas capable d'une activité réparatrice en cas d'incorporation d'un 
nucléotide incorrect, et il est généralement admis que l'enzyme commet une erreur toutes les 
2.104 bases. 

d . Représentation schématique de l'amplitïcation par PCR 

1°_ Dénaturation de la matrice d'ADN. 

j 
2°_ Hybridation des amorces et extension à partir des extrémités 3'OH libres 

1 
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3°_ Démarrage d'un deuxième cycle: après dénaturation, appariement des 
amorces. 

! 
4°_ Extension à partir des nouvelles amorces. 

(~5'~,"~~~1 ................... _ ........................................... . 
....................................................... ·········~~,.11l1 

1 
5°_ Au bout de plusieurs cycles, obtention d'un grand nombre de copies du 
fragment sélectionné 

....................................................... 

A la fin des trente cycles de PCR, le fi'agment choisi pour être amplifié est le produit 
présent en majorité dans le tube de réaction. Une vérification est effectuée sur gel d'agarose 
additiOlmé de BET. 
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e. Amplification des gènes codant pom·l'ARN 28 S et l'ARN 18 S. 

Dans le but d'effectuer des digestions à l'aide d'enzymes de restriction ainsi que du 
séquençage, l'amplification par PCR est réalisée sur de l'ADN 28 S qui code pour l'ARN 28 S 
de la grosse sous-unité (60 S) du ribosome et sur de l'ADN 18 S qui code pour l'ARN 18 S de 
la petite sous-unité (40 S) du ribosome 80 S. 

ADN 28 S : C'est une séquence de 1300 paires de bases qui est relativement bien 
conservée du point de vue de l'évolution des espèces et cet état de conservation en fait un 
outil classique de phylogénie. (Hillis,1989). 

ADN 18 S : C'est une séquence de 1900 paires de bases qui est, elle aussi, une région 
conservée et utilisée en phylogénie (Steiner G. et Müller M., 1996; Harasewych M.G et al., 
1997). 

L'amplification par PCR du fragment de 28 S est donc réalisée selon le protocole de 
l'ANNEXE 2 en utilisant les amorces données dans l'article de Littlewood (1994). Ces 
amorces sont spécifiques des régions flanquantes du segment à amplifier. 

LSU 3 = 5' - TCCTGAGGGAAACTTCGG - 3' 
LSU 5 = 5'- ACCCGCTGAAYTTAAGCA- 3' 

où Y=C ouT 

L'amplification par PCR du fragment 18 S est réalisée selon le même protocole en 
utilisant les amorces données dans l'article de Medlin 1. et al. ( 1988 ). Ces amorces ont 
cependant été modifiées, car le polylinker présent à l'extrémité 5' a été supprimé. 

18 S F = 5'- AACCTGGTTGATCCTGCCAGT -3' 
18 S R= 5'-TGATCCTTCTGCAGGTTCACC-3 

Une amplification est également effectuée sur de l'ADN 16S et les produits sont 
utilisés pour le séquençage. Les amorces utilisées sont: 

16Sar = 5'- CGCCTGTTTATCAAAAACAT -3' 
16Sbr = 5'- CCGGTCTGAACTCAGATCAGATCACGT -3' 

3 . Recherche de polymorphisme de restriction (RFLP). 

Les endonucléases de restriction sont des enzymes purifiées à partir de bactéries. Les bactéries 
se protègent des invasions de DNA étrangers (comme les virus, par exemple) en produisant 
des enzymes qui clivent le DNA infectant et empêchent ainsi la réplication et le 
développement des cellules parasites. Ces enzymes reconnaissent, dans le fragment d'ADN 
double brins, une séquence spécifique de 4 à 8 nucléotides appelé site de reconnaissance. 
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Une enzyme de restriction coupe la double hélice d'ADN en une série de segments 
spécifiques qui sont appelés fragments de restriction. En étudiant la taille de ces différents 
segments sur un gel d'agarose additionné de BET, il est possible de déterminer le 
polymorphisme inter-spécifique au niveau des sites de reconnaissance de cette endonucléase. 
Une taille différente dans les fragments obtenus équivaut à une différence de longueur de la 
séquence ou à une mutation dans le site de clivage. 

Les enzymes sont déposées dans les tubes contenant les produits de PCR et 
maintenues en contact avec l'ADN pendant 1 à 3 heures à 37°C (saufTaq 1 qui nécessite une 
incubation à 60°C). Ici, le temps d'incubation est de 2 heures. ANNEXE 3 

Les endonucléases utilisées ici sont: 

Enzyme Origine Séquence reconnue 

purifiée à partir d'E.coli 
Hhal portant le gène Hha 1 5' GCG*C3' 

d'Haemophilus haemolyticus 

purifié à partir d'E.coli portant 
Taql le plasmide pFBL T88 et 5'T*CGA3' 

produisant cette enzyme en 
excès 

isolée de Staphylococcus 
Sau3AI aU/'eus 3A 5' *GATC 3' 

purifiée à partir de 
Rsal Rhodopseudomonas 5' GT*AC 3' 

sphaeroide 

purifiée à partir du 
Msel Micrococcus species 5' T*TAA3' 

purifié à partir d'E.coli portant 
Sac 1 le gène Sac 1 de Streptomyces 5' GAGCT*C 3' 

achromogenes 
purifiée à patiir d'E.coli 

Hae III portant le gène Hae III 5' GG*CC3' 
d'Haemophilus aegypticus 

purifiée à partir d'E.coli 
Hind III portant le gène Hind III 5' A*AGCTT 3' 

d'Haemophilus influenzae Rd 
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4 . Visualisation des produits de PCR 

Les produits obtenus après les 30 cycles de peR, (c'est à dire le fragment sélectionné 
et amplifié), sont visualisés sur un gel d'agarose (1%) en utilisant le Bromure d'Ethidium 
(BET) comme révélateur. Le BET est un agent intercalant de l'ADN. En s'intercalant, il 
augmente l'espacement entre les paires de bases successives, provoque une distorsion du 
squelette sucre / phosphate régulier et diminue le pas de l'hélice (ANNEXE 4). Le BET 
permet la visualisation sous UV par fluorescence. 

L'électrophorèse sur gel d'agarose est une technique de séparation et d'identification 
des différents constituants d'un mélange. Les produits à étudier sont additionnés de bleu de 
dépôt (solution qui d'alourdit l'ADN et le fait pénétrer dans le puits) puis déposés dans les 
puits du gel. Sous l'action d'un champ électrique, les acides nucléiques (chargés 
négativement) vont migrer plus ou moins loin dans le gel. 

La séparation est effectuée selon la taille des molécules. En effet, les gros fragments 
vont être retenus dans les mailles du gel d' agarose et vont donc migrer moins vite que les 
petits qui vont traverser le gel sans être autant freinés. 

La résolution est fonction de la concentration en agarose. Ici, le gel est préparé à 1 % 
avec du tampon TAE IX (TRIS Acétate EDTA) ce qui permet de visualiser de façon 
convenable des fragments de 100 à 2000 bases. Le BET est incorporé dans le gel d' agarose à 
raison de 5 fil pour 100 ml. C'est le BET qui permet de révéler les fragments présents dans le 
gel par visualisation sous UV. 

Le marqueur de poids moléculaire, déposé lui aussi dans un puits, est un indicateur qui 
permet de déterminer de façon relativement précise la taille des fragments amplifiés ou 
digérés. 

5 . Technique de séquençage. 

Un fragment d'ADN peut être séquencé en utilisant des méthodes chimiques ou 
enzymatiques. 

La méthode enzymatique, employée ici, est basée sur la capacité d'une ADN 
polymérase / ADN dépendante à allonger une amorce ayant une extrémité 3'OH libre et 
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hybridée à la matrice qui doit être séquencée. Pour réaliser cette manipulation, j'ai utilisé le kit 
de séquençage PROMEGA (en y apportant quelques modifications, notamment en ce qui 
concerne les températures employées lors de la réaction). (ANNEXE 5) 

La détermination de la séquence se fait par l'utilisation de quatre réactions séparées. Chacune 
d'entre elles contient les quatre désoxyribonucléotides (dNTPs : dATP, dCTP, dGTP, dTIP) 
et est additiOlmé d'une quantité déterminée et limitée d'un des quatre didéoxyribonucléotides 
(ddNTPs). C'est la méthode de séquençage mise au point par Sanger. 

La polymérisation s'arrête lorsqu'un ddNTPs est incorporé car, n'ayant pas d'extrémité 
3'OH libre, il agit comme terminateur. L'oligonucléotide en croissance est donc stoppé, 
terminé sélectivement par un G, T, A, ou C selon l'analogue didéoxy contenu dans la réaction. 

Les fragments résultants, chacun ayant une origine commune mais une terminaison 
différente (selon le ddNTP incorporé) sont séparés suivant leur taille sur un gel de 
polyacrylamide. 

a. L'ADN matrice. 

Un séquençage direct des produits de PCR est possible en utilisant une méthode 
comprenant des cycles thermiques. Préalablement au séquençage, une étape de purification de 
l'ADN matrice est conseillée. Ayant obtenu des produits suffisamment purs, j'ai tout d'abord 
effectué les manipulations sans aucune étape de purification. Par la suite, pour tenter 
d'améliorer la qualité du gel et faciliter la lecture du film photographique, les réactions ont été 
testées avec de l'ADN ayant subi une purification à l'aide du kit PROMEGA WIZARD. 

b • Méthode de détection radioactive. 

La détermination de la séquence du fragment choisi se fait à l'aide d'éléments 
radioactifs. Les dATPs sont marqués par du aP33

. 

Les manipulations ont également été réalisées en utilisant un marquage d'amorce (en 5') avec 
du yp33 afin de comparer les deux méthodes. 

c . Amorces et cycles thermiques. 

La température d'appariement est le paramètre le plus critique du séquençage utilisant 
des cycles thermiques. 
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Les hautes températures d'hybridation apportent plusieurs éléments essentiels au bon 
déroulement du séquençage: 

-la spécificité d'appariement entre l'amorce et le DNA cible, 
- la réduction, et cela de façon importante, de la formation de la structure secondaire de 

la matrice, 
- l'inhibition du réappariement de la double hélice d'ADN. 

Le réappariement des deux brins et la structure secondaire de la matrice limitent 
l'obtention de séquences faciles à lire. 

L'extension à partir du primer est initiée durant l'étape d'hybridation de chaque cycle. 

A des températures assez basses, la polymérase peut rencontrer des régions de forte 
structure secondaire, ce qui ne facilite pas sa progression et cela conduit à la formation de 
signaux dans chaque ligne des quatre ddNTPs. 

Pour cette raison, il est préférable de travailler à des températures les plus élevées 
possibles. L'enzyme utilisée étant thermostable, il n'y a aucun inconvénient à choisir des 
températures avoisinant les 94°C pour l'étape de dénaturation et les noc pour la 
polymérisation. 

L'amorce utilisée pour le séquençage est une de celles employées pour l'amplification 
par peR, c'est à dire LSU 3. (Il est possible d'avoir recours à des primers internes lors du 
séquençage ce qui permet d'obtenir la séquence du fragment voulu sans celles des régions 
flanquantes de celui-ci). 

Le kit de séquençage contient un témoin de contrôle: il s'agit de réaliser les quatre 
réactions avec cet ADN et il est alors possible de vérifier si le séquençage a été correctement 
effectué en comparant la séquence lue sur le film et celle donnée par le protocole. 

d . Visualisation et identification de la séquence obtenue. 

Les produits de séquençage obtenus dans les différentes réactions sont séparés sur des 
gel de polyacrylamide. (ANNEXE 6 ) 

La vitesse de migration des fragments de DNA est fonction du voltage utilisé, mais surtout du 
poids moléculaire de ces différents segments. Les molécules vont donc migrer plus vite si 
elles sont plus petites. Après révélation sur un film photographique, la lecture se fait 
directement à partir du bas. 
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e . Conditions d'un séquençage correct. 

- matrice relativement purifiée. Cependant, dans le cadre de mes manipulations, cela 
n'est pas un paramètre augmentant la qualité du séquençage. 

- enzyme polymérase fonctionnelle à températures élevées. La Taq étant 
thermostable est, dans ce cas, tout à fait appropriée. 

- la température d'annealing suffisamment élevée pour éviter les appariements non 
spécifiques et favoriser une hybridation complémentaire entre amorce et matrice. 

- la température d'élongation doit aussi être suffisamment élevée pour éviter le 
réappariement de la double hélice et la formation d'une structure secondaire qui ne faciliterait 
pas la polymérisation 

f. Avantages de la méthode. 

L'utilisation d'un protocole de séquençage comprenant des cycles thermiques procure à 
cette méthode plusieurs avantages sur les stratégies de séquençage conventionnel. 

Premièrement, ce protocole entraîne une amplification linéaire de la matrice de DNA. 
En utilisant un marquage au Up

33 
, plus de 450 paires de bases de la séquence peuvent être 

obtenues à partir d'une quantité de départ de DNA de 4 fmol. 

Deuxièmement, les hautes températures employées durant chaque cycle de 
dénaturation évitent d'avoir recours à une dénaturation alcaline et une précipitation à l'éthanol 
de la matrice double brins. De plus, cette étape de dénaturation élimine les problèmes de 
réappariement rapide des brins linéaires de DNA. 

Troisièmement, les hautes températures augmentent la spécificité d'appariement et 
permettent ainsi un séquençage correct du fragment amplifié. 

Quatrièmement, la température de polymérisation, elle aussi suffisamment élevée, 
évite la formation de la structure secondaire de la matrice de DNA ce qui facilite l'élongation 
et favorise l'incorporation des nucléotides adéquats. 

Enfin, un des avantages les plus intéressants concernant ce protocole, c'est qu'il n'est pas 
nécessaire de passer par une étape de clonage, ce qui allège considérablement les 
manipulations. 
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Pour tous ces avantages, un tel protocole doit constituer un outil de séquençage fiable 
et relativement facile d'utilisation. 

23 



· 1 

1 

1 
, 1 

1 

1 

1 

.1 

Résultats / 
Interprétation. 



~I 

J 
] 

Résultats / Interprétation. 

1 . Amplification par peR. 

La technique de recherche du polymorphisme de fragment de restriction (RFLP) 
nécessite au préalable une amplification par PCR du fragment choisi. Ici, il s'agit des 
fragments 28 Set 18 S. 

Le fragment 28 S représente le matériel sur lequel porte l'ensemble de mes 
expérimentations (amplification, digestions enzymatiques, séquençage), tandis que le 
fragment 18 S (dont les amorces utilisées pour l'amplification doivent être testées) ne peut pas 
être étudié pour le séquençage, car il n'existe, à ma connaissance, aucun segment 18 S d'huître 
séquencé qui me permettrait de pouvoir "classer" mes populations parmi les autres espèces. 

Une amplification est également réalisée sur l'ADN 16S et ce fragment est utilisé lors 
du séquençage. 

a . Mises au point des conditions optimales. 

Température d'annealing: les températures de dénaturation et d'élongation utilisées 
ici sont celles rencontrées le plus fréquemment dans les protocoles. En revanche, la 
température d'annealing varie selon les manipulateurs. Lors de ce stage, plusieurs 
températures d'hybridation ont été testées (de 45°C à 56°C) pour finalement effectuer les 
expériences à 50°C, cette température apportant des résultats satisfaisants. 

Durée des cycles: le protocole utilisé pour l'amplification préalable aux digestions 
par enzymes de restriction est celui employé par Littlewood (ANNEXE 2). Ce protocole me 
permet d'obtenir les résultats escomptés, c'est à dire une seule bande (= un seul fragment 
amplifié) et de taille attendue. 

J'ai ensuite testé un autre protocole (ANNEXE 2) qui a l'avantage d'être plus rapide 
que le précédent, (en conservant des conditions de températures identiques). Cela m'a permis 
de constater qu'il n'est pas nécessaire d'effectuer de longs cycles pour obtenir de bons résultats 
car le fragment désiré est bien amplifié de manière correcte. Ce protocole est utilisé pour 
obtenir la matrice d'ADN employée lors du séquençage. 

b. Critères de qualité d'une PCR. 

Il est possible de déterminer la qualité de la réaction d'amplification lors de la 
visualisation sur gel d'agarose, et cela, grâce au marqueur de taille (indicateur de poids 
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moléculaire) et au BET qui permet d'observer une fluorescence proportionnelle à la quantité 
d'ADN. 

Plusieurs critères sont retenus pour estimer la qualité de l'amplification: 

- l'obtention d'une bande unique sur le gel: l'amplification par PCR est une 
technique permettant d'obtenir un nombre important de copies du fragment choisi. La 
présence de plusieurs bandes révèle un manque de spécificité des amorces lors de 
l'appariement à la matrice et le produit de PCR est alors composé d'un mélange de plusieurs 
segments non recherchés. 

- la taille du fragment amplifié: il est à noter que si la température d'annealing est 
trop faible, un phénomène de compétition peut apparaître entre plusieurs fragments. Il est 
possible que le fragment le plus amplifié (la bande la plus fluorescente sur le gel et même 
parfois la seule visible) ne soit pas celui attendu, c'est à dire qu'il n'a pas le bon poids 
moléculaire. 

- la quantité de produit amplifié: il est nécessaire d'obtenir une bande de 
fluorescence importante (ceci est lié à la quantité de produit d'amplification), car le produit, 
une fois digéré par les enzymes de restriction doit être encore détectable sur un gel d'agarose. 
Lorsqu'il y a coupure, il y a répartition et donc atténuation de la fluorescence. 

- l'absence de contamination: ceci est vérifié grâce à un tube témoin négatif qui 
contient tous les réactifs nécessaires à l'amplification, comme les autres tubes, mais ne 
contient pas d'ADN. Lors de la visualisation sur gel d'agarose, aucun signal ne doit apparaître 
dans ce puits. La PCR étant une teclmique très sensible, il arrive parfois qu'un ADN exogène 
soit amplifié. 

c • Conclusion. 

Comme attendu, l'amplification du fi'agment 28 S m'a permis d'obtenir une grande 
quantité de copies d'un ADN de 1300 paires de bases et celle du 18 S, de 1900 paires de bases 
et celle du fragment 16S, un de 570 paires de bases(FIGURE la et lb). 

A partir d'une amplification satisfaisante, les digestions enzymatiques et le séquençage 
peuvent être envisagés. 
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Figure la: visualisation sur gel d'agarose de l'amplification par PCR des fragments 
28S et 18S. 

Figure lb : visualisation sur gel d'agarose de l'amplification du fragment 16S. 
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2 . Digestions enzymatiques et profils de restriction 
obtenus. 

a • Tableaux récapitulant les résultats. 

Les produits obtenus suite à l'amplification par PCR sont soumis à des digestions 
enzymatiques par des endonucléases de restriction. A l'aide des profils de restriction observés, 
il est possible de déterminer le polymorphisme des différents échantillons étudiés (8 par 
population environ). 

NOB1 
NOB2 
NOB3 
NOB4 
NOBS 
NOB7 
NOBS 
SIN 1 
SIN 2 
SIN 3 
SIN 4 

SIN 21 
SIN 23 
SIN 24 
PIC 1 
PIC 2 
PIC 3 
PIC 4 
PIC S 
PIC 6 
PIC 7 
PIC S 
PIC 9 
Csi 

Cvc33 
Cgt 2 
Cgt! 

Hhal 

GCGC 

a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
b 
a 

Taq 1 Sau3A 1 Rsa 1 Mscl HaclIl SacI HindIII 

TCGA GATC GTAC TTAA GGCC GAGCTC AAGCTT 
a 
a 
a 
a 
a 

a 
a 
a 

a 

a 
a 
a 
a 
a 
a 

b 
a 

a 
a 
a 

a 
a 
a 
a 
a 

a 
a 
a 
a 

a 

a 
a 
a 
b 
a 

a 
a 

a 
a 

a 
a 

a 
a 
a 
a 

a 
a 
a 

a 
a 

a 

a 

a 
a 
a 
a 

a 

a 

a 
a 
a 
a 

b 
a 
a 

a 
a 
a 
a 

a 

a 

a 
a 
a 
a 

b 
a 
a 

a 
a 
a 
a 

a 

a 

a 
a 
a 
a 

b 
a 
a 

Tableau 1: résultats des digestions par les enzymes de restriction sélectionnées 
sur l'ADN 28 S des échantillons étudiés (légende page 29) 

où Cs= Csikamea 
Cvc= C virginica 
Cgt= Cgigas 
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Hhal Taql Sau3A 1 Rsal Msel HaellI Sac 1 Hind III 

GCGC TCGA GATC GTAC TTAA GGCC GAGCTC AAGCTT 
NOBl a a a a a a a a 
NOB2 a a a a a a a 
NOB3 a a a a a a 
NOB4 a a a a a a 
NOB5 a a a a a a a 
NOB7 a a a a a a 
SIN 1 a a a a a a a a 
SIN 2 a a a a a a a a 
SIN 3 a a a a a a 
SIN 4 a a a a a a 
SIN2l a a a a a a 
PIC 1 a a a a a a a a 
PIC 2 a a a a a a a a 
PIC 3 a a a a a a 
PIC 4 a a a a 
PIC 5 a a a a a a a 
PIC 6 a a a a a a 
PIC7 a a a a a 
PIC 8 a a a 
PIC 9 a 
Csl b a b a a a a 

Cvc33 a a a a a a a a 
Cgt 1 b a a 
Cgt2 a c a a 

T<lbleau 2: résul1ats de digestions )lar les enz~me~ d!: restriction sél~QtiQnné~s 
sur le fragm!:nt 18 S des échantillon~ étudiés. (légendl:: )l<lg!: 29) 

b • Conclusion. 

Les résultats étant très reproductibles, (sauf dans le cas de Sau3A 1 car les réactions 
effectuées avec cette enzyme montrent parfois des digestions partielles, et cela même lorsque 
les conditions d'incubation restent constantes d'une manipulation à l'autre), il est possible de 
donner quelques précisions concernant la classification de ces trois espèces. 

Il apparaît très nettement que les fragments 28 S et 18 S sont très conservés au cours 
de l'évolution. Les populations étudiées (NOB, SIN, et PIC) ne semblent pas appartenir à des 
espèces différentes (figure lIa). 
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Figure lIa: résultats de digestion enzymatique des fragments 288 et 188 des trois 
populations étudiées. 

Figure lIb : résultats des digestions enzymatiques des fragmeznts 288 et 188 des 
trois populations étudiées et d'autres espèces (C.gigas et C. virginica) 

29 



-1 --

1 

Il ressort également de ces manipulations que les échantillons étudiés présentent des 
différences par rapport aux espèces C. gigas, C. sikamea et C. virginica (figure IIb). 

Il est à noter que je n'ai pas testé toutes les enzymes disponibles au laboratoire, car je 
n'ai sélectionné que celles présentant le plus vif intérêt. Par exemple, une enzyme montrant 
des différences entre certaines espèces au niveau des sites de coupures mais qui sectionne le 
fragment de façon trop fréquente n'est pas un outil efficace, car cette méthode, facile 
d'utilisation, est cependant peu résolutive (les petits fragments ne sont pas décelés sur le gel). 

3 . Séquençage. 

Au vu des résultats obtenus lors des digestions enzymatiques, les échantillons étudiés 
semblent être proches les uns des autres du point de vue génétique. Cependant, pour conclure 
sur l'appartenance à une seule et même espèce, celiaines manipulations supplémentaires sont 
nécessaires. C'est pourquoi, à partir des produits de PCR obtenus pour les mêmes 
échantillons, le séquençage du fragment 28 S doit être réalisé. Ceci constitue la deuxième 
partie de l'étude menée durant ce stage. 

Tout d'abord, il est nécessaire de tester le kit afin de vérifier son bon fonctionnement. 
Pour cela, une réaction est effectuée avec l'échantillon contrôle présent dans le kit. Il s'agit de 
séquencer une partie de l'ADN du plasmide pGEM (+ 3Z). Cette manipulation est réalisée dans 
les mêmes conditions que l'ensemble des réactions de séquençage: ANNEXE 5 (excepté la 
quantité d'ADN qui est réduite à 5 /lI en complètant par de l'eau milliQ). Le résultat est 
satisfaisant, il est possible de retrouver la séquence de ce plasmide. (L'homologie entre la 
séquence du plasmide et celle lue sur le film est montrée en ANNEXE 7). 

A partir de ces observations, il semble donc que le séquençage du fragment 28 S soit 
envisageable. 

a • Premiers essais. 

Il sont effectués en utilisant le protocole de l'ANNEXE 5, sur quelqures échantillons. 
Lers échantillons choisis sont ceux pour lesquels l'amplification ne pose aucun problème ( elle 
est réalisée selon le deuxième protocole testé). Après réaction de séquençage, migration 
pendant deux heures et exposition durant une nuit, les films se révèlent peu, voire pas du tout, 
analysables du fait d'un bruit de fond assez important: il apparaît des signaux plus ou moins 
intenses dans chaque puits, ce qui rend la lecture difficile et aléatoire (car elle est alors 
subjective!). 
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b . Modifications apportées. 

En ce qui concerne les difficultés d'ordre technique 

Afin d'améliorer les résultats, quelques modifications sont apportées au protocole. Il 
est en effet nécessaire de changer certains paramètres de réaction pour approcher les 
conditions optimales. Pour cela, les manipulations sont effectuées en faisant varier un 
paramètre par réaction. Ces modifications portent sur: 

ola matrice d'ADN utilisée: plusieurs modifications sont testées concernant la matrice 
d'ADN. 

- Les premiers tests sont effectués en suivant le protocole du kit pour les quantités d'ADN 
utilisées, c'est à dire que le mix de la réaction comprend en quantité égale produits de PCR et 
eau milliQ. Il apparaît des signaux très faibles ce qui montre que la matrice est présente en 
quantité trop faible pour la réaction de séquençage. 

- J'ai ensuite réalisé les manipulations à partir des produits de PCR n'ayant subi aucun 
traitement, mais en multipliant la quantité de matrice par deux (l'eau est en totalité remplacée 
par les produits de PCR). Les films présentent des signaux non lisibles de façon aisée, mais 
cependant déchiffrables (des lectures répétées donnent, aux erreurs près, la même séquence). 

- Pour vérifier si cela est du à la présence de fragments parasites dans les produits de PCR, ces 
derniers sont purifiés à l'aide du kit de purification PROMEGA WIZZARD (ANNEXE 8). Le 
contrôle sur gel d'agarose révèle la présence d'une seule bande. La réaction de séquençage 
effectuée avec ces produits purifiés ne montrent quasiment aucun signal. La lecture est 
difficile, voire impossible à réaliser. Ces observations me permettent de conclure que le fait de 
purifier les produits de PCR entraîne une perte de matériel trop importante (malgré l'intensité 
élevée de la bande sur le gel d'agarose) et que la réaction de séquençage se fait alors 
difficilement. 

ola température d'hybridation: fixée au départ à 50°C, elle est élevée à 54°C pour 
augmenter la spécificité d'appariement entre l'amorce et la matrice (cette modification est 
effectuée également au niveau de l'amplification par PCR préalable au séquençage). L'objectif 
est de réduire le nombre de bandes parasites sur le film, car les premiers développés montrent 
des signaux dans chacun des quatre puits de la réaction ce qui pourrait résulter de la présence 
de plusieurs fragments dans les produits de PCR, ceux-ci ne subissant aucune étape de 
purification. Il n'apparait aucune amélioration, ce qui semblerait montrer que l'amplification 
par PCR est très satisfaisante à 50°C, que les bandes parasites ne sont pas dues à une 
hybridation non spécifique. 

o la quantité d'amorce employée: elle est diminuée de moitié, ce qui permet de réduire 
le nombre d'appariement, et de cette manière, d'augmenter la spécificité de la réaction. Cette 
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modification n'a pas apporté de résultats plus satisfaisants en ce qui concerne la facilité de 
lecture du film photographique 

• la radioactivité utilisée: les expériences sont réalisées en comparant le marquage au 
aP33 (incorporation directe) et au yp33 (marquage de l'amorce en 5'). Le marquage de 
l'amorce est décrit dans le protocole comme étant le plus précis car le signal émis doit 
rester d'égale intensité dans chaque puits. Mais il semble que dans le cas d'utilisation de 
produits de PCR sans purification puis concentration, ce marquage ne soit pas approprié 
car le film, malgré une exposition prolongée ne montre qu'un faible signal. 

~ Certains paramètres n'interviennent pas dans la qualité de la réaction, mais dans 

1 

1 

'.= -1 J 

l'interprétation des résultats: 

.la quantité de radioactjyjté· la modification de ce paramètre est directement en 
relation avec le temps d'exposition. Il est nécessaire d'avoir une idée précise du temps 
d'exposition à respecter en fonction de la quantité de radioactivité présente sur le gel. En effet, 
pour une même quantité de radioactivité, un temps d'exposition trop court amène à la 
formation de films souvent clairs où les bandes sont peu visibles, et à l'inverse, un temps trop 
long donne un film très sombre ou toutes les bandes paraissent avoir une intensité telle 
qu'elles doivent être prises en compte. Ces deux extrèmes entraînent des erreurs de lecture. La 
quantité utilisée ici est de 0.25 ~ü /16 Ill. Il est à noter que le temps d'exposition doit être plus 
long au fur et à mesure que la radioactivité perd de son activité . 

• le gel de polyacrylamide: la qualité du gel intervient de façon non négligeable dans 
l'analyse des résultats. Plusieurs problèmes peuvent survenir et empêcher une lecture facile du 
film. Tout d'abord la présence de bulles dans le gel, en plus de contraindre à sacrifier des puits, 
peut entraîner une migration non uniforme dans les quatre puits du set et donc une lecture 
difficile. Ensuite, le front de migration, où est effectué le dépôt, doit être bien droit pour éviter 
d'une part, les fuites d'un puits à l'autre (il en résulte des contaminations et des bandes dans 
les deux puits) et d'autre part, la migration dans un puits plus rapide que dans les autres, ce 
qui fausserait la lecture de la séquence. 
La migration est effectuée à 50 V et dure de 2 à 5 heures selon les échantillons (le fragment 
16S migre moins longtemps car la séquence est plus courte). 

En ce qui concerne les problèmes d'alignement de la séquence lue 

Une modification a été apportée: le choix de l'amorce: les expenences ont été 
effectuées en utilisant l'amorce 16Sar pour le fragment 16S et, pour la pluspart ,avec LSU 3 
dans le cas du fragment 28S. J'ai, en effet, réalisé une réaction de séquençage avec l'amorce 
LSU 5 du fragment 28S (pour essayer de séquencer à partir de l'autre extrémité). 
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c . Conclusion. 

Toutes ces modificatons n'ont, en réalité, pas vraiment amélioré la qualité du 
séquençage ou tout au moins apporté les résultats escomptés. Je parviens pourtant à lire une 
séquence d'environ 200 bases qui est commune à tous les échantillons testés et retrouvée sur 
tous les films photographiques. 

Malgré cela, je n'ai pas réussi à aligner la séquence lue sur le film avec celle donnée 
par Littlewood (1994), ce qui est relativement inquiétant, sachant qu'il s'agit d'une région 
bien conservée. 

Deux hypothèses me vielment alors à l'esprit: (il est à noter que mes lectures ont été 
confirmées par plusieurs personnes, ce qui réduit quasiment à néant les risques d'erreur sur ce 
point là) 

- la région des 200 bases lue sur mes films fait partie du fragment manquant dans 
la séquence de Littlewood (il a séquencé 900 bases sur 1300). Cette hypothèse m'apparaît tout 
de même assez peu plausible d'autant que les réactions ont été testées en utilisant les deux 
amorces de façon à retrouver par l'une des extrémités un alignement correct. 

- la réaction de séquençage est effectuée de manière convenable et la séquence lue 
correctement, seulement, le fragment amplifié et séquencé n'est pas celui recherché, c'est à 
dire qu'il ne s'agit pas du fragment 28 S (et ce, malgré le fait que le poids moléculaire observé 
soit celui attendu). 

Il semblerait tout de même que malgré les difficultés d'alignement sur les séquences 
déjà connues, le fragment amplifié et séquencé reste identique quel que soit l'échantillon 
étudié, qu'il appartienne à la population NOB, SIN ou PIC. Il n'apparait pas de différence lors 
de la lecture de la séquence (aux erreurs de lecture près, c'est à dire qu'il y a parfois hésitation 
dans le choix de la base, l'intensité étant sensiblement la même dans deux puits adjacents). Je 
ne peux cependant prétendre à une conclusion digne de ce nom en ce qui concerne 
l'appartenance à une seule et même espèce, la lecture de la séquence portant sur 200 bases 
seulement. 
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CONCLUSION. 

Après ces onze semaines de stage au laboratoire de Génétique, Aquaculture et 
Pathologie de Ronce-les-Bains, les résultats qui ressortent du travail effectué ne sont pas aussi 
approffondis et précis qu'ils promettaient d'être. 

Malgré tout, la première partie de mes manipulations m'a permis d'effectuer la mise au 
point de protocoles d'amplification par PCR des fragments étudiés. Ainsi deux protocoles 
d'amplification sont fonctionnels et utilisables pour les fi'agments 28S et 18S, les résultats 
obtenus sont ceux escomptés: un seul segment est amplifié et il apparaît, en comparant avec le 
marqueur de poids moléculaire, comme étant le fragment recherché. L'amplification par PCR 
est une méthode usuelle et sensible qui présente d'un intéret grandissant pour les études de 
biologie moléculaire. 

En ce qui concerne les digestions enzymatiques par les endonucléases de restriction, il 
faut noter que cela constitue un outil rapide et facile d'utilisation, mais, bien que pratique, il 
reste assez imprécis et peu résolutif. Il est cependant possible d'obtenir des résultats 
utilisables, même si incomplets, et il est intéressant d'avoir une telle approche dans une étude 
comme la mienne, car cela permet d'avoir une idée plus nette du problème soulevé, d'entrevoir 
déjà l'orientation des résultats postérieurs et de mieux diriger les manipulations par la suite. 
Après quelques semaines passées à effectuer ces digestions sur l'ensemble des échantillons 
mis à ma disposition, je suis en mesure de confirmer les résultats obtenus antérieurement. En 
effet, mes conclusions sont en accord avec celles des travaux déjà réalisés au sein du 
laboratoire. Les trois populations étudiées ne présentent pas de différences au niveau des 
profils de restriction. Les sites de clivages reconnus par les enzymes se retrouvent chez tous 
les individus étudiés de chaque population. Il est donc possible de conclure que ces trois 
populations sont très proches les unes des autres du point de vue phylogénétique et pourtant 
très éloignées géographiquement. 

De plus, il apparaît des différences très nettes par rapport à d'autres espèces comme 
C.gigas ou C. virginica. 

Dans la seconde partie des manipulations, les résultats obtenus lors du séquençage ne 
sont pas ceux attendus. 

J'ai en effet rencontré quelques difficultés lors de ces expériences. Malgré toutes les 
modifications appOltées, le séquençage du fragment 28S n'a pas été effectué et il est possible 
que ce soit dû à la qualité de l'ADN utilisé (:les produits de PCR qui contiennent certainement 
des restes de réactifs, d'oligonucléotides), étant donné que les résultats concernant le témoin 
du kit.sont tout à fait satisfaisants. 

Il est à noter que d'autres modifications sont envisageables: 
Je pense en particulier qu'une purification des produits de PCR SUIVIe d'une étape de 
reconcentration peut apporter des améliorations. 
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Il est également possible de prélever la bande fluorescente sur le gel d'agarose (en éliminant 
par la suite l'agarose soit par élution, soit en utilisant un kit adéquate du type Gene Clean) et 
d'effectuer la réaction de séquençage à partir de l'ADN récupéré qui doit être pur. 
J'ai aussi envisagé d'effectuer une deuxième PCR à partir des produits obtenus lors d'une 
première amplification, ce qui aurait certainement apporté une purification supplémentaire 
(les fragments non visibles sur le gel mais éventuellement présents en faible quantité auraient 
été éliminés, ou au moins, en concentration plus faible). 
Une dernière solution à considérer est le clonage. Bien qu'un des avantages du kit utilisé soit 
justement d'alléger le séquençage sur ce point là, il semblerait que ce soit neanmoins une 
étape relativement importante et nécessaire. 
Ces modifications pourraient éventuellement apporter des améliorations satisfaisantes. Elles 
n'ont pas été effectuées par manque de temps. 

Il apparaît tout de même, d'après les quelques 200 bases lues sur différents 
échantillons, que les individus étudiés présentent des similitudes étant donné que cette 
séquence est retrouvée sur chacun, seulement, il ne s'agit que d'un fragment de 200 bases ce 
qui reste très insuffisant pour conclure sur l'appartenance à une seule et même espèce. 

De plus, la séquence de 200 bases lue sur mes films photographiques n'est pas 
alignable avec celles de Littlewood. Il est possible que le fragment amplifié, puis séquencé ne 
soit pas le 28S. L'amplification (toujours spécifique) porterait alors sur un autre fragment de 
l300 paires de bases également. Cela reste cependant étrange, sachant que les amorces 
employées sont les mêmes que celles utilisées par Littlewood. 

Le but de ce stage était de déterminer si les populations étudiées appartiennent à la 
même espèce ou non, et ceci par le biais du séquençage. Je ne suis malheureusement pas en 
mesure, au terme de mes manipulations, de répondre clairement à cette question, les réactions 
de séquençage n'ayant donné aucun résultat probant. 
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Bilan personnel. 

Ce stage, malgré l'absence de résultats probants, m'a beaucoup apporté. Il m'a entre 
autre permis d'améliorer mes compétences en ce qui concerne les manipulations, de maîtriser 
certaines techniques incontournables de biologie moléculaire et déjà employées 
antérieurement (PCR, digestions enzymatiques, utilisations de gels d'agarose, de 
polyacrylamide), mais aussi d'apprendre à en utiliser de nouvelles, à l'aide d'une formation 
correcte et solide (notamment en ce qui concerne l'utilisation de radio-isotopes et les notions 
de sécurité que cela implique). De plus, ces onze semaines passées au sein de ce laboratoire 
m'ont montré ce qu'est véritablement le travail du chercheur au quotidien et en particulier les 
différentes phases de la recherche, allant de la mise au point des protocoles de travail jusqu'à 
l'obtention des résultats, en passant par les étapes de modifications afin d'améliorer la qualités 
des expériences. Cela m'a permis de comprendre qu'il est nécessaire, pour effectuer ce type de 
recherche, d'avoir assez de recul pour critiquer honnêtement le déroulement d'une 
manipulation et savoir ajuster les paramètres de réaction chaque fois qu'il est utile de le faire. 
C'est, je pense, sur ce point qui m'était jusqu'alors inconnu, que j'ai le plus appris au cours de 
ce stage. 
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* ANNEXE 1 * 

Protocole d'extraction 

Dans un eppendorf: 
400~ll de tampon d'extraction 
5111 de protéinase K 
le fi'agment de tissus duquel l'ADN sera extrait 

Laisser une nuit à 55°C 

Ajouter 500~tl de phénol 
Agiter 
Centrifuger à 10000 tr / mn 
Récupérer la phase supérieure 
Ajouter 1 ml d'un mélange chloroforme / alcool isoamylique (24: 1) 
Agiter 
Centrifuger 10000 tr / mn 
Prélever le surnageant 

Ajouter 400 ml d'éthanol 100% à -20°C 
Laisser précipiter 1 heure à -20°C 
Centrifuger 10000 tr / mn pendant 10 mn 
Laver à l'éthanol à 70% à -20°C 
Sécher et redissondre dans 150111 de TE 
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* ANNEXE 2 * 

Protocole de l'amplification par PCR 

Volumes des différents réactifs 

28S et 18S 
Tampon (10 X) 
MgCI2 

Solution de dNTP (2mM chaque) 
Amorce 1 
Amorce 2 
Taq polymérase 
DNA 
H20 

Cycles de l'amplification 

Premier protocole utilisé 

• 2 minutes à 94°C 

• 1 minute à 94°C 
• 2 minutes à 50°C 
• 2 minutes à noc 

.! 7 minutes à noc 

5 III 
4 III 
3 III 
1 III 
1 III 
0.3 III 
2 III 
qsp 50 ~Ll 

16S 
5 III 
3 III 
5 III 
1 III 
1 III 
0.35 III 
2 III 
qsp 50 III 

Deuxième protocole testé 

2 minutes à 94°C dénaturation initiale 

1 minute à 94°C 1 
1 minute à 50°C r 
1 minute à noc J 

répété 30 fois 

7 minutes à noc élongation finale 

Ces deux protocoles apportent des résultats similaires et satisfaisants, le second 
présentant l'avantage d'être plus rapide. 
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* ANNEXE 3 * 

Protocole de digestions enzymatiques par endonucléases de 
restriction 

Il diffère selon que le tampon utilisé comporte ou non de la BSA (Sérum Albumine 
Bovine). 

+ si le tampon ne contient pas de BSA: 

Solution tampon 10 X 
Enzyme de restriction 
BSA 
H20milliQ 
Produit de PCR 

2 fil 
0.2 fil 
0.2 fil 
5.6 fil 
12 fil 

+ si le tampon contient de la BSA: 

Solution tampon 10 X 
Enzyme de restriction 
H20milliQ 
Produit de PCR 

2 fil 
0.2 ~ü 
5.8 ~tl 
12 J.lI 

L'incubation est effectuée à 37°C (excepté dans le cas de l'enzyme Taq 1: 60°C) 
pendant 2 heures. 
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* ANNEXE4* 

Mode d'action du BET. 

Bromure d'éthidlum 

Nucléotide 

Squelette 

NH2 

> 

Molécule 
intercalée 

Intercalation de bromure d'éthidium dans 
une molécule d'ADN. Notez que le bromure 
d'éthidium augmente l'espacement entre les 
pai'res de bases successives, provoque une 
distorsion du squelette sucre-phosphate régu­
lier et diminue le pas de l'hélice. 
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* ANNEXE 5 * 

Protocole de séquençage. 
( réalisé à partir du protocole décrit dans le kit utilisé: PROMEGA) 

Avant de commencer les réactions de séquençage, il est nécessaire d'avoir des 
produits de PCR "frais". Il faut donc prévoir, au préalable, une amplification par PCR du 
fragment à séquencer. 

Protocole de séquençage aVec incorporation directe: (aP33
) 

-Décongeler la radioactivité (si le Up
33 n'est pas en solution stabilisée et conservé au 

congélateur). 

-Sortir les d/dNTPs et le tampon de l'enzyme de séquençage du congélateur. Les conserver 
dans la glace et les remettre au congélateur immédiatement après utilisation. 

-Distribuer 2~1 du mix d/dNTP approprié sur une microplaque. Mettre de côté, dans la glace. 

-Pour chaque set de séquençage (un set = quatre réactions, une pour chaque mix de d/dNTP), 
mélanger dans un éppendorf: 

Matrice d'ADN (produit de PCR) 
Amorce (UNE SEULE) 
Tampon de séquençage 

Comme les produits de PCR ne subissent aucune étape de purification (quand il y a 
purification, il y a également perte de matériel), il est préférable d'en mettre une grande 
quantité. 

-Additionner 1 ~l d'enzyme de séquençage dans le mix Matrice / amorce / tampon, et mettre 
sur la glace immédiatement. (A partir de ce moment, l'éppendorf ne quitte plus la glace, à 
cause de l'enzyme). 

-En salle chaude, ajouter au mix matrice / amorce / tampon / enzyme, de 0.5 ~l de 
radioactivité. 

-Distribuer 4 ~l du mix dans chacun des quatre puits de la microplaque, puis ajouter une 
goutte d'huile pour éviter les évaporations au cours de la réaction. 

-Recouvrir la microplaque de film étirable, faire démarrer le programme de séquençage et 
attendre que la température ait atteint 94°C pour transférer la microplaque de la glace à la 
machine PCR. 
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programme de séquençage utilisé: 

2 minutes à 94°C 

1 minute à 94°C 
1 minute à 50°C 
1 minute à noc 

7 minutes à noc 

dénaturation initiale 

cycle répété 30 fois 

élongation finale 

-Quand le programme est terminé, sOliir la microplaque de la machine et la mettre dans la 
glace (ou programmer la machine pour qu'elle conserve la microplaque à 4°C). 

-Ajouter dans chaque puits (EN DESSOUS de l'huile) 3 III de la solution stop du kit. 

-Dénaturer à 94°C pendant 5 minutes juste avant de déposer sur le gel d'acrylamide. (Mettre 
au congélateur si le dépôt n'est pas fait aussitôt). 
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* ANNEXE 6 * 

· , ! Tampons et solutions utilisées: 
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Solutions tampon: 

TE: 

TAE: 

TBE: 

10 mM Tris-base (pH 8) 
1 mM EDTA (pH 8) 

0.04 M Tris-acétate (pH 8) 
0.001 MEDTA (pH 8) 

162 g Tris 
27.5 g d'acide borique 
50 ml EDTA (0.5 M) 
H20 qsp 1 litre 

Tampons d'extraction: 

10 mM Tris-CI (pH 8) 
0.1 mM EDTA (pH 8) 
0.5% SDS 
5 III de protéinase K 

Gel de polyacrilamide: 

Acrylamide: 
210 g urée 
75 ml acrylogel 
50 ml TBE 10X 
H20 (milliQ) qsp 500 ml 

APS (ammonium persulfate): 
1 g d'APS 
10 ml eau milli Q 

Le gel est préparé à raison de 70 ml d'acrylamide, 350 III d'APS et 70 III de TEMED. Après 
que le gel soit coulé, il faut laisser polymériser environ 1 heure. 
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* ANNEXE 7 * 

Degré d'homologie entre la séquence théorique et celle déchiffrée 
expérimentalement du témoin (pGEM -3Zf). 

~mbIX653Q6ICVPGEM3ZP Cloning vector pGEM-3Zf(t) 
L- Length = 3199 

Plus Strand HSPs: 

Score = 421 (116.3 bits), Expect = 3.1e-27, P = 3.1e-27 
Identities = 85/86 (98%), positives = 85/86 (98%), Strand = Plus / Plus 

Query: 1 GCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGTTTGAGTATTCTAT 6 
1111111111111111111111111111111111111111111111 1111111111111 

Sbjct: 13 GCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTAT 7. 

Query: 61 AGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAA 86 
11111111111111111111111111 

Sbjct: 73 AGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAA 98 
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* ANNEXE 8 * 

Protocole de purification des produits de peRo 

Il est réalisé à partir du kit de purification WIZARD PCR preps, DNA purification 
system qui utilise des colones d'exclusion. Il est admis que l'amplification par PCR est 
opérationnelle et a permis de produire une grande quantité de copies du fragment sélectionné. 
Il est préférable de conserver les produits de PCR dans la glace (essayer de ne les sortir que 
lors des centrifugations et les agitations). 

- A pmiir du tube de PCR, transférer la phase acqueuse dans un éppendorf propre en évitant 
d'entraîner de l'huile qui contrarie l'élution finale. J'ai considéré que la totalité de la solution 
était récupérée, soit 50 Ill. 

- A ces 50 ft! de produit de ajouter 100lli de Tampon de purification directe. Vortexer 
brièvement. 

- Ajouter 1 ml de résine, vortexer brièvement deux fois à une minute d'intervalle. 

-.Pipeter le mélange et le verser dans la seringue à laquelle est fixée une minicolone puis un 
éppendorf propre. Entrer le piston dans la seringue. 

- ActiOlmer le piston de la seringue puis le ressortir et déposer dans la colone 2 ml 
d'isopropanol à 80%. Réactionner le piston. A ce stade là, l'ADN est fixé dans la colone 
L'isopropanol seli à rincer la seringue et la minicolone des impuretés présentes parmi les 
produits de PCR. 

- Détacher la minicolone de la seringue et centrifuger deux minutes à 10 OOOg afin d'assècher 
la résine. 

- Remplacer l' éppendorf attaché à la mini colone par un propre. 

- Déposer 50 III de tampon TE (IX, mais ça marche aussi bien avec de l'eau) en haut de la 
colone, laisser agir une à deux minutes, et centrifuger une vingtaine de secondes à 10 OOOg 
pour aider l'élution.(ou laisser reposer 30 minutes) 

- S'il n'est pas utilisé immédiatement, le produit de purification est conservé à 4°C 
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