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INTRODUCTION

Réchauffement climatique, pollution, construction de routes et de béatiments ...
Toutes ces perturbations provoquées par I’'Homme sont souvent dramatiques pour
nombre d’animaux et de végétaux.

De nos jours, I’habitat de nombreuses especes s’est tellement détérioré que si rien
n’est fait, elles sont vouées a disparaitre dans un avenir trés proche.
C’est le cas notamment d’'une espéce végétale du canton de
Fribourg : la Sabline bernoise (Arenaria bernensis). Cette petite
plante a fleurs blanches pousse dans les endroits caillouteux des
Préalpes. Elle passe souvent inapercue, pourtant il s’agit d’une
plante a protéger, car cette espéce particuliere est trés rare et nous
devons protéger son habitat pour qu’elle puisse continuer a vivre. La
Sabline bernoise ressemble fortement a d’autres espéces de
Sablines trés proches mais non en danger de disparition. Il faut donc cibler les
endroits dans lesquels elle pousse spécifiquement car il est impossible pour des
raisons financieres évidentes de protéger toutes les montagnes. Il faut donc pouvoir
identifier la plante sans risque de se tromper, et on dispose pour cela maintenant
d’un moyen moderne supplémentaire pour identifier une espéece: l'analyse de
I’ADN.

Votre travail de scientifique :

Vous allez recevoir 5 échantillons d’ADN. Parmi ceux-ci, 4 proviennent de
Caryophyllacées (plantes de la famille des Sablines) récoltés dans 4 endroits
différents des Préalpes. Le dernier correspond a ’ADN de la Sabline bernoise et
servira de référence pour le comparer aux 4 autres échantillons, afin de savoir si I'un
des endroits abrite la Sabline bernoise. Dans ce cas, ce sera un habitat a protéger
en priorité !

Dans un deuxiéme temps, de la méme maniére que 'on  ©bben  Homme - Chimpanzé  Gorille
aime connaitre les liens de parenté qui unissent I’'Homme,
le Chimpanzé, le Gorille ou le Gibbon, (arbre ci-contre),
on aimerait savoir quel lien de parenté lie la Sabline
bernoise aux autres Caryophyllacées récoltées. La
Sabline bernoise s’est-elle distinguée plus tét ou plus tard
au cours de I'évolution, des autres Caryophyllacées
présents dans nos échantillons ? Pour ce faire, vous allez construire un arbre
phylogénétique a I'aide d’un logiciel nommé Seaview.

Arbre phylogénétique des Primates
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CONTENUS

Cet atelier expérimental propose d'illustrer par la réalisation d’une expérience
compléete de biologie moléculaire, les notions d’ADN, de geéne, de mutations,
d’enzymes de restriction, de séquences, de phylogénie moléculaire, de parenté
évolutive et de polymorphisme de restriction, notions abordées dans les
programmes du secondaire Il. Les fiches pédagogiques accompagnant I’expérience
permettent de guider le travail

La valise pédagogique contient tout le matériel de laboratoire nécessaire a la mise
en ceuvre de la technique dite des RFLP (polymorphisme de longueur des fragments
de restriction). Les éléves sont amenés a réaliser les manipulations suivantes :

- Hydrolyse enzymatique d'ADN

- Séparation des fragments par électrophoréese en gel d’agarose

- Comparaison des profils de restriction

- Alignement de séquences ADN et établissement d’un arbre phylogénétique
dans un logiciel de phylogénie moléculaire (Seaview)

=% BASES THEORIQUES
.7} Fiche 1 : Enzymes de restriction et RFLP

Fiche 2 : Electrophorése en gel d’agarose
Fiche 3 : Phylogénie moléculaire

o MANIPULATIONS
}Li Fiche 4 : Matériel et sécurité
= Fiche 5 : Protocole expérimental
Fiche 6 : Utilisation du logiciel Seaview

A g RESULTATS ET REFLEXION
E Fiche 7 : Compte-rendu

s

Protocole_D_Phylogénie_éleve Page 3 sur 22



- FICHE 1 - Enzymes de restriction et RFLP

Comparaison de deux ADN polymorphes

Des échantillons d’ADN peuvent étre comparés afin de savoir s’ils different dans
leurs séquences nucléotidiques. Les échantillons d’ADN peuvent provenir de
n’importe quel organisme vivant. Il peut s’agir d’échantillons de patients pour la
détection d’une maladie génétique, d’échantillons prélevés sur une scéne de crime,
d’échantillons de différentes espéces animales ou végétales a comparer.

Digestion enzymatique et enzymes de restriction

La digestion enzymatique est une
technique utilisant des enzymes de

Exemples de sites de restriction

restriction pour découper I'ADN. Pstl Xhol
Une enzyme de restriction hydrolyse 5 ...CTGCAYG... 3 5 ...CYTCGAG... 3’
n’importe quel fragment d’ADN si 3..G,ACGTC... & 3 ...GAGCT,C...%5

celui-ci présente une courte

séquence spécifique (site de
. . N D

restriction) allant de 4 a 8 she o roscton nomz

nucléotides. Chaque enzyme — e ——— |

possede un site de reconnaissance i Enzyme de restriction ‘
propre. Si une séquence d’ADN 1
pOSSéde Cette Séquence Hydrolyse & fragmentation Hydmllenmmllun

spécifique, elle est fragmentée par | E—— — im———|
I’enzyme, sinon elle reste intacte.

Les premieéres enzymes de restriction ont été découvertes en 1962 par le suisse
Werner Arber. Il a montré que ces enzymes servent aux bactéries, dépourvues de
systeme immunitaire, pour se défendre contre les virus (phages) qui les infectent.
Elles sont capables de couper I'ADN du phage au niveau de sites de restriction
différents en fonction des enzymes.

En 1970, I'Américain Hamilton O. Smith purifie la premiere enzyme de restriction
(Hael) a partir de la bactérie Haemophilus influenzae. L'année suivante, son
compatriote Daniel Nathans |'utilise pour découper I'ADN du virus SV40. Ces trois
chercheurs recevront, en 1978, le prix Nobel de médecine.

On a depuis isolé une centaine de ces enzymes de restriction, véritables ciseaux
moléculaires qui permettent de couper I'ADN a volonté et qui ont permis de
développer un nombre considérable de techniques en génie génétique. Parmi
celles-ci, la production d’organismes génétiquement modifiés, ou bien encore la
méthode (décrite ci-dessous) dite des RFLP; cette derniere méthode étant
aujourd’hui incontournable en biologie contemporaine.
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Polymorphismes de longueurs des fragments de restriction : RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism)

Les polymorphismes de longueurs des fragments de restriction s’appuient sur les
propriétés particulieres des enzymes de restriction. Celles-ci coupent
indifferemment les régions d’ADN codantes et non-codantes en reconnaissant des
sites de restriction spécifiques qui peuvent étres présents en plus ou moins grand
nombre. La petite taille des sites de restriction et leur grand nombre dans un
génome les rendent particulierement sensibles a tout changement de séquence
nucléotidique : mutations par délétion, insertion, translocation chromosomique ...

Les enzymes de restriction sont donc utilisées pour révéler le polymorphisme
existant entre des ADN provenant d’'un génome, d’un géne isolé, d’un plasmide, etc.

Seule ou associée a d’autres techniques (PCR et hybridation moléculaire
principalement), la méthode RFLP est utilisée afin d'identifier des espeéces, des
variétés, des individus. Elle permet d’établir des phylogénies moléculaires, de
diagnostiquer certaines maladies génétiques, d’établir une filiation, ou encore de
rechercher un coupable dans une enquéte criminelle.

Migration par électrophorése

Les fragments obtenus par digestion

enzymatique sont déposés dans un gel °“' W::; Fos “‘+
d’agarose puis soumis a un champ =— == =
électrique. lls vont ainsi migrer dans le /—_ - — =

gel suivant leur poids moléculaire (les

petits rapidement, les grands plus + | -
lentement).

L’ajout d’un colorant permet d’augmenter la densité de la solution contenant les
fragments d'ADN et de suivre leur migration dans le gel.
& Détails : cf. Fiche 2

Révélation du gel ADN

Apres migration, les fragments d’ADN n'étant pas
visibles a I'ceil nu, il faut procéder a une étape de Midori l
révélation. Pour cela on précédemment ajouté au gel e

un composé chimique, le Midori Green, qui se fixe sur

I’ADN et fluoresce sous lumiere bleu. Il est également
possible d’utiliser d’autres produits de révélation.

uv Fluorescence
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Analyse des profils obtenus

Les résultats obtenus se présentent sous la forme d’une

photographie montrant les bandes d’ADN fluorescentes a la

lumiere bleue.

Un échantillon non digéré apparait sous la forme d’'une bande unique. Un
échantillon soumis a hydrolyse présente une ou plusieurs bandes de tailles
différentes en fonction du nombre de sites de restriction qu’il contient.

La taille des morceaux d'ADN obtenus est déterminée par comparaison avec un
marqueur de référence constitué de fragments d’ADN dont la taille est connue et
standardisée.

b
m
L
o

| | L1 L1 L1 | Puisdeaépd
=]
e=— A - Margueur de taille (paires de bases)
=
— B : ADN non gigéna, 0 sité de restriction
(=
G : ADN contenant 1 site de restriction
00 ——  E—
D : ADN contenant 2 sites de resinction
=il | o—1 f——1
Ton [Se—]
=01 =
00 = —
400 | o |
00 _— —_—
200 e —
100 ey ==
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Cette méthode permet de séparer des fragments linéaires d’ADN linéaires selon leur
poids moléculaire en les soumettant a un champ électrique linéaire dans un gel
poreux.

Electrophorése en gel d’agarose

Une molécule d’ADN est un polynucléotide, chaque nucléotide est composé de 3
types de résidus : le désoxyribose, la base azotée, le groupement phosphate H,PO,
qui peut s’ioniser en PO,%.

En milieu basique, le tampon TAE utilisé a un pH proche de 8, ’'ADN va se charger
négativement (H,PO, -> 2 H" + PO,” ), et devient une chaine polyanionique. La
charge électrique est uniforme et, les molécules vont donc migrer en direction de la
borne positive, c’est pourquoi on effectue les dépbts du cété de la borne négative.

L’agarose est un polymere gélifiant a
base d'agar-agar purifi€ composé
essentiellement de galactose non
ramifié. Il est extrait de la paroi
cellulaire de certaines algues rouges.
On le retrouve sous des formes moins
pures pour la fabrication des milieux
de cultures in vitro et comme additif alimentaire (E 406).

; ) =65°C
| OH/ON 0.
Q. | -
] \/\\ 7™
e At —
L W=k =100°C

Poudre solide

Polymérisation

Structure finale du gel

Polymérisation et structure d'un gel d’Agarose

La migration de PADN sous leffet du champ
électrique va se réaliser dans I'épaisseur du gel .
poreux d’Agarose dans lequel 'ADN a été déposé.
Les pores de ce gel vont se comporter comme un
tamis qui freine le déplacement des fragments
d’ADN. La résistance du gel a la migration des
fragments est proportionnelle a leur taille, les plus
petits fragments migrent le plus vite donc le plus loin.

Gel d'Agarose Poids Moléculaire

Puits de dépot +

Fragments d’ADN

La concentration du gel en agarose va influer sur la résolution de celui-ci. Plus un
gel est concentré en Agarose, plus il permet de séparer des fragments de petite
taille ou des fragments ne différant que de quelques nucléotides. Si la résolution est
insuffisante, trop peu d’Agarose ou trop d’ADN semblable, on obtient généralement
une trainée (« smear »). La limite usuelle de résolution se situe aux environs de
300pb. Pour des séparations plus fines, il faut généralement recourir a des gels de
polyacrylamide.

On remarquera que I'épaisseur et la fluorescence des
bandes visualisées sur le profil électrophorétique décroit
avec la distance au dépdt. Ceci est d0 a certaines
propriétés du Midori Green. Celui-ci est fluorescent aux
rayons UV, et se fixe entre les bases de ’ADN. La quantité
de Midori Green de chaque bande est proportionnelle au
nombre de nucléotides d’ADN sur lequel il s’est fixé.
L’épaisseur et la  fluorescence des  bandes
d’électrophorese, vues sur la table UV/ lampe LED, est
donc proportionnelle a la taille des ADN: ce sont bien les
ADN les plus gros qui migrent le moins loin.
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A : Marqueur de taille (paires de bases)
B : ADN non digéré, 0 site de restriction
C : ADN contenant 1 site de restriction

D : ADN contenant 2 sites de restriction
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- FICHE 3 - Phylogénie moléculaire

Qu’est-ce que c’est ?

La phylogénie est I’étude des relations de parenté entre les étres vivants et a pour
but de comprendre I’évolution des organismes vivants. La phylogénie moléculaire,
quant a elle, analyse les différences héréditaires au niveau des macromolécules
biologiques, telles que ’ADN, I’ARN ou les protéines, afin d’obtenir de nouvelles
informations sur I'histoire évolutive des étres vivants. En effet, les caractéeres
morphologiques ou anatomiques ne permettent pas toujours de différencier deux
especes trés proches. Ainsi, dans le cas des Sablines, généralement trés proches
« visuellement », il est nécessaire d’obtenir des informations supplémentaires de leur
ADN respectif, pour pouvoir différencier les especes.

Origine

Faisant suite a I'avénement de la biologie moléculaire, la phylogénie moléculaire
tient son origine dans les années 1960, avec le développement du séquengage des
protéines. En 1956 déja, Frederick Sanger, biochimiste britannique, et ses collégues
publierent une étude proposant une comparaison limitée de la séquence d’insuline
entre especes. Dés lors, d’autres scientifiques ont rapidement reconnu le grand
potentiel d’utiliser des séquences de molécules biologiques pour construire la
phylogénie des étres vivants. Peu a peu, avec I'amélioration des techniques de
séquencage, la comparaison compléte de séquences d’acides aminés et d’ADN
homologues est devenue réalisable.

Qu’apporte-t-elle ?

L’avenement de la phylogénie moléculaire a profondément remanié la vision de la
classification des organismes et permet actuellement de mieux comprendre
I’évolution de certains traits morphologiques d’organismes vivants.

Les différences plus ou moins grandes dans les séquences de macromolécules
biologiques permettent de déterminer si deux ou plusieurs espéeces sont proches ou
éloignées du point de vue de I’évolution. Elles permettent également d’identifier une
espéce, une population ou un individu selon son profil génétique. L’analyse
génétique peut étre faite par plusieurs méthodes : la RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), qui sera utilisée dans notre cas ; la PCR (Polymerase Chain
Reaction), qu’on associe souvent a la premiére ; ainsi que le séquengage. Ce dernier
consiste a déterminer I’ordre d’enchainement des nucléotides d’un fragment d’ADN
ou d’ARN, ou celui d’acides aminés dans le cas d’une protéine. Il est devenu un
outil essentiel pour la classification des especes. Plus ces séquences sont similaires
entre des especes données, plus leur lien de parenté est fort (voir figure ci-dessous).
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| 01 o
Chimparze |4 TG T TGACTCTAACTCGCAT cl 8C TG
Goiille ATIGTTIHEAICTIC|TEAICCTICGCERT clalmcra
Orangoutan |4 T G T TGACTCTHACTCACAT c'fGchTG

Alignement de séquences d’ADN de trois espéces de Primates.

Dans ce cas, le gorille présente une différence d’un seul nucléotide
avec le chimpanzé, alors que I'orang-outan en présente 4 : le gorille est
donc plus proche parent du chimpanzé que ne I'est I'orang-outan.

Molécules utilisables

Les régions de ’ADN des organismes n’évoluent pas toutes a la méme vitesse.
Certaines régions évoluent rapidement et permettent d’étudier des relations a faible
échelle, par exemple entre individus d’'une méme population ou entre espéces tres
proches. Pour étudier les relations entre espéces plus éloignées, on utilisera plutét
’ADN mitochondrial au sein des animaux et ’ADN chloroplastique au sein des
végétaux, ou alors I’ADN ribosomial. En effet, ces régions d’ADN sont homologues
chez un grand nombre d’especes. De plus, elles contiennent plusieurs génes,
permettant une comparaison plus précise. Ce laboratoire se penche sur le géne
ndhA, contenu dans les chloroplastes de trés nombreuses plantes.

Construction d’arbres phylogénétiques

Les résultats d’une analyse de phylogénie moléculaire sont généralement révélés
sous forme d’arbre phylogénétique. Premieérement, il est nécessaire de posséder
un jeu de données suffisamment grand et concernant des séquences homologues
des étres vivants pour lesquels on cherche a établir des liens de parenté.
Deuxiemement, ces séquences homologues vont étre alignées, généralement a
I’aide d’un programme informatique (/e logiciel Seaview dans notre cas, voir Fiche 4).
Cet alignement de séquences requiert néanmoins souvent une édition manuelle, afin
d’éliminer les positions ambiglies des séquences traitées. Troisiemement, une
analyse comparative des séquences peut étre réalisée, grace a un algorithme de
reconstruction phylogénétique, afin d’obtenir I'arbre phylogénétique des taxons
(especes ou groupes d’especes) examinés.

Les derniéres avancées dans le domaine de la phylogénie moléculaire ont pu étre
réalisées grace a I'amélioration de ces méthodes de reconstruction, notamment
celle du maximum de parcimonie, utilisée dans ce laboratoire.

Le maximum de parcimonie (MP) consiste a déterminer, parmi plusieurs arbres, celui
qui posséde le moins de changements évolutifs (voir exemple ci-aprés). Cette
méthode donne de bonnes phylogénies pour des séquences proches, comme c’est
le cas pour les especes analysées dans cette expérience.
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Un exemple (méthode MP)

Les insectes possédent généralement deux ou quatre ailes. Quel nombre d’ailes est
apparu en premier ? En comparant des séquences nucléotidiques de mouche,
d’abeille, de papillon et de libellule, voici deux arbres expliquant I'apparition des
caracteres « 4 ailes » et « 2 ailes ».

Mouche Abeille Papilbn Libelluke Mouche Abeile Papilbn Libelluk
4
2
4
4
Ce premier arbre nécessite Ce deuxieme arbre requiert
seulement deux changements quatre changements
évolutifs. évolutifs.

Dans I'’exemple ci-dessus, I'arbre qui explique de la maniere la plus parcimonieuse
les liens entre les quatre taxons considérés est le premier, car il ne nécessite que
deux changements évolutifs. Ainsi, il est plus probable que le caractere « 4 ailes »
soit apparu en premier. Le caractére « 2 ailes » se serait développé plus tard pour
former I'ordre des Dipteres (Mouches).
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- FICHE 4 - Matériel et sécurité

1. Sécurité et bonnes pratiques de laboratoire
Ce travail pratique requiert rigueur, habileté et respect des régles d’hygiéne et de
sécurité. Il faut donc préter attention aux consignes suivantes :

v Le matériel de laboratoire est fragile et onéreux
Manipulez-le avec le plus grand soin, en particulier les centrifugeuses,
micropipettes et générateurs d’électrophorese.

v’ Le matériel biologique est sensible a la température et aux contaminations
Veillez a la propreté des plans de travail, des mains et du matériel de paillasse.
Respectez les indications de température notamment pour le stockage des
enzymes.

Annotez clairement tous les tubes en précisant leur contenu et I'opérateur.

v' Certains appareils et produits sont potentiellement dangereux
En particulier, la manipulation des gels contenant le Midori Green (cancérigene)
doit se faire avec des gants en latex. Les UV peuvent provoquer de graves
bralures. En cas d’exposition directe, il convient donc de porter des gants et
de se protéger avec un masque adapté.

Une zone de travail dédiée a I'utilisation du Midori Green doit étre aménageée.
En particulier, on place un papier absorbant sous les cuves d’électrophorese.
Avant rangement dans la valise, tout le matériel est nettoyé méticuleusement
afin d’éliminer toute trace de Midori Green (cuve, support, chambre de
révélation ...).

®» En cas de doute, ne pas hésiter a demander de ’aide.

2. Matériel a disposition

Laboratoire : Réactifs et Consommables :
Micropipettes Pointes de pipette
Centrifugeuse Microtubes

Portoirs pour microtubes Eau distillée stérile
Incubateur Tampon TAE (Tris-Acétate, EDTA)
Balance de précision Agarose

Micro-onde Midori Green

Support de gel et peignes Tampon de charge

Cuve et générateur a électrophorese Marqueur de taille
Erlenmeyer et éprouvette Tampon de digestion
Chambre UV ou LED Gants en latex

Mateériel biologique :
Echantillons ADN pour test, Enzyme Pst1 et son tampon
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1. Digestion enzymatique

Protocole expérimental

Par poste :
1x « ADN 1-Site1» 8 pl
1x « ADN 2-Site2 » 8 pll
1x « ADN 3-Site3 » 8 pl
1x « ADN 4-Site4 » 8 p
1x « ADN 5-Référence » 8 pi
H,O stérile 45 pl
Pst1 5 pl
Tampon 10 pl

v Dans des microtubes, réaliser a I'aide de la micropipette les préparations
indiqguées dans le tableau ci-dessous. Changer d’embout apres chaque
pipetage. Faire trés attention aux volumes prélevés !

Echantillon ADN H20 Tampon Enz. Pst1 Vol. final
Site1 8l ADNT 9l 2yl 1yl 20 pl
Site2 8ul ADN2 9l 2 pl 1l 20 pl
Site3 8ul ADN3 9l 2 pl 1l 20 pl
Sited 8ul ADN4 9l 2yl 1yl 20 pl

Réf 8ul ADN5S 9l 2 pl 1l 20 pl

v Centrifuger rapidement puis incuber les échantillons a 37°C pendant 20-45 min

2. Préparation des gels d’Agarose- PORT DES GANTS OBLIGATOIRE
v Sur la balance de précision peser I’Agarose

v Avec I'éprouvette graduée mesurer le TAE 1X

v Dans I'’Erlenmeyer mélanger Agarose et TAE, puis porter a ébullition a
la micro-onde. (ATTENTION AUX ECLABOUSSURES)

v’ Laisser refroidir le mélange 2 minutes puis ajouter le Midori Green
(N'oubliez pas les gants!)

v' Couler le mélange dans le support plastique sans faire de bulles,
déposer les peignes puis laisser polymériser sans déplacer le gel avant
polymérisation compléte. Le gel pourra étre conservé a 4°C sous
plastique (pour éviter qu’il seche). (Ne pas mettre dans un frigo servant
a I’alimentation)

Quantités (dépends de la taille du support de gel):

Support de gel | Agarose TAE 1X Midori Green
100 ml 0.65¢g 100 ml 10 pl

80 ml 0.55¢ 80 ml 8 ul

60 ml 049 60 ml 6 ul

50 ml 0.35¢g 50 mi 5 pl

20 ml 0.15¢g 20 ml 2 pl

Protocole_D_Phylogénie_éleve
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3. Dépodts des échantillons et électrophoréese
- PORT DES GANTS OBLIGATOIRE

v

\

Sur le gel solidifié, retirer délicatement le peigne afin de créer les puits
de dépdt

Déposer le gel et son support dans la cuve a électrophoréese

Ajouter du TAE 1X a recouvrement du gel (~500 ml)

Sortir les échantillons digérés et ajouter a chacun 4pul de tampon de
charge

Déposer 5ul de marqueur de taille dans un premier puits

Déposer ensuite délicatement 20ul de chaque échantillon dans des
puits de dépdt successifs. Changer de pointe entre chaque dépbt !
Fermer la cuve d’électrophorése et la brancher au générateur, pdle
négatif (noir) du cété des puits de dépdbt

Faire migrer le gel 30 min a 100 V (ampérage se regle
automatiquement)

4. Révélation des gels - PORT DES GANTS OBLIGATOIRE

v
v

v

Arréter le générateur et retirer le couvercle de la cuve

Chambre UV : Sortir le gel et son support de la cuve, égoutter, placer

le gel dans la chambre UV et prendre la photographie

Lampe LED: Laisser le gel dans la cuvette et recouvrir avec le
couvercle avec lampe LED intégrée, allumer la lampe et prendre la
photographie
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- FICHE 6 - Utilisation du logiciel Seaview

Le logiciel Seaview

Le logiciel Seaview, développé par le Péle Bioinformatique de I’'Université de Lyon,
permet de comparer des séquences nucléotidiques en les alignant, fournissant ainsi
des informations au niveau de la phylogénie moléculaire.

Le logiciel est en anglais, mais son utilisation tres facile et aidée par la marche a
suivre ci-dessous, concue spécialement pour I’expérience de la valise ADN.

Installation

Le logiciel gratuit Seaview ne requiert pas d’installation particuliere: on peut
directement lancer le fichier exécutable.

La valise pédagogique ADN contient un CD avec ces fichiers exécutables pour
Windows, Macintosh et Linux, respectivement. Le logiciel peut également étre
téléchargé a partir de la page internet http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html
(page en anglais).

A partir du CD :

Windows : 1) Copier le dossier « Seaview4 (Windows) » sur le Bureau
2) Ouvrir ce dossier puis ouvrir le fichier exécutable « Seaview.exe ».

Macintosh : 1) Copier le dossier « Seaview4 (Macintosh) » sur le Bureau
2) Ouvrir ce dossier > Seaview.app > Contents > MacOS puis ouvrir le
fichier exécutable « Seaview »

Linux : 1) Copier le dossier « Seaview4 (Linux) » sur le Bureau
2) Ouvrir ce dossier puis ouvrir le fichier exécutable « Seaview ».

Le CD inclus dans la valise contient également les séquences d’ADN qui seront
comparées par le logiciel. Les 4 séquences d’ADN se trouvent dans un méme fichier
nommeé « Séquences ADN.txt ».

Marche a suivre pour ’expérience

1. Exécuter le logiciel « Seaview.exe ».

2. Chargement des séquences : File > Open > rechercher le fichier « Séquences
ADN.txt » sur le CD, le sélectionner et cliquer sur « Open ».
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Sabline & deux fleur G

2el=l

Oénuu des fontain
Sabline Bernpise
Sabline ¢ qo:htque :

[AEAT

[><-+_ : !ﬁl

o

Chaque base est surlignée d’une couleur différente (G : jaune, C: vert, T:
bleu, A : rouge). Au bas de la fenétre, le curseur ®permet de faire défiler les
séquences de gauche a droite. En-dessus des séquences est indiquée la
position des bases aux extrémes gauche @ et droite ©® du fragment de
séquence affiché dans la fenétre. On peut cliquer sur n’importe quelle base ;
en-dessus des séquences est indiquée la position du curseur et la séquence
dans laquelle on se trouve @ (seq = séquence, pos = position).

Le menu Props > Fontsize permet d’augmenter la taille des caracteres.

3. Alignement des séquences : Tout d’abord, aller dans le menu Align > Alignment
options et contrbler que l'option « clustalo » est sélectionnée. Puis cliquer sur

Align > Align all.

Une fenétre «alignment » s’ouvre. L’alignement dure quelques secondes.

Lorsqu’il est terminé, cliquer sur OK pour fermer la fenétre.

sel=0 S«Eq 1 Pos: lIl [Céraiste des fontaines]
Céraiste des fontain 5 ]
Sabline bernoise e

7l
il

1]
0
gl

il

il

Sabline_& deux_fleur
Sabline_gothigue

1l
il
m
I:n
63
.
L
il

#° alignment l‘:' 5

|Running "F:\DAES II\M1 Laboc didactigque BIC‘\seaviewd\clustalo.exe" -v -i ci‘users‘\sophie\azppdata’l
Uzing 2 threads

Read 4 sequences (type: DHA) from c:‘users‘\scphie‘appdata‘local‘temp'seaviewtemp 3.pir

Using 3 seeds (chosen with constant stride from length sorted segs) for mBed (from a total of 4 =
Calculating pairwise ktuple-distances...

|Ktuple-distance calculaticn progress done. CPU time: 0.14u 00:00:00.14 Elapsed: 00:00:01

mEBed created 1 cluster/s (with & minimum of 1 and & soft maximum of 100 seguences each)

Distance calculaticn within suk-clusters deone. CPU time: 0.08u 00:00:00.07 Elapsed: 00:00:00
Guide-tree computaticn (mBed) done.

Progressive alignment progress: 33 % {1 cut of 3)

Interruptl Wait for alignment completion oK~

Les séquences sont maintenant alignées les unes en dessous des autres. Un
tiret signifie que la séquence en question ne possede pas de nucléotide
correspondant pour une position donnée (voir par exemple en position 386

sur I'image ci-dessous).

sel=0 344

Céraiste des fontain SG'“

Sabline bernoise

Sabline & deux fleur " G G
Sabline_ gothique ""

'I'.I'Il:l'.l
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4. Etablissement de I’arbre phylogénétique :

Attention : avant d’effectuer cette étape, contréler que I'on a sélectionné les 4
séquences (pour ce faire, cliquer successivement sur le nom de chacune d’elles ;
celui-ci s’affiche alors surligné en noir comme sur I'image ci-dessous) ou aucune
des 4 (le nom apparait alors sur fond gris, comme sur I'image du point 3).

344 Seqg:1l Pos:386|378 [Céraiste des fontaines)
1 = AR - - - - —-——-——
e

Cliquer sur Trees > Parsimony.

Une fenétre « Parsimony analysis » s’ouvre. Ne pas changer les parametres et
cliquer sur OK.

Une autre fenétre (« Dnapars ») s’ouvre alors avec I'arbre phylogénétique résolu.

Sabline_Berncise &
Sabline 3 deux fleur NG
Sabline_gothique G

Sabline bernoise
Sabline_a deux_fleur
Sabline_gothigue

» * Dnapars
Parsimony analysis File Edit Font | Brlengihs [ Bootstrap [squared ] [Heip |
T Randomize seq. order | [5 | times @ Full ©Swap O Re-root © Select © Subtree Subiree Up | Zoom 4] ¥
p Ignore all gap sites Dnapars, 1 best trees, 1071 steps, 3351 sites (35 informative)
espéce 1
[ Gaps as unknown states
Equally best trees retained | 10000
" : [ espéced
& Bootstrap with (100 | replicates
& 2
O User tree ] e
Cancel OK 7~ |
espéce 3

5. Quitter le programme : cliquer soit sur I'icone ':igﬁ de la fenétre, soit File >
Quit. Une fenétre de confirmation apparait : cliquer sur « Close ».

sel=0 344 Seq:1l Pos:386|378 [Céraiste des fontaines]
Céraiste des fontain G& G C B e [ E——
Sabline Bernoise GG

Sabline_a_deux fleur B& GG

Sabline gothique G & | E

‘? Alignment Séquences ADN.txt was modified but not saved
- Do you want to close it anyway?
i Close “ | Cancel
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- FICHE 6 - Compte-rendu

Protection de la biodiversité : la Sabline bernoise

La Sabline bernoise est une petite plante a fleurs blanches qui pousse uniquement
dans les cantons de Berne et de Fribourg, dans les endroits caillouteux des
Préalpes. Elle est donc tres rare.

Lors d’une excursion, un chercheur a récolté quatre échantillons de Sablines dans
quatre endroits différents des Préalpes. On souhaite savoir si I'un de ces
échantillons est une Sabline bernoise, dont il faudrait alors protéger I’habitat pour
éviter qu’elle ne disparaisse.

Le probleme est que cette plante ressemble fortement a d’autres espéces de
Sablines tres proches. On ne peut donc pas se baser sur des critéres
morphologiques (forme, taille, couleur, ...) pour les différencier. Au lieu de cela, nous
allons comparer leur ADN, qui nous permettra de les identifier sans nous tromper
(=" voir Fiche 3).

L’ADN prélevé sur les quatre plantes récoltées correspond respectivement aux
échantillons « ADN Site1 », « ADN Site2 », « ADN Site3 » et « ADN Site4 » utilisés
dans cette expérience. Le profil génétique de la Sabline bernoise est connu et
représenté par I’ « ADN 5 » qui nous servira de référence.

i

%’ A laide de la fiche 3 « Phylogénie moléculaire », répondez aux questions

suivantes :

- Dans le cas des Sablines, pour quelle raison recourez-vous a une analyse
moléculaire ?

- Quel type de séquences d’ADN compare-t-on dans le cas des Sablines ?

- A quel moment de votre expérience recourez-vous au séquengage ? A quel
type de biomolécule I'appliquez-vous ?
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‘ve . P N . . . . P

Qz/ Avant de pouvoir procéder a la digestion enzymatique, plusieurs étapes
expérimentales ont été nécessaires. Lesquelles ?

)\%‘;\‘a
Q@‘B’V Quelle est la charge électrique de ’ADN dans la cuve d’électrophorése ?
Quels facteurs vont déterminer la vitesse de migration des fragments d’ADN

dans le gel d’agarose ?

@ Le tableau suivant présent le nombre de sites de restriction théoriques pour
’enzyme Pst1 sur le gene ndhA chez la Sabline bernoise ainsi que chez une
autre plante prétexte (non identifiée). Indiquez le profil de restriction (nombre
de bandes) attendu dans chaque cas.

Sabline bernoise Plante XY
nb de §|t§s de 3 5
restriction
Profil de restriction
(nombre de
bandes)
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@ La photographie ci-dessous présente (en négatif) les résultats que vous avez
obtenus aprés révélation de votre gel d’électrophorese.

Légendez soigneusement la figure en indiquant le nom des échantillons (y
compris le marqueur de taille), ’enzyme utilisée et la taille des fragments de
digestion.

Pouvez-vous repérer les différences observables entre les profils de
restriction des différents échantillons ?

Concluez-vous que I'un des échantillons récoltés est une Sabline bernoise ?
Si oui, lequel ?

| e - ~
— et ——
| — e - 1

Ecole™”_
“™-de 'ADN:

-—

Coupre Pstl — gene ndhA
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((xé-‘z} Aprés avoir réalisé la migration par électrophorése, vous envoyez vos
échantillons d’ADN a un laboratoire qui en établit la séquence détaillée et
identifie les espéces auxquelles ils appartiennent. Les résultats que vous
recevez sont contenus dans un fichier informatique (« Séquences ADN.txt »).
Vous allez maintenant les comparer grace au logiciel Seaview, afin de
connaitre les relations de parenté évolutive entre les différentes especes de
plantes.

Une fois les séquences chargées et alignées dans Seaview, répondez aux
questions suivantes :

- Comparez les quatre séquences en positions 1714, respectivement 2762.

- Recherchez une position ou la base de la Sabline a deux fleurs differe des
trois autres.

- Que se passe-t-il pour la Sabline gothique en position 3305 ?
Reproduisez ci-dessous I'arbre phylogénétique obtenu grace au logiciel
Seaview.

Parmi les 4 espéces étudiées, laquelle est la plus étroitement apparentée a la
Sabline bernoise ? Laquelle en est le plus éloignée ?
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ANNEXE 1
L’ADN et les plantes

Comme tous les €tres vivants, les plantes
sont constituées de cellules

Réticulum
endoplasmique

£ ‘ Mitochondrie |
i Chloroplaste
\
o©.
Noyau / ]
. /)
\ f
n \ & Vacuole
Les cellules végétales \ , r
ressemblent beaucoup \ I | Paroi cellulaire |
aux cellules animales, \ :
mais on y trouve des '
éléments particuliers
1

comme :

-Une paroi cellulaire,
pour rigidifier la plante
-Une grande vacuole,
pour stocker de I'eau et
diverses molécules
-Des chloroplastes,
pour faire la
photosynthése

1

On trouve de I'ADN en grande quantité dans le noyau des cellules végétales.
Cet ADN code pour la plus grande partie des protéines produites par la
plante. Il se condense en chromosomes durant la mitose. Certaines plantes
peuvent former plus de 1000 chromosomes !

La moitié de cet ADN provient de la « mére» de la plante et l'autre du
« pere »,

On trouve également de I'ADN en faible quantité dans les chloroplastes et les
mitochondries. Cet ADN est transmis uniquement par la « mére » de la plante.
Puisqu'il n'y a pas de brassage génétique pour cet ADN, il varie trés lentement
au cours des générations. Pour cette raison, les scientifiques I'utilisent
souvent pour étudier |'évolution des especes.
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ANNEXE 2
Fiche d’identité de la Sabline bernoise

Nom scientifique : Arenaria bernensis
Nom frangais : Sabline bernoise

Famille : Caryophyllacées

Division : Angiospermes (plantes a fleurs)

Habitat :

pentes rocailleuses (difficiles d'acces) des
Préalpes fribourgeoises et bernoises

zones trés ensoleillées, sol moyennement
humide

étages subalpin (1800 a 2400 m d'altitude,
foréts de coniféres) et alpin (2400 a
3000 m daltitude, au dessus de la
limite des foréts)

Comparaison avec les aires de
répartition suisses d'espéces
apparentées :

Découverte : en 1955 par le botaniste neuchatelois Claude Favarger,
dans la région du Gantrisch (BE).

Le saviez-vous ? La nouvelle espéece découverte par Favarger
fut appelée Arenaria bernensis car on ne la connaissait alors
que dans la région du Stockhorn et du Gantrisch (Oberland
bernois). Elle n'a été découverte dans le canton de Fribourg que
dans les années 1970. On sait aujourd'hui que la plupart des
populations - et les plus grandes - poussent en sol fribourgeois.

Arenaria ciliata Arenaria multicaulis

0,2 +0,2% &
e

Arenaria gothica Arenaria serpyllifolia
(Lac de Joux, Jura)

Statut de conservation : espéce menacée

Floraison : juillet-ao(it

Caractéristiques :

@ taille : 5-10 cm de haut

® pétales blancs de 7-8 mm (plus grands que ceux
d'Arenaria ciliata, la Sabline ciliée)

® 142 fleurs par tige (au contraire d' Arenaria
multicaulis qui peut en porter jusqu'd 7 par tige)

@ figes rampantes

Liens intéressants :

Source : Flora Helvetica, 2012

> www.infoflora.ch (4éme 5d. et 5. A ﬂ)
ed. e . AUTI.

> www.tela-botanica.org
> http://www.unifr.ch/biology/assets/files/BSC_Lexer_2012.pdf
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