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La plupart des espèces 

mitochondnal (ADNmt) de taille 

animales possèdent une molécule d'ADN 

'' typique ", soit de 16 à 18 kilopaires de bases. 

Par contre, la taille de 1'ADNmt de certains invertébrés, et notamment de certains 

bivalves incluant Spisula solidissima, est de 20 a 42 kilopaires de bases (taille 

" atypique "). L'augmentation de la taille de lYADNmt est due, en partie, à ia 

présence de séquences répétées en tandem. Chez Spisula soiidissima, la séquence 

répétée en tandem est de 2.0 kilopaires de bases. 

L'objectif de cette recherche était d'établir une carte de restriction de 

1'ADNrnt de Spisula solidissima. Cette carte de restriction a été établie par 

l'analyse des patrons de restriction obtenus par autoradiographie des eagments de 

restriction radiomarqués suite aux digestions simples et doubles de 1'ADNmt par 

les enzymes de restriction Barn HI, Bst EII et Bgl 1. Ensuite, une partie de  

1'ADNmt de Spisula solidissima a été clonée dans le vecteur pBluescript@. La 

grandeur des fragments clonés était 2.9 kpb, 1 -3 kpb et 0.9 kpb. 

Les résultats de cette recherche permettront l'étude approfondie de la 

molécule d'ADNmt de taille " atypique " de Spisula solidissima et le séquençage 

éventuel de son fragment répété en tandem de 2.0 kilopaires de bases. 
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1.0 INTRODUCTION 

La biologie de Spisula solid'simn 

1.1.1 Classification et habitat 

Spisula solidissima (Dillwyn, 18 17) est un bivalve (Lamellibranche) classifié 

dans la famille des Mactridae (Lamarck, 1809). Son nom commun est la palourde 

de dune (( bar clam )) ou le mactre de l'Atlantique. On les retrouve enfoncées dans 

les bancs de sable dans l'eau peu profonde de l'océan Atlantique sur la côte est du 

Canada et les États-unis où la température et la salinité sont optimales à leur 

croissance (Goldberg, 1989). 

1.1.2. Anatomie 

La coquille de Spisula solidissima est plutôt ovale et de couleur crème ou 

beige (brun pâle). Cette c o q d e  est faite de deux parties, les valves, bougeant 

autour d'une charnière (figure 1.1). Les valves sont maintenues en position ouverte 

par un ligament élastique et leur fermeture est assurée par deux muscles adducteurs 

très bien développés. Le pied fouisseur est aussi très bien développé. Ce pied joue 

un rôle dans le creusement du sable et de la boue. Le inanteau s'enroule vers 

l'arrière pour former un double siphon. L'un des canaux du siphon sert à l'entrée 

d'eau et de particules alimentaires dans la cavité et l'autre sert à l'évacuation des 

déchets. 



Muscle 
adducte 

Gonades Branchies 

Figure 1.1 : Anatomie de la palourde de dune Spisula solidissima. Modifié d'après 
Morin, A. et Houseman, J. (1998). 



1.2 La mitochondrie 

Toutes les cellules eucaryotes (sauf les plus primitives) contiennent des 

mitochondries. Les mitochondries sont parmi les plus grands organites cellulaires et 

elles occupent environ 25% du volume cellulaire (revue dans Kleinsmith et Kish, 

1995). Ces organites ont une forme en bâtonnet ayant des dimensions ressemblant à 

celles d'une cellule procaryote, soit de 1 à 3 pm de longueur et de 0.1 à 0.5 pn dr: 

largeur (figure 1 -2) (revue dans Kleinsrnith et Kish, 1995). Les stades finaux de la 

dégradation des lipides et des sucres ainsi que les réactions du cycle de Krebs et la 

phosphorylation oxydative se déroulent à l' intérieur des mitochondries. La fonction 

principale de ces organites est la production d7ATP dans les cellules aérobiques. La 

mitochondrie possède son propre génome : l'ADN rnitochondrïal. 

1.3 L'ADNmt animal 

1.3.1 Structure et taille 

Chaque mitochondne possède de 5 à 10 molécules (copies) d7ADNmt dans la 

matrice mitochondriale (revue dans Kleinsmith et Kish, 1995). L7ADNmt animal est 

une molécule d'ADN bicatenaire circulaire, sauf pour de rares exceptions où 

1'ADNmt est une molécule linéaire (Bendich, 1993 et Wolstenholme, 1992). La 

plupart des ADNmt ont une taille variant entre 15.7 kpb et 19.5 kpb; c'est la taille 

a typique D (Brown, 1983). 



/ Membrane externe 

Figure 1.2 : Schéma d'une mitochondrie. Modiné d'après Crotty, S (1 996). 



D'autres ADNmt possèdent des tailles supérieures à 19.5 kpb; une taille 

atypique » (Rand, 1993). 

Les deux brins de l'ADNmt, brin H et brin L (figure 1.3) contiennent !es 

informations génétiques (gènes) qui encodent i) les deux rARNmt inclus dans les 

ribosomes mitochondriaux, ii) 13 mARNmt codant pour 13 protéines 

mitochondriales (trois sous-unités du complexe de la cytochrome c oxydase, deux 

sous-unités de lYATPase Fo, sept sous-unités du complexe de la NADH-COQ 

réductase ainsi que la cytochrome 6 )  et iii) les 22 tARNmt nécessaires pour La 

traduction des mARNmt (Anderson et al., 198 1 et Wolstenholme, 1992). Toutes les 

protéines nécessaires au fonctionnement de la mitochondrie qui ne sont pas encodées 

par 1'ADNmt sont encodées par l'ADN nucléaire de la cellule et elles sont importées 

via cytoplasme au besoin (revue dans Kleinsmith et Kish, 1995). Le contenu 

génétique de 1'ADNmt animal est semblable d'une espèce animale à l'autre, mais 

1' organisation des gènes mitochondriaux est très variable, notamment entre les 

vertébrés et les invertébrés (Attardi, 1985; WoIstenholme, 1992 et Rand, 1993). De 

plus, 17ADNrnt animal est dépourvu de régions non-codantes (introns) à l'exception 

d'une petite région non-codante près de l'o~igine de réplication (OH à la figure 1.3) 

nommée, chez les vertébrés, la boucle-D (Attardi, 1985). La boucle-D contient des 

séquences régulatoires qui jouent lui rôle dans l'initiation de la réplication et dans le 

contrôle de la transcription (Clayton, 1982 et 1984). Chez les invertébrés, il existe 

aussi une région non-codante qui est appelée la région «contrôle n, mais son rôle 

dans le contrôle de la réplication et la transcription est encore hypothétique (Rand, 

1993 et Wolstenholme, 1992). Le génome mitochondrial possède son propre code 

génétique qui diffère légèrement du code génétique universel (Brown, 1983). 



Brin lourd (H) 

ADNrnt de taille typique )) 

entre 15.7 kpb et 19.5 kpb 

Fi_gre 1.3: Schéma abrégé de 1'ADNmt animal << typique ». Le brin lourd (H) et le 
brin léger (L) servent de brin codant pour les gènes mitochondriaux. 
L'origine de réplication du brin lourd est indiqué par OH (boucle-D) et 
l'origine de réplication du brin léger est indiqué par OL. Les directions 
de réplication du brin lourd et du brin léger sont indiquées par les 
flèches (Brown, 1983). 



1.3.2 Caractéristiques de 1'ADNrnt de taille « atypique » 

1.3.2.1 Les causes de l'augmentation de la taille 

Depuis une vingtaine d'années, plusieurs exemples d'espèces animales ayant 

des ADNmt de taille « atypique » ont été découverts (tableau 1.1). L'augmentation 

de la taille de 1'ADNmt est causée par une addition ou une duplication de 

nucléotides ou la présence de séquences répétées en tandem (Rand, 1993). Les 

mécanismes exactes causant ces additions, duplication ou la présence de séquences 

répétées en tandem sont encore inconnus (Gjetvaj, 1992 et Rand, 1993). 

Chez certaines espèces, particulièrement P. strobi (Boyce et al. 1989), G- 

aculeatus (Gach et Reimchen, 1989) ainsi que chez plusieurs vertébrés, cette 

augmentation de la taille a surtout lieu à un endroit distinct de l'ADNmt, la région 

non-codante ou la boucle-D (Clayton, 1984 et GhiMzzani er al., 1993). Elle peut 

aussi avoir lieu dans les régions codantes de 1'ADNmt (Zevering et al., 1991). On 

ne connaît pas la raison exacte pour l'augmentation de la taille de 1'ADNmt chez 

certaines espèces et pas d'autres. Une des hypothèses pour l'augmentation de la 

taille de la région non-codame suggère qu'une amplincation de cette région pourrait 

produire un site de liaison plus efficace pour l'ADN polymérase. Ceci augmenterait 

le taux de réplication de 1'ADNmt. Cette augmentation du taux de réplication serait 

avantageux pour les espèces qui ont une demande métabolique d'énergie plus élevée 

(Rand, 1993). 
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Tableau 1.1: Exemples d'espèces animales ayant de 1'ADNmt de taille « atypique ». 

Emèee TaiIEIe-DNmt Cause de I'apgmentation de - Référence- - 

Pecten 
maximus 

Placopecten 
Magellan icus 

Spisula 
Solidissima 

19.9 à 26.3 kpb séquence répétée en tandem 
(SRT) de 1.6 kpb* 

22.8 a24.8 kpb SRT de 1.0kpb 

31.0 à4l.O kpb SRTde 1.4kpbe 

36.0 à 42.0 kpb SRT de 2-0 kpb' 

28.0 à 36.0 kpb SRT de 0.8 et de 2.0 kpb 

16.6 à 21 -6 kpb duplication 1.1 kpb et 
duplication 5 .O kpb 

17.0 à 25.0 kpb duplication 5.0 à 8.0 kpb 

Snyder et al., 
1987 

Boyce et al., 
1989 

Gach et 
Reimchen, 1989 

Moritz et Brown, 
1987 

* deux à cinq copies du fragment répété de 1.6 kpb 
+ deux à huit copies du kagrnent répété de 1.4 kpb 

six à neuf copies du fiagment répété de 2.0 kpb 



1.3.2.2 Le polymorphisme de taille et I'hétéroplasmie 

La variation de taille (polymorphisme de taille) de lYADNmt d'un individu à 

l'autre au sein d'une population chez une espèce animale ayant un ADNmr de taille 

« atypique N est beaucoup plus commune que la variation de taille de 1'ADNrnt d'un 

individu à l'autre au sein d'une population chez une espèce anhale ayant un 

ADNmt de taille typique n (Avise et Lansrnan, 1983; Ouellette, 1989 et Rand, 

1993). Ce polymorphisme de taille est souvent dû au nombre de copies de la 

séquence répétée en tandem variant d'une molécule dYADNmt à l'autre au sein 

d'une même population et même à l'intérieur d'un individu, c'est-à-dire 

I'hétéroplasmie (Rand, 1993). Un individu hétéroplasmique possède plus qu'une 

fonne d7ADNmt à l'intérieur de ses cellules. 

Dans une recherche mené par R. Ouellette, le taux d'hétéroplasmie pour 

Placopecten rnagelhznrs qui a un ADNmt atypique de 31.0 à 41.0 kpb 

(tableau 1.1) a été évalué entre 9.5% et 58.1 %. Cet hétéroplasmie est dû à la 

présence de 2 à 5 différents types dYADNmt à l'intérieur d'un individu. Ces ADNmt 

different les uns des autres par la présence d'un nombre variable de fragments 

répétitifs de 1.2 kpb. De plus, les résultats de cette recherche suggèrent que le taux 

d'hétéroplasmie ou le nombre de copies du fragment répéWf pour P. magellanicus 

varie en fonction des périodes saisonnières. Ceci suggère qu'il y aurait des 

mécanismes d'adaptation de l'animal par rapport à des facteurs extérieurs tel que les 

saisons qui affecteraient le nombre de copies du fkagment répétitif dans 1'ADNmt 

(Ouellette, 1989). 



1.3.3 L'ADNmt de taille atypique de quelques espèces de bivalves 

Certaines espèces de bivalves possèdent des ADNrnt de taille (( atypique » 

(tableau 1.1). Dans le cas de Placopecten magellanzcus, l'augmentation de la taille 

de 1'ADNmt est due, au moins en partie, par la présence d'une séquence répétée en 

tandem de 1.4 kpb qui est présente de 2 à 8 fois (Snyder et al.. 1987). Chez Pecren 

marimus, la séquence répétée en tandem de 1.6 kpb présente de 2 à 5 fois cause 

l'augmentation de la taille de 1'ADNmt de ce bivalve (Rigaa et al., 1993). Chez 

Spisula solidzssznza, l'augmentation de la taille de IYADNmt est due à une séquence 

répétée en tandem de 2.0 kpb qui est présente de 6 à 9 fois (Arsenault, 1989). 

Les fragments répétés en tandem de Placopecten nzageilanicus et de Pecten 

maximus ont été clonés et séquencés (LaRoche et al., 1990 et Rigaa et al.. 1995). 

Les deux séquences, celle de P. magellanirus et celle de P. marimus, ne démontrent 

aucune homologie au niveau de la séquence primaire, mais démontrent des stnichires 

secondaires comparables, notamment des régions riches en A et T (adénine et 

thymine), des régions riches en G (guanine) et des smctures tige-boucle. De telles 

stnictures secondaires ont été démontrées comme importantes dans le contrôle de la 

réplication et de la transcription des ADNmt (Cornuet er al., 199 1 ; Stanton et al., 

1994; Wolstenholme 1992; Moriforte et al., 1993; Lewis et al.. 1994) et se trouvent 

souvent dans la région qu'on nomne la boucle-D chez les vertébrés (Marshall et al.. 

1997; Fumagalli et al.. 1996; Lee et al., 1991; D&esne er al.. 1996 et Ishda et al.. 

1994 ) et dans la région (( contrôle N chez les invertébrés (Zhang et al.. 1995). 



Il n'existe pas de preuve directe de l'implication des séquences répétées en 

tandem dans le mécanisme de contrôle de la réplication ou de lz transcription chez 

1'ADNmt atypique (LaRoche et ai., 1990; Rand, 1993 et Rigaa, 1995). Toutefoisl le 

fait que ces séquences sont produites et conservées d'une génération à l'auîre 

semble suggérer que leur présence ofEe un avantage pour le génome rnitochondnal, 

par exemple en optimisant l'efficacité de la réplication et de la transcription du 

génome mitochondrial (Arsenadt, 1989; Moritz et Brown, 1986 et Rand, 1993). 

Atin de vérifier cette hypothèse, il faudrait analyser plusieurs séquences de 

fiagments répétées en tandem de différentes espèces d'invertébrés pour voir s'il y 

existe des structures secondaires comparables à celles qui sont présentent dans les 

kagments répétitifs de P. magellanicus et de P. maximus. Le nombre d'invertébrés 

ayant des séquences répétées en tandem est petit. Spiszila solidissima possède un 

kagrnent répétitif qui pourrait être analysé et comparé aux fiagments répétitifs de P. 

magellanicus et de P. maximus mais, jusqu'à présent, aucune étude de ce fiagment 

répété en tandem n'a été entreprise . Donc on ne sait pas si ce fiagrnent comporte 

les stnictures secondaires en question. 

1.4 L'obiectif de cette recherche 

Suivant l'étude intensive faite par J. Arsenadt (1989) de 17ADNmt de diverses 

espèces de mollusques du Nouveau-Brunswick et la découverte que 17ADNmt de 

Spisula solidissima a des caractères inhabituels (une taille atypique et une séquence 

répétée en tandem) semblables à ceux de Placopecten rnageilaniczrs, nous avons 

entrepris l'étude approfondie de I'ADNmt de Spisula solzdissznza en se concenBant 



sur le fiagment répétitif de 2.0 

que l'on isole et caractérise 

kpb. C'est la première fois, à notre connaissance, 

I'ADNmt de cette espèce autre que le travail 

préliminaire de Arsenault (1 989). 

Un des buts de cette recherche a été d'établir la carte de restriction de 

1'ADNmt de Spisula solidissima. J. Arsenault (1989) a tracé une carte de restriction 

prélimaire et très hypothétique de cet ADNrnt. Le premier objectif de cette thèse a 

été l'établissement7 pour la première fois, d'une carte de restriction de 1'ADNmt de 

cet organisme pouvant sen% comme carte routière détaillée pour l'étude 

approfondie de 17ADNmt de S. solidissima et de sa séquence répétée en tandem . 

Les recherches fait par R. Ouellette (1989) ont démontré que le degré 

d'hétéroplasmie chez Placopecten mageilan inrs peut varier selon des conditions 

extérieures et que cette variation pomait être une adaptation par l'organisme à ces 

mêmes conditions. La présente étude démontre les patrons de restriction de deux 

différentes popdations de 1' espèce Spiszrla solidissima provenant de localités 

géographiques différentes ayant des conditions environnementales (les courants 

d'eau (Ouellette, 1989)) différentes. Le but de cette partie de la recherche est de 

voir si les patrons de restriction de 1'ADNmt de S. solidissima varient selon la 

localité géographique d'où l'animal provient. De plus, le degré de variation des 

patrons de restrictions uIdividuels au sein d'animaux d'une même population doit 

être déterminée. Nous ne pourrons pas comparer nos données à celles de la 

littérature parce qu'on n'y trouve pas d'étude de population de Spisula solidissima. 

Cependant, en raison du grand nombre d'individus analysés, nous pouvons 

déterminer le pourcentage d'individus analysés ayant un patron de restriction 

semblable. Ceci permettra d'établir la fiabilité de la carte de restriction éventuelle. 



Après avoir établie une carte de restriction fiable pour 1'ADNrnt de Spisula 

solidissima, nous avons entrepris pour la première fois te clonage de 17ADNmt de 

cet organisme. Le but de cette partie de la recherche consiste à mettre sur pied un 

protocol de clonage qui permet le clonage de I'ADNmt dans le but d'obtenir un 

clone du £kament répétitif de 1'ADNmt de S. solidissima. 

Les résultats de cette étude seront utilisables pour le séquençage éventuel du 

fiagment répété en tandem de 1'ADNmt de Spisuia solidissima. La carte de 

res&iction de 1'ADNmt de cet animal sera indispensible pour l'étude approfondie de 

cette molécule d'ADNmt et les clones obtenues pourront servir à I'analyse detaiuée 

de la séquence de 1'ADNmt de S. solidissima et pourront servir d'amorce pour 

I'amplification par PCR du f?agment répétitif et du reste de 1'ADNmt de cet 

organisme. La séquence du fragment répété en tandem de 2.0 kpb de S. solidissima 

permettra une analyse des structures secondaires de ce fiagrnent ainsi qu'me 

comparaison de ces structures secondaires avec celles de Pecten marimus et 

Phcopecten m u g e h  l a s .  



2.1 Échantillonnage de palourdes de dune 

Toutes les palourdes de dune utilisées au cours de cette recherche 

proviennent; soit du détroit de Northumberland dans la région de Cap Pelé, 

Nouveau-Brunswick, soit de French River, Ile du Prince Edward. Les échantillons 

de palourdes provenant du détroit de Northumberland ont été prélevés entre 1993 et 

1996 et ceux provenant de French River ont été prélevés en mai 1994. Les 

palourdes ont été capturées selon la méthode de la pêche commerciale (par drague), 

gardées dans de l'eau de mer jusqu'au laboratoire où elles ont été gardées à 4°C et 

analysées dans un délai d'au plus trois jours. 

2.2 Choix du tissu 

Pour déterminer quel tissu ou combinaison de tissus donne le meilleur 

rendement d'ADNmt, plusieurs essais d'isolation dYADNmt ont été faits a partir de 

quatre types de tissus: les muscles adducteurs, le pied, le manteau et les branchies. 

Certaines combinaisons de ces tissus ont aussi été essayées: pied et muscles 

adducteurs, manteau et muscles adducteurs, branchies et muscles adducteurs ainsi 

que branchies, manteau et muscles adducteurs. 



2.3 Préparation de 1' ADNmt 

2.3.1 Isolation et purification des mitochondries 

L'isolation et la purification des mitochondries ont été effectuées selon la 

méthode de Lansman et al. (1981). Tout d'abord, les muscles adducteurs ont été 

découpés en petits morceaux avec un bistouri ou une lame de rasoir. Quatre ml de 

tampon isotonique A (mannitol 210 mM, saccharose 70 mM, Tris-Cl 50 mM, pH 

7.5, CaC12 3.0 mM et NarEDTA 10 mM) par gramme de tissu ont été ajoutés aux 

muscles découpés. La pression osmotique de la solution isotonique A est semblable 

à la pression osmotique à l'intérieur des mitochondries afin d'éviter l'éclatement des 

mitochondries. La présence d'ions caCZ dimuiue la rupture des noyaux pendant le 

broyage et I'EDTA inhibe l'activité nucléasique et empêche I'aggiomération des 

mitochondries (Lansman et al., 1981). La suspension de tissu musculaire a été 

broyée, sur glace, avec l'aide d'un mortier et pilon (homogénéisateur du type Potter- 

Elvehjern), constitué d'un cylindre en Téflon, le piston, tournant à l'intérieur d'un 

mortier en verre de 55 ml de forme cylindrique (Thomas Scientifique, É.-U.). Le 

piston a été actionné par l'intermédiaire d'une perceuse électrique. Au moins 4 à 6 

passes, à vitesse moyenne, de par l'espace qui sépare le mortier et le piston ont été 

nécessaires pour complètement homogénéiser le tissu. La distance entre les parois 

internes du mortier et le piston est légèrement supérieure à 230 p afin de faire 

éclater les cellules musculaires (>IO0 p de diamètre) sans pour autant poaer 

atteinte à l'intégrité des mitochondries (1 à 3 p de longueur; Kleinsmith et Kish, 

1995) et des noyaux (environ 10 p de diamètre; Kleinsmith et Kish, 1995). Les 

homogenats ont été incubés à 37OC en présence de 3000 à 3600 unités de la Protéase 

XXIII isolée à partir de la bactérie Aspergillus oryzae (Sigma, É.-U.) de 3 à 4 



heures afin de réduire la viscosité des homogénats en hydrolysant les protéines 

cellulaires libérées lors de L 'homogénéisation (Arsenault, 1 989). 

Ensuite, les homogénats ont été centrifuges dans des tubes CorexO de 30 ml 

à 18 000 xg pour 30 rninutes à 4OC (centrifugeuse JZMC; rotor à angle fixe JA- 17: 

Beckman, É.-U.). Le premier culot de mitochondries a été rincé avec 5 id de 

tampon isotonique A et resuspendu soigneusement (à l'aide d'une tige de verre au 

bout arrondi) dans 20 ml de ce même tampon. La resuspension de mitochondries qui 

peut aussi contenir des noyaux, des lysosomes et des peroxysomes, a été déposée à 

la surface d'un gradient discontinu de saccharose dans un tube Ultra-ClearO 

(Beckman, É.-U.). La couche inférieure du gradient est constituée de 5 ml d'une 

solution de saccharose 1.5 M (saccharose 1.5 M, Tris-Cl 10 mM, pH 7.5 et 

NazEDTA 5 mM), tandis que la couche supérieure du gradient est constituée de 

10 ml d'une solution saccharose 1.0 M (saccharose 1 .O My Tris-Cl 10 mM, pH 7.5 

et NazEDTA 5 mM). Le tout a été centrifugé à 1 10 000 xg pour 30 minutes à 4°C 

(ultracentrifugeuse L8-M; rotor à godets mobiles SW28, Beckman, É.-U.). À cause 

de leur densité, les mitochondries traversent la solution saccharose 1.0 M, mais ne 

pénètrent pas la solution saccharose 1.5 M. La bande mitochondnale se retrouve, à 

la £in de la centrifugation, à l'interface des couches de saccharose et on peut la voir 

comme un nuage blanc. Cependant, les noyaux, plus denses que les mitochondries, 

se retrouvent au fond du tube et les peroxysomes ainsi que les lysosomes, moins 

denses que les mitochondries, ne pénètrent même pas la solution saccharose 1.0 M. 

Cette étape permet une purification des mitochondries. La bande mitochondriak a 

été aspirée à l'aide d'une seringue de 10 ml munie d'une aiguille en forme de 

crochet. Chaque aliquote de 3 ml de cette suspension mitocliondnale a été diluée 



avec 9 ml de la solution isotonique B (mannitol 710 mM, saccharose 70 mM, Tris-Cl 

50 mM, pH 7.5 et Na2EDTA 10 mM). Ceci réduit la densité du milieu. 

E n h ,  la solution de mitochondries purifiées a été centrifugée dans des tubes 

CorexO de 15 ml à 18 .O00 xg pour 30 minutes à 4°C. Le surnagant a été 

délicatement décanté et les mitochondries ont été resuspendues dans 500 pl de 

tampon STE (NaCl 100 mM, Tris-Cl 50 mM, pH 8.0 et NazEDTA 10 mM). Cette 

suspension a été transférée dans un microtube de 1.5 ml. 

2.3.2 Lyse des mitochondries 

Le détergent anionique sulfate dodécyl de sodium (SDS) entraîne la 

dissolution des membranes mitochondriales. Trente pi d'une solution SDS 25% ont 

été ajoutés à la resuspension mitochondriale. La resuspension se clarifie tout de 

suite indiquant la lyse des organites. 

2.3.3 Purification et précipitation de I'ADNmt 

La purification de la solution d'ADNmt par ex~action avec des solvants 

organiques a été effectuée selon la méthode décrite par Sambrook et al. (1989). 

Trois à cinq extractions ont été faites avec 500 pl (un volume) d'un mélange de 

phénol saturé (au Tris-CI (10 rnM dans l'eau, pH &O)), chloroforme, alcool 

isoamylique (PCI) dans un rapport 25 2 4  :1. Après chaque extraction, les deux 

phases (organique et aqueuse) ont été séparées par centrifugation à 14 000 xg 

(vitesse maximale) pour 5 minutes utilisant une microcentrifugeuse (Microfige E, 

Beckman, É.-U.) . La phase aqueuse a été transférée dans un nouveau microtube. 



L'extraction finale a été faite avec 1 volume de chloroforme afin d'enlever tous les 

résidus de phénol. Ensuite, toutes les traces de chloroforme ont été enlevées par 

évaporation à l'air pour 10 à 30 minutes. 

L7ADNmt purifié a été précipité avec 2.2 volumes d'éthanol 95% (pré- 

refroidi à -20°C) de 24 à 48 heures a -20°C. L'ADNmt a été récupéré par 

centrifbgation pour 25 minutes dans une microcen&geuse. Lyéthônol 95% a été 

décanté et 500 pl d'éthanol 70% (pré-refi-oidi à -20°C) ont été ajoutés. L' ADNmt a 

été centrifugé pour 5 minutes dans une microcentrifugeuse. L'éthanol a été décanté 

avec soin pour ne pas déplacer le culot d2ADNmt. Le culot d7ADNmt a été séché, 

sous-vide, de 10 à 15 minutes afin d'enlever toutes les traces d'éthanol. 

2.3.4 Conservation des échantillons de 1'ADNmt 

Le culot d2ADNmt a été resuspendu dans 20 pl de TE (Tris-CI 10 mM, pH 

8.0 et NazEDTA 0.5 mM). La solution dyADNmt a été conservée à -20°C jusqu'à 

l'analyse. 



2.4.1 Digestion de 1'4DNmt par des endonucléases de restriction 

2.1.1.1 Digestion simple 

Le volume réactionnel pour les digestions simples comprend i) 1'ADNmt (de 1 

à 4 pl de la solution d'ADNmt dans le TE (section 2.3.4))' ii) 1 pl de l'endonucléase 

de resmction (soit Barn HI (10 unités/pl) (Promega, É.-U.), soit Bst EII (12 

unitedpl) Promega, É.-U.), soit BglI(10 unités/d) (Promega, É.-U.)), iii) de I ou 2 

pl (dépendant du volume final de 10 pl ou 20 pl respectivement) de tampon 

réactionnel 10X (Ekmega, É.-U.) propre à l'endonucléase de restriction en question 

et iv) de l'eau stérile pour compléter le volume réactionnel à soit 10 pl soit 20 pl. 

Le milieu réactionnel, contenu dans un microtube de 1.5 ml, a été incubé à la 

température d'incubation de l'enzyme (soit 37OC pour Barn HI et Bgl 1, soit 60°C 

pour Bst EIl) pour au moins 3 heures. Après la digestion enzymatique, les fkagments 

de restriction ont été soumis directement au marquage radioactif (section 2.4.2) ou 

bien la réaction enzymatique a été arrêtée en ajoutant 3 pl de tampon d'arrêt 6X 

(concentration finale de bleu de bromophénol 0.04%, NazEDTA 5 mM et glycérol 

10% V/V) (si le volume réactionnel h a 1  était de 10 pl) OU 4 pl de tampon d'arrêt 

6X (si le volume réactionnel final était de 20 $1. 



2.4.1.2 Digestion double 

Le volume réactionnel pour les digestions doubles était constitué de i) 3 à 8 pI 

de la solution d'ADNrnt dans du TE (section 2.3.4), ii) 1 jd d'un premier 

endonucléase de restriction (soit Ban1 HI (10 unitedpl), soit Bgl l (10  unités/$)), iii) 

de 2 jd de tampon réactionnel 10X (tampon réactionnel D: Tris-Cl60 mM, pH 7.9, 

NaCl 1.5 M, n/1gC12 60 mM et DTT (dithiothreitol) 10 mM (Promega, É.-U.)) et iv) 

de l'eau stérile pour compléter le volume réactionnel à 20 $ Après une incubation 

de 3 heures à la température d'incubation de ce premier endonucléase de restriction, 

1 pl d'un deuxième enzyme de restriction (soit Bgl 1 (10 unités/$), soit Bst EiI 

(12 unitédpl)) a été ajouté et le milieu réactionnel a été incubé pour 3 heures à la 

température d'incubation de ce deuxième enzyme. L'enzyme de restriction Barn KI 

est actif à 7 5 % dans le tampon réactionnel D et les enzymes de restriction Bst EII et 

Bgl I sont actifç à 100 % dans ce même tampon (Promega, É.-U.). Après la 

deuxième digestion, les fkagments de restriction ont été directement sujets au 

marquage radioactif (section 2 A.2). 

2.4.2 Radiomarquage des fragments de restriction au 3 5 ~  

La méthode de marquage des fia-agments de restriction est celle du "Klenow 

based 5'-filling of protuding ends" (Promega, 1997). Cette méthode permet 

d'introduire, à I'aide de l'activité polymérase 5'+ 3' du kagrnent Klenow de l'ADN 

polymérase d'Escherichia coli, du dAMP contenant le soufre-35 (35~) dans des 

fragments de restriction ayant des extrémités cohésives en surplomb 5 ' .  



Au mélange réactionnel (20 u1) provenant de la digestion simple (section 

2.4.1.1) ou de la digestion double (section 2.4.1.2), 1 pl d'une solution dNTP (5 mM 

de dCTP, dTTP et dGTP, Pharmacia Biotech, Suède), 5 à 10 pCi de ~ [ " S I ~ A T P  

400 à 800 Ci/mmol (Amersham, E.-U.) et 1 unité d'ADN polymérase Klenow 

(Promega, É.-U., ou Boehringer Mannheim, Allemagne) ont été ajoutés. Ce mélange 

a été incubé à la température de la pièce (23°C à 25 O C )  pour 25 minutes. La 

réaction a été arrêtée en ajoutant 5 pl de tampon d'arrêt 6X (section 2.4.1.1). 

2.4.3 Analyse des fragments de restriction 

2.4.3.1 Analyse des fragments de restriction non radiomarqulés 

2.4.3.1.1 Préparation du gel d'agarose et électrophorèse 

Tout d'abord, un gel d'agarose 1% ( p h )  (Bio-Rad, É.-U.) dans un tampon 

TAE (Tris-acétate 40 mM et EDTA 1 mM) a été préparé selon la méthode décrite 

par Sambrook et al. (1989). Vingt-cinq ml de la solution d'agarose à environ 50°C 

ont été coulés dans un moule en plastique ayant des dimensions de 10 cm x 8 cm 

(mini-gel). Soixante ml ont été utilisés pour préparer un gel de dimensions de 15 cm 

x 15 cm (maxi-gel). Après solidification, le gel d'agarose a été submergé dans le 

réservoir électrophorétique (Hoefer, É.-U.) contenant du TAE. 

Douze pl OU 24 pl du mélange réactionnel (section 2.4.1.1) ont été déposés 

dans des puits du gel. Un potentiel électrique de 75 V (pour un &-gel) ou de 90 V 

(pour un maxi-gel) a été appliqué de 1 à 3 heures, dépendant de la vitesse de 

migration des fragments de restriction. La technique d'électrophorèse sur gel 



d'agarose permet de séparer les fragments de restriction selon leur taille. La 

distance de migration d'un fragment de restriction est inversement proportionnelle au 

logarithme de sa longueur (nombre de paires de base). Effectivement, plus petit est 

le fiagrnent de restriction, plus loin du puits il va migrer. Cette relation est linéaire à 

l'intérieur de certaines limites (voir 2.4.4). 

2.4.3.1.2 Coloration du gel au bromure d'éthidium et photographie 

Après l'électrophorèse, le gel d'agarose a été submergé dans une solution de 

bromure d'éthidium 0.5 &ml (Sigma, É.-U.) dans du TAE de 30 à 45 minutes, 

dépendant de l'épaisseur du gel d'agarose. Ensuite, le gel d'agarose a été rincé dans 

un bain d'eau distillée de 5 à 15 minutes et visualisé sur un transiuiiminateur UV 

(Fotodyne, É.-U.). Le bromure d'éîhidium est un composé organique qui s'intercale 

entre les bases azotées de l'ADN et est fluorescent sous la lumière UV. Cette 

fluorescence est directement proportionnelle à la quantité de bromure d'éthidium qui 

s'intercale entre les bases azotées de l'ADN qui, à son tour, est directement 

proportionnelle au nombre de paires de bases de cet ADN. Plus l'endroit du gel est 

fluorescent, plus il y a d'ADN à cet endroit. 

Le gel a été photographié sous la lumière UV avec une caméra Crown 

Graphic (Graphex, É.-U.) équipée d'un filtre UV orange (Tissen séries 6 21 orange, 

É.-U.). Une pellicule photographique Tmax 100 (Kodak, É.-U.) a été exposée pour 

4 minutes à une ouverture de focale 5.6. Par la suite, la pellicule a été submergée 

4 minutes dans un révélateur Tmax (Kodak, É.-U.), 30 secondes dans un bain d'arrêt 

(Word, U.K.) et IO minutes dans un fixateur (Kodak, É.-U.). 



2.4.3.2 Analyse des fragments de restriction radiomarqués 

2.4.3.2.1 Préparation du gel d'aga rose et l%lectrophorèse 

Comme dans la section 2 .4.3.1.1, un gel d'agarose 1 % dans du tampon TAE 

a été préparé et 75 ml de cette solution ont été coulés dans un moule en plastique 

pour un maxi-gel. Tout le mélange réactionnel (section 2.4.3.1) a été déposé d s s  

les puits du gel d'agarose et un potentiel de 90 V a été appliqué pour 2 heures et 

demie. 

2.4.3.2.2 Séchage du gel d9agarose et autoradiographie 

Après l'électrophorèse, le gel d'agarose a été délicatement placé sur une 

plaque de verre. La plaque de verre supportant le gel d'agarose a été placée dans 

une hotte de 12 à 15 heures en prenant soin de régler le débit d'air. Le gel d'agarose 

complètement séché a été détaché de la plaque de verre et placé dans une cassette 

d'autoradiographie (8 x 10 po) (Fisher Biotech, É.-U.). Un nIm BioMax MR (8 x 

10 po) (Kodak, É.-U.) a été placé directement sur le gel et l'exposition de ce à 

la radioactivité a durée de 2 à 24 heures, dépendant de la quantité de radioactivité 

dans le gel. Par la suite, la pellicule a été submergée 5 minutes dans un révélateur 

(GBX DeveloperlReplenisher, Kodak, É.-U.), 1 minute dans l'eau courante (18 à 

22°C) et de 5 a 10 minutes dans un fixateur (GBX Fixer/Replenisher, Kodak, É.-U.). 



2.4.4 Détermination de la taille des fragments de restriction de I'ADNmt 

Les distances de migration des fiagments de resmction ont été mesurées avec 

un pied-à-coulisse (erreur + 0.05 mm). Ces distances ont été comparées aux 

distances de migration des fkagments de restriction du standard. Le standard utilisé 

tout au long de cette recherche est l'ADN du phage lambda digéré avec 

l'endonucléase de restriction HN?d III (Promega, É.-U.). Pour déterminer la taille, en 

kilopaires de bases, des fkagments de restriction du standard séparés par 

électrophorèse, des courbes de référence ont été tracées. L'axe des Y correspond au 

logarithme du nombre de kilopaires de bases (kpb) des fkagments de restnction et 

I'aue des X correspond aux distances de migration en mm de ces fragments 

(annexe A) . Il y a une relation de linéarité entre le logarithme du nombre de 

kilopaires de bases (Lq~b) du fiagrnent de restriction (axe des Y) et sa distance de 

migration (axe des X). D'après ces courbes de référence, les tailles des fragments de 

restnction d7ADNmt de Spisula solidissima ont été calculées. Mais, pour un gel 

d'agarose 1%, cette relation n'est linéaire que pour des fiagments uiféneurs a 6.5 

kpb. Au delà de 6.5 kpb, la droite tend vers une asymptote à l'ordonnée et il y a par 

conséquent un plus grand degré d'incertitude dans la détermintion des tailles des 

eagments de restriction supérieures à 6.5 kpb (Sambrook et ai., 1989). 

Les tailles des f iapents  de restriction supérieures à 6.5 kpb ont été 

déterminées de la même façon que les e a p e n t s  de restnction de tailles inférieures à 

6.5 kpb mais avec une plus grande incertitude. L'incertitude absolue sur les valeurs 

des tailles des fiaagments de restriction a été déteminée en suivant la démarche 

adoptée par Arsenault (1 989). Premièrement, les valeurs du logarithme du nombre 

de kpb correspondant à la distance de migration du fragment en question i-0.05 mm 



et -0.05 mm ont été calculées. Ensuite, les tailles correspondant à ces deux valeurs 

(A et B), en kpb, ont été trouvées en calculant I'antilogarithme de ces deux valeurs. 

L'incertitude absolue de la taille du kagment de resmction est la valeur absolue la 

plus élevée, résultant des différences entre la taille (en kcb) du fiagrnent de 

restriction et celle des deux valeurs A et B (en kpb) obtenues. 

2.5 Clonage des fragments de restriction Barn HI 

2.5.1 Choix des bactéries et du plasmide 

Plusieurs souches bactériennes et de plasmides sont maintenant disponibles 

pour le clonage. La souche choisie pour cette recherche est la souche d3Escherichia 

coli DH5a. Le génotype ainsi que Ies marqueurs génétiques des DHSa se trouvent 

en annexe A. 

Le plasmide utilisé pour cette recherche est le pBluescript8 SK f l  

(Stratagene, É.-U.). La carte de resû-ichon de ce plasmide se trouve en annexe B. 

Le pBluescript8 comprend seulement un site de restriction Barn HI dans le site de 

multiclonage. Le pBluescript@ possède un gène qui confère à la bactérie une 

résistance à l'ampicilline; le gène amp'.. De plus, le pBluescript8 possède, dans le 

site de multiclonage, une partie du gène lac 2; une séquence qui code pour les 146 

premiers acides aminés de l'enzyme P-galactosidase (B-gal). C'est le kagrnent a de 

la P-gal. Certaines souches d3E.coli, incluant les DHSa, possèdent une délétion au 

gène lac 2, mais la partie codante pour le domaine C-terminal de la P-gal est 



présente. Le génotype des ces bactéries est P-gal-, c'est-à-dire, qu'elles ne peuvent 

pas produire l'enzyme B-gai actif. Lorsqu'un plasmide comme le pBluescript8 est 

inséré dans une bactérie P-gal-, la partie a de la P-gal (codée par le plasmide) absi 

que la partie C-temiinal de la P-gal (produite par la bactérie) sont présentes et il y a 

formation de l'enzyme B-gal actif et les bactéries deviennent P-galT. Cependzqt, 

lorsqu'un fiagrnent d'ADN étranger est inséré dans le site de multiclonage du 

plasmide (plasmide recombiné) il n'y a pas formation de la partie a de la P-gal. 

Lorsque ce plasmide recombiné est inséré dans une bactérie P-gai-, il n'y a pas 

formation de la P-gal actif; les bactéries restent P-gai- (Ullmann et al., 1967). En 

présence d'un substrat chromogène, le 5-bromo-4-chloro-indo1yl-P-D-galacto- 

pyranoside (X-Gd), les bactéries P-gal" métabolisent ce substrat et, par conséquent, 

ces colonies bactériennes deviennent bleues. Par contre, les bactéries B-gai-, en 

présence du même substrat chromogène, ne métabolisent pas ce substrat et restent 

blanches. C'est cette méthode de sélection dite cca-complementation" qui a été 

utilisée pour sélectionner les cellules avec un insert; un fragment de restriction 

Barn HI de 17ADNmt de Spisula solidissima. 

2.52 Culture et conservation des bactéries 

Les bactéries DHSa ont été cultivées et conservées dans un milieu LE3 (Luria- 

Bertani). Ce milieu contient, par litre de solution, 10 g de tryptone (Bacto-Tryptone, 

Difco, É.-U.), 5 g d'extrait de levure (Bacto-Yeast, Difco, É.-U.) et 10 g de NaCl. 

Le pH a été ajusté à 7.0 avec du NaOH et le milieu LB a été stérilisé sur un cycle 

liquide (12 1°C, 15 livres par pouce carré) pour 20 minutes (Autoclave Eagle 3000, 

Arnsco, É.-U.). 



Les plats de pétri ont été préparés en ajoutant, avant la stérilisation, 15 g 

d'agar (Bacto-Agar, Difco, É.-U.) par litre de LB liquide. Le LB liquide (LB-liq) et 

le LB agar (LB-ag) avec ampicilline (LB-liq-amp et LB-ag-amp) ont été préparés en 

ajoutant de lYampiciLline (Sigma, É.-U.) à une concentration finale de 60 pg/ml, au 

milieu LB-liq ou au milieu LB-ag respectivement après la stérilisation et le 

refkoidissement. Les plats de peûi avec X-Ga1 (Boehringer Mannheim, Allemagne) 

et IPTG (isopropylthio-B-D-galactosidase, Boehringer Mannheim, Allemagne), (LB- 

ag-amp-X) ont été préparés en étalant, à la surface de 17agar (LB-ag-amp), 40 pl 

d'une solution stock de X-Gd 20 m g / d  dans diméthylformamide) et 4 pi d'une 

solution stock IPTG (200 mg/ml). 

Pour conserver les bactéries, 850 pl d'une culture bactérienne ont été ajoutes 

à 150 pl de glycérol dans un microtube de 1.5 ml sténle. Le tout a été gelé dans 

l'azote liquide et gardé dans un congélateur à -70°C. 

2.5.3 Préparation des cellules d9Escliericlria coli compétentes 

La méthode utilisée pour rendre les cellules bactériennes compétentes est celle 

de Davis et al. (1994). Environ 300 ml de LB-liq ont été inoculés avec une culture 

bacteneme en croissance depuis 12 heures. Cette nouvelle culture a été incubée à 

37°C avec agitation (250 cycleshninute) dans un bain thermostaté (Lab-Line, É.-U.). 

Lorsque la densité optique à 600 nm de cette culture bactérienne a atteint 0.4 ce qui 

correspond à une croissance en phase exponentielle, la culture a été transférée dans 

deux bouteilles à centrifugation de 250 ml (Nalgene, Sybron, É.-U.) stériles et pré 

refroidies à raison de 150 id de culture par bouteille. La culture a été centrifugée a 



5500 xg pour 10 minutes à 4 O C  (centrifugeuse J2-MC, rotor a angle fixe SA-14, 

Beckrnan, É.-U.). Chaque culot de bactéries a été délicatement resuspendu dans 

24 ml de solution Ca/glycérol (CaC12 60 d l ,  PPES piperazine-N,NY-bis(2- 

ethanesulfonic acid)] 10 mM, pH 7.0, glycérol 15% (v/v)) stérile et pré-refroidie. 

Une autre centrifùgation à 5500 xg a été faite et chaque culot de bactéries a été 

suspendu dans 24 ml de solution Cdglycérol stérile et pré-refroidie. Ces suspensions 

ont été gardées sur glace pour 30 minutes. Ensuite, ces suspensions ont été 

centrifugées à 5500 xg pour cinq minutes à 4°C. Ensuite, chaque culot de bactéries 

a été suspendu dans quatre ml de la solution Cdgiycérol stérile et pré-rekoidie. 

Plusieurs aliquotes (500 pl) de cellules compétentes ont été rapidement gelées dans 

l'azote liquide et gardées à -70°C. Pour tester l'efficacité de transfomation, 125 pl 

de cellules compétentes ont été dégelés et transformés avec 10 ng de plasmide 

suivant la méthode de transfomation décrite à la section 2 - 5 6 .  Cette procédure a 

donné une efficacité de transformation de l'ordre de lo3 à UI4 colonies tramfornées 

par 125 pl de cellules. 

2.5.4 Digestion de 19ADNrnt et du plasmide par I'enzyrne de restriction 
Barn HI 

Un échantillon total de 20 pl (section 2.3.4) de 1'ADNmt a été utilisé pour le 

clonage. Le milieu réactionnel consiste de i) 20 pl dYADNmt dans TE, ii) 5 pl de 

tampon réactionnel 10X pour l'endonucléase de res~ction Barn HI (tampon 

réactionnel E (Tris-CI 60 mM, pH 7.5, NaCl 1.0 M, MgClt 60 rnM et DTT 10 mM) 

(Promega, É.-U.)), iii) 5 pl de l'endonucléase de restriction Barn HI (IO u1p.l) 

(Promega, É.-U.) et iv) de l'eau stérile pour compléter le volume réactionnel à 50 pl. 

Le milieu réactionnel pour la digestion du pBluescript8 consiste de i) 100 ng 



d'ADN (plasmide), iij 1 ul de tampon réactionnel E 10X, iii) 1 u1 de l'endonucléase 

de r e s ~ c t i o n  Barn HI et iv) de l'eau stérile pour compléter le volume réactionnel à 

10 pl. Les deux mélanges réactionnels ont été incubés à 37°C pour deux heures. 

Après l'incubation, le volume de chaque mélange réactionnel a été ajusté à 250 

avec du TE et une extraction avec 1 volume de PCI (section 2.3.3) a été faite pour 

inactiver I'endonucléase de restriction. L'ADNmt coupe et le plasmide linéarisé ont 

été précipités en ajoutant 2.2 volumes d'éthanol 95% (pré-refbidi à -20 O C )  ainsi que 

de l'acétate de sodium (pH 5.7) à une concentration hale  de 0.3 M (Sambrook et 

al.. 1989). L'ADNrnt coupé et le plasmide héarise ont été récupérés par 

centrifugation (section 2.3 -3) et suspendus dans 10 pl de TE. 

2.5.5 Ligation des fragments de restriction Barn HI et des plasmides 
linéarisés 

En présence dYATP, l'ADN ligase établit le lien phosphodiester enee 

deux nucléotides, un à l'extrémité 5' d'un fiagrnent d'ADN et l'autre à l'extrémité 

3' de l'autre fragment d'ADN. C'est-à-dire, cette enzyme rejoint deux brins 

d'ADN, à condition que les séquences aux extrémités de ces brins d'ADN soient 

complémentaires. 

Dans un microtube stérile de 1.5 ml, cinq pl de la solution d7ADNmt coüpé 

(section 2-54)' 1 pi de la solution du plasmide linéarisé (section 2.5.4) et 2 pi d'eau 

stérile ont été ajoutés. Ce mélange a été chaufE à 45°C pour 5 minutes et, ensuite 

reeoidi à O°C. Un pl de tampon de ligation 10X (Tris-Cl 660 mM, pH 7.5, MgCb 

50 mM, ATP 10 rnM et DTT IO mM) et 1 pl de T4 Ligase (1 unitélpl) (Boehnnger 



Mannheim, Allemagne) ont été ajoutés au microtube contenant 17ADNmt et le 

plasmide. Le tout a été incubé à 16°C pour 12 heures (Sambrook et al.. 1989). 

2.5.6 Transformation des cellules compétentes avec le mélange de 
ligation et sélection des cellules recombinantes 

La méthode de transformation utilisée a été celle de Davis et al. (1994). 

D'abord, les cellules compétentes (section 2.5.3) ont été dégelées sur glace. Deux 

pl du mélange de ligation (section 2.5.5) ont été ajoutés à 150 jd de cellules 

compétentes et ce mélange a été incubé sur glace pour 30 minutes et, par la suite, 

transféré dans un bain d'eau à 42°C pour exactement deux minutes. Le choc de 

température augmente l'efficacité de transformation. Un ml de LB-liq a été ajouté 

au tube de cellules compétentes et ce tube a été incubé à 37°C pour 45 minutes. 

Durant ce temps, les cellules compétentes récupèrent et les cellules transformées 

développent leur résistance à l'ampicilline en exprimant le gène ampr porté sur le 

plasmide. Après incubation, les cellules, à l'aide d'une tige de verre repliée, ont Cté 

reparties à la surface d'un plat de pétri LB-ag-amp-X et incubées à 37OC de 12 à 18 

heures. Les colonies qui sumivent en présence d'ampicilline ayant un plasmide avec 

un insert (un fiagment de res~ct ion Barn HI) sont blanches, les autres, sans insert, 

sont bleues (section 2.5.1). Chaque colonie blanche a été placée dans deux ml de 

LB liq-amp et cultivée pour 18 heures a 37°C. 

2.5.7 Minipréparation et analyse des plasmides recombinés 

La minipréparation des plasmides par lyse alcaline a été effectuée selon la 

méthode de Sambrook et al. (1989). Après incubation à 37OC pour 18 heures 

(section 2.5.6)' 1 ml de chaque culture a été transféré dans des microtubes de 1.5 ml. 



Ces tubes ont été centrifugés dans une microcentnfugeuse pour quelques secondes. 

Le milieu de culture a été enlevé par aspiration sous vide. Le culot de bactéries a été 

suspendu dans 100 pl de la solution I (glucose 50 mM, Tris-Cl 25 mM, pH 8.0 et 

EDTA 10 mM) stérile et pré-refroidie. Ensuite, 200 pl de la solution LI (NaOH 

0.2 N et SDS 1%) &aichernent préparée ont été ajoutés au tube. Après queiques 

inversions, le tube a été placé sur glace de 15 à 20 minutes. Après la lyse cellulaire, 

150 pI de la solution III (acétate de potassium 5 M et acide acétique glacial 11.5% 

V/V) stérile et pré-refroidie ont été ajoutés au tube afin de neutraliser le NaOH. Par 

la suite, le mélange a été centrifigé dans une microcentnfugeuse pour 5 minutes et le 

surnageant a été transféré dans un nouveau microtube. Une extraction au PCI 

(section 2.3.3) a été faite et l'ADN a été précipité par l'ajout de 2 volumes d'éthanol 

95 % (température de la pièce). Une incubation a été faite à la température de la 

pièce pour 10 minutes. L'ADN a été récupéré par centrifugation dans une 

microcentrifugeuse pour 5 minutes. Le culot d'ADN a été lavé avec 1 ml d'éthanol 

70 % (à 4 OC). L'éthanol a été décanté et le culot d'ADN a été séché à I'air pour 10 

minutes. L'ADN a été resuspendu dans 50 pl de TE. 

Pour analyser les inserts dans les plasmides, 1 pl de la solution d'ADN de 

50 pl (ci-haut) a été digéré avec l'endonucléase de resmction Barn HI dans un 

volume final de 10 pl (section 2.4.1.1). Après digestion, les fragments ont été 

séparés par électrophorèse sur gel d'agarose 1% et visualisés, après coloration au 

bromure d'éthidium, sous la lumière UV (section 2.4.3.1). 



L'isolation et I'analvse de 1'ADNmt de Spisula solidissima 

3.1.1 Choix du tissu 

Pour déterminer quel tissu ou combinaison de tissus donne le rne2eu.r 

rendement d7ADNmt, plusieurs essais d'isolation d'ADNmt ont été faits à partir de 

quatre types de tissus: les muscles adducteurs, le pied, le manteau et les branchies. 

Certaines combinaisons de ces tissus ont aussi été essayées: pied et muscles 

adducteurs, manteau et muscles adducteurs, branchies et muscles adducteurs ainsi 

que branchies, manteau et muscles adducteurs. Le tableau 3.1 résume les résultats 

obtenus pour ces essais et il est possible de constater que les préparations d7ADNmt 

à partir des muscles adducteurs seuls ont donné les meilleures risultats : une 

préparation d7ADNmt sans trop de déchets et qui est coupé par l'endonucléase 

Bst EII. C'est pourquoi toutes les préparations d3ADNmt dans cette recherche ont 

été faites à partir des muscles adducteurs seuls. 

3.1.2 Quantification d' ADNmt de Spkula soiidissima 

Les préparations d'ADNmt de Spzszila solidissinza n'ont pas été quantifiées 

selon les méthodes quantitatives typiques teiles que la spectrophotométrie UV ou la 

fluorescence. Les quantités dYA.DNmt étaient moins que les limites de détection de 

ces deux méthodes (0.1 pg d7ADN/pL) (Davis et al.. 1994). 



Tableau 3- 1 : Isolation et analyse enzymatique par I'endonucléase de restriction 
Bst EU de L' ADNmt a partir de différents tissus de Spîszila solidissima 

Tissus Présence de Résultats de la digestion de 
OU déchets 1'ADNmt par I'enzyrne de 

combinaison de (indentifie par des restriction Bst E l '  
tissus utilisés eaînées sur le gel + = ADNmt a été coupé 

d' agarose) - = ADNmt n'a pas été coupé 
O = aucun résultat 

Manteau Moyen - 

Pied Beaucoup O 

Muscles 
adducteurs Peu 

Branchies Moyen - 

Pied et 
muscles adducteurs Beaucoup 

Manteau et 
muscles adducteurs Moyen 

Branchies et 
muscles adducteurs Moyen 

Branchies, 
manteau Moyen 

et muscles 
adducteurs 



La méthode utilisée pour estimer la quantité d'ADNmt dans un échantillon 

donné consiste à comparer l'intensité d'une bande de cet ADNmt dans un gel 

d'agarose (celle de 2.04 kpb à la figure 3.1) avec l'intensité d'une bande de taille 

semblable du phage h digéré avec H h d  III (celle de 2.0 kpb a la figure 3.1) dont on 

peut calculer le contenu en ADN. Pour déteminer la quantité d'ADN du phage dans 

cette bande, il faut connaître la quantité totale d'ADN du phage déposée dans le puit 

du gel. Dans notre cas, 1 pg total d'ADN du phage (taille totale 48.503 kpb) a été 

déposé. Ensuite, pour trouver la quantité d'ADN dans la bande de 2.0 kpb, il faut 

diviser la taille totale de l'ADN du phage (48.503 kpb) par la taille de l'ADN dans 

la bande choisie (2.0 kpb) et multiplier par la quantité d'ADN déposé dans le puit 

(1 pg) (Gibco BLR, 1995). Dans ce cas, il y a 0.05 pg (50 ng) d'ADN du phage 

dans la bande de 2.0 kpb. En comparant l'intensité de la bande du phage avec 

l'intensité de la bande de 2.04 kpb de 17ADNrnt (figure 3.1), il est possible de dire 

que la bande d9ADNmt semble être environ dix fois moins intense que la bande du 

phage. Ceci donne une estimation d'environ 5 ng d7ADNmt pour cette bande de 

2.04 kpb. 

La bande de 2.04 kpb de 1'ADNmt est celle du fiaginent répété qui est présent 

6 fois (tableau 3.2) pour cette molécule d7ADNrnt et par conséquent représente 

12.24 kpb de 1'ADNmt. La taille totale pour la molécule d'ADNmt est de 35.87 kpb 

(tableau 3.2). En faisant le calcul inverse de celui décrit ci-haut, on détermine qu'il 

y a 15 ng d7ADNmt qui ont été déposés dans le puit. C'est-à-dire qu'il y a environ 

15 ng dYADNmt dans cet échantillon. Il faut prendre en considération que cette 

valeur n'est qu'une estimation de la quantité d'ADNmt pour cet individu et que 

toutes les préparations d'ADNmt ne sont pas équivalentes. Par conséquent, on 

oénéralise ta quantité dYADNrnt isolée à partir d'tm individu comme étant de 10 à 2 



Figure 3.1 : Patron de restriction Bst EII « normal » de 1'ADNmt de 
Spisula solidissima. La voie A représente le patron de restriction 
Bst EII et ia voie B représente le marqueur (l'ADN du phage h digéré 
avec l'enzyme de restriction Hind III). 



20 ng. Même si cette quantité n'est qu'une estimation de la quantité d'ADNmt 

isolée par individu, elle démontre que la quantité d7 ADNmt avec laquelle on travaille 

est @ès faible, ce qui rend difficile les analyses subséquentes et enlève la possibilité 

de travailler en replicatats. De plus, ça démontre la nécessité du clonage de cet 

ADNmt et sa production en plus grade  quantité. 

3.1.3 Choix des enzymes de restriction 

Dans son étude préliminaire sur 1'ADNmt de Spisula soiidissima, J .  Arsenault 

(1989) a digéré 1'ADNrnt de S. solidissima avec quelques endonucléases de 

restriction : Ava 1, Ava II, Bgl 1, Bst EU, Hind III, Eco RI et Pst 1. Elle a trouvé que 

seulement Bst EU et Bgl I coupent 1'ADNmt de l'espèce en question. Nous avons 

repris ces tests et nous avons vérifié plusieurs autres endonucléases de restnction. 

La liste complète inclut Ava 1, Ava II, h m  HI, Bci 1, Bgi 1, Bgi 1' Bst ElI, EcoR 1, 

EcoR y, Hae II, Hind III. Kpn I, Pst I, Sai 1, Sin 1, Sma I, Xba I et Xho I. Le choix 

des endonucléases dépend de leurs séquences de recomaissance ainsi que leurs 

disponibilités. Les endonucléases ayant des séquences de reconnaissance de 5 

nucléotides ou plus ont été sélectionnés parce que les endonucléases ayant des 

séquences de reconnaissance de 4 ou moins nucléotides génèrent trop de petits 

fragments de restriction qui seraient dificiles à analyser. De tous les enzymes de 

restriction, trois ont coupé lYADNmt de Spiszrla solidissima: Bst Ell. Bgl I (appuymt 

les résultats dYArsenault) et Banz HI. 



3.2 L'étude du ~atron de restriction Bst EH de I'ADNmt pour deux 
po~ulations de SpLsuCa solidissima et la détermination de la variablilté de cet 

Deux populations de Spistria solidissima de régions géographiques différentes 

ont servi comme source de 1'ADNmt pour cette recherche. La première population, 

identifiée C, a fourni 76 individus provenant du Détroit de Northumberland dans la 

région de Cap Pelé, Nouveau-Brunswick. La deuxième population, identifiée 1, a 

fourni 53 individus provenant de French River, Ile du Prince Edward. Les patrons 

de resûiction Bst EII de 17ADNmt de tous les individus des populations C et 1 se 

trouvent à l'annexe D. 

La plupart des individus, provenant des deux populations, possèdent un patron 

de restriction unique composé de quatre bandes (figure 3.1 et tableau 3 -2). Ce patron 

est dit « normal ». Il faut noter que la bande de 2.04 kpb est beaucoup plus intense 

que la bande de 4.07 kpb (figure 3.1). Théoriquement, d'après les longueurs des 

fragments, la bande de 2.04 kpb devrait être moins intense que la bande de 4.07 kpb. 

Il y a plus d'ADN présent au niveau de la bande de 2.04 kpb qu'au niveau de la 

bande de 4.07 kpb. Donc il y a plusieurs copies du fiagrnent de 2.04 kpb; c'est le 

f?agment répété en tandem démontré pour la première fois par JArsenault (1989). 

SeIon les résultats de J. Arsenault (1989)' Ie f?agment répété en tandem peut être 

présent de six à neuf fois par molécule de 1'ADNmt. La plupart des individus 

rencontrés dans cette recherche possèdent des molécules de 1'ADNmt ayant six 

copies du fiagrnent répété en tandem. Lorsqu'on additionne les fragments de 

restriction pour trouver la longueur totale de l7ADNmt d'un individu, on doit prendre 

en considération le nombre de copies du fragment de 2.04 kpb (d'après la longueur 



Tableau 3.2: Longueurs des fragments de restriction Bst EII et taille totale 
de 1'ADNmt de Spisula solidissima. 

l 

fort 
faible 
faible 

: fort 

Longueur en h b  lncertitnde 
absolue 

Intemit6 du 
fragment 

1 somme (patron « normal ») 

17.98 
4.07 
2.50* 
2.04* 
2-58 O -03 

l 

Taille de 19ADNmt (« normal ») = 35.87 f 2.38 k ~ b  

faible 

* fragment de 2.50 kpb présent dans les individus ayant un patron de restriction 
G anormal N 

+ le fragment répété en tandem; 6 copies 



totale de 1'ADNmt). Dans ce cas, iI y a 6 copies du fragment répété de 2.04 kpb. 

En faisant la somme des longueurs des fkagments de restriction Bst EIl pour un 

patron de restriction normal N, on trouve une taille de l'ADNmt de Spisula 

solidissima de 3 5 -87 + 2 -3 8 kpb (tableau 3 -2). 

Quaire individus sur 76 ou 5.3 % de la population C et sept individus sur 53 

ou 13 -2 % de la population 1 possèdent un patron de restriction Bst EII qui diffère du 

patron de restriction Bst En« normal ». Ces individus possèdent un fragment de 

restriction additionnel de 2.50 kpb. Le patron de restriction Bst EII de ces individus 

est dit « anormal » (figure 3 -2 et tableau 3 2). La variabilité dans le patron de 

restriction Bst EII nous donne une bonne indication du taux de variabilité de 

17ADNmt des deux populations. Cette variabilité est assez basse et ne semble pas 

distinguer une population de l'autre ou la provenance d'une région géographique de 

l'autre. Si nous combinons tous les échantillons (76 pour C et 53 pour 1), on peut 

déterminer une variabilité de l'ADNmt pour ces 129 individus de 8.5 %. C'est-à- 

dire, seulement 8.5 % des individus ont un patron de restriction Bst Ell qui difEere du 

patron « normal ». Le grand nombre d'individus (9 1 -5 Yo) ayant le patron de 

restnction de Bst EII « normal » assure l'importance d'établir une carte de 

restriction pour les individus possédant ce patron Bst EII. 



250 kpb 

Figure 3.2 : Patron de restriction Bst EU a anormal » de 1'ADNmt de 
Spisula solidissima. La voie A représente le patron de restriction 
Bst EII avec le fiagrnent 2.50 kpb et la voie B représente 
le marqueur (l'ADN du phage digéré avec l'enzyme de resûiction 
HmtdIII). 



3.3 Carte de restriction de 1'ADNrnt de Spisula scilbdissima 

3.3.1 Établissement d'une carte de restriction 

Ann d'établir la carte de resmction de 1'ADNmt de Spisula solidissima, trois 

digestions simples par les endonucléases de restriction Bst EU, Barn HI et Bgl 1, 

ainsi que trois digestions doubles Barn HIBst EU (se lit Barn HI suivi de Bst EII), 

Ban1 HI/BglI et Bst EII/Bgf 1 ont été faites sur un échantillon de l3ADNmt provenant 

d'un individu. Les pro£& de resûiction des trois digestions simples se trouvent à la 

figure 3.3 et les profils de restriction des trois digestions doubles se trouvent à la 

figure 3.4. Le tableau 3.3 donne les longueurs de tous les f7agments de res@iction 

provenant des digestions simples et des digestions cioubles. La carte de restriction 

de 1'ADNmt de Spisula solidissima établie d'après les résultats obtenus (tableau 

3.3) se trouve à la figure 3.5. Cette carte contient 18 sites de restriction et elle 

démontre l'emplacement relatif d'un site de restriction par rapport à un autre site 

de restriction. Le gros fragment de restriction Bgl 1 est de 18.03 kpb (tableau 3.3), 

ce qui veut dire que le f?agment de restriction Bst Ell de 2.04 kpb est répété 6 

fois (6 copies en tandem) (Arsenault, 1989). La taille totale de la molécule de 

17ADNmt, selon cette partie de l'étude, est de 35.80 + 2.55 Lq~b (taille moyenne; 

tableau 3.3). Le fragment de restriction Barn HI de 0.9 kpb (tableau 3.3) n'est pas 

visible sur l'autoradiographie (figure 3.3)' mais son existence a été démonîree par le 

clonage (section 3.3). Pour que la taille de 1'ADNmt ne soit pas faussée, il a fallu 

ajouter un fiament de 4.20 kpb dans la digestion double Bgl LiBst EU. Ce fiagment 

de restriction n'est pas visible dans l'autoradiographie à La figure 3.4, peut être à 

cause la quantité d'ADN de ce kagrnent (l'intensité de la bande), dans ce cas ici, est 



Figure 3.3: Patrons de restriction des digestions simples da 1' ADNmt de 
Spzsula solidissima. La voie A représente le patron de restriction Bgl 1, 
la voie B représente le patron de restriction Barn HI, la voie C 
représente le patron de restriction Bst EU et la voie D représente le 
marqueur (l'ADN du phage h digéré avec l'enzyme de restriction 
Hind Ill). 



Figure 3.4: Patrons de restriction des digestions doubles de 1'ADNmt de 
Spisula solidissima. La voie A représente le marqueur (l'ADN du 
phage h digéré avec l'enzyme de restriction HindlU), la voie B 
représente le patron de restriction Bgl UBst EH, la voie C représente le 
le patron de restnction Barn HVBst E1I et la voie D représente le patron 
de restriction Barn HmgZ 1. 





ADNmt Spisula solidissima 

35.80 * 2.55 kpb 

0.90 

Figure 3.5 : Carte de restriction de 1'ADNmt de Spisula solzdisszma. Les sites de 
de restriction Bam HI sont sites de restriction 
Bst EII sont représentés de restriction Bgl 1 sont 
représentés pare. Le le site de restriction 
Bst ElTI qui n'a pas coupé lors de la digestion double Bgl UBst EII. Les 
longueurs des fragments de restriction sont indiquées en kpb. 



trop faible et impossible de déceler par rapport au bruit de fond de 

l'autoradiographie. Mais il est présent dans plusieurs des autres autoradiographies 

obtenues pour des digestions doubles Bgl I Bst EU (exemple: fi,we 3.6). Il a fallu 

supposer qu'il existe deux fragments de restriction de 1.3 kpb differents générés par 

la digestion double Barn HMst EU et trois kagments de restnction de 1.6 kpb 

différents générés par la digestion double Bgl I/Bst EII. De plus, pour faire coïncider 

tous les sites de restriction dans la carte de restriction établie, la taille du fiagrnent 

Bgl IiBst EU de 12.98 kpb a été ajustée à 10.61 kpb telle qu'indiquée à la figure 3.5 

et au tableau 3.3. On suppose que le site de restnction Bst EU indiqué par une étoile 

à la figure 3.5 n'a pas coupé probablement à cause des raisons exposées à la section 

3.1.3 et c'est pourquoi, la tadle du i?agment de restriction a été ajustée. Les petits 

fragments, de taille infërieure a 0.5 kpb, n'ont pas pu être détectés par la méthode 

utilisée. Les montants très faibles d7ADNmt par individu (section 3.1.2) empêchent la 

réplication des digestions enzymatiques avec la même préparation d'ADNmt mais 

dans des conditions expérimentales différentes. 



Figure 3 -6 : Patron de restriction d'une digestion double Bgl I/Bst EU 
démontrant le fiagrnent de restriction a 4.2 kpb. (voie B). 
La voie A représente le marqueur (ADN du phage h digéré avec 
l'enzyme de restriction Hind III). 



3.3.2 Incertitudes dans la carte de restriction étabiie 

Il existe des incertitudes de l'emplacement quant à quelques sites de 

restnction sur la carte de restriction établie à la section 3.2.1. La figure 3.7 

démontre ces incertitudes. La prerniere incertitude, identifiée 1-1 (pour incertitude 

numéro l), implique un site de restriction Bgl I et un site de restriction Barn HI. La 

deuxième incertitude, 1-2, implique un site de restriction Bgl I et un site de resmction 

Banz HI. La troisième incertitude, 1-3, implique un site de restriction Barn HI et un 

site de restriction Bst EU. L'emplacement de ces sites de restnction, l'un par 

rapport à l'autre, peut être inversé sans pour autant déranger les autres sites de 

restriction dans la carte de restriction. La quatrième incertitude, 1-4; implique deux 

sites Bst EII et la cinquième incertitude, 1-5, implique deux sites de restriction Bgl 1. 

Dans ces deux cas, l'ordre des sites de restriction peut être interchangée ce qui 

changerait la position du fiagrnent Bsr EII de 0.90 par rapport au kagment Bst EU de 

1.3 1 (1-4) et changerait la position du fragment Bgl I de 1.62 par rapport au fragment 

Bgl I de 1 -5 1 (1-5). 

3.4 Clonage de certains fragments de restriction Barn HI 

L'ADNmt de Spisula solidissima, digéré avec l'endonuclease de restriction 

Barn HI, génère cinq fkagrnents de restriction: 18.3 kpb, 12.6 kpb, 2.9 kpb, 1.3 kpb 

et 0.9 kpb (tableau 3.3). Tous les fkagments de restriction Ban1 HI ont été m i s  en 

présence du vecteur, le plasmide pBluescript8 de 3.0 kpb, préalablement linéarisé 

avec l'endonucléase de restriction Banz HI. Les plasmides recombinés, c'est-à-dire 

les plasmides ayant reçu des inserts de IYADNmt de Spisula solidissima ont été 



Figure 3.7 : Incertitudes des sites de restriction dans la carte de restriction de 
I'ADNmt de Spisula solidissima. Les incertitudes sont identifiées 
T-1,1-2, I-3,I4 et E5. Les sites de de restriction Bam EII sont 
représentés par@, les sites de restriction Bst EII so t représentés par 1 
et les sites de restriction Bgl 1 sont représentés p r e .  Les 
longueurs des hgments de restriction sont indiquées en kpb. 



digérés avec L'endonucléase de restriction Barn HI et soumis à une électrophorèse 

sur gel d'agarose afin de séparer les inserts de lYADNmt (f iagents  de restriction 

Barn HI) des plasmides. Les résultats du clonage se trouvent à la figure 3.8. 

D'après la photo du gel d'agarose (figure 3.8)' seulement trois des cinq fragments de 

resmction Barn HI (le fiaginent de 0.9 kpb, le fiagrnent de 1.3 kpb et le fiaginent de 

2.9 kpb), ont pu être clonés dans le plasmide pBluescript@. 



A B C  D E F  

3.0 kpb 

Figure 3.8 : Les plasmides recombinés coupes avec l'enzyme de restriction 
Barn HI. La voie A représente le marqueur (ADN du phage h coupé 
avec Hind ILI), la voie B représente le plasmide linéarisé (3 .O kpb) et un 
fiagrnent de 0.9 kpb, la voie C, D et E représentent un plasmide 
linéarisé et un fkgment de 2.9 kpb et la voie F représente un plasmide 
linéarisé et un fiagrnent de 1.3 kpb. 



4.0 DISCUSSION 

4.1 L'isolation et I'analvse de f ' ADNmt de SpiSula solidissima 

L'objectifpremier de cette recherche était de poursuivre l'étude de 17ADNmt de 

la palourde de dune, Spisula solidissima, commencée par J.Arsenault (1 989). 

Arsenault a découvert pour la première fois l'existance du kagrnent répété en 

tandem de 2.0 kpb de 17ADNmt de Spiszih solidissima mais, parce que le but de sa 

recherche était d'étudier 17ADNmt de plusieurs différentes espèces, elle n'a pas 

approfondie 1' étude de 1' ADNmt de Spisula solidissima. Le présent travail 

approfondi l'étude de cet ADN et, en plus, établit pour la première fois une carte de 

restriction de cette molécule d3ADNmt. 

L'isolation de 1'ADNmt de Spisula solidissima comporte plusieurs 

problématiques. Premièrement, des préparations d7ADNmt sans déchets ayant des 

molécules d'ADNmt pouvant être coupées par les endonucléases de restriction se 

font seulement à partir des muscles adducteurs. Les déchets qui aectent la pureté 

de ces préparations sont probablement des restants de tissus ou des debris cellulaires 

(lipides, protéines, etc.) qui ont persistés tout au long de i'isolation et la purification 

de 1'ADNmt. Deuxièmement, la quantité d'ADNmt isolée par individu est très 

faible, de l'ordre de 10 à 20 ng dYADNmt par échantillon. Ceci a causé des 

difficultés opérationnelles lors des digestions simples et doubles par les 

endonucléases de restriction dans I7étab1issement de la carte de restriction parce que 

tout I'ADNmt d'un échantillon a dû être utilisé pour I'essai. Par conséquent, ce 

n'était pas possible de faire un autre essai en vanant des conditions de digestion ou 

d'électrophorèse. Enfin, l'impureté des préparations dYADNrnt est la raison la pius 



probable pour i'inhabilité de plusieurs endonucléases de resmction de couper 

1'ADNmt de Spisula solidissima (section 3-13). La présence d'impuretés tels que 

des débris cellulaires, des protéines, des lipides, des polysaccharides, des sels et 

même des résidus des produits chuniques utilisés (lYEDTA, SDS, etc.) restants après 

l'isoiation et la purification de 17ADNmt inhibe partiellement ou totalement l'activité 

des enzymes de restriction (Davis et al., 1994 et Sambrook er al., 1989). Les 

problématiques d'isolation et purification de l'ADNmt de bivalves ne sont pas 

uniques à ce laboratoire. Blot et ai. (1990) ont eu plusieurs des mêmes dïfTicultés, 

une quantité faible d'ADNmt par individu (XI ug dd'ADN par animal) et La présence 

d'impuretés (des polysaccharides) qui inhibent l'activité des endonucléases lors de 

leur étude sur 17ADNmt des moules. 

Même si les préparations d7ADNmt de Spisula solidissima contenaient des 

impuretés et que les quantités d7ADNmt étaient faibles, une carte de restriction de 

1'ADNmt de Spisula solidissima a été établie. 

4.2 La variabilité de 1';U)Nrnt de S~isula solidissima des deux populations 
étudiées 

L'un des objectifs de cette partie de l'étude était de vérifier si les patrons de 

restnction de 1'ADNmt de Spisula solidissima variaient selon la localité 

géographique d'où provenait l'animal comme c'est le cas pour Placopecren 

rnagellanicus (Ouellette, 1989). Les localités géographiques d'où provenait les 

animaux se distinguaient par des conditions environnementales, soit des courants 

d'eau différents. L'une des populations provenait du Detroit de Northumberland et 



I'autre de French River (Ile du Prince Edward). L'autre objectif de cette partie était 

de vérifier si on pouvait distinguer les deux populations de par leurs patrons de 

restriction dYADNmt seulement. Et ceci nous a amené à déterminer le pourcentage 

d'individus donnés ayant un patron de restriction semblable afin de voir jusqu'à quel 

point 1' ADNmt de S. solidissima varie d'une population à une autre. 

La plupart des individus (95% de la population de Cap Pelé et 87% de la 

population de l'ne du &ce Edward) possèdent le même patron de restriction 

Bst EK Donc, l'étude des deux differentes populations de Spisulu solidissima a 

démontré la prépondérance d'une forme unique de 1'ADNmt de cette espèce. Alors 

la variabilité du patron de resûiction Bst Ell d7ADNmt de cet espèce est assez basse 

et ne nous permet pas de distinguer les individus d'une population à l'autre ou d'une 

région géographique à l'autre. Ceci nous amènent à dire que les conditions 

enwo~ernentales ne semblent pas avoir un effet sur les patrons de restriction de 

1'ADNmt de Spisula solidissima comme elles ont montré un effet sur 1'ADNmt de 

Placopecten magellanzcus (Ouellette, 1 989). 

Certains individus, ceux qui difEerent du patron de restriction Bst EU normal, 

démontrent l'existence d'un fiagment de reshction Bst EII à 2.5 kpb en surplus des 

fragments Bst EU habituellement trouvés dans 1'ADNmt de cette espèce. D'après les 

résultats obtenus, on peut supposer que la présence d'un fiagrnent de restriction en 

surplus est dû soit à une substitution, une déletion ou une addition de nucléotides 

dans 1'ADNmt et que cet événement existe chez un petit nombre d'individus 

seulement. De plus, l'apparition du nouveau fragment de restriction Bst Ell est un 

événement équilibré chez les deux populations étudiées, c'est-à-dire qu'il n'y a pas 

plus d'individus ayant un fiagrnent de restriction Bst EU en surplus dans Iine 



population que dans l'autre. Aussi, parce que le fragment de restriction Bsî EIl 

additionnel est de la même taille dans tous les individus observés, soit de 2.5 kpb, on 

pourrait supposer une origine commune chez les deux populations étudiées. 

Il serait intéressant d'étudier le nombre de copies du fiaginent répété que 

possède chaque individu d'une population quelconque. Les recherches rapportées 

par J. Arsenault en 1989 ont démontré que le patron de restriction Bgl 1 de lYADNmt 

de Spisula solidissima donne une estimation du nombre de copies du fiagrnent 

répété en tandem de 2.0 kpb. Le plus gros des fragments Bgl I possède les 

fkaments répétés en tandem, alors sa taille détermine le nombre de copies du 

kagment répété en tandem. Une taille d'environ 18 kpb pour ce fkagment Bgl I 

représente 6 copies du fiagrnent répété en tandem. Elle a trouvé que le nombre de 

copies du fkagment répété était généralement de 6 (Arsenault, 1989). Les résultats 

de cette thése appuient les résultats de J. Arsenault et semblent démontrer que la 

plupart des individus testés ont six copies du fiament répété en tandem, c'est-à-dire 

que la plupart des individus testés ont un kagrnent de restriction Bgl 1 d'environ 

18 kpb (voir tableaux 3.3). Il faut cependant noter que nos individus n'ont pas tous 

été testés. 

1.3 La carte de restriction de I'ADNmt de Spisula soiidissima 

Une carte de restriction de 1'ADNmt de Spisula solidissima a été établie, pour 

la première fois, en utilisant trois endonucléases de restriction (Barn HI. Bst EU et 

Bgl I). 11 existe quelques incertitudes entourant cette carte de restriction. D'après la 

méthode utilisée pour marquer et séparer les fkapents de resû5ction obtenus par les 



digestions simples et les digestions doubles, il n'était pas possible d7ident&er les 

firagments de restriction de taille inférieure à 0.5 kpb. L'identification de ces petits 

fkagments de restriction aurait probablement éclairci quelques unes des incertitudes 

dans l'emplacement de certains sites de restriction. Mais, ça prennait toute une 

préparation dYADNmt d'un individu (10-20 ng dYlZDNmt) pour une série de 

digestions enzymatiques simple et double. Par conséquent, c'était impossible de 

reprendre les digestions aux endonucléases de restriction afin de modifier les 

conditions électrophorétiques pour identifier les petits fragments. 

Les études récentes de 1'ADNmt de Spiszk~ solidissima démontrent, en 

examinant l'ADN clone, qu'il y a un site de restriction Bst Ell dans le kagrnent 

Barn HI de 2.9 kpb c o h a n t  ainsi la carte. De plus, la position du site de 

restriction Barn HI par rapport au site Bst II (voir 1-3 figure 3.7) doit être 

interchangée sur la carte de restriction (Belliveau, 1997). 

Une autre méthode pour élucider l'emplacement incertain de certains sites de 

resûiction serait la digestion du type stratégique D. Par exemple, on pourrait 

digérer le fragment de restriction Barn HI de 1.3 kpb, préalablement isolé, avec 

l'endonucléase de restriction Bst EII. Si le fiagrnent de restriction Barn HI de 

1.3 kpb est coupé par Bsf EII, le site de resû5ction Bst EII se trouve dans le fiagrnent 

de restriction Ban1 HI de 1.3 kpb. De même, on pourrait éclaircir les autres régions 

incertaines dans la carte de restriction. 

Il se peut que d'autres endonucléases de resûiction coupent 17ADNmt de 

Spisula solidissima. Avec la multitude d'endonuciéases de res~ct ion  disponibles 

aujourd'hui ainsi que les coûts très élevés de ces enzymes, c'était impossible de 



tester tous les endonucléases. Une quinzaine d7endonucléases de restriction choisis 

à cause de leurs sites de reconnaissances, ont été testés. La découverte d'autres 

endonucléases de restnction coupant la molécule de 1'ADNmt de Spisula 

solidissima, en plus de Barn HI, Bgl I et Bst EU, améliorerait la carte de restriction 

établie et faciliterait peut-être le clonage des fragments de 1'ADNmt qui n'ont pas pu 

être cionés par la méthode utilisée dans cette recherche (section 3.4). 

Pour terminer cette partie, c'est possible de voir que, mème avec tous les 

problématiques de La méthode d'isolation et punfication d'ADNmt de Spiszila 

solidissima, nous avons quand même établi, pour la première fois, une carte de 

restriction de son ADNmt. Cette carte de restriction sera indispensable aux 

recherches futures sur cette molécule d'ADN. De plus, les problématiques de la 

méthode qui sont toujours présentes, démontrent l'importance de cloner cet ADNmt 

et d'en produire en quantité suffisante pour permettre l'étude approfondie du 

fragment répété en tandem que notre laboratoire tente d'entreprendre. 

4.4 Le clonage de certains fragments de restriction Barn HI de 19ADNmt de 
Spisula solidilrsima 

L'objectif de cette partie de la recherche consiste a mettre sur pied un 

protocol de clonage qui permettra le clonage, ou tout au moins un début de clonage, 

de 17ADNmt de Spisula solidissima et ceci pour la première fois. D'après les 

résultats obtenus pour le clonage de 1'ADNmt de Spzsula solidissima, trois 

fragments de restriction Barn HI (0.9 kpb, 1.3 kpb et 2.9 kpb) ont pu être clonés 

dans le vecteur pBluescript8. Les fiagments Barn HI de 12.6 kpb et de 18 -3 kpb 

n'ont pas pu être clonés. Les fiagrnents de restriction de 12.6 kpb et 18.3 kpb 



dépassent la capacité de clonage du vecteur qui est de deux à trois fois sa taille, soit 

de six à neuf kpb (Stratagene, 2993). Le clonage du fiagaient de restriction Bam HI 

de 12.6 kpb aurait été possible avec ce plasmide car il ne dépasse pas beaucoup la 

capacité de clonage du vecteur, mais le fiagement de restriction Barn Ki de 18.3 

kpb, à cause de sa taille, n'avait qu'une très petite chance d'être cloné. Toutefois, 

les trois fragments de restriction Barn HI qui ont été cloné pourraient s e f i  comme 

amorce pour l'amplification PCR (réaction en chaîne de la polymérase) de 1'ADNmt 

de cet organisme @avis er al., 1994), permettant ainsi le séquençage du fiament 

répétitif. 

L'efficacité de clonage des trois autres fragments de resûiction Barn HI n'était 

pas élevée (une colonie recombinée (avec insert) sur 10' colonies non-recombinées 

(sans insert)) même si les cellules étaient à des niveaux de compétence acceptables 

selon la méthode utilisée pour rendre les cellules compétentes (section 2 -5 -3). 

L'efficacité de clonage pourrait être améliorée en ajustant la quantité de 1'ADNmt 

(fkagments de restriction Barn HI) par rapport à la quantité d'ADN du plasmide. 

D'après Sambrook et al. (1989), le rapport molaire d'ADN étranger à l'ADN du 

plasmide devrait être de deux à un pour une efficacité de clonage élevée. Puisque la 

quantité de 1'ADNmt (estimée de 10 à 20 ng) n'a pas pu être déterminée avec 

précision, le rapport de 1'AûN étranger à l'ADN du plasmide utilisé n'a 

probablement pas été respecté avec pécision. 

La méthode de clonage utilisée, soit celle des extrémités cohésives en 

surplomb identiques entre l'ADN étranger et l'ADN du plasmide (dans notre cas des 

bouts Ban1 HI), requiert un traitement à la phosphatase du plasmide linéarisé avant 

l'ajout de l'ADN étranger (les fragments Barn HI) afin d'augmenter l'efficacité de 



clonage (Sambrook et al., 1989). Le traitement a la 

recircularisation du plasmide linéarisé en enlevant les 

phosphatase empêche la 

groupes phosphates aux 

bouts 5' des extrémités cohésives en surplomb de l'ADN du plasmide. L'ADN 

iigase ne peut pas catalyser La formation du lien phosphodiester entre des nucléotides 

adjacents si le nucléotide au bout 5' ne possède pas un phosphate. Ceci empêche la 

recircularisation du plasmide et augmente la chance de transformation du plasmide 

avec I'ADN étranger qui possède des groupes phosphates aux bouts 5 ' .  Dans notre 

cas, les plasmides pBluescript0 héarisés avec 17endonucléase de restriction 

Barn HI n'ont pas subi le traitement à la phosphatase et ceci a sans doute diminué 

l'efficacité de clonage. 

D'après Ia carte de resûiction établie à la section 3.2, le fiagrnent répété en 

tandem de 2.0 kpb se trouve à l'intérieur du kagrnent de restriction Barn HI de 

15.3 kpb. Ce fiagment de restriction Barn HI n'a pas pu être cloné par la méthode 

de clonage utilisée. Par conséquent, on n'a pas pu cloner, cette fois, le fkagment 

répété en tandem de Spisula solidissima. Le clonage du fiagrnent répété en tandem 

aurait permis la production de ce fiaginent en grosse quantité, ce qui aurait aidé au 

séquençage éventuel de ce fragment afin de permettre une comparaison avec les 

séquences répétées en tandem chez Plampecten magellanicus (Snyder et al.. 1987) 

et chez Pecten maximus (Rigaa ei al., 1995). 

Différentes méthodes de clonage devront être essayées afin de cloner le 

fiagrnent répété. Une des méthodes est le clonage aux extremités fiancs. Cette 

méthode implique la digestion de 1'ADNmt de Spisula solidissima avec 

l'endonucléase de restriction Bst Ell pour ainsi séparer les fragments répétés en 



tandem l'un de L'autre, le rabattement des extrémités cohésives en surplomb 

générées par Bst EU et l'insertion du fiagrnent dans un plasmide linéarise avec un 

endonucléase de restriction générant des bouts fiancs (Sambrook et al, 1989). Cette 

méthode, simple à expliquer, donne un rendement très bas si certaines conditions de 

réaction ne sont pas satisfaites. Elle nécessite une grande quantité de l'ADN 

étranger (ADNmt), de l'ADN du plasmide, de l'ADN ligase (cinq à dix fois plus que 

pour le clonage a-fi extrémités cohésives en surplomb identiques) et la présence 

d'agent condensant, soit du polyéthylène glycol (PEG 8000) ou du chlorure 

d'hexamuiecobalt (Sambrook et al., 1989). 

4.5 Perspectives et conclusion 

Cette recherche était une suite des travaux commencés par J. Arsenault 

(1989). Arsenault (1 989) avait découvert que la taille atypique de 1'ADNmt de 

Spisula solidissima était causée par la présence d'un fragment répété en tandem de 

2.0 kpb. De plus, elle avait trouvé deux endonucléases de restnction qui pouvaient 

couper cet ADNmt et elle avait placé les sites de coupures de ces enzymes, obtenus 

par des digestions simples seulement, sur une carte de restnction hypothétique de 

lYADNmt de S. solidissin~a. Notre recherche avait comme objectif d'étudier et 

d'approfondir nos co~aissances de 1'ADNmt de taille atypique de Spisula 

solidissima. Tout d'abord, nous avons examiné le taux de variabilité de cet ADNmt 

en étudiant les patrons de restriction de 1'ADNmt provenant d'individus de régicns 

~éographiques disctinctes. Ensuite. nous avons établi une carte de restriction de cet 3 

ADNmt par l'entremise des digestions simples et doubles par trois endonucléases 



de restriction. Finalement, nous avons développé et évalué une méthode explorant le 

clonage éventuel du kagrnent répétitif de Spiszda solidissirna. 

La carte de restriction de 1'ADNmt de Splsula solidissima, établie pour la 

prémière fois, sera indispensable pour le clonage et le séquençage éventuei du 

fiagment répété en tandem de lYADNmt de cet animal. Les clones de certains 

f?agments de 1'ADNmt de S. solidissirna, obtenues par les premiers essais de 

clonage, pourront servir à l'analyse détaillé de la séquence d7ADNmt de 

S. solidissimu et pourront s e r W  d'amorce pour l'amplification PCR (réaction en 

chaûie de la polymérase) de lYADNmt de cet organisme. 

L'objectif ultime de la recherche sur 1'ADNmt de Spisulu solidissima est le 

clonage et le séquençage de son ffagment répété en tandem de 2.0 kpb afin de 

comparer cette séquence aux autres séquences de ffagments répétés en tandem de 

Placopecten magellanicus et de Pecten marzmzcs. Les deux séquences, celle de 

P. magellanicus et de P. marimus, ne démontrent aucune homologie au niveau de la 

séquence primaire, mais démontrent des structures secondaires comparables, soit des 

régions riches en A et T, des régions riches en G et des structures tige-boucle (Rigaa 

et al.. 1995; LaRoche et a[.. 1990 et Rigaa et al., 1993). Ces genres de structures 

secondaires ont démontre une importance dans le contrôle de la réplication et de la 

transcription des ADNmt (Cornuet et al.. 199 1 ; Lewis et al.. 1994; Monforte et al.. 

1993; Stanton et al.. 1994 et Wolstenholrne, 1992) et se trouvent souvent dans la 

région qu'on nomme la boucle-D chez les vertébrés @&esne et al.. 1996; 

Furnagalli et al., 1996; Ishida et al., 1994; Lee et al., 1995 et Marshall et a[.. 1997) 

et dans une région « contrôle )) chez les invertébrés (Zhang et al., 1995). 



La séquence du eagment répété en tandem de Spisula solidissima comporte-t- 

elle des structures secondaires semblables à celles des fragments répétés en tandem 

de P. magellanicm et de P. nzaxirnus? La réponse à cette question exigera le 

séquençage de ce fiagrnent répété en tandem. La carte de reshction établie dans 

cette recherche ainsi que les fragments de 1'ADNmt clonés aideront certainement le 

clonage éventuel du £kagrnent répété en tandem. 
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AtWEXE B 

Génotype de la souche bacterieme Escherichia coii DHSa (Sambrook et al.. 1993): 

szlpE44 NucU169(~801acZAM15) hsdR17 recAl enciAl gyrA96 thz-1 relAl 

mutation suppressive 

délétion partielle gène 
encodant B-ealactosidase 
systèmes restriction et 
méthylation défectueux 

mutation recombinaison 

mutation endonucléase 

mutation ADN gyrase 

mutation métabolisme 
thiamine 

phénotype relaxé 

mutation suppressive 
amber 
permet la complem- 
entation-a 
- - - - - - - 

permet clonage de 
l'ADN sans coupage par 
endonucléases de 
restriction endogènes - 
empêche recombinaison 
entre l'ADN étranger et 
l'ADN de l'hôte 
améliore isolation des 
plasmides 
cod&re résistance à 
l'acide nalidixiq uel 
exige thiamine dans 
milieu minimale de 

permet synthèse des 
ARN sans synthèse des 
protéines 



ANNEXE C 

Carte de restriction modifiée du plasmide pBluescripts SKH- (Stratagene, 1993) 

Nae 1 134 

fl (+) origin et fl (-) origin = origines de réplication 
lac2 = gène encodant P-galactosidase 
MCS = site de multiclonage 
Ampicillin = gène de résistance à l'ampicilline 



ANNEXE D 

Données brutes de l'analyse de 1'ADNmt des individus de la population de Cap Pelé 
(C) et de la population de 1'Ile du Prince Edward (1) digéré avec l'endonucléase de 
restriction Bsr E K  

POP = identification de la population (C= Cap Pelé et I = ne du Prince Edward) 

# = numéro de l'individu et de l'échantillon - 

fiagx 
N b )  = longueur du fiagrnent de restriction x (en kilopairs de bases) 

inc abs 
du fran x = incertitude absolue sur la longueur du fiagrnent de restriction x 

int du 
h g  x = intensité du fiagrnent de restriction 

(FF = très fort, F= fort, M = moyen, f = faible, et ff = très faible) 

sADNmt 
Wb) = des fragments de restriction (sans tenir compte du fkagment répété en 

tandem) 

inc abs = incertitude absolue sur la somme des fkagments de restriction 

pv = pas (ou presque pas) visible sur la photo du gel d'agarose 
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