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Résumé

Dans notre travail, nous avons isolé¢ I'ADN a partir d’oignon blanc (Allium fistulosum
L.), puis nous avons soumis la méduse d’ADN a des observations macroscopiques et
microscopiques avec et sans coloration au vert de méthyle. Les résultats de 1’observation
microscopique ont été trés concluants puisque nous avons pu observer des fibres d’ADN.
Ensuite nous avons quantifié¢ I’ADN et évalué son degré de pureté dans une solution en réalisant
des lectures au spectrophotométre sous ultraviolets aux longueurs d’ondes 260 nm et 280 nm.
Les résultats obtenus étaient de 38,2 pg/ml pour la quantité d’ADN et 0,93 pour le rapport de
pureté ce qui indique que la quantité d’ADN est assez réduite dans nos solutions de plus nous
avons une grande contamination aux protéines. Les méduses d’ADN ont été conservées d’une

part dans I’éthanol a 96% et d’autre part séchées et maintenues en 1’état.

Mots clés: extraction d’ADN, oignon, lyse cellulaire, broyage, vert de méthyle



Abstract

In our work, we isolated DNA from white onion (Allium fistulosum L.), then subjected
the DNA jellyfish to macroscopic and microscopic observations with and without methyl green
staining. The results of the microscopic observations were very conclusive, as we were able to
observe DNA fibres. We then quantified the DNA and assessed its degree of purity in solution
by taking ultraviolet spectrophotometer readings at wavelengths of 260 nm and 280 nm. The
results obtained were 38.2 pg/ml for the quantity of DNA and 0.93 for the purity ratio, which
indicates that the quantity of DNA is fairly small in our solutions and that we have a high level
of protein contamination. The DNA jellyfish were preserved in 96% ethanol and then dried and

kept as is.

Key words: DNA extraction, onion, cell lysis, grinding, methyl green
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ADN: Acide désoxyribonucléique

ARN: Acide ribonucleique

AA: Acide Aminé

CTAB: Bromure-diamine-tetra-acetic acide
PCR: Polymerase Chain Reaction

EDTA: Ethylene-diamine-tetra-acetic acid
PAGE: électrophorése sur gel de polyacrylamide
BrEt: Bromure d’éthidium

ME: Microscope Electronique

VM: Vert de Méthyle

BM: Bleu de méthyléene

TE: Tris-EDTA

UV: Ultra Violet

DO: Densité Optique

ON : Ouverture Numérique

Kb: Kilo base

nm: nano metres

Cm: centimetres

mM: Millimetre

g: Gramme

M: Molaire

ul: micro-litres

jLg: micro- grammes

cm 3: centimétres cube
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Introduction

INTRODUCTION

L'extraction des acides nucléiques est le point de départ de toute étude en génomique et
est donc considérée comme un processus crucial. La premiére extraction brute d'ADN a été
réalisée par le médecin suisse Friedrich Miescher en 1869. Il avait accidentellement purifié
I’ADN du noyau alors qu'il étudiait les protéines des leucocytes. Il a découvert, que la propriété
de cette substance était fondamentalement différente de celle des protéines. D'ou le terme
"nucléine" (Dahm, 2005).

L'ADN peut étre extrait de sources aussi diverses que des échantillons cliniques tels que
les fluides corporels et les biopsies ; les échantillons médico-légaux tels que les taches de sang
séché, les prélevements buccaux et les empreintes digitales ; le sol, les tissus végétaux et

animaux, les insectes, les protozoaires, les bactéries et les levures. (Dhaliwal, 2013)

Le principe de I'extraction de I'ADN comprend les étapes suivantes : (1) rupture des
parois ainsi que des membranes cytoplasmiques et nucléaires ; (2) séparation et purification de
I'ADN des autres composants du lysat cellulaire tels que les lipides, les protéines et les autres

acides nucléiques.

Au moment de choisir la méthode d'extraction de I'ADN, il est essentiel de s'assurer de
la qualité de I'ADN isolé pour mener a bien les applications prévues en aval. D'autres facteurs
doivent étre pris en considération afin d'optimiser la méthode d'extraction de I'ADN. 1l s’agit
du codt, les toxicités potentielles, le temps, le rendement, I'équipement de laboratoire et
I'expertise requise, ainsi que la quantité d'échantillon nécessaire pour le protocole. Au fil du
temps, différentes méthodes d'isolement ont évolué (Preetha, 2020), laissant un vaste choix
aux manipulateurs, en ce qui concerne les produits d’extraction, le temps imparti, le matériel

nécessaire et enfin les moyens de visualisation de ’ADN extrait.

Dans notre étude, nous nous sommes fixés les buts suivants :
1. L’extraction d'ADN a partir d'oignon blanc en utilisant un protocole court, simple

et n’impliquant aucun produit dangereux.

2. Utiliser le microscope optique et des colorants pour la révélation de la présence
d’ADN.

3. Evaluer la quantité et le degré de pureté de I’ADN obtenu.
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Chapite I: ADN

1. L'acide désoxyribonucléique (ADN)
1.1.  Définition

La molécule de 1’acide désoxyribonucléique est présente dans les cellules de tous les
étres vivants. Elle contient I’information génétique utilisée dans le développement et le
fonctionnement de tous les organismes vivants et qui se transmet de génération en génération.
(Bello et al., 2017).

1.2.  Structure

L'ADN contient principalement trois composants : un sucre pentose (le désoxyribose), une
base azotée et un groupe phosphate (Fig. 1). Cette molécule est composée de deux brins
antiparalléles enroulés I'un autour de I'autre, formant une structure en double hélice. Comme
les deux brins sont formés d'unités monomeéres appelées nucléotides, le brin d’ADN est appelé

un polynucleotide. (Ambekar et al., 2017)

’ Base azotée

Groupement
phosphate

Sucre : désoxyribose

Figure 1: Composants de ’ADN (Ambekar et al., 2017)

» Les bases azotées

La double hélice de la molécule d’ADN est maintenue par des interactions de liaisons
hydrogene entre des paires de bases complémentaires : adénine (A), thymine (T), guanine (G)
et cytosine (C), ou il est possible d'observer des interactions CG et TA. A et G étant des bases

puriques, tandis que T et C des bases pyrimidiques (Fig. 2). (Brenno et al., 2009)

Les paires de bases AT sont reliées par deux liaisons hydrogene et les paires de bases GC

sont reliées par trois liaisons hydrogéne (Fig.3). Par consequent, les paires GC sont plus stables

2



Chapite I: ADN

et nécessitent plus d'énergie pour étre séparées que les paires AT. La composition globale des

bases de I'ADN varie d'un organisme a l'autre, ce qui constitue le message génétique.
(Bhagavan et al., 2011)

Bases azotées

NH, 0 0 NH,
¢ ¢ L cH ¢
~ . N 3
- x(ljfaN\\ Tl \(‘: \\c N \(lf/ N/ \|C
Il C | | |
/ C c._ ./
Adénine Guanine Thymine Cytosine
L | \
I I '
Purines Pyrimidines

Figure 2: Structure des bases azotées de I’ADN (Brenno et
al., 2009)
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H
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N
~N i = et ~N
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~N
e H---------- O

—

Guanine Cytosine

Figure 3: Liaisons hydrogéne formées entre les bases azotées (Bhagavan et al., 2011)

> Nucléosides

Les nucléosides sont constitues d'une base purique ou pyrimidique et d'un sucre

désoxyribose reliés par une liaison B-glycosidique. (Sparkman et al., 2011)

> Nucléotides

La structure primaire de l'acide désoxyribonucléique est un polymere de

nucléotides, contenant principalement cing bases hétérocycliques, un D-désoxyribose



Chapite I: ADN

attaché au N-9 des purines ou au N-1 des pyrimidines, et un groupe phosphate attaché
a la position 3 ou a la position 5 du pentose. (Ts’o0, 2012)

Les nucléosides ont une structure trés similaire a celle des nucléotides, ainsi, un
nucléotide peut eégalement étre appelé phosphate de nucléoside. (Fig. 4) (Bowater,
2005)

Nucleoside

Nucleotide

Figure 4: Structure d’un nucléotide et d’un nucléoside (Bowater, 2005)
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Chapitre II: Extraction d’ADN

2. Extraction d’ADN

L'extraction de biomolécules, telles que I’ADN et I’ARN (acide ribonucléique), a partir
d'une variété de matériaux biologiques de départ, destinées a étre utilisées dans des applications
en aval et a d'autres fins analytiques ou préparatoires, est la premiére étape la plus importante
de la biologie moléculaire. Différentes méethodes existent, et qui ont des effets variés sur
I'extraction de I'ADN, une technique d'extraction idéale doit optimiser le rendement de I'ADN,
minimiser sa dégradation et étre efficace en termes de co(t, de temps, de main-d'ccuvre et de
fournitures. Elle doit également permettre I'extraction de plusieurs échantillons et générer un

minimum de déchets dangereux. (Chen et al., 2010)

Les méthodes d’isolement d’ADN largement utilisées peuvent étre divisées en :
- Méthodes utilisant des solvants organiques (phénol-chloroforme)

- Méthodes utilisant des solvants non organiques (salting out)

- Me¢éthodes basées sur I’utilisation de colonnes de résines échangeuses d’ions

- Méthodes des Kits. (Grigorov et al., 2021)

2.1. Les principales étapes de I’extraction d’ADN
2.1.1. Lyse des cellules

L’information génétique est contenue a ’intérieur des cellules, chez les procaryotes,
I'ADN est présent dans le nucléoide, qui est une partie du cytoplasme, et dans les plasmides,
tandis que chez les eucaryotes I’ADN est localis¢ dans le noyau, la mitochondrie (les
chromosomes) et le chloroplaste (uniquement chez les plantes). La perturbation ou la
destruction de la membrane cellulaire et selon I’organisme d’une autre membrane (nucléaire,
mitochondriale ou chloroplastique) sont donc nécessaires pour accéder a la molécule d'’ADN.
De plus, les cellules des organismes pluricellulaires sont organisées en tissu et doivent étre
dissociées pour accéder a I'ADN. (Shehadul et al., 2017)

Un certain nombre de méthodes, ont été mises au point pour lyser les cellules a I'échelle
macroscopique et microscopique et ces méthodes peuvent étre classées principalement en

techniques mécaniques et non mécaniques. (Shehadul et al., 2017)
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2.1.1.1. Lyse mécanique

Dans la lyse mécanique, la membrane cellulaire est brisée par une force physique. La
technique consiste a endommager directement la structure cellulaire pour libérer les composants
intracellulaires nécessaires. Par exemple un broyeur a billes, homogeénéisateur haute pression

et la lyse hypotonique. (Shehadul et al., 2017)

2.1.1.2. Lyse non mécanique

e Lyse chimique

Les méthodes chimiques utilisent des tampons de lyse pour perturber la membrane
cellulaire. Des détergents peuvent également étre ajoutés aux tampons de lyse cellulaire pour
solubiliser les protéines membranaires et rompre la membrane cellulaire afin d'en libérer le
contenu (Fig. 5). La lyse chimique peut étre classée en lyse alcaline et lyse détergente
(Grigorov et al., 2021)

Detergent opensholeinthe ~ DNA, RNA, PROTEIN
cell membrane released

Detergent reacts with cell
membrane

Figure 5: Lyse cellulaire utilisant un détergent (Shehadul et al., 2017)

e Lyse physique

La perturbation physique est une méthode sans contact qui utilise une force externe pour
rompre la membrane cellulaire. Les différentes forces comprennent la chaleur, la pression et
I'énergie sonore. Elles peuvent étre classees en trois catégories : lyse thermique, cavitation et
choc osmotique. (Shehadul et al., 2017)

e Lyse enzymatique

La lyse enzymatique est une methode de lyse cellulaire biologique dans laquelle des
enzymes telles que le lysozyme, la lysostaphine, la zymolase, la cellulase, la protéase ou la
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glycanase sont utilisées. La plupart de ces enzymes sont disponibles dans le commerce et
peuvent étre utilisées pour la lyse a grande échelle. L'un des avantages de la lyse enzymatique
est sa spécificité. Par exemple, la chitinase peut étre utilisée pour la lyse des cellules de levures
et les pectinases sont utilisées pour la lyse des cellules végétales, tandis que les lysozymes sont

utilisés pour la lyse des cellules bactériennes. (Shehadul et al., 2017)

Le lysozyme réagit avec la couche de peptidoglycane et rompt la liaison glycosidique.
C'est pourquoi les bactéries a Gram positif peuvent étre directement exposees au lysozyme,
mais la membrane externe des bactéries a Gram négatif doit étre retirée avant d'exposer la
couche de peptidoglycane a I'enzyme. Le traitement au lysozyme est généralement effectué a
un pH de 6 a 7 et a une température de 35 °C. Pour les bactéries Gram négatives, le lysozyme
est utilisé en combinaison avec des détergents pour briser la paroi cellulaire et la membrane.
(Andrews et al., 1987; Salazar, 2007; Shehadul et al., 2017)

2.1.2. Précipitation et élimination des proteines

Le lysat obtenu peut parfois contenir des contaminants tels que des protéines, des
polysaccharides et des polyphénols. Une methode efficace pour éliminer les protéines
contaminantes est la digestion de I'échantillon a l'aide de la Protéinase K (cellules, tissus

animales) ou du Lysozyme (bactérie). (Gautam, 2022)

La précipitation d'une protéine donnée a partir d'un mélange est fonction de ses
propriétés physicochimiques. Les protéines sont insolubles dans I'eau mais solubles dans les
solutions salines, l'insolubilité maximale dans l'eau se produit au point isoélectrique de la
protéine. Un certain nombre de polymeéres non chargés, solubles dans Il'eau et de poids
moléculaire variable ont été utilisés pour la précipitation des protéines. Les alcools, I'acétone,
I'éther et d'autres réactifs organiques miscibles a l'eau ont été utilisés par les chimistes

analytiques pour précipiter les protéines depuis le début du siécle dernier. (Rothstein, 2019)

Le NaCl peut également étre utilisé, pour solubiliser et précipiter les protéines. La
précipitation se produit par neutralisation des charges de surface par le sel, par réduction de
I'activité chimique de la protéine et par diminution de la concentration effective de I'eau. C'est
ce qu'on appelle le "relargage” des proteines (salting out). La concentration de tout sel
nécessaire pour provoquer la précipitation d'une protéine particuliére est liée au nombre et a la
distribution des charges et des groupes polaires non ioniques a la surface de la protéine, ainsi
qu'au nombre et a la distribution des résidus hydrophobes exposés et rendus dominants au fur
et a mesure que les charges sont neutralisées. De plus, la taille et la forme de la protéine

7
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contribuent a la facilité relative de précipitation. (Englard et al., 1990)

2.1.3. Précipitation, récupération et conservation de ’ADN

La précipitation de I’ADN par 1’éthanol est I'une des procédures les plus utilisées en biologie
moléculaire. Les protocoles les plus couramment utilisés nécessitent d’ajouter des ions sodium
et de I’éthanol a la solution d’ADN pendant quelques minutes pour le précipiter et le récupérer.
Il est impératif de procéder au séchage du précipité afin de supprimer I'éthanol qui pourrait

entraver sa dissolution ultérieure. (Zeugin et al., 1985).

Le stockage dans un congélateur semble étre le moyen le plus approprié pour la conservation
a long terme de I'ADN, car le stockage dans I'azote liquide entraine la formation d'amas d'ADN.
Les différentes conditions de stockage (-20°C et -80°C) n'ont pas altéré de maniére significative

la pureté ou la qualité de I'ADN. (Safarikova et al., 2021)

2.2. Méthodes d’extraction d’ADN

Il existe plusieurs méthodes d'extraction d’ADN, dans la plupart des cas, il est nécessaire
d'adapter la technique d'extraction au type d'échantillon biologique, a la nature du génome, au
nombre de copies dans I'échantillon et aux méthodes de biologie moléculaire utilisées
ultérieurement.

2.2.1. Méthode phénol-chloroforme

La méthode phénol-chloroforme est une technique couramment utilisée pour I'extraction de
I'ADN. Elle peut étre utilisée par exemple pour extraire I'ADN du sang, d'une culture en

suspension ou d'un homogénat de tissu. (Dairawan et al., 2020)

Cette technique consiste en premier lieu a ajouter au lysat cellulaire du phénol qui est un
excellent agent dénaturant des protéines. Apres une étape de centrifugation, I'émulsion se sépare
en deux phases : la phase aqueuse supérieure composée d'’ADN dissous dans I'eau et la phase
organique inférieure contenant des solvants organiques et des composants cellulaires
hydrophobes, notamment des proteines (Fig.6). Le phénol est ensuite éliminé par I’ajout du
chloroforme qui va augmenter la densité de la phase organique, empéchant le phénol de
s'inverser dans la phase aqueuse, le chloroforme est donc utilisé pour empécher I'ADN d'étre

dégrade par le phénol. (Green et Sambrook, 2017)

Toutefois, la nature toxique du phénol et du chloroforme nécessite I'utilisation de hottes et
constitue de ce fait une limitation majeure de cette méthode. Les échantillons d’ADN extraits

sont d'une plus grande pureté que ceux obtenus par d'autres méthodes conventionnelles, mais
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moins que ceux obtenus a I'aide de méthodes basées sur les colonnes. (Dairawan et al., 2020)
2.2.2. Méthode salting out

L’extraction de I’ADN par salting out qui est un processus non toxique, utilise le concept
de précipitation de I'ADN en ajoutant une forte concentration de sel a I'échantillon. Cette
technique implique I'ajout d'une solution saline, telle que le sulfate d'ammonium, a I'échantillon,
ce qui provoque la précipitation de I'ADN. L'ADN précipité peut ensuite étre collecté par
centrifugation et traité ultérieurement pour analyse. Cette méthode s'est avérée efficace, peu
colteuse et rapide, ce qui la rend adaptée a l'extraction d'/ADN a grande échelle a partir
d'échantillons tels que des taches de sang séché. Le salting out est largement utilisé dans les
laboratoires en raison de sa capacité a produire un ADN de haute qualité pour diverses analyses

génétiques, notamment la PCR et le séquencage. (Lab et zafar, 2020; Hanke et al., 2022)

2.2.3. Méthode d’extraction au CTAB (Cétyltriméthyl ammonium bromure)

Cette technique a été introduite par Doyle et al. (1990), ou les échantillons contenant de
I'’ADN sont ajoutés a 2 % de CTAB a un pH alcalin. Dans une solution de faible force ionique,
le tampon d'extraction précipite I'ADN et les polysaccharides acides du reste des composants
cellulaires. Des solutions a forte concentration en sel sont ensuite utilisées pour séparer 'ADN
des polysaccharides acides qui forment un précipité avec le CTAB. Cette méthode est donc
particulierement utile pour l'extraction de I'ADN a partir des plantes et des bactéries qui
produisent de grandes quantités de polysaccharides. L'ADN est ensuite purifié a l'aide de divers
solvants organiques, y compris des agents toxiques tels que le phénol et le chloroforme. Les
principales limites de cette méthode sont l'utilisation de réactifs toxiques et un protocole qui

prend beaucoup de temps. (Dairawan et al., 2020)

2.2.4. Kit commercial d’extraction

Les kits commerciaux d'extraction d'acides nucléiques constituent un moyen économique,

efficace et pratique pour isoler I'ADN. (Metcalf et al., 2012)

Les fabricants se battent sur le marché mondial afin de prouver la qualité de leurs produits,
en offrant divers avantages tels que I'efficacité, la rapidité, la sécurité et bien évidemment le
prix. Néanmoins, il est primordial de garantir I'obtention d'un ADN purifié, sans aucun
contaminant ni inhibiteur d'enzyme, afin qu'il puisse étre utilisé directement dans les différentes
applications courantes de biologie moléculaire telles que la digestion enzymatique, la PCR et
le marquage. (Brown, 2010)
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2.3. L’ADN chez les cellules procaryotes

2.3.1. Les cellules bactériennes

Les bactéries sont des organismes unicellulaires, dépourvus de noyau, elles constituent la
forme de vie la plus ancienne sur Terre. Parmi toutes les especes connues, deux types de
morphologie prédominent. Les bactéries de forme ronde appelées coques et les bactéries en
forme de batonnets appelées bacilles (Fig. 6). Une autre fagon de classer les bactéries consiste
a les distinguer sur la base de la structure de leur paroi a l'aide d'une coloration de Gram. Les

bactéries sont ainsi classées en deux catégories : Gram négatif et Gram positif. (Cibot, 2015)

Capsule
Paroi cellulaire
Membrane plasmique

Cytosol

Nuciéoide
Ribosomes

Flagelle

Figure 6: Schéma d’une cellule bactérienne (Gullaume, 2023)

2.3.2. Composition de la paroi des bactéries

Les bactéries Gram positives posseédent une paroi composée d’une épaisse couche de
peptidoglycane (20-80 nm), dans laquelle sont inclus des fragments d’acides téichoiques et
d’acides lipotéichoiques. Le peptidoglycane est un polymere d’acides aminés et de sucres
plutdt hydrophile, qui forme une macrostructure qui dessine la paroi de la bactérie. Cette paroi
permet donc a la bactérie de résister aux tensions mécaniques (notamment la pression

osmotique).

Les bactéries a Gram négatif possédent une seule et fine couche de peptidoglycane située
dans I’espace périplasmique, qui est entourée d'une structure membranaire appelée membrane
externe, qui contient des lipopolysaccharides, des protéines et des phospholipides. (Le
Gouellec, 2008 ; Cibot, 2015) (Fig. 7).
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Figure 7: Schéma de la paroi d’une bactérie. a: bactéries
Gram positives. b: bactéries Gram négatives (Franche, 2019)

2.3.3. Le génome de cellule bactérienne

2.3.3.1.  ADN chromosomique

La plupart des cellules bactériennes ont leurs genes disposés dans un seul cercle d’ADN.
Le cercle d’ADN et quelques protéines qui y sont attachées sont appelés chromosomes
bactériens. La molécule d’ADN d’un chromosome décondensé a toujours une taille supérieure
au volume de la cellule. Elle doit donc étre compactée tout en restant fonctionnelle pour les
grandes fonctions cellulaires telles que I’expression des geénes, la réplication et la ségrégation
des chromosomes. On sait maintenant que plusieurs facteurs cooperent pour condenser I’ADN
en un assemblage hautement dynamique de boucles super-enroulées. A 1’échelle moléculaire,
le chromosome est maintenu sous une forme surenroulée négative par deux types de
surenroulement, 1’un « contraint » par la fixation de protéines a I’ADN formant le nucléoide, et
I’autre « libre », diffusible le long du chromosome. (Thanbichler et Shapiro, 2006; Cibot,
2015)

2.3.3.2.  ADN plasmidique

Un plasmide est un fragment circulaire d’ ADN extra-chromosomal n’exprimant & priori
pas de fonctions essentielles a la bactérie. Cependant, les plasmides peuvent conférer a leurs
hotes des aptitudes qui dans certains cas leur donnent un avantage sélectif. Cet avantage sélectif

peut provenir d’une résistance a un antibiotique ou encore de la possibilité d’utiliser une

nouvelle voie métabolique. (Wong, 2010)

2.4. L’ADN chez les cellules eucaryotes

Eucaryote, toute cellule ou organisme possédant un noyau clairement défini, ce dernier
11
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est entouré par une membrane nucléaire. Les eucaryotes sont des cellules présentes dans les
organismes multicellulaires, comme les plantes et les animaux, mais peuvent aussi étre
présentes dans des organismes unicellulaires, comme certains champignons et les protistes. La
cellule est délimitée par la membrane plasmique qui constitue une barriére pour la vectorisation
intracellulaire de molécules (Fig.8). Les organites des cellules eucaryotes tels que le noyau, la
mitochondrie, le réticulum endoplasmique et les endosomes possédent des membranes de
structure semblable & celle de la membrane plasmique mais qui peuvent différer au niveau de
leurs composants, certains de ces organites contiennent des molécules d’ADN. (Baluska, 2004;
Mathilde, 2022)

r_ﬂ__ Glycoprotéine V% Glycolipides
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Figure 8: Représentation schématique de la structure de la
membrane plasmique (Mathilde, 2022)

2.4.1. Cellules animales
24.1.1. ADN mitochondrial

Chaque cellule contient des centaines, voire des milliers de mitochondries, situées dans
le cytoplasme. Bien que la majeure partie de I'ADN soit conditionnée dans les chromosomes
du noyau, les mitochondries possedent également une petite quantité de leur propre ADN. Ce
matériel génétique est connu sous le nom d'’ADN mitochondrial ou ADNmt. Chez I'homme,
I’ADN mitochondrial comprend environ 16 500 élements constitutifs de I'ADN (paires de
bases), ce qui représente une petite fraction de I'ADN total des cellules. (Mainieri, 2009)
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24.1.2. Noyau

Les fonctions principales du noyau sont de stocker I’ADN de la cellule, de maintenir
son intégrité et de faciliter sa transcription et sa réplication. Le contenu nucléaire, qui comprend
le matériel génétique et les nombreuses protéines nécessaires a son traitement, est enfermé dans
une double membrane appelée enveloppe nucléaire, mais reste fonctionnellement connecté au
cytoplasme via des pores nucléaires. Une cellule animale contient environ 1 métre du polymere
linéaire d’ADN double brin. L’ADN est biodégradable, en dehors de son compartiment, il est

dégrade en quelques minutes par des nucléases. (Zuber, 2004; Oth et John, 2020)

2.4.2. Cellules végétales

Les végétaux sont constitués de cellules de formes et de fonctions variées. Une cellule
végétale se distingue des cellules animales par la présence d’une paroi I’entourant et qui permet
de fournir une résistance mecanique élevée aux tissus vegétaux. Une paroi primaire est formée
au moment de la division cellulaire au niveau de la membrane plasmique. Elle est séparée de la
paroi des cellules adjacentes par la lamelle moyenne (Fig. 9). La paroi primaire évolue au court
de la croissance végétale. (Touzard, 2016)

Cellule végétale

Lamelle moyenne A Paroj
J s aane rimaires
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J b \ ! \ & . . =
’( \\u = Lamelle
y
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:_7 /
Cellule 1

Paroi primaire

Figure 9: Représentation schématique de cellules végétales et
de leurs parois (A) et interface entre deux cellules VVégétales (B)
(Touzard, 2016)

2.4.2.1. ADN mitochondrial

L'ADN mitochondrial est situé a la surface de la membrane mitochondriale interne, de
sorte qu'il n'est pas réparti de maniere homogene dans les mitochondries, mais est concentré
dans des structures appelées nucléoides. Ces structures apparaissent avant la phase S de la

méiose et ont des points d'ancrage dans la membrane mitochondriale interne. (Velours, 2009)
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2.4.2.2.  ADN chloroplastique

Le génome du chloroplaste n'est pas libre dans le stroma. Il est contenu dans des
complexes appelés nucléoides. Au début de la transition des protoplastes aux chloroplastes, les
nucléoides du jeune stade chloroplastique ont un aspect trés diffus et sont constitués de petites
fibres qui ne sont que faiblement reliées entre elles. Les nucléoides sont un compose de poids
moléculaire élevé forme a partir de I'ADN circulaire des chloroplastes. Ce composé peut étre

purifié a partir des chloroplastes. (Baudry, 2019)

2.4.2.3. Noyau

L’information génétique détermine les caractéres de la plante, les parents la transmettent
a leurs descendants. Le génome du noyau, appelé génome nucléaire, constitue 95% de
I'ensemble des informations génétiques indispensables a la formation et au fonctionnement de
la cellule végétale. En effet, il a été prouvé qu'au sein des cellules végétales, trois génomes
coexistent : le génome nucléaire, le génome mitochondrial (environ 1 %) et le génome

chloroplastique (environ 4 %). (Fleury et al., 2012)

14



Chapitre 111 :

Techniques d’analyses de

I’ADN



Chapitre III: Techniques d’analyses de I’ADN

3. Techniques d’analyses de ’ADN
3.1.  L’électrophorése

L’électrophorése est une technique séparative, qui permet la migration et la séparation
de particules chargées (ADN, ARN et protéine) sous l'influence d'un champ électrique. Le
principe ¢’est qu’un mélange de molécules soit soumis a un champ électrique, ce qui provoque
la migration des molécules chargeées, selon divers parametres tels que la charge, la masse, la
forme, la nature du support et les conditions physico-chimiques. La variation de la vitesse de
migration va faciliter la séparation des molécules (Fritsch et Krause, 2003 ; Feltes et al., 2023)

3.1.1. Principe

L’¢électrophorese est basée sur la nature chimique et le poids de la particule a étudier, pour
la charge, les molécules chargées positivement migrent vers la cathode et les molécules
chargées négativement migrent vers I’anode, alors que celles dont la charge est neutre ne
migrent pas. Pour le poids moléculaire, les molécules avec un poids moléculaire élevé se
déplacent lentement sur le gel contrairement & ceux avec un poids Iéger qui migrent plus

rapidement. (Benaissa, 2008)

3.1.2. Types d’électrophorése
3.1.2.1. Electrophorése sur gel d'agarose

Electrophorése sur gel d’agarose est une méthode utilisée pour séparer I'ADN, I'ARN
ou les protéines en fonction de leur masse moléculaire. Cette technique est basée sur la
séparation des acides nucléiques chargés négativement sous I'effet d'un champ électrique qui
vont migrer vers 1’anode. Cette séparation s'effectue a travers la matrice du gel d'agarose : les
molécules de plus petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus loin que les
molécules de tailles supérieures. (Labidi, 2020)

L'électrophorese sur gel d'agarose est une méthode simple et tres efficace pour séparer,
identifier et purifier des fragments d'’ADN de 0,5 a 25 kb. Le protocole peut étre divisé en étapes
suivantes :

e Un gel est préparé avec une concentration d'agarose adaptée a la taille des fragments
d'ADN a séparer.
e Leséchantillons d’ADN sont chargés dans les puits d'échantillonnage et le gel est soumis

a une tension et a une durée permettant d'obtenir une separation optimale.

o Le gel est coloré ou, si du bromure d'éthidium a été incorporé dans le gel et le tampon

d'électrophorese, visualisé directement sous I'effet de la lumiére UV. (Voytas, 2000)
15
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3.1.2.2. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

L'électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) est une méthode polyvalente et a
haute résolution pour le fractionnement et la caractérisation physico-chimique des molécules

en fonction de leur taille, de leur conformation et de leur charge. (Chrambach et al., 1971)

Cette technique est simple, rapide a mettre en ceuvre et capable de séparer des fragments
d’ADN qui ne peuvent étre séparés de maniére adéquate par d'autres procédures, telles que la
centrifugation en gradient de densité. L'emplacement des bandes d'ADN dans le gel peut étre
déterminé directement par coloration avec de faibles concentrations de colorants intercalants
fluorescents, tels que le bromure d'éthidium par examen direct du gel a la lumiere ultraviolette
(UV). (Green et Sambrook, 2019)

Les gels de polyacrylamide sont plus efficaces pour séparer les petits fragments d'/ADN
(5-500 pb). Les fragments d’ADN dont la taille ne differe que de 1 pb ou de 0,1 % de leur masse

peuvent étre séparés les uns des autres. (Green et Sambrook, 2019)

3.2.  Spectrophotométrie

La spectroscopie est I'étude de l'interaction de la lumiere avec la matiére. Grace a la
réflexion, a la diffusion élastique, I'absorption et la diffusion inélastique, il est possible de
déterminer quelles longueurs d'onde de la lumiére interagissent avec les atomes et les
molécules, et quelle quantité de lumiere est absorbée, réfléchie, diffusée ou émise a une
longueur d'onde donnée. Cette unité décrit le contexte et les principes de base de la
spectrophotométrie pour étudier les propriétés de réflexion ou de transmission d'un matériau en

fonction de la longueur d'onde.( Morris, 2015)

3.2.1. Principe

A la fin d’une extraction d’ADN, il est essentiel de quantifier et d’analyser la pureté des
acides nucléiques extraits. La technique la plus répandue est la spectrophotométrie qui mesure
I’absorbance des acides nucléiques a 260 nm. D’autres composés présents lors de I’extraction
absorbent & des longueurs d’ondes proches de celles des acides nucléiques ; les protéines a 280
nm et les solvants & 230 nm. En plus de la concentration en acides nucléiques, 1’appareil donne
ainsi 2 rapports : les rapports 260 nm/280 nm et 260 nm/230 nm donnant une idéee de la qualité
des acides nucléiques. Le rapport 260 nm/280 nm est utilisé pour évaluer la contamination en
protéines de la solution d’acides nucléiques. On considere une solution pure lorsque le ratio
260/280 est compris entre 1,8 et 2. Le rapport 260 nm/230 nm est le deuxieme indicateur de
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pureté en indiquant la contamination en solvants comme le phénol, d’EDTA etc. (Pillon, 2020)

3.3. Les colorants des acides nucléiques
3.3.1. Vert de méthyle

Le colorant vert de méthyle est un fluorophore tres efficace qui produit une couleur
verte lorsqu'il est lié a I'ADN. 1l peut étre utilisé pour détecter I'ADN par microscopie, ou
électrophorese sur gel. Il est plus sr que le bromure d'éthidium car c'est un colorant qui
n'interfere pas et qui ne peut pénétrer dans les cellules que si I'intégrité de la membrane est

compromise, ce qui est la base de son application en tant que biopigment. (Prieto et al., 2017)

3.3.2. Bleu de méthyléne

Le bleu de méthyléne (MB) est un colorant largement utilisé comme indicateur optique
d'oxydoréduction en chimie analytique, dont le changement de couleur est également affecté
par le pH. (Dante, 2019). Il est utilisé comme colorant d’acide nucléique pour sa capacité a se
lier a ’ADN et a ’ARN, en raison du fait que le MB agit comme un colorant cationique qui
forme des liaisons électrostatiques avec des fragments chargés négativement (Fig.10). Il est
moins specifique que le bromure d'éthidium car il ne s'intercale pas dans les polynucléotides ;

ce qui le rend aussi moins toxique que ce dernier.(Garcia-Gonzalez, 2014 ; Nedu et al., 2020)
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Figure 10: Structure chimique du Bleu de Méthyléne
(Djelloul et al., 2013)

3.3.3. Bromure d'éthidium

Le bromure d'éthidium (BrEt) est un agent intercalant, sa structure lui permet de

s’insérer entre les paires de bases des acides nucléiques comme schématisé ci-dessous (Fig.
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11). Donc les molécules d’ ADN sont détectées grace au bromure d’éthidium et visualisées sous

radiation UV avec un dispositif pour prise de photos UV. (Benchohra et al., 2020)

Utilisé comme colorant fluorescent pour visualiser les acides nucléiques dans les gels
d'agarose et de polyacrylamide. BrEt absorbe la lumiére UV A = 300 nmol d'ADN. Les autres
colorants actuellement disponibles sont le SYBR Green, qui est également tres sensible, et le
SYBR Safe, dont la sensibilité est similaire a celle du BrEt. 1l existe deux fagons différentes de
procéder a la coloration de I'ADN : Préparer le gel avec le BrEt incorporeé et colorer le gel apres

I'électrophorese avec une solution de BrEt. (Fierro, 2014)

- g intercalates between —_—
=== base pairs - —®

Figure 11: Intercalation du bromure d'éthidium dans une
molécule d'’ADN (Labidi et al., 2022)

3.4. Microscopie

Deux types d'imagerie sont couramment utilisés dans les laboratoires de biologie
cellulaire et moléculaire pour observer les cellules : La microscopie optique et la microscopie
électronique. La microscopie optique et la microscopie électronique sont deux méthodes qui
utilisent des sources lumineuses de différentes longueurs d'onde, photons ou électrons. (Marine
et al., 2023)

3.4.1. Microscopie optique

En microscopie optique, les longueurs d'onde monochromatiques correspondent aux
longueurs d'onde qui composent la lumiere blanche (400 nanometres a 800 nanometres).
Lorsque ces ondes traversent une ouverture, elles se dispersent et créent une tache lumineuse
appelée « air spot », spécifique a chacune des longueurs d'onde utilisées. Ce qui crée une image
observable. (Marine et al., 2023)

Si une molécule est convenablement colorée avec des colorants fluorescents, sa forme
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peut étre observée directement au microscope optique. Les brins d’/ADN sont un exemple

unique de molécules ultralongues qui peuvent étre observées. (Brochard, 1995)

3.4.2. Microscopie électronique

La microscopie ¢€lectronique, repose sur 1’utilisation d’une source d’électrons dont la
longueur d’onde peut atteindre quelques picométres (pm). Néanmoins, requiert que
I’échantillon soit fixé chimiquement, enrobé dans un polymere résistant aux électrons, puis
coupé en fines sections, et, enfin, coloré avec des colorants aspécifiques, tels que le sel
d’uranium et I’osmium. Dans ces conditions de préparation, qui peuvent affecter 1’organisation
nanométrique des biomolécules, la résolution effective de la microscopie électronique cellulaire

est d’environ 5 a 10 nm. (Marine et al., 2023)

L'examen au microscope électronique a révélé que I'ADN se présentait sous la forme
d'un fil allongé. (Brack et Griffith, 1981). Les micrographies d’ADN sont prises au microscope
électronique avec un grossissement de 3 000 a 10 000, en utilisant la méthode de Kleinschmidt
de monocouche de protéines pour étendre la molécule d’ADN (structure tridimensionnelle) en
une structure bidimensionnelle. Les micrographies électroniques de I'ADN fournissent diverses
informations sur I'ADN, telles que la forme, la longueur, la taille, la configuration des
nucléotides et d'autres structures internes. La longueur du brin d'’ADN est particulierement
importante pour déterminer le poids moléculaire de I'ADN et elle est également utile pour

garantir le contexte physique des cartes génétiques. (Ito et Sato, 1976)
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau des laboratoires pédagogiques du

département des sciences biologiques de I’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

1. Matériel biologique

Les échantillons utilisés dans notre travail, sont des oignons verts (Allium fistulosum L.)
(Fig. 12), appartenant au sous-genre Cepa, au genre Allium et a la famille des Liliaceae et sont

communément connus sous le nom d'oignons de printemps, d'oignons gallois et d'oignons
japonais. (Fatimah, 2021)

Figure 12: Allium fistulosum (oignon vert)

2. Isolement de PADN

Nous avons utilisé une méthode simple permettant d’extraire et de visualiser facilement
les filaments ADN. Dans ce travail nous avons extrait I’ADN en utilisant un détergent ménager,

une tres faible concentration en NaCl et de 1’éthanol a 96%.

2.1. Solutions et tampons
» Solution de NaCl 5M.
» Composition de la solution de vert de Méthyle selon un volume de 10ml a été prépare.

Dissoudre 0,001g de vert de Méthyle dans un mélange de 5,5ml eau distillée et 4,5ml

d’acide acétique.
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2.2. Protocole d’extraction De ’ADN

Le protocole que nous avons utilisé comporte différentes étapes et qu’on peut résumer
comme ce qui sulit :

» La lyse cellulaire qui comporte la cassure des parois cellulaires par broyage et
la digestion des membranes plasmiques.

» Précipitation et récupération de I’ADN.
2.2.1. Lyse cellulaire

» 50g d’oignons ont été pelés puis hachés en petits dés.

» Ensuite dans un mortier, I’oignon a était broy¢é a 1’aide d’un pilon en présence
de 0,79 g de NaCl pendant quelques minutes, afin de casser les parois cellulaires.

» Puis nous avons rajouté une goutte de détergent (liquide vaisselle), pour
dissoudre les membranes cytoplasmiques ainsi que 10 ml d’eau distillée. Nous
avons continué le broyage pendant encore 2 minutes. Cette étape a pour but de
lyser les cellules.

» Le broyat a été filtré en utilisant un filtre a café et du coton hydrophile, puis

pressé pour obtenir un maximum de lysat. (Fig.13)

Figure 13: Les étapes d’extraction d’ADN

2.2.2. Précipitation et récupération des méduses d’ADN
» Un double volume d’éthanol a 96% froid a été ajouté, délicatement contre la paroi du
tube, a un volume de lysat. Cette étape a pour but de faire précipiter I’ADN.
» Ensuite nous avons soigneusement recueilli et transféré I’ADN dans un nouveau tube

contenant de 1’éthanol a 96%.
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3. Révélation de PADN

La révélation de la présence d’ADN a ¢été réalisée avec ou sans coloration, a I’ceil nu ou
au microscope optique.
3.1.  Sans coloration

La méduse d’ADN a été observée telle quelle s’est présentée. Nous avons utilisé deux
types de visualisation, comme décrit ci-dessous :

3.1.1. Visualisation a I’ceeil nu

La méduse a été récupérée et déposée dans un verre de montre.

3.1.2. Visualisation au microscope photonique

Nous avons observé, au microscopique optique, I’ADN obtenu par extraction.

e Une méduse d’ADN a été déposée sur une lame puis recouverte par une lamelle, en

¢évitant les bulles d’air.

e Nous avons observé rapidement au grossissementx 1000 en présence d’huile
d’immersion.

3.2.  Avec coloration

Deux colorants ont été utilisés, il s’agit du vert de méthyle et du bleu de méthylene.

Dans ce cas aussi, nous avons procédé par observation a I’ceil nu et au microscope optique.

3.2.1. Visualisation a I’eil nu

L’ADN a été récupéré, déposé sur verre de montre puis coloré séparément avec le vert

de méthyle et le bleu de méthyléne.

3.2.2. Visualisation au microscope photonique

e L'ADN a été enroulé au bout d'une pipette Pasteur et déposé dans un verre de montre
contenant le vert de méthyle acétique. La méduse doit étre bien étalée pour permettre
une coloration homogene. La coloration est tres rapide quelques secondes suffisent.

e Avec une pince fine, laméduse d'ADN a été déplacée dans un deuxiéme verre de montre
contenant de I'eau pour le ringage. Cette derniére opération peut étre réalisée une ou
plusieurs fois si nécessaire.

e Puis la méduse d’ADN a été déposée sur la lame puis recouverte d’une lamelle.

¢ Nous avons observé rapidement au grossissement x400 et au grossissementx 1000 en

présence d’huile d’immersion.
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4. Quantification et qualité de ’ADN extrait

La quantité et la qualité en ADN sont des facteurs importants pour une observation ou
une opération ultérieure. Parmi les méthodes permettant de mesurer la quantit¢ d’ADN

isolé, la spectrophotométrie était la méthode utilisée dans cette etude.

La quantité d'’ADN extrait a été évaluée en utilisant le spectrophotométre a la longueur

d’onde 260 nm, en tenant compte du fait que: 1 unité de DO a 260 nm équivaut a 50 pg/ ml
d'ADN.

La DO d'une dilution au 1 /50 de la solution mére est donc mesurée a 260 nm (Brodeur
et Toussaint, 2015). La concentration de I'ADN est calculée en utilisant la formule

suivante :

Concentration de I’ADN (ug/ml) = 50 (ug/ml) x (facteur de dilution) x DO260 nm

Dans notre cas nous avons quantifié I’ADN dans une solution diluée 4 fois.

Pour évaluer la pureté de notre ADN, nous avons mesuré 1’absorbance aux longueurs

d’ondes 260 nm et 280 nm. Puis le rapport DO260 nmyDO(280 nm) @ été calculé.

5. Conservation de ’ADN

La Méduse d’ADN a été récupérée et conservée dans un tube contenant de I’alcool

a 96% et sous une forme séche.

Pour la forme séchée, I’ADN a été retiré de 1’éthanol, séché et maintenu tel quel

dans un tube eppendorf.
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6. Précipitation et récupération

L’extraction de I’ADN qui a été réalisée a partir d’oignon par une méthode simple

utilisant seulement un détergent ménager, du NaCl et I’¢thanol a 96%, nous a permis d’obtenir

les résultats suivants.

Le rajout de I’éthanol délicatement, contre la paroi du tube, entraine la formation de

deux phases. (Fig. 14)

Phaze alcoolique

Interphase

Lysat

Figure 14: Précipitation de I’ADN

La densité de I’éthanol a 96% est de 0,81 g/cm® c’est & dire plus faible que celle du lysat.
Pour cela dans le tube, on observe la présence de deux phases, une phase inferieure

correspondant au lysat et une phase supérieure correspondant a la phase alcoolique.

L’ADN qui précipite sous ’action de 1’éthanol se présente sous la forme de filaments
enchevétrés, regroupés en ce qu’on appelle méduse d’ADN. La méduse d’ADN va se former

en interphase et monter jusqu’a la surface de la phase alcoolique. (Fig. 15)
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Figure 15: Etape de formation de la méduse d’ADN
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Lors du processus de lyse, les interactions entre les molécules qui composent la paroi, la
membrane cellulaire et la membrane nucléaire sont modifiées ou détruites, permettant la
libération des acides nucléiques. Les solutions basiques, les détergents ou les agents
chaotropiques permettent de dissoudre la membrane cellulaire (Sambrook et al., 1989). Dans
notre cas nous nous sommes basés sur la présence d’un détergent ménager et une tres faible

concentration en NaCl.

Une fois qu’une partie des lipides et des protéines Soit éliminée, I’ADN est récupéré.
Pour ce faire, de I'éthanol est ajouté au lysat ce qui réduit les forces répulsives entre les chaines

et permet & I'ADN de se replier sur lui-méme, le rendant insoluble. (Loura et al., 2014)

La précipitation des protéines est réalisée a haute force ionique par ajout de NaCl
(Harry et al, 1998). Or dans notre cas la concentration en NaCl et trés faible puisqu’elle est de
13,5 mM au lieu des 5 M prévus dans ce type de manipulations, donc incapable de faire
précipiter toutes les protéines. La faible concentration en NaCl n’a pas permis non plus
d’¢éliminer les polysaccharides qui sont a une concentration €élevée dans 1’oignon. Ces molécules
sont connues pour précipiter avec I’ADN ce qui diminue la pureté¢ de ce dernier. Pour une
élimination totale des polysaccharides, la concentration en NaCl doit étre d’au moins 0,5 M

(Fang et al., 1992 ; Ripoll et al., 2011).

Il existe différents matériels pour broyer les tissus végetaux, mais pour obtenir une
bonne granulomeétrie sans altération des tissus, le broyage dans un mini-mortier et au pilon dans
I’azote liquide est la méthode la plus fiable. Il faut obtenir une poudre fine sans que I’échantillon

subisse une décongélation. La qualité du broyage est essentielle car trop broyés, les tissus sont
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dégradés, et pas assez broyés, ils ne permettent pas un acces optimum au tampon d’extraction
(Benedit et al., 2018)

7. Reésultats de la révélation de la présence de ’ADN

La révélation de la présence d’ADN a été réalisée avec ou sans coloration, a I’ceil nu ou

au microscope optique.

7.1. Observation de 1a méduse d’ADN sans coloration

La méduse a été récupérée a partir de 1’éthanol et déposée dans un verre de montre.

L’observation a I’ceil nu a permis d’obtenir le résultat présenté en (Fig.16)

Figure 16: Méduse de I’ADN

Ensuite, une observation au microscope optique a été réalisée. La méduse doit étre

examinée rapidement pour éviter le desséchement afin que 1’observation soit nette. (Fig. 17)
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Figure 17: Observation microscopique d’une méduse de
I’ ADN (grossissement x 1000) sans coloration

En réalité ce que nous observons c’est des fibres constituées trés probablement d’ ADN,
de protéines et de polysaccharides. Une coloration avec des colorants spécifiques nous

permettra de confirmer la présence d’ADN.

7.2. Observation de la méduse d’ADN avec coloration

7.2.1. Observation a il nu de la méduse d’ADN

Nous avons coloré la méduse d’ADN en utilisant deux colorants : le vert de méthyle et
le bleu de méthyléne. (Fig. 18)

La coloration avec le bleu de méthyléne et le vert de méthyle nous a permis d’observer
les résultats suivants :

Figure 18: Méduse de I’ADN colorée avec le vert de méthyle (A) et le
bleu de méthyléne (B)
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e Lacoloration de la méduse avec le vert de méthyle indique la présence d’ADN.
Dans une réaction entre I'ADN et le vert de méthyle, en lI'absence de toute autre substance
susceptible de réagir ou d'interférer, on pourrait s'attendre a une proportion steechiométrique,
car les groupes basiques du colorant seraient vraisemblablement liés aux groupes
phosphoriques de I'ADN. (Johan et al., 1965)

e La coloration de ’ADN est due au fait qu’il a une charge négative et que le vert de
méthyle a une charge positive. De plus ce colorant entraine une condensation des molécules
d’ADN. Le vert de méthyle a la particularité, parmi les colorants cationiques (basiques), de

posséder deux charges positives sur le cation. (Johan et al., 1965)

L’observation de la méduse apres coloration au vert de méthyle et lavage a I’eau nous a

permis d’observer une méduse plus condensée et ayant retenu le colorant (Fig. 19).

Figure 19: Méduse d’ADN aprés lavage

e Le bleu de méthyléne chargé positivement interagit électrostatiquement avec les
phosphates du squelette chargés négativement de I'ADN (Farjami et al., 2010). Ce phénomeéne

a permis la coloration de la méduse d’ADN par le bleu de méthyléne également.

7.2.2. Observation au microscope optique de la méduse d’ADN
Une observation au microscope optique, de la méduse d’ADN, a été réalisée apres
coloration au vert de méthyle. L’échantillon doit étre examiné rapidement pour éviter le

desséchement afin de garantir une observation nette.

28



Chapitre V : Résultats et Discussion

Figure 20: Observation microscopique de I’ADN
(grossissement x 400)

Figure 21: Observation microscopique de I’ADN (grossissement X 1000)

Figure 22: Observation microscopique de I’ADN
(grossissement x 1600)
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Les résultats obtenus apreés 1’observation au microscope photonique (Fig. 17, 20, 21, et
22) nous permettent de dire que des fibres d’ADN apparaissent clairement. Mais ces fibres
correspondent trés probablement a de I’ADN et des protéines. Une longue molécule d'ADN
d'un diamétre de 2 nm est enroulée autour de I'octameére d'histone central, qui se compose des
protéines d'histone H2A, H2B, H3 et H4, et forme un "nucléosome”, qui est I'ensemble le plus
élémentaire de I'ADN. (Kazuhiro et al., 2008). Cette structure ne peut étre observée au

microscope optique quelques soit la résolution de 1’appareil.

En effet, les molécules d’ADN ne peuvent étre observées qu’au microscope
électronique (ME), appareil qui permet une observation a haute résolution des caractéristiques
de I'ADN, par exemple Taille, structure et distribution des bases. (Jin et al., 2023)

En microscopie photonique, il est possible de déterminer la résolution atteignable en
divisant la longueur d’onde par I’ouverture numérique (ON), ce qui donne une résolution
maximale de 160 a 200 nm selon les parametres optiques utilisés. 1l est donc difficile de
visualiser une grande majorité des structures cellulaires dont la taille se situe en dessous de la
limite de résolution de la microscopie photonique, telles que les organites (moins de 500 nm)
ou les protéines (environ 10 nm). La microscopie électronique est quant a elle 20 a 40 fois plus

résolutive. (Marine et al., 2023)

8. Quantification et qualité de ’ADN extrait

La quantité et la qualité de notre solution d’ADN ont été évalués au spectrophotometre,
en utilisant les longueurs d’ondes 260 nm et 280 nm. La solution d’ADN a été diluée 4X. Les

résultats obtenus sont les suivants :

Tableau 1: Résultats Spectrophotométriques

Longueur d’onde 260nm 280nm

Absorbance 0,191 0,204
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8.1. Mesure de la concentration d’ADN

Le dosage de la quantit¢ d’ADN dans nos échantillons a été effectué¢ en mesurant

l'absorbance a 260 nm. La concentration d’ADN a été calculée gréace a la formule suivante :

Concentration de I’ADN (pg/ml) = 50 (ug/ml) x 4 x 0,191 =38,2 pug/mi

Nous constatons que la quantité d’ADN est assez réduite. Alors que dans notre cas,
I’échantillon constitué¢ de 50 g d’oignon a été broyé pendant 2 a 3 minutes mais cela ne nous a
pas permis de récupérer beaucoup d’ADN, car il est trés probable que les cellules de la totalité
de I’échantillon d’oignon n’ont pas été lysées. Un broyage en présence de sable ou de billes de
verre pourrait améliorés la lyse mécanique de nos cellules. Le lysat cellulaire pourrait étre plus
riche en ADN si I’échantillon est congelé avant la lyse mécanique. Dans notre cas nous avons
en réalité combinés une lyse mécanique (broyage) et une lyse chimique (détergent ménager et
le NaCl).

8.2. Mesure du degré de pureté de ’ADN
La pureté de notre échantillon d'’ADN a été évaluée en mesurant les absorbances aux
longueurs d’ondes 260 nm et 280 nm a I'aide d'un spectrophotométre UV/visible.

Le rapport R = Azeonm / A2sonm

Le rapport: R =0,191/0,204 =0,93

Le rapport des densités optiques de notre échantillon est de 0,93, ce qui est
considérablement faible, car pour une solution d’ADN pure, le rapport devrait étre de 1,8. Par
conséquent, I’ADN n’est pas pur. Un ratio inférieur & 1,8 indique une contamination de
I’échantillon par une grande concentration de protéines (Babadi et al., 2022). 1l s’agit trés
probablement de protéines histones et non histones.

Généralement, l'intensité de I'absorbance sous UV de solutions d’/ADN aux longueurs
d'onde de 260 nm et 280 nm indique la pureté de I’ADN. L'ADN absorbe la lumiére UV a 260
nm et 280 nm, tandis que les protéines aromatiques absorbent les UV a 280 nm.

L'évaluation du rapport DO2sonm /DO2gonm indique que 1’ utilisation de détergent ménager
et du NaCl, mais a une tres faible concentration, n’a pas permis d'obtenir un ADN pur. En effet
de nombreux protocoles recommandent des extractions au NaCl 5 ou 6 M ou au phénol saturé,
pour éliminer toutes les protéines et autres contaminants. C’est seulement dans ces conditions

que les protéines pourront étre separées des molécules d’ ADN.
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Pour des études de génomique les méduses d’ADN ne peuvent étre utilisées, pour cela
il faut décontaminer 1’hélice d’ADN de toutes les macromolécules qui I’accompagnent que ce
soit protéines ou les éventuels polysaccharides puisque dans notre cas, la plante qui est de

I’oignon en est tres riches.

9. Résultat conservation de ’ADN

La Méduse d’ADN a été conservée dans un tube contenant de 1’alcool a 96% et sous
une forme séche. Dans le premier cas la méduse a été récupérée puis remise dans 1’éthanol a
96%. Pour I’ADN séché, la méduse a été récupérée puis séchée et conservée dans un tube

eppendorf fermé. Voir (Fig. 23)
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Figure 23: conservation de I’ADN
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L’extraction et la purification des acides nucléiques sont essentielles, pour un grand
nombre d’études génomiques. Cependant beaucoup de protocoles utilisent des produits qui sont
plus ou moins dangereux pour le manipulateur. Pour cela nous avons opté pour une méthode

trés simple et en méme temps sans danger pour le manipulateur.

Dans notre protocole, nous avons tout d'abord effectué la lyse des cellules de 1’oignon
(Allium fistulosum), puis I'ADN a été récupéré et précipité a I'éthanol 96%. La quantité d'ADN
obtenue est tres faible, s'élevant a 38,2 pg/ml. Ceci est vraisemblablement dd a la lyse des
cellules et notamment 1’étape de broyage. En effet nous pensons que cette étape est cruciale
pour garantir un bon rendement en ADN. Notre solution d'ADN était fortement contaminée par

les protéines, comme en témoigne le rapport DO260o/DO2go qui est égal a 0,93.

L’observation au microscope optique, des méduses d’ADN coloré au vert de méthyle et
non coloré a permis de mettre on évidence des fibres nettes aux grossissements x1000 et
x1600. Cependant, ces fibres correspondent trés probablement a I’ADN combiné a des
protéines. En effet puisque I’ ADN est coloré par le vert de méthyle et que les molécules d’ADN
seul ne peuvent pas étre observées par le microscope optique, nous pouvons conclure que les
structures révélées ne sont pas constituées d’ADN seulement mais aussi de protéines puisque

le rapport de pureté a révélé la présence d’une proportion assez élevée.

L’ADN ainsi extrait ne peut étre utilis¢ pour des études ultérieures en Biologie

moléculaire (PCR, Séquengage...)

Pour garantir un bon rendement en ADN, il est préférable que 1’extraction se fasse dans

les conditions suivantes :

v Exploitation totale de toutes les cellules de 1’échantillon, en utilisant des moyens de lyse
des cellules performants notamment le broyage en combinaison avec d’autres moyens comme
la congélation.

v" Utiliser d’autres méthodes, pour extraire de I’ADN, comme le Salting-out ou les kits
généralement sans danger. L’ADN doit étre débarrassé de toutes les protéines pour étre utilisé
en génomique

v" Notre travail pourrait étre poursuivi par : 1’élaboration de moyens pour la purification

de ’ADN a partir des méduses.
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