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Résumé

Les a-amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie et a
1’échelle industrielle. Ces enzymes sont produites en industrie essentiellement par des sources
microbiennes notamment les bactéries du genre Bacillus.

Dans cette ¢tude le géne de I’ a-amylase thermostable produite par la souche Bacillus
subtilis TLO3 a été clone et exprimé dans une bactéerie Escherichia coli BL21 compétente.
L’ADN génomique de la souche Bacillus subtilis TLO3 a été extrait par une technique de «
Salting out » et le géne alpha amylase a été amplifié en utilisant une PCR qui est basé sur
’utilisations de la Taq polymérase a haute fidélité. Ceci a permis d’obtenir un géne d’alpha
amylase avec des extrémités franches, et le produit de PCR a été analysé par une
électrophorése sur gel d’agarose pour contrdler la taille du géne qui est de 1980 bp ; puis a été
purifié en utilisant un Kit de purification.

Le produit PCR purifié a subit un clonage blunt réalisé par un kit de clonage et

d’expression (PEASY®-Blunt E1 Expression Kit). Les plasmides recombinants ont été
incorporés dans la bactérie compétente E. coli BL21(DE3) par un choc thermique.
Par la suite une sélection sur la base de la résistance a I’ampicilline a été réalisée pour
sélectionner les transformants ayant acquis la résistance et donc le vecteur porteur du géne a-
amylase cloné. Les bactéries transformees ont été cultivées sur des boites LB- ampicilline,
parallélement avec des bactéries témoins négatives.

Enfin, I’expression du géne o-amylase de la souche Bacillus subtilis TLO3 par la
bactérie E. coli BL21 a été verifiée. L'analyse SDS-PAGE suivi d’une zymoghraphie des
protéines de la culture de cellules E. coli recombinantes, a montré d’une bande d’un poids
moléculaire de 72 kDa; correspondant a la taille de 1’enzyme a-amylase de Bacillus
subtilisTLOS3.

Mots clés : alpha amylase ,Bacillus subtilis ,Escherichia coli BL21, clonage moléculaire
,expression hétérologue .



Abstrac

a-amylases are among the most important enzymes in biotechnology and at the industrial
level. These enzymes are produced in industry mainly by microbial sources including bacteria
of the genus Bacillus

In this study, the gene of a thermostable a-amylase produced by Bacillus subtilis TLO3 strain
was cloned and expressed in a competent Escherichia coli bacterium.
The genomic DNA of the strain Bacillus subtilis TLO3 was extracted by a “Salting-out”
technique and the a-amylase gene was amplified using a PCR that is based on the uses of Taq
high-fidelity polymerase. This allowed to obtain a gene of a-amylase with blunt ends. The
PCR product was analyzed by agarose gel electrophoresis to control the gene size which is
1980 bp; then was purified using a purification Kit.

The purified PCR product underwent a blunt cloning using a cloning and expression Kit
(PEASY®-Blunt E1 Expression Kit). The recombinant plasmids were incorporated into the
competent bacteria E. ColiBL21(DE3) by a heat shock.
Subsequently, a selection based on ampicillin resistance was realized to select the
transformants that acquired the resistance and thus the vector that carries the cloned a-
amylase gene. The transformed bacteria were grown on LB-ampicillin plates in parallel with
negative control bacteria.

Finally, the expression of the Bacillus subtilis TLO3 a-amylase gene by E. coli BL21 was
examined. The SDS-PAGE analysis followed by an amylase zymoghraphy of recombinant E.
coli cell culture proteins showed bands with a molecular weight of 72 kDa; corresponding to
the size of the a-amylase enzyme of Bacillus subtilis TLO3

Keywords:alpha amylase , Bacillus subtilis , Escherichia coli BL21 , molecular cloning , hete

rologous expression.
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1. Introduction générale

Compte tenu de la demande sans cesse croissante de procédés industriels et de
produits d'entretien ménager rentables, a faible consommation d'énergie et respectueux de
I'environnement, la production d'enzymes occupe une place essentielle dans le domaine de la
biotechnologie ou leur utilisation est préférée aux procédés chimiques car elles offrent un
certain nombre d'avantages, notamment de meilleurs rendements et des économies de co(ts,
un respect de I'environnement, une plasticité et une grande disponibilité. L'hydrolyse
enzymatique permet également un meilleur controle de la spécificité de la réaction et de la
stabilité des produits générés (Truppo, 2017).

Parmi ces enzymes a large application commerciale, on trouve les amylases.

Aujourd'hui, un grand nombre d'amylases microbiennes sont disponibles dans le
commerce et elles ont presque complétement remplacé I'nydrolyse chimique de I'amidon dans
I'industrie de transformation de lI'amidon (Elyasifar, Ahmadi, Khosroshahi, & Dilmaghani,
2019). Les amylases sont parmi les enzymes, celles qui occupent une place de choix. Ce sont
les plus importantes et sont d'une grande importance en biotechnologie,constituant une classe
d'enzymes industrielles représentant environ 25% du marché mondial des enzymes
(OZDEMIR, CIHAN, Kilic, & Cokmus, 2019). Leur importance réside dans leurs
applications potentielles dans un grand nombre de processus industriels tels que I'industrie
alimentaire, la fermentation, le textile, le papier, les détergents et les produits
pharmaceutiques...Aussi, avec les progreés de la biotechnologie, 1'application des amylases
s'est développée dans de nombreux domaines tels que la chimie clinique, médicinale et
analytique, ainsi que leur application généralisée dans la saccharification de I'amidon et dans
I'alimentation, du brassage et de la distillation (Elyasifar et al., 2019).

Les a-amylases (EC 3.2.1.1) sont des hydrolases endoglycosyliques qui clivent
aléatoirement les liaisons a-1,4-glycosidiques présentes dans I'amidon. Cette réaction génére
des oligosaccharides linéaires et ramifiés de différentes longueurs(Kannan& Kanagaraj, 2019)

Les systemes fongiques et bactériens sont largement utilisés dans la production de 1’a-
amylase. En ce qui concerne les bactéries, les Bacillus est préféré en raison des nombreux
avantages caractéristiques qu’offre ce genre (Daniel, Sudantharadevi, & Sowmiya, 2017).
’utilisation de ce dernier a connu un développement considérable en raison de sa capacité de
production économique en vrac des enzymes et de sa facilité de culture pour la production
d’enzymes performantes avec de bonnes propriétés (ex : thermostabilité)(Teodoro & Martins,
2000).

Ce genre est considéré comme un modele, car il a été largement étudié et grace a sa

diversitée, son genome entierement séquencé et sa facilitt de transformation en
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laboratoire(Errington & Aart, 2020). Aussi, sa culture aisee et sa maniabilité ont permis son
exploitation dans divers domaines ce qui lui confere une valeur économique et scientifique
trés importante (Borriss et al., 2018).

De plus, la capacite des espéces du genre Bacillus de former des spores trés résistantes dans
des conditions non favorable et la production d'une grande variété d'enzymes lui ont permis
d’occuper une place trés importante dans I’industrie.

La faible incidence de pathogénicité, a mené a I’utilisation de I’espéce bacillussubtilis dans un
large champ d’applications industrielles notamment le domaine médical, agro-alimentaire,
écologique. Elle occupe également une place importante dans la production des les enzymes
(Bouhairi, 2017).

Cependant, souvent ces microorganismes producteurs d’enzymes industrielles ne
peuvent pas atteindre des productions satisfaisantes est nécessitent des conditions de culture et
d'induction spéciales. Ainsi, parfois il est nécessaire d’utiliser un consortium d’enzymes dans
certaines applications industrielles (exemple : saccharification et fermentation dans la
production de bioethanol). Donc, pour palier a ces contraintes 'un des moyens est
I’expression hétérologue de ces enzymes dans un organisme hote. Cette expression qui se fait
suite au clonage du gene codant pour I’enzyme d’intérét, permet de produire de grandes
quantités sans I’utilisation de milieux de culture fastidieux, et aussi offre la possibilité
d’exprimer plusieurs enzymes par une méme souche et ainsi contourner les limitations des
cocultures.

Dans ce contexte 1’objectif de ce travail est de cloner et d’exprimer le géne d’une
alpha amylase thermostable caractérisée, de la souche de Bacillus subtilisTLO3préalablement
isolée et dont le génome a été completement séquencé et annoté et dans une bactérie hote E.

coli
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1. Legenre Bacillus :

Les Bacillus sont de bactéries a Gram positif, en forme de batonnets, souvent groupées
en chainettes ou isolées, elles sont aérobies ou anaérobies facultatives, formant des spores
(quand les éléments nutritifs sont épuisés ou en conditions de stress), et trés souvent mobiles
sauf BacillusAnthracis. Le genre Bacillus est parmi les microorganismes les plus abondants et
omniprésents dans la nature, son principale habitat est le sol(Camille, 2014). Ce genre est
devenu trés exploité dans plusieurs applications ou il représente une source d’enzymes
industrielles telles que : les protéase , cellulase ,amylase ...

Dans L'industrie pharmaceutique il est impliqué dans production des antibiotiques,
fabrication des médicaments et des vaccins (Kunst et al., 1997). Les Bacillus sont capables
aussi de sécréter des biomolécules, telle que : les biosurfactants utilisés dans I’industrie
pétroliere et alimentaire (Banat et al., 2010; Kaya-Ongoto & Kayath, 2018).

1.1. Bacillus subtilis :
1.1.1Généralité et description :

L’avancement des connaissances en matiere de microbiologie, biologie moléculaire et
biotechnologie a permis d’élargir le champ d’application des micro-organismes dans le cadre
d’une exploitation industrielle a grande échelle. Parmi les micro-organismes exploités, on
trouve Bacillssubtilis qui occupe une place importante dans 1’histoire de la bactériologie. Elle
est aussi parmi les especes les mieux caractérisées du point de vue génétique et biochimique.
Appelé a l'origine Vibriosubtilis en 1835, cet organisme a été renommé Bacillus subtilis en
1872. C’est une bactérie ubiquitaire a Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant se
développer en anaérobiose en présence de nitrate comme accepteur final d’électron, mobile
par des flagelles péritriches, on les trouve naturellement dans le sol et la végétation. Bacillus
subtilis croit dans une température mésophile. La température optimale est de 25° a
35°(Kovacs, 2019). En cas de stress (conditions acides, osmotiques, alcaline), ou de
famine, Bacillus subtilis développe un ensemble de stratégies qui permettent la survie dans
ces conditions difficiles. Une stratégie, par exemple, est la formation d'endospores résistantes
au stress. Une autre stratégie est I’acquisition d'ADN externe, qui permet aux bactéries de
s'adapter par recombinaison (McKenney, Driks, & Eichenberger, 2013; Piggot & Hilbert,
2004).

C’est une bactérie modele tres étudiée dont le génome, entierement séquencé, est
facilement transformable au laboratoire. Sa culture aisée et sa maniabilité ont permis son
exploitation dans divers domaines ce qui lui confere une valeur économique et scientifique

trés importante(Guoyan et al., 2019) .
~19~
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1.1.2 Classification :

Tableaul : La classification de Bacillus Subtilis(Kovacs, 2019).

Domaine

Phylum

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

Bacteria

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus spore

Subtilis

1.1.3Structure de Bacillus subtilis:

Figure 1: Vue sous microscope d’une Bacillus subtilis et son endospore.
A : Observation au microscope électronique a balayage MEB d’une bactérie B. subtilis ;
B : Observation au microscope électronique a transmission d’une spore de Bacillus

subtlis. (Bouhairi, 2017)

La paroi de BacilllusSubtilisest composée de (10-20) couches de peptidoglycane, qui

est un polymeére de sucres et d'acides aminés. Son génome est composé d’un chromosome

circulaire dont la taille totale est de 4 214 814 pbet un pourcentage de 43.5% en GC. Au total,

4100 genes ont été identifié dont 271 sont indispensables a la survie de la bactérie (Bouhairi,

2017).

Sur les 4100genes 79 sont considérés comme essentiels(le métabolisme ;division ;traitement
de I’information ) (BARICH, 2018).

1.1.4Applications de Bacillus Subtilis:

1.1.4.1 Production d’enzymes:

B. subtilisest connue par la production des enzymes importantes industriellement .Ces

enzymes produites possedent diverses applications industrielles :
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Tableau 2 : Exemples des applications industrielles des enzymes

Enzyme Souche Température | pH Poids Applications | Reéférences
moléculaire
Ex: B.subtilisTLO3 | 70 ° 7 | 72 KDa Bioéthanol (Choubane &
alpha- Boulangerie | Cheba, 2017)
amylase
Cellulase | B. subtilisYJ1 |60 ° 7.5 | 32.5KDa L'industrie (Yin, Lin, &
des Xiao, 2010)
biocarburants
Lipase B. subtilisl-4 50 ° 7 | 55 KDa Production du | (Igbal &
biodiesel Rehman,
2015)
Protéase | B. subtilis 70° 8 | 20 KDa Les (Mane &
Alkaline | N CIM 2713 détergents Bapat, 2001;
Schallmey,
Singh, &
Ward, 2004)

1.1.4.2 Production des antibiotiques :

Durant les premiers stages de la sporulation, B. subtilisest capable de produire
plusieurs antibiotiques de structures variées, une moyenne d'environ 4 a 5% de son génome
est consacré a la production de surfactine,

ces antibiotiques :mycobacilline,

bacilysine,bacitracine, difficiidine,amicoumacine,
Vinodkumar, Renukadevi, Rajamanickam, & Jogaiah, 2019; Stein, 2005).

1.1.4.3Production de biofilms :

mycobacilline,Rhizocticine(Nakkeeran,

Des amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’une matrice polymérique et
attachés a une surface appelé biofilm sont produite par B. subtilis quand les conditions du
milieu environnant sont favorables, les biofilms sont utilisées pour la protection de
I'environnement Par une technologie des bioréacteurs, appliquées a la purification des eaux
usees et de l'air Usé, a la dépollution des sols et a la décomposition des déchets solides
(Bruck, Delvigne, Dhulster, Jacques, & Coutte, 2019; Morikawa, 2006).
1.1.4.4 Indicateur biologique de stérilisation :

Les spores de B. subtilissont utilisées comme indicateur biologique pour valider les
procédures de stérilisation grace de leur résistance élevée aux procédures de stérilisation, par
conséquent, un procéde qui neutralise ces spores assure une élimination complete des autres

microorganismes ("US Pharmacopeia,” 2020).
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2. Alpha-amylase
2.1 Définition des alphas-amylases :

Laplus ancienne référence historique concernant l’utilisation commerciale d’enzymes
remonte & une description de fabrication du vin dans 1’ancienne Babylone (2100 av JC) ;
I’utilisation de microorganismes comme source d’enzymes pour les fermentations était tres
répandu dans les anciennes civilisations (Hames, Hooper, & Houghton, 2006). Les amylases,
sont un groupe d'enzymes (a-amylase, la B-amylase et la glucoamylase) qui hydrolysent les
liaisons glucosidiquesa (1-4) glucane eto (1-6)-glucane présentes dans I'amidon a différentes
endroits. Cependant, les découvertes récentes de nouvelles enzymes et de nouveaux effets
d'enzymes connues sur I'amidon et les connaissances accumulées sur les structures primaires
et tertiaires des enzymes ont élargi le concept d'amylase (Ozturk, Denizci, Ogan, & Kazan,
2014).

2.2 Alpha-amylase :

Les a-amylases (E.C.3.2.1.1) sont des enzymes hydrolytiques qui peuvent cliver
aléatoirement des liaisons a-1,4-glycosidiques dans les molécules d'amidon pour générer des
polymeéres progressivement plus petits constitués dunités de glucose .La plupart des a-
amylases appartiennent a la famille des glycosides hydrolases 13 (GH13)(Uygut& Tanyildizi,
2018) .
2.3Caractéristique des alphas amylases :

2.3.1 Poids moléculaire :
Le poids moléculaire des a- amylases varie d’une origine a I’autre et d’une espece a 1’autre. Il
est compris entre 40.000 et 90.000 daltons. Celui des a- amylases de levure, s’échelonne
entre 40.000 et 70.000 daltons (Gupta, Gigras, Mohapatra, Goswami, & Chauhan, 2003).

2.3.2 PH optimum :
Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 5 a 8, avec un optimum
se situant entre 4 a 5 pour les a-amylases fongiques et un optimum supérieur a la neutralité 6
a 8.5 pour les a-amylases bactériennes. Pour les levures, I’enzyme requiert, selon les especes,
des pH entre 4 a 6(Gupta et al., 2003) .

2.3.3 Température optimum :
Les amylases microbiennes, quant a elles, ont une forte thermostabilité (30°C-60°C) et leur
température optimale peut étre plus élevée, se situant entre 40°C et 70°C et (Ohdan et al.,

1999). Selon l'origine et les espéces, les a- amylases ont des tempeératures optimales
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comprises entre 40°C et 90°C(Nouadri, 2011) .
2.4 Nomenclature de I’a-amylase :
e Nom codifié : E.C.3.2.1.1 ;
e Nom commun : a-amylase ;

e Nom systhématique : 1,4-a -D-glucane-4-glucano hydrolase ;

® Synonymes : glycogénase, endoamylase, taka-amylase, maxilase.

2.5 Structure d’alpha amylase :

Figure 2 : Structure tridimensionnelle de 1’alpha -amylase avec ses trois domaines
distincts :

A (rouge), B (vert) et C (bleu)(de Souza & de Oliveira Magalhdes, 2010).

L'alpha amylase a une structure tridimensionnelle capable de se lier au substrat, et par
I’action des groupes catalytiques hautement spécifiques, favorise la rupture des
liaisonsglycosidiques(de Souza & de Oliveira Magalhdes, 2010) . La protéine contient trois
domaines : A, B et C (Figure 2).Le domaine (A) a une structure a tonneau TIM a N-terminal
et se trouve entre les domaines B et C. Le domaine (B) consiste en une longue boucle qui
déborde entre le brin -p 3et I’hélice -a 3. Enfin, le domaine (C) a une structure en feuillet f lié
au domaine A. Le tonneau TIM (o/B)8 est constitué de huit brins f et huit hélices a qui
s’alternent. Le tonneauContient quatre régions trés conservées tres reliées au site actif présent
dans toutes lesa-amylases. Ces régions couvrent les brins B3, B4, BS et B7 et sont utilisées

pour définir lafamille de I’a-amylase (CHOUBANE, 2017)
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2.6 Sources et origines de ’alpha amylase :

Les a-amylases sont des enzymes omniprésentes produites par les plantes, les animaux et
les microbes, ou elles jouent un role important dans le métabolisme des glucides. Les Alpha-
amylases de sources végétales et microbiennes ont été utilisées pour siécles comme additifs
alimentaires(KOLLI Narimane, 2014) .

Les amylases d'orge ont été utilisées dans l'industrie brassicole. Les amylases
fongiques ont été largement utilisées pour la préparation des aliments orientaux (Z. Liu et al.,
2012). Actuellement c’est les amylases fongiques et bactériennes qui sont les plus utilisées en
industrie grace a leur grande stabilité(Dey, Kumar, Banerjee, Chandna, & Kuhad, 2016) .

2.7 Applications :

Vu leur propriétés intéressantes et leurs potentiel biotechnologiques les alpha-
amylases ont acquis une place de choix dans la recherche et les différents secteurs
économiques. De ce fait, les alpha-amylases ont beaucoup d’applications car elles ont une
grande stabilité, sans danger pour I’homme et I’environnement et présentent de bons
rendements. Il existe de nombreuses applications qui motivent la recherche pour produire
cette enzyme de maniére optimale, slre et pratique (Gupta et al., 2003; Sharma &
Satyanarayana, 2013) .

Les alpha-amylases sont parmi les hydrolases .Les amylases sont utilisées dans des
applications de transformation d'amidon, le désencollage des textiles, le dimensionnement du
papier, comme additif détergent, et I'amélioration du pain, les industries pharmaceutiques,
I'éthanol et d'autres procédés de fermentation (Elyasifar et al., 2019). Dans ce contexte, il est a
noter leur utilisation pour des études structurales de molécules les plus importantes pour
toutes les industries a base d'amidon, et leur commercialisation est la plus ancienne, avec une
premicre utilisation en 1984 a partir d’Aspegillusoryzaeconnu sous le nom de «Taka diastase»
comme produit pharmaceutique pour le traitement de désordres digestifs comme elles sont
utilisées aussi comme agent anti inflammatoire(Minoda, Koyano, Arai, & Yamada, 1968).
Aujourd'hui, les amylases détiennent la plus grande part du marché mondial des
enzymes(Shruthi, Achur, & Nayaka Boramuthi, 2020).
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3.Clonagemoléculaire

1.1 Définition du clonage :

Le clonage moléculaire est I’une des techniques de base de génie génétique. Il désigne
principalement le processus de multiplication d'un organisme, d'une cellule souche ou d'un
géne d'une méme entité originale, en grand nombre d'exemplaires identiques (soit in vitro,
soit in vivo)(Brown, 1990).

3.2Un bref historique :

Le clonage moléculaire est une technique révolutionnaire du génie-génétique, mais qui
est le fruit de I’accumulation de découvertes majeures, dont les plus marquantes sont
comme suit ("GenScript," 2020) :

1961 : Premiere nucléase isolées.

1962 : Publication d'un modéle de recombinaison d’ADN dans les phages.

1967 : Isolement et caractérisation d’ADN ligase.

1972 : Premiere transformation d’’E. coli.

1976 : La synthése du premier géne synthétique.

1977 : Séquengage d’ADN par la méthode de Sanger et développement du premier

vecteur de clonage pBR322 .

1983: PCR inventée.
3.3 Le principe du clonage moléculaire :

Le clonage moléculaire traditionnel s’appuie sur des €tapes indispensables :

e Extraction des acides nucléiques (ADN, ARNm, synth¢se d’ADNc).

e Séparation électrophorétique des acides nucléiques et visualisation.

e Fragmentation enzymatique d’ADN : par les enzymes de restriction qui coupent
sélectivement I'ADN exogene et pas I'ADN bactérien car il est protégé par une
enzyme appelée méthylase. Ou fragmentation mécanique par méthode shotgun .

e L’insertion d’un fragment d'ADN (insert) dans un vecteur appropri¢ (plasmides,
BAC, rétrovirus) contenant des génes de résistances aux antibiotiques.

e Ligature de ’ADN par ADN ligase dans une stratégie de clonage d’'un ADN sur un
vecteur.

Le nouveau vecteur ainsi créé sera ensuite introduit dans une cellule hote, en générale

la bactérie Escherichia coli.
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e Transformation
bactérienne : il  existe plusieurs méthodes pour introduire un vecteur
dans une bactérie: Méthodes physico-chimiques, Choc thermique ou électrique
(éléctroporation) (CARCY, 2018)
e Sélection colorimétrique de bactéries contenant un vecteur recombinant :
Les marqueurs de sélection les plus utilisés sont les génes de résistance aux
antibiotiques : I'ampicilline, la tétracycline, le
chloramphénicol et la kanamycine (CARCY, 2018).
Sélection bleu/blanc : le vecteur porte le gene lacZ (codant pour la B-galactosidase)
Cette enzyme transforme également le X-galactose (X-gal) incolore en un produit
bleu qui s’accumule dans les cellules. Si un fragment d'ADN est inséré dans le
géne lacz, celui-ci ne sera plus fonctionnel et la conversion du X-gal ne sera plus
possible. Les colonies resteront blanches. En absence d’insert, le géne lacZ sera
fonctionnel et la colonie bactérienne deviendra bleue (Karl Perron, 2007).
e La construction d’une banque d’ADN génomique ou ADNc (complémentaire)
(CARCY, 2018).
3.4Stratégies du clonage moléculaire :
3.4.1Clonage traditionnel (Clonage de restriction) :

Egalement appelé clonage PCR, nécessite I'utilisation de la réaction de polymérisation en
chaine (PCR) pour amplifier la séquence matrice d'intérét (généralement le géne d’intérét) et
ajouter des sites de restriction aux extrémites de la séquence. Des enzymes de restriction sont
utilisées pour couper a la fois la matrice d'intérét et le vecteur cible, et 'ADN ligase est
utilisée pour joindre les extrémités collantes de la matrice et du vecteur ensemble. Cependant,
le clonage traditionnel peut étre lourd et les réactifs nécessaires peuvent étre
colteux("Molecular Cloning Handbook," 2016) .
3.4.2Le clonage TA :

Egalement appelé clonage rapide ou clonage T est une technique de clonage qui ne
nécessite pas l'utilisation d'enzymes de restriction et qui est plus rapide que le clonage
traditionnel. La technique repose sur la capacité de I'adénine (A) et de la thymine (T) (paires
de bases complémentaires) sur differents fragments d'/ADN a s’hybrider et en présence de
ligase a se ligaturer ensemble. Les produits de PCR sont généralement amplifiés en utilisant la
Taq polymérase qui ajoute de préférence une adénine a l'extrémité 3' du produit. De tels

inserts amplifiés par PCR sont clonés dans des vecteurs linéarises qui ont des surplombs de
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thymine 3' complémentaires. L'inconvénient de la technologie de clonage TA est que le
clonage n'est pas directionnel, ce qui signifie que le géne d'intérét peut étre inséré dans le
vecteur cible soit dans l'orientation sens ou anti sens(Zhou & Gomez-Sanchez, 2000).
3.4.3Insertion de terminaisons cohésives (Linkers et adapters) :

Le choix de l'utilisation de la méthode de lieurs (linkers)ou d'adaptateurs (adapters)
est basé sur I'application et les extrémités de I'ADN d'intérét .

La premiere méthode implique l'utilisation de lieurs (linkers). Ce sont de courtes
séquences a double brin synthétiques, de séquence nucléotidique connue. lls Possedent des
extrémités cohésives des deux cOtés et des sites de restriction BamHI. L'ADN ligase peut
attacher les lieurs aux extrémités franches (Blunt ends) de la molécule d'ADN, ce qui va
engendrer une ligature a extrémité franche. Cependant, la digestion avec BamHI clive les
chaines au niveau des séquences de reconnaissance, produisant un grand nombre de lieurs
clivés et le fragment d'ADN d'origine, portant maintenant des extrémités cohésives BamHI.
Ce fragment modifié est prét pour la ligature dans un vecteur de clonage restreint avec
BamHI(Seth, 1984).

La deuxiéme méthode de fixation des extrémités cohésives a une molécule d’ADN a
extrémités franches utilise les adaptateurs (adapters), qui sont de courtes séquences
nucléotidiques synthétiques. Mais contrairement aux linkers, un adaptateur est synthétise de
sorte qu'il a déja une extrémité cohésive, I'idée est bien sir de ligaturer les extrémités franches
de l'adaptateur aux extréemités franches du fragment d’ADN, pour produire une nouvelle
molécule avec des extrémitéscohésives. Une extrémité, appelée terminaison 5 ', porte un
groupe phosphate (5'-P); l'autre, I'extrémité 3 ', a un groupe hydroxyle (3'-OH). Dans la
double hélice, le deux brins sont antiparalléles donc chaque extrémité d'une molécule double
brin se compose d'une extrémité 5'-P et d'une extrémité 3’-OH. La ligature a lieu entre les
extrémités 5'-P et 3'-OH. Les molécules adaptatrices sont synthétisées de sorte que I'extrémité
émoussée soit la méme que «naturelle» ADN, mais l'extrémité collante est différente (Wu,
Bahl, & Narang, 1982).

3.4.4 Clonage contondant sans ligature (avec Topoisomérase) :

Les topoisomérases d’ADN sont capables de séparer les deux brins d'une molécule
d'ADN en provoquant des ruptures transitoires simple ou double brin dans le squelette
d'ADN. Elles ont donc a la fois des activités de nucléase et de ligase. La réalisation d’une
ligature a extrémite franche avec une topoisomérase necessite un plasmide qui a été coupé par

l'activité nucléase de I’enzyme topoisomérase. Elle coupe 'ADN au niveau de la séquence



2. Synthese bibliographique

CCCTT. Ces enzymes restent liées de maniére covalente aux extrémités franches résultantes.
Le clivage par la topoisomérase entraine des terminaisons 5'-OH et 3’-P. Avant en mélangeant
ces molécules avec le vecteur, leurs phosphates terminaux doivent étre éliminés pour donner
des extrémités 5'-OH qui peuvent se lier aux extrémités 3'-P du vecteur. Les molécules sont
donc traité avec de la phosphatase alcaline. L'ajout des molécules phosphatées au vecteur
réactive les topoisomérases liées. La ligature se produit entre les extrémités 3'-P des vecteurs
et les extrémités 5'-OH des molécules phosphatées. Les molécules a bouts francs sont donc
insérées dans les vecteurs. Un seul brin est ligaturé a chaque point de jonction, mais ce n'est
pas un probleme car les discontinuités seront réparées par les enzymes cellulaires aprés que
les molécules recombinantes auront été introduites dans la bactérie héte (Brown, 1990)

3.5 .Les enzymes de restriction :

Les enzymes de restriction de type 11 sont parmi les outils les plus précieux dont disposent
les chercheurs en biologie moléculaire. Ces endonucléases de restriction font partie de
systemes de restriction-modification (RM), qui comprennent une endonucléase et une activité
méthyl transféraseet qui ne nécessite pas d'hydrolyse d'ATP pour son activité nucléolytique,
reconnaissent des séquences courtes, genéralement palindromiques, de 4 a 8 pb et, en
présence de Mg?*, clivent I'ADN & lintérieur ou a proximité de la séquence de
reconnaissance (Pingoud & Jeltsch, 2001).

Tableau 3 :Les endonucléase de restriction les plus frequemment utilisées (Brown, 1990).

Enzyme Organisme Séquence de reconnaissance | Extrémité franche ou
cohésive

EcoRI | Escherichia coli GAATTC Cohésive
BamHI | Bacillus amyloliquefacien | GGATCC Cohésive

By/ll Bacillus globigii AGATCT Cohésive

Pwvul Proteus vulgaris CGATCG cohésive

Pvull Proteus vulgaris CAGCTG Franche

Hindlll | Haemophilus  influenzae | AAGCTT cohésive

Rd

Sau3A | Staphylococcus aureus GATC cohésive

Alul Arthrobacterluteus AGCT Franche

Taql Thermusaquaticus TCGA Cohésive
Haelll | Haemophilus aegyptius GGCC Franche
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3.6 Les vecteurs :

Un vecteur de clonage est une séquence d’ADN permettant ,la propagation ,la sélection ,la

modification d’une séquence d’ADN d’intérét .

3.6.1 Les propriétés des vecteurs (Khalissa, 2017):

Le vecteur doit étre :

e Capable de faire

réplication de type procaryote et/ou eucaryote) ainsi possede des propriétés

Permettant la sélection de la cellule héte (la résistance au antibiotiques).

réplication autonome dans une cellule héte donnée (origine de

e Possede un polylinker ou site multiple de clonage .

e Support I’insertion d’un fragment d’ADN plus ou moins grand .

3.6.2 Les types de vecteurs de clonage (Khalissa, 2017):

Les vecteurs sont classés par leur capacité d’accepter ADN étranger :

Tableau 4: Les différentes types de vecteurs .

Vecteurs Hote Inserts(Kb)
Plasmides Bactérie 10

Phage lambda Bactérie 25
Cosmide Bactérie 45

Phage 1 Bactérie 100

BAC (bacterialartificial | Bactérie 300
chromosomes)

YAC (yeastartificial | Levure 1000
chromosome)

3.7 Les microorganismes hotes :

La compétence génétique fait référence a la capacité de certaines bactéries a subir une
transformation - a absorber I'ADN exogene et a l'incorporer de maniere stable dans leur

propre génome. Escherichia coli est I'un des hotes les plus populaires pour la surexpression

des protéines clonees en raison de sa croissance rapide et efficace.
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Tableau 5:Quelques souches d’E. coli compétentes utilisées dans le clonage (Casper, 2006).

La souche Type de | Avantage
transformation
E.coli DH5a. Par méthode chimique | Efficacité de transformation: 1-3 x 10°cfu/pg
ADN pUC19
E.coli DH10B Par éléctroporation Résistance au phage T1
E.coli TOP10 Par méthodeChimique | Conviennent au criblage bleu/blanc

3.8 Les applications du clonage moléculaire :

Le clonage moléculaire est présent, en plus du domaine de la recherche scientifique,

dans différentes applications biotechnologiques ou c’est une technique visant & améliorer la

production de différents produits a valeur commerciale et économique.

Tableau 6 : Différentes application du clonage moléculaire (Brown, 1990)

Domaine industrielle

Domaine de la santé

Domaine agricole

Production  hétérologue de
molécules d’intérét

Production des détergents
Production textile

Fabrication et traitement des
papiers

Traitement du cuir

Identification de genes

responsables de  maladies
humaines
Production de protéine
thérapeutique recombinant :
Synthése d’insuline

Synthése  d'hormones  de
croissance humaines dans E.

coli

Améliorationdes qualités
gustatives des aliments
Amélioration du rendement
Création des plantes
résistantes aux parasites
Obtention des plantes qui
produit leurs propres

insecticides
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Matériel biologique :

La souche bactérienne Bacillus subtilis nous a été donnée par Mr CHOUBANE
Slimane, elle était conservée dans le glycérol a 50% a -80°C.

La souche a été identifiée par I’analyse du géne ARNr 16S et porte le numéro
d’accession Genbank KR262718. Le génome entier de la souche a été séquencé et porte le
numéro d’accession Genbank NZ CP021169 (S.Choubane et al ,2018)

Bacillus subtilis TLO3 a été isolée comme bactérie dégradant I'amidon. La souche a
été isolée d'échantillons de sol rhizosphérique d'un olivier a Tlemcen, en Algérie. Des
dilutions en série (10 °) ont été effectuées pour chaque échantillon de sol, et les tubes ont été
placés dans un bain-Marie réglé a 80°C pendant 10 min pour éliminer toutes les formes
végétatives. Ensuite, 100 ul de la phase supérieure ont été étalés sur des plaques de gélose-
amidon.

La bactérie Echershiacoli compétentes BL21 (DE3)(Thermofisher)est issue de la
souche E. coli convenant a l'expression de genes hétérologues non toxiques. La souche
contient le prophage lambda DE3 qui porte le gene de I'ARN polymérase T7 sous le contréle
d'un promoteur lacUV5, permettant d'induire I'expression de I'ARN polymérase T7avec IPTG.
La souche E. coliBL21(DE3) a été conservée a- 80° C.

1. Produits chimiques :

Agar Agar (VWR™) : Nacl (Biolyse) ; Lysosyme (sigma) ; ARnase (sigma) ; EDTA
(Biochem_Chemopharma) ; SDS (VWR™) :Hcl (Biochemch_Chemopharma); Acétate
d’amonium ( Biochem_Chemopharma) ; Trizma® base ( sigma Aldrich) ; Acide borique
(VWR™) : Tris (Biochem_Chemopharma) ; Ethanol 99.8% ( Biochem_Chemopharma)
;SYBR green (invitrogen) ; Agarose (Condalab) ; colorant de charge (TaKaRa) ; PEasy®-
Blunt E1 Expression Kit (TransgenBiotech); PEasy®-Blunt E1 Expression Kit
(TransgenBiotech) ; kit EasyPure ® PCR(TransgenBiotech) .

Tous les autres produits chimiques utilisés dans ce travail sont des réactifs de qualité et ont été

obtenus de sources commerciales.

2. Milieux de cultures :
Les milieux utilisés ont été obtenus de sources commerciales ou bien préparés :
e Milieu nutritif LB (Loria-Bertani)(SigmaAldrich) :
Tryptone 10g, Extrait de levure 5g ,Chlorure de sodium 5g dans 1000ml d’eau distillée ,pH 7

e Milieu SOC (Super optimum medium) (Thermo Fisher Scientific Inc):



3. Matériels et méthodes

2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mMNacCl, 2.5 mMKCI, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4,
and 20 mM glucose. pH 7.

e Milieu LB ampicilline

Préparer une solution d’ampicilline a8 100mg/ml dans ’eau distillée stérile. Puis, ajouter
10 pl de solution X-Gal a 20 mg / ml pour 1 ml de milieu. Ensuite, ajouter 10 pl d'IPTG (100
mM) pour 1 ml de milieu. Enfin, ajouter I’Ampicilline a 0,5 ml/L dans le milieu gélose LB
quand il est a environs 60°C avant solidification.

¢ Milieu Gélose agar - amidon :2% Agar, 1% amidon , pH 7

3. Les tampons et solutions :
e Solution de suspension :
0.85 g de NaCl85% a été dissous dans 100 ml d’eau distillé stérile.
0,02g de lysozyme dans 1 ml d’eau distillée stérile (conserver au congélateur).
L’enzymeARanase a été ajouté lors de 1’extraction.

e Solution de lyse (25 mM EDTA ; SDS 2%)
0,2g de SDS a été dissoudre dans 10ml d’EDTA 25mM .

e Solution EDTA 0,5M ; pH=8 (50ml)

7.3g de EDTA a été ajouté dans 35ml d’eau distillée, et ajustée avec NaOH jusqu’a un

pH 8 (EDTA soluble a pH 8), puis Ajuster avec I’eau distillée jusqu’au 50ml.

e Solution EDTA 25mM (10 ml)

0.5 ml ’EDTA (0.5 M) a été ajusté avec 1’eau déstillé jusqu’a 10ml.

e Solution de précipitation des protéines acétate d’ammonium 10M (20 ml)
Dissoudre 15,41g d’acétate d’ammonium dans 15 ml d’eau distillée ; puis ajuster a
20ml.

e Tampon TBE 10X (200ml)

21.6g de Trizma®© base, 11g acide borique et 8 ml EDTA 0.5M ont été mélangé dans

100ml d’eau distillée puis ajuster jusqu’au 200ml.

e Tampon TE Préparation de 50ml TE10/1

Meélanger 0.5ml Tris-HCI (1M, pH=8) avec 0,1ml EDTA (0.5M, pH=8), puis

ajuster a 100 ml avec 1’eau distillée.
e Tris-HCI
6.05g de Tris a été dissoute dans 20 ml d’eau distillée puis son ph a été ajuster par
HCI jusqu’a 8
e Ethanol 70%
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En utilisant le tableau de mouillage des alcools de Guy Lussac, 45.98 ml d’éthanol
99.8% a été ajuster jusqu’a 100 ml avec de I’eau distillée.

e Gel de séparation SDS-PAGE 12%
1.2ml dH20
1.5ml buffer 1.5M TrisHCI pH 8.8
2ml Acrylamide:
0.05ml SDS 10%:

0.25 ml Ammonium persulfate 1.4%
0.25 ml TEMED 2%

e Gel de concentration SDS-PAGE 5%
0.81 ml dH20
0.41 ml buffer 0.5M TrisHCI pH 6.8
0.25 ml Acrylamide:

0.016 ml SDS 10%:

0.083 ml Ammonium persulfate 1.4%

0.083 ml TEMED 2%

2.Méthode :

La souche bactérienne était conservée dans le glycérol.

1. Culture de la souche B. subtilis TLO3 :

D’abord, 100 pl de la souche B. subtilis TLO3, qui était conservée en présence du
glycérol, a été inoculée dans 100ml de milieu LB liquide contenu dans un Erlen-Meyer dans
la zone stérile du bec Bunsen. La culture a été incubée a 30°C pendant 48h.

Apreés croissance ;Une goutte (2 MC Farlan) de la culture bactérienne a été déposée sur le
milieu LB gélosé puis étalée a I’aide d’un étaloire. La culture a été incubée a 30°C pendant 48
heures.

Des colonies d’apparence et de forme irréguli¢res ont été obtenues, avec une surface rugueuse
et decouleur blanchatre.

2. Extraction de I’ADN génomique :

L'ADN genomique de B. subtilis TLO3 a été extrait en utilisant un protocole
d'extraction d'ADN Gram positif standard (CHOUBANE, 2017).
Des jeunes colonies de I’isolat TLO3 ont été inoculées ,cultivées et incubées dans 2 ml de
bouillon LB pendant 24h a 37°C. La culture a été centrifugée a 14000 tr/min pendant 1 min et
le surnagent a ete jete. Le culot a été par la suite suspendu dans une solution composée de :

100 pl NaCl 0.85% ; 20 pl ARNase et 5 pl lysozyme 20 mg/ml. Le mélange a été incubé a
~34~
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37°C pendant 5 min puis 200 pl de solution de lyse (25 mM EDTA ; SDS 2%) a été ajoutée et
le tout a été bien mixé. Ensuite, 115 pl de solution de précipitation des protéines (NH4Ac
10M) a eté ajoutée et mélangée au vortex et enfin centrifugé a 14000 tr/min pendant 10 min a
4°C. Ensuite, 400 ul du surnagent a été transféré dans un tube Eppendorf puis 400 pl
d’isopropanol a été ejoute et mélangé en inversant le tube. Enfin le culot (aprés
centrifugation) a été lavé avec 100 pl d’éthanol 70% puis séché a 1’air libre. Le culot a été
resuspendu dans 100 pl d’eau ultra pure et la pureté et la concentration ont été déterminées
par spectrophotometre.
3. Electrophorése sur gel d’agarose de ’ADN génomique :

Cette électrophorése a été effectuée pour s’assurer que ’ADN génomique de B.
subtilis a bien été extrait et qu’il est pur. D’abord, 0,8 g d'agarose a été dissoute dans 100
mL de tampon de migration TBE 1X et homogénéisée au microonde.  Apres
refroidissement 10 pl de SYBR green ont été ajoutés pour détecter les bandes d’ADN et
permettre sa visualisation sous UV (365 nm). Une migration de 20 ul de ’ADN extrait a
été effectuée sur gel d’agarose en utilisant un marqueur de taille de 1 Kb. Avant que le
volume de I’échantillon a analyser ne soit déposé dans les puits, 5 pL. du tampon de
charge 6X ont été additionnés. Ensuite le gel a été soumis a un courant électrique 100V
pendant 45 minutes.Les bandes ont été enfin visualisées sous transilluminateur a UV.

4. Quantification et analyse de la pureté de ’ADN extrait :

En biologie moléculaire, il est important de quantifier et d’analyser la pureté des
acides nucléiques.

La méthode la plus répandue pour le dosage de I’ADN est la spectrophotométrie qui
mesure I’absorbance a 260 nm (absorbent dans I'ultraviolet). Parallélement on détermine la
pureté de I’ADN en mesurant 1’absorbance a 280 nm, qui est la longueur d’onde a laquelle
absorbent les protéines. Le ratio A260 nm/280 nm est utilisé pour détecter la contamination
par les protéines.
La pureté de I’ADN extrait et sa concentration ont été mesurées avec un spectrophotometre
(OPTIZEN 3220). La concentration a été calculée par I’équation suivante :
Concentration = 50 pg/mL x DOg x facteur dilution.
Un ratio d’absorbance 260/280 nm autour de 1.8 est généralement admis comme pure.
5. Amplification du génede I' a- amylase par réaction de polymérisation en chaine
(PCR) :

La sequence du gene d' a- amylase de B. subtilis TLO3 a été obtenue apres

séquencage du génome et son annotation (S. Choubane et al., 2018).
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Le gene d' a- amylase a été amplifie par PCR en utilisant de I'ADN génomique comme
matrice et des amorces spécifiques pour amplifier la totalité du géne. L'amorce sens 5’—
ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTC-3’etL'amorce anti-sens 5’-
TCAATAAGGAAGAGAACCGCTTAAGC-3.

Tous les réactifs ont été décongelés de la glace, le mélange réactionnel d'amplification a été
assemblé dans un volume final de 50 pL dans des tubes de PCR a paroi mince de 0,2 ml.
Tableau7: Composition du mix de PCR pour Iamplification du géne a- amylase de B.
subtilis TLOS3.

Concentration dans le (Concentration Volumes dans le
mix initiale) mix
Eau ultra pure / / QSP 50 pL
Tampon 1X 10X 5uL
Taq polymerase High 5U 5 U/uL 1puL
Fidelity
dNTP 200 uM 2,5mM 4uL
Amorce Forward 0,5 uM 10 uM 2.5uL
Amorce Reverse 0,5 uM 10 uM 2.5uL
ADN extrait 200 pg/uL 450 pg/pul 2 uL
GC enhancer 1X 10X 5uL

La réaction a été effectuée dans un thermocyclerSimpliAmp™ (Fischer scientific, France).
Les produits d’amplification ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose. Le

programme de PCR est présenté dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 8 : Programme de la PCR pour I’amplification du géne a- amylase de B. subtilis
TLO3

Etape Temperature C° Temps Nombre de
cycles
Dénaturation initiale 95 10 min
Dénaturation 95 30 sec
Hybridation 58 30 sec X 30
Elongation 72 30 sec
Elongation finales 72 10 min

6. Electrophoreése des produits de PCR

Cette électrophorése a été effectuée pour s’assurer que le gene d’a- amylase a bien été
amplifié et que ’amplicon a la taille qui correspond a la taille du gene qui est 1980 pb. La
qualité et la taille du produit de PCR est analysé par migration électrophorétique sur gel
d’agarose.

Le tampon de migration TBE 1X a été utilisé et la concentration du gel en agarose est de 1.2
%, suivant la taille de ’ADN considéré en utilisant le marqueur de taille 100 pb. Les
échantillons d’ADN de 20ul ont été mélangés avec 5 ul du colorant de charge 6X ; puis
introduits dans les puits. L’¢électrophorése a été réalisée a 90 V pendant 45 min. Les bandes
ont été enfin visualisées sous UV.

7. Purification du produit de PCR :

Un kit de purification EasyPure ® PCR a été utilisé, il contient une colonne de
centrifugation a membrane de gel de silice pour adsorber spécifiquement I'ADN (produit de
PCR), et peut éliminer efficacement les impuretés telles que les protéines, les composés
organiques, les amorces, les ANTPs, les enzymes et les ions de sels inorganiques.

Toutes les étapes de centrifugation ont été effectuées a température ambiante. Dans un
microtube de 1.5 ml, 5 volumes de tampon de liaison (BB) a été ajouté a 1 volume de produits
PCR (50-100 pl). L’échantillon est mélangé briévement par vortex. Tout le mélange est
transféré dans une colonne de centrifugation fournie avec un tube de collecte (pour augmenter
le rendement de purification de I'ADN, incuber pendant 1 minute). Il a était centrifuger a
10,000 x g pendant 1 minute puis le filtrat a été jeté. Ensuite 650 pl de tampon de lavage
(WB) a été ajoute a la colonne et centrifugeé a 10,000 x g pendant 1 minute puis le filtrat a été

jeté, la colonne vide a été centrifugé a 10,000 x g pendant 1 a 2 minutes pour éliminer tout
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WB résiduel ensuite la colonne d'essorage est placé dans un tube de microcentrifugeuse
propre et 30-50 pl d'eau distillée (pH >7.0) est ajouté directement au center de la matrice de
colonne (pour augmenter le rendement, préchauffé le tampon d’¢lution (EB) ou de 1'eau peut
étre utilisé) et en fin la colonne a était incubé a température ambiante pendant 1 minute et
centrifuger a 10,000 x g pendant 1minute pour éluer I'ADN .

8. Le clonage moléculaire :

Nous avons utilisé une stratégie de clonage contondant sans ligature (blunt) simple et
universelle qui permet la ligature directe d’un vecteur linéarisé avec des extrémités franches a
une séquence d’ADN (insert) qui posséde aussi des extrémités franches gréce a la taq
polymérase Haute-fidelité (HIFI) utilisé qui donne des amplicons réellement identiques a la
séquence matrice avec des extrémités franches.

Le clonage contendant contourne ces problemes liés au clonage de restriction. En
effet dans ce dernier les mémes sites de restrictions des enzymes peuvent se trouver aussi au
niveau de I’insert d’ADN et ainsi le fragmenter. En évitant la digestion des fragments
d’insert, ce procédé ne nécessite pas des sites de restriction spéciaux ou des séquences
supplémentaires ajoutés aux amorces d'amplification, ni [l'utilisation d'endonucléases de
restriction.

Le kit pEasyBlunt E1 Expression utilise le produit de PCR purifié (le géne o- amylase)

comme matrice pour réaliser le processus de clonage.

T+ Trtem I Amorce promoteur T7: 209-225 bases
T7 début dela transcription : 226 bases
Opéron lactose (lacO) : 228-252 bases
RBS : 283-288 bases

A et

PEASY®-E1 Amorce terminatrice T7 : 435-481 bases

o (5715 bp) OREF géne amp* : 906-1766 bases
‘(»‘a Origine deréplication pBR322 : 1911 bases
b ORF ROP : 2952-3143 bases
N > ORF Lacl : 4455-5546 bases
. R3 i_';\ ’ ’; pitd

Figure 3 : Carte du vecteur d’expression pEASY-E1 blunt(*TransGen," 2020).

La ligature de I’insert avec le vecteur linéarisé est assuré par une ligase, donc le clonage et la
ligation sont effectués selon les instructions du fabricant qui sont : 4 ul du produit de PCR a
été mélangé avec 1 pl du vecteur pEasy E1 Blunt expression kit, le tout a été incubé a une

température ambiante pendant 15 minutes puis a été remis sur glace -20°C.
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9. La transformation bactérienne :

Pour I’expression du produit de clonage un processus de transformation bactérienne
par choc thermique a été réalisé en utilisant une souche d” E.coli BL21 (DE3) ; il s’agit d’une
bactérie E. coli chimiquement compétente la plus couramment utilisée et appropriée pour la
transformation et I'expression de protéines en utilisant un systéme d'induction d’ARN
polymérase-IPTG T7 avec une forte efficacité de transformation.

En conditions stériles, 50 ul de bactéries compétentes E. coli BL21 (DO3) préalablement
décongelés sur la glace, sont ajoutés au produit de clonage dans un Microtube. Aprés 30
minutes d’incubation sur glace, un choc thermique de 30 secondes a 42°C a été réalisé¢ puis
immédiatement refroidi dans un bain de glace pendant 2 minutes. Ensuite, 250 pL du milieu
SOC a été ajouté aux cellules, puis le microtube a été incubée sous agitation orbitale a
200 rpm pendant 1 h a 37°C.

10. Sélection des cellules transformeées :

En premier , des colonies transformées obtenus avec des plasmides portant un géne de
résistance ont été sélectionnés en faisant étaler les bactéries sur des boites de gélose LB-
ampicilline sélective et marquées LB/Amp+. D’autres boites de milieu LB ne contenant pas
I’antibiotique et marquées LB/Amp- ont été préparées et utilisées comme contréle positif .

Un plasmide d’expression E1 déficient en géne Ampicilline a été utilisé comme control
négatif. Les boites ont été ensuite placées dans un incubateur a 37°C toute la nuit.

11. Analyse de ’expression du géne a-amylase :

Une colonie de E. coli BL21 transformée ayant poussée sur gélose LB/Amp+ a été
transféré dans 5ml de bouillon LB/amp+ puis incuber sous agitation (250 rmm) a 37° jusqu’a
atteindre un DOgoo = 0.5. Ensuite, IPTG a été ajouté a une concentration finale de 1 mM et
agiter pendant 3-5 heures a 37°C pour favoriser I’expression du géne cloné.

Enfin une centrifugation a été effectuée pour la culture de E coli BL21 recombinante et le
surnagent a été utilisée pour tester 1’activité amylolytique en inoculant le surnagent sur boite
de gélose Agar-amidon 1%.

L’activité a été révélé apres incubation 2-3h a 37°C avec du lode bisublimé I,. L’activité de I’
a-amylase est traduite par une zone claire autours des spots d’inoculation

12. Zymographie de I’amylase :

La zymographie est une technique pour étudier les enzymes hydrolytiques sur la base
de la dégradation du substrat. 1l s'agit d'un outil puissant qui utilise les mémes manipulations

que 1’électrophorése SDS-PAGE et que 1’électrophorése bidimensionnelle, mais sans les
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¢tapes de réductions des ponts disulfures, afin de pouvoir récupérer 1’activité des enzymes
apres la migration.

Dans notre étude, la zymographie nous a permis d’étudier 1’activité amylolytique du
surnaguentdeE coli BL21 recombinante. D’abord le gel SDS-PAGE a été préparé compose
de (gel de séparation de 12% et un gel de concentration de 5%). Ensuite le surnaguent a été
mélangé avec le tampon de charge Nupage LDS sample buffer x4 (Thermo Fisher, USA) ; et
I’agent réducteur Novex x10. Sans chauffage préalable, 1’échantillon a ét¢ déposé dans le
puits. Une fois les échantillons sont déposés, le gel est mis a migrer selon le méme protocole
et dans les mémes conditions qu’un gel classique. Le courant a été réglé sur 70V jusqu’au
milieu du gel, puis augmenté a 100V et laissé migrer pendant 75 min. Lors de la terminaison
de la migration le gel a subit a un lavage avec 1’eau courante et trempé dans une solution de
Triton x100 pendant 1h a 4°C pour éliminer le SDS. Enfin le gel a été imbibé dans une
solution d’amidon 0.5% pendant 1h a 4°C pour permettre a I’amidon de pénétrer dans le gel ;
puis pendant 2-3h a 37°C dans la méme solution pour activer I’amylase. L’activité de
I’amylase a été révélée en utilisant une solution de Lugol(les zones de digestion apparaissent
comme des bandes claires sur un fond sombre teinté ou le substrat a été dégradé par

I'enzyme)(Martinez, Alarcon, Diaz-L6pez, & Moyano, 2000).
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Résultats

1. Extraction de PADN génomique:
Apres 48h de culture de la souche B. subtilisTLO3 sur le milieu LB & 37°C, des

colonies de forme irréguliere avec un aspect visqueux et de couleur blanchatre ont été

observées.

Figure 4 : Aspect macroscopique des isolats de Bacillus subtilus TLO3.

Apres la culture, de la souche bactérienne I’extraction de I’ADN génomique de cette
souche a été réalisée. La qualité d’échantillon d'ADN extrait a été vérifiée par une
spectrophotométrie (OPTIZEN 3220) suivie d’une électrophoréese sur gel d'agarose 0.8%.

Les mesures des densités optiques a A=260 et A=280 ainsi que les ratios qui résultent
sont résumés dans le tableau sous dessous.

Tableau9 : dosage spectrophotométrique d’ADN extrait.
260 nm | 280 nm
DO 0.9 0.75

La concentration de la solution mére (C) est donnée par la formule suivante :
C (ug/ml) = DOgo X 50 x Dilution

Ainsi, la concentration d'ADN calculée était de 450pg / ml et la pureté de I'ADN caractérisée
par un rapport A260/A280 est de 1,2.

Ce ratio est inférieur au ratio idéal qui est aux alentours de 1.8 et qui signifie que I’ADN est
pur.

2. Electrophorése de ’ADN génomique :
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1Kb
9,4

6,2

4,0

2,0

0,5

Figure 5 : Electrophorése sur gel d’agarose (0,8%) de I’ADN génomique de
BacillussubtilisTLO3, .
(1) marqueur de taille moléculaire d’ADN 1 Kb, puits (2),(3),(4) ADN génomique bacterien
complet(Shahriar, Haque, Kabir, Dewan, & Bhuiyan, 2011).

D’apres la figure les résultats du gel d'électrophorése obtenu a partir de cette étude a
montré que la qualité et le rendement de I'ADN extrait étaient acceptables. On observe
I’apparition d’une bande volumineuse (puits 4), Ceci explique sa concentration élevée et donc
la forte fluorescence. L’échantillon semble étre mal chargé dans les puits (2) et (3) .

Amplification du géne a- amylase :

Pour s’assurer de 1'amplification par PCR du géne de 1'alpha-amylase, 1’électrophorése
sur gel d’agarose effectuée (1,2%) a permis 1’observation d'une bande dans la région attendue
de 1980pb(CHOUBANE, 2017), comme le montrent la figure(6).
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3000bp —»

e N — 1980bp

1000bp—>

Figure 6 : Electrophorése sur gel d’agarose (1 %) du produit de pcr.
Puits (1) Marqueur de taille moléculaire d’ADN 100 Pb,

Puits (2) Produit de PCR(Afzal-Javan & Mobini-Dehkordi, 2013).

3. Résultat attendu du clonage et transformation bactérienne :

Le résultat attendu c'est I’apparition de colonies blanches sur milieu LB-amp+ (Figure7),
ce qui signifie que le vecteur (pEasy-Blunt E1 expression vector) contient le géne alpha-
amylase de Bacillus subtilis , TLO3 et aussi que le géne de résistance a I'ampicilline a bien été

transféré a la bactérie hote E. coli BL21.
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Controlel

Plasmide ajouté
non resistant a

Absence
d’ampicilline
dans le milieu de
croissance

A

Controle 2

Plasmide ajouté
non resistant a
amp’

Présence
d’ampicilline
dans le milieu de
croissance

B

Tube
expérimentale 1

R Plasmide ajouté
*~ resistant a amp'

g

Absence
d’ampicilline
dans le milieu de
croissance

C

Tube
expérimentale 2

Plasmide ajouté
resistant a amp"

Présence
d’ampicilline
dans le milieu de
croissance

D

Figure 7 : Représentation des résultats probables apres transformation d’E. coliBL21
Controéle : E coli BL21 transformée avec vecteur sans géne de résistance a [ ‘ampicilline.

Tube expérimentale : E. coli BL21 transformée avec vecteur portant le géne de résistance a

["ampicilline.("phscool,” 2020).

4. Résultat attendu de I’électrophorese SDS-PAGE et zymographie :

En supposant que le clonage et la transformation soient réussis, et étant donné que le

vecteur utilisé est un vecteur d’expression ; il est attendu d’obtenir une sécrétion de 1’enzyme

a-amylase de la bactérie B. subtilis TLO3 par la bactérie hote E coli BL21.

Cette production peut étre confirmé par une 1’électrophorése SDS-PAGE et zymographie de

I’amylase. Ces deux techniques ayant été déja réalisées pour a-amylase de la bactérie B.

subtilis TLO3 (CHOUBANE, 2017) ; il est attendu d’obtenir des résultats similaires.

L’¢électrophorése SDS-PAGE de la premiere figure montre la présence de 6 bandes
aprés precipitation (115 ; 70 ; 47 ; 39.2 ; 26.5 ; 21 kDa) et concernant la zymographie de

I’amylase.
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Figure 8 : Electrophorése SDS-PAGE des protéines de B. subtilis TLO3
M: Marqueur de taille des protéines, Broad Range (BioLabs, USA);
A: Protéines du surnagent de la culture(CHOUBANE, 2017).

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 i_sDa

55 kDa

35 kDa

Figure 9: Zymographe de I’amylase de B. subtilis TLO3(CHOUBANE, 2017).
M : Marqueur de taille des protéines PageRuler™ (ThermoFisher, USA) ;
A : Protéines du surnagent de la culture(CHOUBANE, 2017).
une bande majeure a été obtenue pour le surnagent ainsi que quelques bandes plus légéres qui

peuvent correspondre a un autre type d’amylase.
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Discussion

1. Extraction de ’ADN génomique :

De nombreux protocoles ont été décrits pour I'extraction de I’ADN suivant les mémes
étapes telles que la perturbation des cellules, I'inactivation des nucléases et d'autres enzymes,
I'élimination des contaminants biologiques et chimiques et enfin purification de 'ADN, mais
ces protocoles sont différent dans le colt des consommables, la qualité et la quantité d'’ADN
obtenu, la toxicité et I’exigences de temps (Ghaheri et al., 2016).

Parmi les méthodes d’extraction d’ADN les plus utilisés on note : la méthode au phénol
chloroforme qui implique 1’utilisation des produits chimiques toxiques ; le risque de
contamination est accru et nécessitent un temps considérable(Kong, 2020) . Les Kits
commerciaux sont les plus sdrs et sécurisants qui ne nécessitent pas beaucoup de temps mais
ils sont trés couteux avec un rendement d’ADN faible et trés pur (Benedit & Barret, 2018).
On note aussi la technique de « salting-out » avec laquelle on a opté de faire I’extraction
d’ADN malgré qu’elle prend du temps dans la préparation des solutions, mais elle est plus
sre que la méthode phénol-chloroforme et moins chére que les kits commerciaux, trés facile
a manipulé, non toxique, moins dangereuse que la méthode de phénol-chloroforme, et elle
donne des trés bons résultats(Ghaheri et al., 2016) . Cette procédure de relargage introduite
par Miller isole I’ADN de haute qualité et utilise une concentration élevée en sel pour attirer
certaines molécules d'eau par les ions de sel ce qui diminue le nombre de molécules d'eau
disponible pour interagir avec I’ADN. Cette méthode évite 1'utilisation de solvants organiques
mais nécessite toujours une étape de précipitation a l'alcool pour éliminer les sels et
concentrer I'ADN, méme si I'ADN de faible qualité a tendance a étre obtenu (Miller, Dykes,
& Polesky, 1988).

2. Quantité et qualité de ’ADN génomique :

La capacité de quantifier les acides nucléiques avec précision et rapidité est une
condition préalable a de nombreuses méthodes utilisées en biochimie et en biologie
moléculaire. Dans la majorité des situations, cela est réalisé en utilisant la spectrophotométrie,
qui n'est pas destructrice et permet de récupérer I'échantillon pour une analyse ou une
manipulation ultérieure(Balanovsky, Kagazezheva, & Olkova, 2019). L’évaluation du degré
de pureté de la solution d’ADN est trés importante car elle permet de juger I’efficacité du

protocole de I’extraction d’ADN pratiqué surtout dans notre cas.
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D’apres le résultat obtenu la concentration d'ADN obtenue par la méthode du
relargage est suffisante pour conduire des réactions de PCR et la pureté de I'ADN caractérisée
par un rapport A260/A280 = 1,2 est une valeur significativement faible par rapport au ratio
D0260/280 optimal situé entre 1,8 et 2,1. Cela peut expliquer que notre ADN extrait a été
contaminer par des protéines,donc méme si notre ADN est contaming, il est suffisamment
concentré pour combler ces défauts (lors d’'une amplification ou d’une autre manipulation de
génétique moléculaire) cette contamination peut étre expliquer par la quantité de protéinase k
utilisé lors de la précipitation des protéines et qui n’était pas suffisante , en effet certains
auteurs décrivent que 1’hydratation et la précipitation des polypeptides hydrolysés avec la
protéinase K par une solution saturée en sel donne un I’ADN de mauvaise qualité (Bourgoin,
2000; Dykes, 1988; Laitinen, Samarut, & Holttd, 1994). D’autre part on peut expliquer que le
ratio DO 260/280 varie significativement en fonction du pH et de la force ionique de la
solution spectrophotométrique donc il est important de prendre en compte ces parametres
pour interpréter ce ratio.Par exemple, le ratio d’une solution plus acide est de 0,2 — 0,3 plus
faible et il est de 0,2 — 0,3 plus élevé quand la solution est plus basique(Desjardins & Conklin,
2010; Rizan, Shin, Tajuddin, Gnana kumar, & Periasamy, 2020). Enfin, le ratio A260
nm/A280 nm varie d’un ADN a I’autre, car il dépend de leur composition de séquences. Un
ratio faible peut aussi s’expliquer par une contamination par un réactif utilis¢ lors de
I’extraction et qui n’a pas été totalement éliminé(Eisenhofer et al., 2019).

L’¢électrophorése nous a fournit des informations sur la qualité globale de I’ADN
génomique bactérien par I’apparition d’une bande volumineuse qui explique que I’ADN a
bien été extrait.

3. Amplification du gene alpha amylase par PCR :

La PCR est devenue un outil indispensable dans l'artisanal des sciences biologiques,
elle a été modifié au cours de la science, permettant aux biologistes « d’avoir du pouvoir »
sur les génomes et de créer des genes hybrides avec de nouvelles fonctions, permettant des
tests cliniques spécifiques et précis, permettant de mieux comprendre les génomes et la
diversité, ainsi que de simplement cloner des génes pour une analyse biochimique. Malgré la
standardisation de la PCR, il existe toujours des limites telles que: le risque de
contamination, la présence des inhibiteurs de PCR, la dégradation des acides nucléiques en
cas de mauvais conditionnement et surtout le risque de mutations au niveau des sites de
fixation des amorces) sont autant d'inconvénient auxquels il faut faire face (Lorenz, 2012).
Pour cela lors de cette étude une optimisation des conditions de I’amplification du géne

alpha amylase de la souche Bacillus subtilis fourni par la PCR haute-fidélité qui est base sur
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I'utilisations de la  Tag polymérase a haute fidélité (HIFl)appellée aussi  proof
reading(correction sur épreuve); car cette polymérase a la capacité de donné des séquences
d’ADN avec des extrémités franches et de réparer les erreurs de transcription. Lorsqu'une
paire de bases incorrecte est reconnue, I'ADN polymérase change son sens d'une paire de
bases et élimine la base mal appariée. Aprés I'excision de la base, la polymérase peut réinsérer
la base correcte et la réplication peut suivre son cours(Bafios-Mateos et al., 2017).
L’amplification a permis d’obtenir un fragment d’ADN de taille déterminée (1980 pb) qui a
¢été révelé par migration sur gel d’agarose 1.2%. Cela confirme que I’amplicon de PCR obtenu
est ainsi identique en poids moléculaire a la prédiction basée sur la séquence du géne
(Slimane Choubane, Noujoud Gabed, Omar Khelil, & Ben Amar Cheba, 2018).Ce résultat
peut étre expliqué sois par la fidélité de 'ADN polymérase qui génére des fragments de PCR
comporteront moins d'erreurs que les inserts générés par PCR avec une Tag polymérase
basique et elle permet d'obtenir des produits PCR a extrémités franches ce qui est idéal pour
ce clonage(Marx, 2016). Comme il peut étre expliqué par laconcentration du MgCI2 qui est
un élément essentiel dans la réaction PCR. Les ions Mg2+ forment un complexe soluble avec
les dNTPs, indispensable a I’incorporation de ces derniers dans la chaine d’ADN en
croissance; ces ions stimulent I’activit¢ de I’ADN polymérase De plus, MgCI2 affecte
d’autres paramétres comme ’hybridation des amorces et la dissociation des brins d’ADN et
des produits d’amplification(Kuslich, Chui, & Yamashiro, 2019; Raoudha, Amel, Hassen, &
Azeiz, 2012).

Afin d’obtenir un produit PCR pur pour passer au clonage moléculaire, une
purification du produit de PCR du géne alpha amylase par un kit de purification EasyPure ®
PCR a été réalisée.

4. Clonage contendant dugéne alpha amylase de B. subtilisTLO3 :

L’Alpha amylase était I’une des premiéres protéines adopté pour plusieurs études de
biologie moléculaire pour de nombreuses raisons comme 1’existence d’un test d’hydrolyse
facile a réalisée, la disponibilité des souches non amylasique et la connaissance de la
génétique de I’enzyme(Mobini-Dehkordi& Javan, 2012).

En raison de leur potentiel élevé de surexpression d'amylase, les Bacillus sont
considérés comme les plus importants et les plus utilisés en tant que producteurs de cette
enzyme. Pour cela plusieurs tentatives de clonage ont été réalisées a partir de cette espece

comme montre le tableau ci-dessous.
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Tableau 10 : Tableau indicatif de différentes eétudes réalisées concernant le clonage du géne

alpha amylase de différentes souches de Bacillus.

Source d’enzyme Organisme Vecteur Type de Références
hote clonage
Bacillus subtilis DR8806 E.coliDH5 pTZ57RT Clonage (Emtenani,
TA Asoodeh, &
Emtenani,
2015)
B. subtilis. BS168F E.coli XL1Blue | pTZ57R /T | Clonage (Rabbani,
TA Mirmohamma
d Sadeghi,
Moazen,
Rahimi, &
Salehi, 2011)
Bacillus sp. dsh19-1 E.coli BL21 pColdl Clonage (Dou et al.,
DE3 de 2018)
restriction
Geobacillusthermoleovorans Y | E.coli DH 5 Bluescript | Clonage | (Mahmoud M.
N ® Il KS cotandant | Berekaa 2007)
Bacillus stearothermophilus E. coli HBI01 pBR322 Clonage | (Tsukagoshi,
DY- de Ihara,
restriction | Yamagata, &
Udaka, 1984)
Bacillus amyloliquefaciens S. cerevisiae pVS2 Clonage (Southgate,
de Steyn,
contendan | Pretorius, &
t Van Vuuren,
1993)
Bacillus amyloliquefacien JH- E. coli DH5 pMD18-T Clonage (Chen et al.,
06 TA 2015)
B. subtilis PY22 Escherichia Blunt 11- Clonage (Karakas,
coli DH5 Topo vector | cotandant Inan, &
Certel, 2010)
Bacillus licheniformis (ATCC BL21 (DE3) pET19b Clonage (Nandy
27811) de etal., 2019)
restriction
Bacillus sp. dsh19-1 (CCTCC E.coli pColdlvecto | Clonage (Dou et
AB 2015426) BL21T1R(DE3 r de al., 2018)
) restriction
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Un clonage réussi d'un fragment d'/ADN dérive de la réaction de polymeérisation en
chaine (PCR) est une étape clé pour une analyse plus approfondie des ADN amplifié. De
nombreuses méthodes de clonage ont éte établies. Actuellement, les stratégies les plus
largement utilisées pour le clonage moléculaire sont le clonage basé sur le clonage TA, le
clonage basé sur la ligature a extrémité franche et le clonage indépendant de la ligase. Selon
les extrémités de I'ADN, les methodes de clonage dépendant de la ligature sont
indispensables dans la biologie moléculaire moderne, car elles peuvent grandement améliorer
I'efficacité des processus de clonage d’ADN, et qui se représentent en clonage a extrémites
franches, le clonage T-A et clonage a extrémités cohésives (Brown, 1990).

Le clonage TA est I'un des méthodes les plus simples et les plus efficaces pour le
clonage de produits de PCR. ,basé sur I’utilisation d'un "vecteur T" linéarisé qui a des
surplombs 3'-T uniques aux deux extrémités permet un clonage direct des produits de PCR,
facilité par la complémentarité entre les surplombs 3'-A du produit de PCR et le vecteur 3'-T
surplombs,mais le clonage TA reste trés chers et, par conséquent, son utilisation est
limitée. De plus, il n'y a pas de clonage directionnel ou la probabilité de clonage dans une
direction opposée est donc plus grande(Yao, Hart, & An, 2016).

En revanche, la ligature a extrémité cohésive est I'une des stratégies les plus utilisées
pour le clonage moléculaire puisque les extrémités collantes des inserts d'’ADN et des vecteurs
plasmidiques, générés par digestion par restriction, ligaturent avec une grande efficacité.

Dans ce travail la méthode suivi est celle du clonage a extrémités franches qui a été
adapté par (Z. G. Liu & Schwartz, 1992). Elle est également I'une des méthodes les plus
simples et les plus polyvalentes qui consiste a cloner le géne alpha amylase dans le vecteur
plasmidiques linéarisé pEasyBlunt E1. C'est facile parce que I'insert a bouts francs nécessite
peu ou pas de préparation, évitant la digestion enzymatique et la purification ultérieure
nécessaire pour le clonage a extrémité cohésive. Il est polyvalent car l'insert et le vecteur ont
moins de limitations de séquence que les autres méthodes (Sambrook J, 2012). Le produit de
PCR a extrémités franches (alpha amylase ) obtenu par L'ADN polymérase a haute fidélité
del’activité d'exonucléase intrinséque 3" -> 5" qui possede une fonction de correction sur
épreuve (proof-reading) , et le vecteurs a extremités franches (souvent déphosphorylés) sont
ligaturés ensemble par une enzyme ligase(Guo & Bi, 2002). Les inserts résultants de la PCR
sont relativement faciles a cloner directement dans les deux orientations, par ligature a
extrémités franches, car ils sont compatibles avec les vecteurs a extrémités franches (Reiske,
2019).
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Cependant, il existe plusieurs facteurs qui peuvent rendre le clonage a extrémités
franches difficile. Il est parfois 10 a 100 fois moins efficace que le clonage a extrémité
cohésive, ce qui entraine moins de colonies, il y a beaucoup de re-circularisations des
plasmides. Ceci, peut étre réduit, mais n'est pas facilement éliminé, ce qui entraine de
nombreux vecteurs vides. Mais ce clonage reste toujours le clonage potentiellement le plus
rapide parce que l'insert n'a pas besoin d'étre préparé par digestion par restriction. Et aussi il
évite les ajouts de séquences artificielles indésirables qui pourraient nuire a certaines

applications (Hans Packer, 2012).

5. Transformation du vecteur d’expression portant le géne alpha amylase de

B.subtilis TLOS3:

Aprés avoir intégrer le géne o-amylasedans le vecteur,les plasmides recombinants ont
été transférésdans la souche compétente E.coli BL21.

Escherichia coliest parmi les hétes microbiens les plus largement utilisés dans la
recherche fondamentale et appliquée (Marisch, Bayer, Cserjan-Puschmann, Luchner, &
Striedner, 2013). La souche E. coli BL21 (DE3) est chimiquement compétente préparée au
laboratoire avec une grande productivité et haute efficacité de transformation, cet état de
compétence est obtenu par une fragilisation chimique auCacCl, et a froid de la membrane
plasmique. Ce traitement permettrait la formation de pores dans la membrane et faciliterait
ainsi ’entrée de I’ADN a I’intérieur de la bactérie(Chang, Chau, Landas, & Pang, 2017).Cette
souche elle porte un systeme d'expression inductible dépendant de I'ARN polymérase T7 qui
permet la manipulation et le réglage simples des niveaux de production de protéines,cette
souche portant des vecteurs pETcommerciaux ou leurs dérivés a été I'hdte de choix dans de
nombreuses études sur I'expression de protéines recombinantes(Balzer et al., 2013)

Les vecteurs pEASY-blunt permettant I’expression de protéines recombinantes chez
les souches E. coli « DE3 » possedent dans leur génome, un géne de I’ARN polymérase T7
sous le controle du promoteur lacUVS. En absence d’IPTG, la transcription du géne d’intérét
est réprimée grace a la fixation du répresseur Lacl sur les opérateurs lac. L’ajout d’IPTG dans
le milieu de culture induit la transcription de I’ARN polymérase du phage T7 a partir du
promoteur Lac par I’ARN polymérase d’E. coli. L’ARN polymérase du phage T7 transcrit
ensuite le géne d’intérét a partir du promoteur T7 (Dvorak et al., 2015).

Les bactéries ayant été transformées par les plasmides recombinants qui portent un
geéne de résistance a I’ampicilline aboutit & I'apparition des colonies qui référent uniquement

aux bactéries résistantes ayant incorporé les plasmides.Cette technique a permis de séparer les
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bactéries comportant les plasmidesqui porte a son seinle géne de résistance Ampr codant pour
I’enzyme B-lactamase qui détruit I’ampicilline et les bactéries sans plasmides car ces dernieres
sont tuéespar l'ampicilline qui agit comme un inhibiteur irréversible d’une enzyme

indispensable aux bactéries pour la synthese de leurs parois cellulaires. Elle inhibe la synthese

de la paroi bactérienne et conduit a la lyse cellulaire. (Shilling et al., 2020).

6. Controle de I’expression de I’alpha-amylase de B. subtilis TLOS3 :

La zymographie est une technique basée sur I'électrophorese sur gel de polyacrylamide
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) qui permet mesure du poids moléculaire,
I'identification et méme la quantification de l'activité enzymatique (A. Andrades & L. M.
Contreras, 2017). Il s'agit d'un outil puissant, mais souvent mal interprété, qui fournit des
informations sur les activités hydrolytiques potentielles, les formes enzymatiques et les
emplacements des enzymes actives. Ces derniéres années utilisation de la zymoghraphie a
connu une attention croissante, comme le révéle le nombre d'articles publiés (Adarelys
Andrades & Lellys M Contreras, 2017; Oliveira et al., 2020; Ren, Chen, & Khalil, 2017).

Dans cette étude la zymographie de l'a-amylase a été réalisée pour la détection
d’activité amylolytique produites par la souche E.coli BL21 transformée. Le surnageant a été
passée au moyen de gel polyacrylamide natif comprenant 0.5% d'amidon soluble dans des
conditions non réductrices. L'apparition d'une zone claire aprés ajout du lugol, ou I'amidon a
été dégradé sur le gel natif, a confirmé 1'existence et la localisation d’alpha amylase ayant une
activité amylolytique comme montre le résultat. Le poids moléculaire de 1'a-amylase a été
estimé a environ de 72,6 £1.34 kDa en comparaison avec les protéines de marqueur
standard ;ainsi que d’autres bandes plus 1égeéres ont été observé sur le profil SDS-PAGE. La
révélation de I’activité enzymatique qui se traduit par la dégradation de I’amidon confirme
que I’induction par IPTG a été forte et accompagné avec une grande expression d’alpha
amylase et que le systeme d’expression T7 ét€ biologiquement active. cela peut étre aussi
expliquer que le vecteur génétique pEasy a été adapté avec E.coli BL21 et qu’il comporte
tous les ¢éléments indispensables a 1’adressage et le repliement correct de 1’alpha amylase
dans I’hote cellulaire et que les facteurs cellulaires et les paramétres de culture qui influencent
I’expression et le repliement de 1’alpha amylase ont été favorable pour adopter une
conformation tridimensionnelle précise a 1’état active (Betton & Chaffotte, 2005; Ghasemi et
al., 2015).
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En conclusion, le clonage et I’expression de 'alpha-amylase de Bacillus subtilis TLO3
dans la bactérie héte E.coliBL2lest une approche tres prometteuse en génie-
enzymatique.Cette expression suite a un clonage a extrémités franches (blunt-end cloning)
pourrait permettre de produire une grande quantité (haut niveau d'expression)de I’enzyme o-
amylase avec une bonne qualité et a moindre cout,ce qui pourrait étre exploité dans différents
domaines (recherche, médecine, industrie...)

L’extraction de I’ADN génomique de la souche bacillussubtilisTLO3par la technique
« salting-out » a permis d’obtenir un ADN avec une bonne concentration mais une faible
pureté, qui peut étre utilisé pour des techniques en biologie moléculaire comme la PCR.Mais
pour des techniques sensibles comme le séquengage, il serait préférable d’optimiser le
processus d’extraction afin d’obtenir une haute pureté de I’ADN.

Ensuite une réaction d’amplification PCRpar 1’enzymeTaq polymérase a haute
fidélité,a été réalisée en utilisantdeux amorces qui bornent la séquence a amplifier pour
obtenir des ampliconsdu geéne d’alpha amylase avec des extrémités franches. La qualité¢ de
I’ADN amplifié a été controlée par une électrophorese sur gel d’agarose en utilisant un
marqueur de taille. Ces produits de PCR ont été utilisés comme matrice pour étre clonés et
exprimés dans un organisme hote (E.coli BL21).

Une technique de clonage cotandant(blunt) par un kit a été adoptée suivie d’une
transformation par choc thermique dansune souche compétenteE.coli BL21, et a permis
d’obtenir des clones recombinants ayant incorporé le vecteur avec succes.

Les vecteurs intégrés dans E. coli BL21 portent un géne de résistance a 1’antibiotique
ampicilline qui sert pour la sélection des bactéries transformés ayant acquis le vecteur cloné.
Pour atteindre ce but une technique de sélection sur des boites LB-ampicilline a été réalisée
avec succes . En effet les bactéries transformeés apparaissent sous forme de colonies blanches
alors que les bactéries non transformés ne peuvent pas croitre sur le milieu contenant

I’antibiotique vu I’absence du gene de résistance.

Le contrdle de ’expression de I’alpha amylase a été réalis¢ par I’évaluation de
I’activité amylolytique, ainsi que la mesure du poids moléculaire par une technique
électrophorétique qui étudie les enzymes hydrolytiques sur la base de la dégradation du
substrat, dite « zymographie ».L’analyse du profil zymographique a montré 1’apparition
d’une bande claire indiquant la réussite de I’expression du géne alpha amylase dans la
bactérie hote. Lepoids moléculaire de 1’enzyme recombinante a été de 72kda, qui est

lepoidsexact de I’enzyme.

~ 55~
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Il serait aussi judicieux de faire un contréle de la réussite du clonage par un
séquencage de la seéquence du vecteur destinée a porter le produit PCR clonée ; en utilisant les
amorces du promoteur T7 et du terminateur T7 fournies avec le Kit.

Enfin nous espérons que ces résultats réunis soient enrichis et améliorés par les futures
promotions, afin d’entreprendre un procédé de production a grande échelle et ainsi proposer

au marché Algérien un produit local de haute qualité.
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