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Partie 1 : Introduction

Introduction

Le terme «banane » englobe les difféerents types«th@ananes dessert» et de
« bananes a cuire » rencontrés dans le monde, priohas « bananes plantains ». La plante
est cultivée dans plus de 120 pays sur pres deillions d’hectares. En termes de valeur
brutes de production, les bananes occupent laigoegrplace parmi les plantes alimentaires
cultivées dans le monde apres le riz, le blé etdés. Pres de 90% de la production sont issus
de petits agriculteurs, produisant pour la consotiima@omestique et les marchés locaux.

En Occident, la « banane dessert » d’exportatgirieeplus connue alors gu’elle ne
représente que 10% de la production mondiale. edet derniéres années, la production
mondiale de « bananes dessert » a plus que douldé exportations ont triplé de volume.
Elle s’est également accélérée depuis 1990 powenidewactuellement I'une des principales
productions mondiales de fruits. Pendant la pérmateprise entre 1985 et 2002, le volume
des bananes exportées dans le monde a enregista@xude croissance annuel moyen sans
précédent de 5,3%, soit deux fois celui des 24 espéécédentes. L'industrie de la banane
engendre donc de toute évidence une source viwleedenus, d’emplois et de recettes
d’exportation pour la majeure partie des pays empeurs, principalement les pays en
développement, ou 98% de la production mondialé emregistres.

Cependant, des pertes importantes a I'exportagont enregistrées suite au
développement de maladies de conservation quitaffeséveérement la qualité des fruits. Les
pourritures de couronne et I'anthracnose sontdas grincipales maladies de post-récolte des
bananes d’exportation. Elles se développent auscdur stockage et du mdrissage des
bananes. L'anthracnose résulte de l'action unigu€dlletotrichum musa¢andis que les
pourritures de couronne sont causées par l'actionadmplexe parasitaire doGt musadait
partie. Le développement de ces maladies entrafladeréent des « mdrs d’arrivage »
(Slabaugh et Grove, 1982). Ces derniers résultent effet indirect de la contamination des
fruits parC. musaells sont provoqués par I'éthylene provenant desus nécroses et des
champignons. Il en résulte une réduction de laaldetvie verte des fruits et une maturation
accéléréee de ceux-ci qui entraine une dévalorisatioa produit, des difficultés de
commercialisation sur le marché européen et doa@dges economiques importantes.

Des variations dans l'expression des symptbmesétintobservées pour les deux
maladies. Ces variations sont d'ordre spatialmepteel et sont liées a ce que I'on appelle une
variation du potentiel de qualité du fruit. L’expséon des maladies de conservations est
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dépendante d’'un certain nombre de facteurs rerepitrdifférentes étapes de la production
bananiére (depuis la bananeraie jusqu’a la miselesumarché) et qui influencent la
physiologie des fruits et donc leurs réponses dtagaes fongiques. Ces derniéres sont
contrblées et régulées par I'expression de cerggines. Une des approches pour comprendre
les phénomenes et réactions impliqués dans latiariale sensibilité des bananes aux
maladies de conservation en relation avec I'étasiplogique de celles-ci a la récolte,
consiste a identifier les génes impliqués danpoasessus et a étudier leur expression.

La cDNA-AFLP est une technique moléculaire pernmtttdanalyse de genes
differemment exprimés entre plusieurs populatioascdllules. La mise au point de cette
technique sur le modéle « banane » permettra detéaiser les mécanismes cellulaires et les
déterminants génétiques qui sous-tendent les oéaatie sensibilité des bananes aux maladies
post-récolte causées pfar musae

Cette caractérisation devrait permettre une meéleaompréhension des deux
maladies et de l'interaction hote-pathogene ains tp développement d'une méthode de
lutte plus réfléchie et efficace. A I'heure acteella méthode utilisée est le traitement
fongicide systématique apres la récolte. Cepentiahtite chimique pose certains problemes.
L’apparition de phénoménes de résistance aux falagca été observée. Les traitements ne
sont pas toujours efficaces et les consommateursamident une diminution de ceux-ci,
particulierement en post-récolte. L'identificatides genes impliqués dans les variations de
sensibilité menera a la sélection de marqueurs culaliées qui permettront peut-étre
l'identification de lots plus ou moins sensiblesCa musaeau moment de la récolte.
L’identification de ces lots pourrait servir, d'upart, a développer une lutte raisonnée,
efficace et permettre une orientation des lots d#férents types de marchés. D'autre part,
apres identification de marqueurs moléculairesatargant I'état physiologigue au moment
de la récolte, il peut étre envisagé de les utibdm d'obtenir une récolte homogene ayant un
état physiologique reproductible, ce qui est imjimss I'heure actuelle.
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Chapitre 1 : Le bananier

1.1. Historique

L'origine géographique du bananier se situé en AsieSud-est, dans les jungles de
Malaisie, d'Indonésie et des Philippines ou plusieariétés sauvages existent encore de nos
jours. L’extension de la culture a accompagné ftasdpes migrations humaines. Les premiers
citoyens européens a la découvrir étaient les mesnthe I'armée d'Alexandre Le Grand au
cours de leur campagne d'Inde en 327 avant Jesus-CAtlas des Départements francais
d’outre-mer, 1982). Les Arabes l'ont importée eniqdfe et les Portugais aux iles Canaries.
L’introduction de la culture sur le continent Sudidricain s’est faite a la suite des missions
d’explorations des Espagnols et des Portugais.irBplantation aux Amérigues s’est d’abord
faite par la République Dominicaine en 1516 ettgairsuivie vers ’Amérique Centrale et
du Sud (Manuel du planteur, 1998). La domesticaties bananiers a abouti a des cultivars
stériles et parthénocarpiques.

Les productions bananieres ont commencé a fabiget'd'échanges internationaux des
la fin du 19™ siécle. Avant cette date, les Européens et lessloréricains ne pouvaient les
apprécier par manque de moyens appropriés a lemsepamtion et leur transport. Le
développement des lignes de chemin de fer ainsiegienovations technologiques dans le
domaine du transport maritime réfrigéré leur orpe de devenir le fruit le plus largement
échangé a travers le monde.

1.2. Taxonomie

Les bananiers sont souvent différenciés en fonadmla qualité de leurs fruits et sont
dits de type « dessert » pour les variétés richesiere, ou « a cuire » pour les variétés riches
en amidon. Ceux de type dessert sont des monodoh@s classées de la maniere
suivante (Baknet al, 1997):

Ordre : Zingibérales
Famille :Musaceae
Genre Musa

Le genre Musa est divisé en 4 sections: Austraan(n=2x=20), Callimusa
(2n=2x=20), Rhodochlamys (2n=2x=22) et Eumusa (r22).
Les bananes comestibles sont principalement iskdsux especes sauvages diploides :
Musa acuminat&olla

Chapitre 1: Le bananier 7
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Musa balbisianaColla

Leurs génomes sont respectivement notés A et Bislepue Simmonds et Shepherd ont
proposeé cette représentation en 1955. Ces deugesspe reproduisent par voie sexuée et par
multiplication végétative a partir des rejets pmowat du développement des bourgeons
axillaires de la tige souterraine. Les plantes el deux especes produisent des fruits remplis
de graines.

Leur évolution et leur domestication par 'hommet @ermis I'obtention des variétés
actuelles qui sont généralement des clones trigéoistériles et parthénocarpiques. Elles sont
issues soit de la seule espdeacuminata(AAA) soit de croisements interspécifiques entre
M. acuminataet M. balbusianalgroupes AAB et ABB) (Fig. 1). Les variétés diplesd(AA)
et (AB) ainsi que les clones tétraploides interdjgres sont plus rares.

On retrouve des types « dessert » parmi tous &slgrgroupes de bananiers mais ceux qui
sont utilisés pour la culture d’exportation comraéirande-Naine, la Poyo, la Gros-Michel et
la Williams sont principalement des triploides @spéceM. acuminitaAAA appartenant au
sous-groupe des « Cavendish ». Ce sous-groupesespeéa lui seul 47% de la production
mondiale de bananes et 98% des bananes commeresatians le monde (Arias, 2004).

1.3. Aspect botanique

Le bananier est une herbe géante dont le pseudo-fiarmé par 'emboitement des gaines
foliaires, mesure de 1 a 8 metres (Champion, 1868)2).

Les feuilles sont émises par le méristtme termidal la tige vraie souterraine
improprement appelée « bulbe ». Les nouvelleslésuge déroulent au sommet du pseudo-
tronc et sont donc de plus en plus jeunes en ggaemant du sommet. Par convention, elles
sont numérotées de la plus jeune a la plus agéeyRa al, 1997). Le nombre de feuilles
varie selon le cultivar et les conditions enviromeatales (Jones, 1999). Leur durée de vie
varie entre 70 et 200 jours et leur surface faigieut atteindre 2 Cette surface importante
leur permet de canaliser les eaux de pluie au mboeeha floraison (Stover et Simmonds,
1987).

Le bourgeon situé a l'aisselle de chaque feuillendoéventuellement naissance a un rejet.
A la fin de la phase végétative, le changement aetionnement du méristéme central

Chapitre 1: Le bananier 8
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provoque la croissance et l'allongement de la tigeie au coeur du pseudo-tronc puis
'émergence de l'inflorescence (Bakey al, 1997). Sept a neuf mois apres la plantation du
rejet, l'inflorescence se forme a la base du psdra, et environ 1 mois plus tard, elle
émerge au centre de la couronne de feuilles. Lets fpeuvent étre récoltés entre 90 et 150
jours apres I'émergence de l'inflorescence (Seymb2®3).

1.4. L’inflorescence et le développement des fruits

Dans le cas des variétés Cavendish comme la Gidaihe, la floraison intervient des
gu’une trentaine de feuilles sont émises (Bargl, 1997).

L’inflorescence du bananier se caractérise parédopcule robuste recourbé vers le
bas et d’environ 1m de long. Elle est constituéspihes pourpres, déhiscentes, disposées en
hélice, qui se soulevent avant de tomber rapideraeri l'aisselle desquelles naissent les
rangées simples ou doubles de fleurs (Fig.3). @eles premiéres rangées de fleurs, appelées
mains, qui forment les régimes de fruits. Ces peeesi rangées sont constituées de fleurs
femelles avec un ovaire infere comprenant troiesogarpellaires a l'intérieur desquelles
deux rangées d'ovules sont insérées sur un placeriitaire et des étamines non
fonctionnelles. Les ovaires se remplissent de pptpe former le fruit sans pollinisation ni
formation de graines. Cependant, les fruits deagestclones cultivés produisent des graines
lorsqu’ils sont pollinisés.

Les mains sont composées de 10 a 30 fleurs ousdioiggrés sur le coussinet et sont
numérotées a partir de la premiére main dégagdantese, les doigts sont dirigés vers le
bas et se redressent progressivement pour attegrdpus ou moins 15 jours, le stade appelé
« stade doigts horizontaux ».

Apres les fleurs femelles, apparaissent deux & trains de fleurs neutres avec toutes les
pieces florales avortées, suivies par les mainffiedes males constituées d’ovaires réduits et
d’étamines bien développées. Les fleurs méles tatrdne fur et a mesure de leur libération,
dénudant ainsi la partie inférieure de la hampg.4fi

Chez certains cultivars, la croissance du méristemmainal de I'inflorescence s’interrompt
immédiatement apres la sortie des premiéres fliemnglles. Mais, en général, la croissance
de l'inflorescence se poursuit indéfiniment poumier le bourgeon méle ou popote (Fig.4),

Chapitre 1: Le bananier 9
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constitué de la superposition des bractées. R#trpas coupé, ce bourgeon male prolongera
sa croissance jusqu’a la maturité des fruits &raison de la tige.

1.5. La maturation des fruits

La vie des fruits se caractérise par un phénomemeriant. En effet lorsque certaines
conditions sont remplies, on assiste a une sérighdaoménes comme des changements de
couleur, de saveur, la production de composésilmlaes modifications de la texture du
fruit, etc... Ces phénomenes traduisent des varstioétaboliques au niveau cellulaire : c’est
la maturation (Hartmann, 1992). En 1960, Biale as® les fruits en deux catégories : les
fruits climactérigues comme la pomme et la banang@gsentent une crise respiratoire liée a
la maturation et les fruits non-climactériques, amemla cerise ou le citron, chez qui cette
crise n’existe pas.

Les deux phases physiologiques de la maturatida danane sont les phases pré- et post-
climactériques. La phase pré-climactérique estidénse comme la phase de « vie verte » de
la banane et la phase post-climactérique préceédérascence du fruit. Le passage d'une
phase a l'autre s’effectue a la suite d’une pérabdeense respiration (Omoaka, 2000).

La banane, comme tous les fruits climactériquda, @articularité d’émettre aux cours de
sa maturation d’importantes quantités d’'un régulatée croissance de nature gazeuse:
I'éthyléne. L’éthylene est une hormone de croissaa®sociée a la maturation des fruits mais
aussi a la réponse des plantes aux blessures ttagues de pathogénes et a d’autres stress
(Arshad et Frankenberger, 2002). Cette hormone jégalement un rble dans le
développement des symptébmes de maladies. La fotidt@ respiratoire et le dégagement
d’éthyléne qui accompagnent la maturation sont segiees a I'induction des modifications
physico- et bio-chimiques (Seymour, 1993). Bien tjéthylene soit intimement liée dans
l'initiation de la maturation des fruits climactguies, son mode d’action n’est pas connu de
maniére précise. Apres la récolte, d'infimes quastid’éthylene sont produites ce qui
déclenche une augmentation de la respiration dii {fdmoaka, 2000). Les blessures
provoquent également des dégagements d’éthyleneagsent la maturation prématurée des
fruits et augmentent le développement post-réabdtanaladies de conservations (Ploetz
al., 2003). Il est également reconnu que les charopgret moisissures produisent de
'éthylene en grande quantité, ce qui provoque eédgaht la maturation précoce des fruits
contaminés (Biale, 1960 cité par Hartmann, 1992).

Chapitre 1: Le bananier 10
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Pour augmenter la vie pré-climactériqgue des frilitest conseillé d’avoir une bonne
température de conservation apres la récolte ptéenir 'accumulation d’éthylene dans les
zones de stockage.

Au cours de la maturation des bananes, les pringighangements rencontrés sont les
suivants (Seymour, 1993):

* Une modification des pigments : La teneur en cldbydle passe de 50-100ug/g de
poids frais a presque zéro lorsque les fruits soats, tandis que le niveau de
caroténoides de 8ug/g de poids frais reste constant

* Des changements dans les parois cellulaires melliasement des fruits lors de la
maturation semble étre intimement lié aux changésnde structure des parois
cellulaires et notamment a des dégradations enkynest de pectine. La
dégradation de I'amidon semble également impliqueies le ramollissement des
tissus (Prabha et Bhagyalakshmi, 1998).

* Une modification de la composition de la bananduerfcant son golt. En
particulier, 'amidon est transformé en sucre.

» Des modifications dans les composeés volatils.

1.6. Composition de la banane

La composition de la banane (incluant la teneupigment, en d'amidon, en sucres et la
nature de ses composés volatils) et ses activitggnetiques dépendent de nombreux
parametres tels que le cultivar, les facteurs agteinfluencant la croissance du fruit et son
état de maturité (Bradt al, 2004 ; Zude, 2003; Zhareg al, 2005). Changt al (1990) ont
observé d'importantes variations au niveau de haue en amidon, en tanins, en sucre mais
également au niveau de l'activité pectinesterasgylase et polyphénoloxydase entre les
productions des différentes saisons et entre desnes de stades de maturité différents.

Les bananes vertes subissent des changementsnbiggbs durant leur maturation.
Ces changements incluent l'augmentation des pathsaities solubles, des composés
organiques, le clivage de la chlorophylle et laypdrisation des composés phénoliques
(Lizadaet al, 1990).

La figure 5 reprend les principaux €léments renésnthez une banane verte de type
Cavendish. L'eau et les carbohydrates constitueslixaseuls 90% du poids frais du fruit
(Ngeze, 1994). A la récolte la pulpe fraiche desabas desserts contient en moyenne 72,5%
d'eau et la peau 89,9%. Au cours de la maturatoterieur en eau de la pulpe augmente

Chapitre 1: Le bananier 11
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tandis que celle de la peau diminue d’'une parttaaspiration et d’autre part a cause de la
pression osmotique élevée dans la pulpe (John ethidia 1995).

Les lipides et protéines ne sont présents quat ik traces. Les protéines représentent 1,2 %
en moyenne de poids frais d'une banane verte (NgeEX®1). La teneur et la composition
lipidique varient également au cours de la matonadu fruit (Wade et Bishop, 1978). Les
lipides sont faiblement représentés mais jouenémegnt un rdéle important comme support
d'ardmes naturels dans le fruit. Les principauxlegigras rencontrés sont: I'acide palmitique,
oléique, linoléique et linolénique avec une ten@aada perte d'acides gras insaturés au cours
de la maturation (Seymour, 1993).

La plus grande modification biochimique durant latamation est I'hydrolyse de
I'amidon en sucres simples. Les bananes vertegenarht un taux élevé d’amidon insoluble.
Lors de la récolte, I'amidon est le constituanplies abondant de la pulpe de banane en
comparaison au glucose, fructose et saccharosadaéet al, 1990). Ces derniers sont les
trois principaux types de sucres rencontrés audesrbananes mares dans les proportions de
1:1:2 (Prabha et Bhagyalakshmi, 1998; Omoaka, 2Q@9kaccharose apparaissant avant le
glucose et le fructose. En terme de pourcentageomts sec, chez la Cavendish, la teneur en
amidon passe de 70-80% a moins de 1% en fin deepitiasactérique tandis que les sucres,
principalement le sucrose, représentent alors da plus de 16% en poids frais du fruit
indiqguant un taux élevé de conversion (Zhatgal, 2005). Cette conversion durant la
maturation des fruits implique différentes enzyraede nombreuses voies de transformation
encore inétudiées a I'neure actuelle (Zhangl, 2005). Toutefois, on sait que les amylases
sont impliquées dans I'hydrolyse de I'amidon maabgblement pas dans la synthése du
saccharose (Zhareg al, 2005) .

Les bananes contiennent d'autres composés hydotesoliels que les pectines et les
acides aminés (Omoaka, 2000). Les hémicellulosesndent de 2,4% a 0,9% en poids de
matiére séche au cours de la maturation et legnpscjuant a elles, passent de 1,1% a 0,8%.
Aucun changement n'est par contre observé pouellalase (Prabha et Bhagyalakshmi,
1998).

Les bananes contiennent également les élémentsinmgp@vants: Na, K, Ca, Mg et P
ainsi que du Fe, Cu, Zn, Mn et B qui sont les él@menineurs. Leur concentration varie
également en fonction de divers paramétres comnstalde de maturité, le cultivars, les
conditions de croissance et l'origine des banatrasl{ssoret al, 2001).

Chapitre 1: Le bananier 12
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Les bananes, et particulierement la peau, sont fdets riches en composeés
phénoligues. On y retrouve par exemple du 3,4-dibwygphenyléthylamine, 3,4-
dihydroxyphenylalanine et de la dopamine (Seymdg83). Ces composeés provoquent le
brunissement des tissus lorsqu'ils sont oxydé$grayme polyphénoloxydase. La dopamine
est le principal substrat du brunissement des lEm@almer, 1971). Sa concentration dans la
pulpe de bananes immatures est d'environ 50mgfaulipe fraiche et diminue de la moitié
lorsque le fruit mdrit. Dans la peau des fruitstyesa concentration est en moyenne de
700mg/g de peau fraiche et la maturation rédudoseentration a moins d'un tiers. Le taux
de brunissement de la pulpe est fonction de la exination en dopamine et en acide
ascorbique (lequel inhibe le processus de brunissgnplutdt que la concentration seule en
polyphénoloxidase (Weaver et Charley, 1974). Lesntasont solubles dans l'eau et se
retrouvent dans la peau et la pulpe du fruit (Tyrt@97). Mendeet al. (2003), ont observé
gue la teneur en composés phénoliques varie d'égerr de production a l'autre tel que
constaté entre les plantations de Ténérife et cHEar.

Chapitre 2 : Itinéraire technique de la productiond’exportation

Les bananes destinées a I'exportation peuvent ciiiterées par de petits planteurs
indépendants (présence forte dans les Caraibesh digeateur), par des Compagnies
nationales comme Banacol ou Uniban-Turbana en Cdmenou par des entreprises
multinationales de taille importante (leur préseaseplus forte en Amérique Centrale et va
grandissant en Afrique et en Asie). Les trois maliionales principales sont Chiquita Brands,
Dole Foods et Fresch Del Monte Produce. Deux awutnegpagnies importantes sont Fyffes
(le premier distributeur européen de produits jraisNoboa Corporation (marque Bonita),
premier exportateur équatorien.

Les différentes étapes rencontrées, de la plantadiola commercialisation, varient
notamment en fonction de la structure de la filierelu pays, mais les grandes lignes sont
conservées. Ainsi, de la plantation a la consononata banane dessert d’exportation exige
de nombreuses opérations. Celles rencontrées damsnlilles francaises sont détaillées ci-
apres a titre d'exemple :

2.1. De la plantation a la récolte

Les soins & effectuer sur la parcelle sont lesasuisv(Manuel du planteur, 1998) :

Chapitre 1: Le bananier 13
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* L’'ceilletonnage consiste a sélectionner les rejets qui assuremmenouvellement des

bananiers afin de garder la structure de la popul@bnstante.

» L’effeuillage assure la protection des fruits. Il faut éliminertaines feuilles susceptibles
d’abimer les fruits par frottement aprés émergelecka tige.

» Le marguage se fait au stade « doigts horizontaux » et perggeplévisions de récolte.

En effet, les différents régimes arrivés a ce stule marqués d’'une bande de couleur
spécifiqgue dans le but de connaitre leur age eprdeoir la date de récolte a un age
physiologique déterminé. Les régimes arrivés ades@d0°C jours (voir point 2.2.) aprés
le marquage sont récoltés la méme semaine et Matemise basent sur la couleur de
coupe de la semaine pour effectuer la récolte égimes. A chaque semaine de marquage
correspond une couleur (Fig.6a et 6b).

* Le haubanageest une technique qui a pour but d’éviter la clig® régimes sous I'action

du vent ou du poids du régime lorsque le systermi@ase est défectueux. Le haut de la
hampe est ainsi tenu par un ou deux brins dediegthchés aux pieds voisins (Fig.7).

* L’engainageconsiste a emballer le régime dans une gaine glestfin de tamponner les
variations de température, de présenter une bam@&canique contre les parasites et de
protéger les fruits contre les agressions mécasiques par exemple aux frottements des
feuilles (Fig.8).

» L’ablation des fausses mains et de la popo#ssure un bon allongement de I'ensemble
des fruits (Fig.9).

2.2. La récolte

Les bananes destinées a l'exportation sont résolidmtes et immatures. L’'état
physiologique des fruits au moment de la récolteddmnne leur évolution ultérieure en
marisserie et notamment la vitesse de développementchampignons (Hostacley al.,
1990).

L'intervalle de temps séparant le stade « doigtszbotaux » de la récolte s’appelle
l'intervalle fleur-coupe et est soumis a une loi ldetempérature. Il est donc possible de
prévoir la récolte a partir de la date de marquagerégimes a l'aide d’une bande de couleur
et de l'utilisation des données meétéorologiques.stale optimal de récolte des bananes
d’exportation est basé sur la somme thermique d@®Qours, calculée entre le jour de
marquage au stade « doigts horizontaux » et lalteé@vec un seuil minima de 14°C
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considéré comme 0°C. En effet, en dessous de dedseli4°C les températures ne sont pas
comptabilisées dans le calcul des 900°C jours.

Semaine de récolte = Somme (T°moyenne/jour — 14°@)0°C jours

Une récolte a 900°C jours permet un bon compromiseele remplissage du fruit
(grade a la récolte) et son potentiel de consemasippelé « durée de vie verte » qui
correspond a l'intervalle de temps séparant lalt@ate la crise respiratoire. Cependant, la
physiologie de la banane est influencée par de reumbfacteurs qui ne sont pas encore
connus ou maitrisés et le calcul des prévisionsedeltes a 900°C jours n’est pas toujours
suffisant pour obtenir un état physiologique repiaiible.

La récolte du régime marque le début du dépérissenhe pied-mére qui est alors
coupé. Sa suppression enleve la dominance apiocale sejet préalablement sélectionné et
permet de poursuivre la culture.

2.3. Les opérations a la station d’emballage

Les régimes récoltés sont disposés sur des coymsitecteurs dans un camion avant
d’étre déchargés et suspendus dans une pendeagi@q&). Toutes ces opérations nécessitent
beaucoup d’attention. En effet, les blessures omoades pendant la récolte et le
conditionnement des fruits aggravent les dégatsésapar les champignons durant le
transport et le mdrissage, d’ou la nécessité deingdes blessures (Hostaattyal.,1990).

Arrivés a la station d’emballage, les régimes séis les opérations successives suivantes

(Manuel du planteur, 1998) :

» L’épistillage : consiste a enlever le reste des piéces florald®extrémité du fruit
(Fig.10Db).

» Le dépattage : consiste a désolidariser les mains de la hampaldloen utilisant un

couteau courbe et en maintenant une partie sufisda la couronne sur les mains
(Fig.10c). Ceci est réalisé afin de permettre leodge en bouquets sans perte de fruits et
avec une couronne de section carrée (Fig.10e).

» La découpe: les mains sont découpées en bouquets de trbistdruits exempts de
défaut (Fig.10d). Ceux des extrémités des mainseak présentant des défauts sont
eliminés.

» Le trempage :les fruits sont d’abord plongés dans le bac de tthgm ou les mains sont

découpées en bouquets. Ces derniers passent efemstées bacs de ringcage (Fig.10f). Le
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temps d'immersion dans ces deux bacs doit étrésantfpour permettre I'écoulement du
latex au niveau des zones de découpe. Le latex ffoeslé par des agents acidifiants
comme le sulfate d’aluminium. Les bouquets sonuigasrécupérés et placés sur des
plateaux disposés sur un tapis roulant qui les ememers les tunnels de traitement
fongicide (Fig.10g).

» Les traitements fongicides visent a réduire le développement de maladies ngasite

et se font principalement par un passage dansmnunekual’aspersion (Fig.10h).
» La pesée des fruits et I'emballage un assemblage de bouquets doit permettre d’obtenir

des cartons de 18,5 kg qui seront stockés sur alettgs empilées dans des containers
(Fig.11a). Ceux-ci seront amenés au port et raliaae prise de froid (Fig.11b). Le délai
de coupe/mise au froid ne doit pas excéder 24 hmisa au froid permet d’'une part, de
minimiser la production d’éthylene et de retardeptocessus de maturité et d’autre part,
de réduire le développement de champignons évésumht présents (Krauss et
Johanson, 2000).

2.4. Le transport des fruits et leur mise sur le mahé

Les cartons de bananes, maintenus a une tempédauld°C afin de ralentir leur
activité métabolique, sont transportés par bateaul(1c) jusqu’au pays de destination.

La période séparant la récolte de linitiation derlaturation est appelée « durée de vie
verte » (DVV). Les bananes d’exportation doivenbiawine DDV supérieure au temps du
transport en bateau. Dans ce cas, la fin de la D@%cide avec le déclenchement artificiel en
marisserie de la maturation des bananes.

Avant d'étre mises sur le marché, les bananes @ubim traitement en mdrisserie de
guelques jours afin de déclencher artificiellemintmaturation par un apport d’'éthylene
exogene pendant 24 heures, a une dose de 1008tjd/ine température de 14°C-18°C.

Si la durée de vie verte des bananes est infériela durée du transport en bateau, les
bananes arrivent mdres dans le pays importateme gbeuvent étre commercialisées. Ce
phénomeéne s’appelle les « mlrs d'arrivage ». Plaues, les champignons impliqués dans le
développement des maladies de conservation ontffah sur la réduction de la DDV et
provoguent régulierement des « mars d’arrivage ».
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Chapitre 3 : Le marché international de la banane

Les bananes sont cultivées dans I'ensemble demgégopicales et jouent un role clé
dans I'économie de nombreux pays. En terme de valete de production, les bananes
représentent, par ordre d'importance, la quatrienti®re vivriere du monde apres le riz, le
blé et le mais. Elles sont cultivees dans plusafepghys sur prés de 10 millions d’hectares et
constituent autant une denrée de base qu’une nmatislead'exportation. La production
mondiale de banane s’est acceélérée depuis 1990 gewenir actuellement l'une des
principales productions mondiales de fruits. SelanFAO, le montant annuel total des
exportations mondiales est évalué a plus de 4 ardii de dollars américains. Pendant la
période comprise entre 1985 et 2002, le volume ldewmnes exportées dans le monde a
enregistré un taux de croissance annuel moyenmwaongdent de 5,3%, soit deux fois celui
des 24 années précédentes. L’industrie de la bagagendre donc de toute évidence une
source vitale de revenus, d’emplois et de recettesportation pour la majeure partie des
pays exportateurs, principalement les pays en dppement ou 98% de la production
mondiale sont enregistrés.

Le commerce international de la banane est tréesplex® et suscite une certaine
animosité entre quelques pays européens, partiealent la France, et les Etats-Unis. Il peut
étre divisé en trois systemes d'échanges intemaatio Le premier comprend les Etats-Unis
et le Canada qui ne cultivent pas de bananes mtrelasionnent en Ameérique latine. Le
second systeme (Europe) comprend I'ensemble dineahkt les pays de I'ex-URSS pour la
demande, et les pays d'Amérique latine, d'Afriquecidentale et de I'Europe ultra
périphérique (Caraibes, Madére, Canaries) poufrd.ofLe troisieme systéme d'échanges
(Asie) se compose des pays d'Asie et du Moyen-Ogeinse fournissent principalement aux
Philippines et en Equateur.

Depuis des années, les Européens et les Amérisailigent une guerre commerciale
autour de la banane. Jusqu'en 1993, les banandarsticétaient importées sans frais de
douane a travers les filiéres intégrées des sgcatericaines qui en contrélent la production,
le transport, le marissage et la distribution. €eatkonération de droits permit aux dites
entreprises de réaliser des bénéfices colossaukuile étant produit a tres bas prix en
Ameérique Latine.

Effective depuis le 4 janvier 1993, I'Organisation Commune du Marchéad@anane
(OCMB), créée dans le cadre de la mise en placmahehé unique européen, a institué un
régime d'aides compensatoires destiné a assurerewenu minimum aux producteurs

Chapitre 3 : Le marché international de la banane 17



Partie 2 : Synthese bibliographique

européens. Mais la commission dut immédiatemere face a une double pression: celle des
multinationales américaines et celle du front dag@es principaux importateurs de bananes
"dollars": I'Allemagne et le Benelux. Les bananasopéennes et celles des pays ACP, plus
chéres, bénéficient d'importantes aides de I'Urtamopéenne. En effet, elles sont produites
avec des codts de main-d’ceuvre bien plus élevésegumnanes sud-américaines et dans des
conditions climatiques moins favorables. En avrB94, I'Organisation Mondiale du
Commerce (OMC) est créée et dénonce rapidememineige des quotas spécifiques mis en
place par I'Union Européenne. En effet, le marclogéen, I'un des plus importants et des
plus rentables, absorbe chaque année 3,9 milliertsrthes de maniére contingentée: 850 000
tonnes de production communautaire en provenanseilds dont 150 000 tonnes de
Guadeloupe, 857 000 tonnes venant des pays ACPfreamsle douane et 2,2 millions de
tonnes des pays d’Amérique Latine, dont les bandites « bananes dollars ». Ces derniéres
sont commercialisées par des firmes principaleraarédricaines et sont soumises aux droits
de douane. L'OCMB privilégie ainsi les bananes camautaires et les bananes des pays
ACP par un systeme de prix garanti et d'aides corsg®ires.

Ce systéme est jugé discriminatoire et non confoame régles du commerce international
par 'OMC. Aussi, malgré une premiére modificatide 'OCMB, le £ janvier 1999 sous la
pression des producteurs de « bananes dollarsimeetliminution consécutive des droits de
douane pour ces pays, le nouveau régime européapaitation est a nouveau dénonceé par
'OMC qui conteste, en particulier, le principe dpstas spécifiques.

Ainsi, a partir du  janvier 2006, la protection communautaire et ceddés pays ACP ne
seraient plus assurées que par les droits de dofgraatir de cette date, la concurrence avec
les « bananes dollars » risque donc de s’accrefties prix payés aux producteurs pourraient
diminuer. De plus, la qualit¢ de la banane européeet ACP souffre d’une mauvaise
réputation. En effet, les accidents de maturattdesemaladies de conservation en diminuent
la qualité.
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Chapitre 4: Les maladies de conservation des banameausées par
Colletotrichum musae

4.1. La pourriture de couronne et I'anthracnose

La pourriture de couronne et l'anthracnose corestitlles deux principales maladies de
post-récolte des bananes d’exportation (Kraisd., 1998). Elles se développent au cours du
stockage et du mlrissage des bananes. L'anthracdsmdée de I'action unique d& musae
tandis que les pourritures de couronne sont cays¥d®ction d'un complexe parasitaire dont
C. musaefait partie. Ce champignon ainsi que les maladigislgj sont associées ont été
signalées dans tous les pays ou la culture du bEnest pratiquée et dans tous les pays
importateurs (CAB international, 2000).

Ces deux maladies entrainent des pertes importa®gportation en affectant séverement la
gualité des fruits. Cette mauvaise qualité estaté@rizée par le développement de nécroses
sur les fruits (Fig. 12 et 13) et de « mars d’'age » (Slabaugh et Grove, 1982). Ces derniers
résultent d'un effet indirect de la contaminaties €ruits palC. musaells sont provoqués par
I'éthyléne provenant des tissus nécrosés et demmgaons. Il en résulte une réduction de la
durée de vie verte des fruits et une maturatioréléoge de ceux-ci qui entraine une
dévalorisation du produit, des difficultés de comeraisation sur le marché européen et donc
des pertes économiques importantes (Nolin, 1989).

4.2. Les variations de sensibilité des bananes@ musaeet I'impact de
la physiologie du fruit

Des variations dans l'expression des symptomegtémbservées pour les deux maladies
(Chillet et de Lapeyre de Bellaire, 1996 ; Chikktal, 2000 ; Lukezieet al, 1967 ; Lassois,
2003 ; Demouliret al, 2004). Ces variations sont d'ordre spatial rapterel et sont liées a ce
que I'on appelle une variation du potentiel de itgiau fruit. La figure 14 montre que ce
potentiel de qualité se définit comme ayant unemmsante physiologique qui conditionne la
sensibilité des fruits et une composante patholmgiette derniere est fonction, d'une part
de la pollution du fruit, c'est-a-dire la quantiig conidies qui atteignent le fruit, et d'autret par
du taux de contamination du fruit c'est-a-dire lzamfité de conidies qui formeront un
appressorium.
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En accord avec cette hypothése, un tel potent@hbsrerait pendant la phase de
croissance des bananes et dépendrait entre astraateurs pédoclimatiques de la zone de
production ainsi que des pratiques agricoles ietmamt aux différentes étapes de la
production (Chillet et de Lapeyre de Bellaire, 1p9Bes facteurs influencent la composante
physiologique du potentiel en déterminant notamnhemiutrition minérale et la disponibilité
en eau des plants de bananiers (Chillet et de rayBellaire, 1996).

Frossarcet al, (1977) ont quant a eux précisé que la sensitub fruits aux pourritures

de la couronne variait non seulement d’'un réginfauétre, mais également, sur un méme
régime, d’'une main a l'autre.
Les différences de sensibilité observée entre régimécoltés le méme jour démontre
'importance de la physiologie de la banane daespfession des symptomes. Elle prouve
gue, méme si le seuil de 900°C jours permet d’haméiger la récolte, il n'a cependant pas
permis d’atteindre un état physiologique reprodleti

Il semble maintenant bien établi que divers fadtaléja cités, comme les conditions
de croissance du bananier, les facteurs pedo-ajues et les pratiques culturales influencent
la sensibilité des bananes@ musaeainsi qu'a d'autres champignons. Néanmoins, les
processus sous-jacents n'ont pas encore été négidence.
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Chapitre 5: Apport de la biologie moléculaire dans la
compréhension des meécanismes impliqués dans la \atron de
sensibilité des bananes &. musae

5.1. Introduction

Le développement des maladies post-récolte cays@eS. muaseest fonction de deux
facteurs importants: la pression d'inoculum rengéantet la réponse physiologique du fruit a
cette pression. Les réponses biologiques du ftiihotamment son évolution physiologique
et sa sensibilité aux champignons, sont contro&tegulées par I'expression de certains
genes liés a des voies métaboliques particuli&ids. génome est identique dans chacune des
cellules d'un organisme donné, les genes peuvarit ane expression différenciée dans le
temps (propre a un stade du développement), despate (propre a un type cellulaire) et
caractéristique d'un état donné.

Une des approches pour comprendre les phénoméméaatibns impliqués dans la
variation de sensibilit¢ des bananes aux maladegsahservation en relation avec I'état
physiologique de celles-ci a la récolte, consistelentifier les génes impliqués dans ces
processus via I'étude de leur expression.

5.2. Mise en évidence de genes differemment exprisné

L'analyse de I'expression des genes peut s'effeatpartir des ARNm ou des protéines.
Malgré les progrés enregistrés par la protéomibgteide de I'expression des génes a travers
le transcriptome reste moins complexe a mettre ewree Cependant, son principal
inconvénient est le biais introduit par les phénoeses'opérant au moment de la traduction ou
de l'adressage de la protéine.

L’évolution et les progres réalisés tant en biadogioléculaire qu’en génie génétique
offrent de nos jours un large éventail de techrsquaur étudier I'expression différentielle de
genes dans un tissu donné a partir des transcessméthodes utilisées doivent idéalement
répondre a plusieurs critéres (Liagigal, 1995):

» visualisation de la plupart des ARNm transcritssiancellule,
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* reproductibilité élevée,
e comparaison possible entre ARNm issus de diffésesbarces,
» facilité et rapidité de mise en ceuvre,

Il existe différentes techniques permettant I'asalge I'expression différentielle d’'un gene.
Massart (2005) les classe en 3 catégories :

» Les techniques d’hybridation : hybridation diffétiefie et soustractive

» Les techniques basées sur la PCR : Differentiplays RAP-PCR, cDNA-AFLP

* Les puces a ADNc

La technologie des puces a ADN ou bio-puces cormdiieure actuelle un essor
important et suscite 'intérét dans la communagiérgifique. Grace a cette technologie, la
mesure simultanée du niveau d'expression de phgsiailliers de genes voire d'un génome
entier placé dans des conditions physiologiquespatiologiques difféerentes, est rendue
possible.

Son utilité est scientifiqjuement incontestable dar connaissance du niveau
d'expression différentielle d’'un géne constitueanuhent une avancée vers la connaissance
de sa fonction et l'identification de nouveaux Isulie diagnostic. Les puces a ADNc assurent
depuis une dizaine d'années le compromis entrditiéabt rapidité. Malheureusement, cette
technique n’est applicable qu’aux organismes qoi génétiquement bien caractérisés.

Un consortium international a été créé en juil@dR dans le but de séquencer le génome du
bananier qui sera ainsi la premiére espéce végetalasivement tropicale a étre séquencée.
Cependant, la génomique des bananiers en esthalbegiements et les informations sur la
séquence du génome sont encore restreintes (Dick@@0¥). Comptant seulement 11
chromosomes et un total de 500 a 600 millions depae bases, le génome du bananier est
'un des plus petits parmi les especes végétaldesethercheurs esperent donc parvenir
rapidement a des résultats.

Parmi les autres techniques, la cDNA-AFLP a reteoiwe attention car elle répond bien
aux critéres émis par Liargg al. (1995) et est plus facile & mettre en ceuvre egigelchniques
d’hybridation. Reijan®t al (2003) ont comparé les techniques cDNA-AFLP atroiarrays
chez Saccharomyces cerevisaé leurs résultats montrent que la cDNA-AFLP e# tres
bonne alternative aux micro-arrays. Ramonell et Switle (2002) présentent également la
cDNA-AFLP comme une trés bonne alternative aux oaamrays dans les travaux de
découverte de génes.
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5.3. La cDNA-AFLP
5.3.1.Introduction

Cette technique dérive de 'AFLP (amplified fragrmingth polymorphism), basée sur
une amplification PCR et développée a l'origine poartographier 'ADN génomique par
Vos etal. (1995). L'AFLP a été adaptée a I'analyse de I'esgion d’ARNm dans le domaine
du végétal et la cDNA-AFLP est décrite pour la peren fois par Bachenet al (1996).
Depuis son introduction en 1996, cette techniquedesenue un outil de référence pour
I'étude des genes difféeremment exprimés.

5.3.2.Principe

La cDNA-AFLP consiste en la comparaison au moyetad®T-PCR des populations
d’ARNm transcrits par difféerentes populations délubes. Ce large screening permet de
mettre en évidence la transcription différentialle génes dont la fonction es priori"
inconnue.

Elle permet la comparaison de transcriptomes idsusellules ou tissus similaires et
l'isolement de genes differemment exprimés aing bpwr identification (Bachenet al,
1998 ; Bachenet al, 2001 ; Van der biezeat al, 2000 ;Durrantet al, 2000).

La technique implique trois étapes (Kuhn, 2001):
» restriction de I'ADNCc et ligation d’adaptateurs,
» amplification sélective,
* analyse sur gel des fragments amplifiés.

« Apres rétrotranscription, I'ADNc double brin dyétisé est digéré par un couple d'enzymes
de restriction possédant un site de reconnaissindepaires de bases pour I'un et de 6 paires
de bases pour l'autre. Les extrémités des fragmdigirés sont ensuite liguées a des
adaptateurs spécifiques a chaque site de restridimus les ADNc digérés et ligués sont alors
amplifiés grace a un couple d’amorces s'hybriddmaicane avec un des deux adaptateurs.
Cette étape, appelée pré-amplification, produitndenbreux fragments différents qui ne
peuvent étre séparés sur un gel de polyacrylarbide seconde amplification, appelée
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amplification sélective, est réalisée au moyemdtaes sélectives. Ces amorces contiennent,
en plus de la séquence de l'adaptateur, une, deuroid bases supplémentaires en 3' qui
permettent d'amplifier sélectivement les fragmettsDNc possédant en 5' les nucléotides
complémentaires. Deés lors, seul un petit nombrdragments, séparables sur un gel de
polyacrylamide, est amplifié. Le marquage radidadiine des deux amorces permet de
visualiser les fragments par autoradiographie. agdart, 2005).

5.3.3.Avantages

La technigue cDNA-AFLP (Bachert al, 1996 ; Reijan®t al, 2003) présente les
avantages suivants:

e elle permet de travailler sansa "priori" et ne nécessite pas de
connaissance préalable sur les géenes a étudiereBildonc adaptée a
l'identification de nouveaux genes (Ramonell et Swofle, 2002 ;
Feron, 2004);

* plus de deux populations d'ARNm peuvent étre coegsmr
simultanément et elle permet damplifier I'ensemlides ADNCc
rétrotranscrits ;

e sa reproductibilité est tres élevée (Matz et Ludoya 1998; Khun,
2001; Campalanst al, 2001 ; Feron, 2004) et peut atteindre 100%;

* elle présente un taux de faux positifs faible, riefé a celui d'autres
techniques similaires telle que le differential plhy (Matz et
Luckyanov, 1998; Khun, 2001; Campalaisal, 2001).

* La technique est trés sensible et permet une d#tedes transcrits
présents en faible quantité (Savelkoul, 1999 ; Reethcet Somerville,
2002; Feron, 2004). Bacheet al (1998) ont evalué la sensibilité de la
cDNA-AFLP a une copie d/ARNm par cellule.

* Son colt reste faible et elle ne nécessite pasatériel spécifique ce qui
en fait une technique abordable pour des laboestoote moindre
dimension (Ramonell et Somerville, 2002).

Sa reproductibilité et son faible taux de faux pfssproviennent principalement de
l'utilisation d’amorces spécifiques et d'une terapée d'hybridation élevée (de 63°C a 56°C)
lors des amplifications.
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5.3.4.Inconvénients

Malgré ses nombreux avantages, la cDNA-AFLP présemanmoins quelques
inconvénients. Un seul ARNm initial peut entraifl@mplification de plusieurs fragments ce
qui contribue a compliquer linterprétation desuléds (Matz et Luckyanov, 1998 ;
Lorkowski, 2004). D'autre part, les ADNc ne possé#dpas les sites de restriction des
enzymes utilisés ne sont pas analysés par la n&tihtabuet al, 1997 et Lorkowski, 2004
cité par Massart, 2005).

Ramonell et Somerville (2002) soulignent d’'une pgue la technique ne fournit pas de
données quantitatives au sujet de l'abondanceiveelate transcrits, contrairement aux
microarrays e, d’autre part, que les informations lss genes différemment exprimés sont
limitées aux bandes qui sont séquencées.

De plus, les relations entre les transcrits epteines ne sont pas toujours linéaires.
5.3.5.Application de la méthode

La cDNA-AFLP et son application aux plantes a &érie pour la premiére fois par Bachem
et al, (1996), qui ont analysé I'expression différelieiele genes dans des systenmesitro

de tubérisation d8olanum tuberosuniar la suite la cDNA-AFLP a encore été appligsiére
ce modéle (Trindadet al,, 2003 ; Trindadet al, 2004)

Habuet al, (1997) ont comparé les ARNm de deux ligndg§somoea purpurealLa technique

a également été appliquée pour identifier les gdifBBsemment exprimés chez les génotypes
de riz sensibles et résistants au froid (lvasktital, 1997) et ceux exprimés lors d’'un stress
hydrique chez une variété de riz tolérante a lde@sse (Rodriguezt al, 2005). Elle a
egalement servi dans I'analyse des ARNm chebidopsis thaliangde Diegoet al, 2005 ;
Mondegoet al, 2003). Signalons qu&rabidopsisest une plante modele tres précieuse qui a
servi dans diverses branches de la biologie végétlnotamment en pathologie et en
physiologie. Son étude a fourni de nombreuses atidics directement applicables aux
plantes cultivées. Cependant, il s’agit d’'une dilé# et le riz est préféré comme modéle
d’étude pour établir des liens avec le bananier.
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La cDNA-AFLP a également permis de mettre en éwidahes paralléles intéressants entre
les réponses des plantes aux pathogénes et aurinteg environnementales et I'expression
des génes qui établissent ces réponses (Ramon8tmeerville, 2002). Ditiet al. (2001 ;
2005) ont mis en évidence les géenes de défens@ém@gichezAgeratum conyzoidewrs
d’'une infection aAgrobacterium tumefacienZhanget al (2003) ont exploité la cDNA-
AFLP pour isoler des genes de blé et de rouille squit exprimés a certains moments de
I'infection. Chenet al (2003) ont étudié les genes differemment expriemége une variété de
blé résistant aux stress osmotiques et une vaegisble.

La cDNA-AFLP a également été appliquée sur d’'autnesléles que les modéles végétaux
comme par exemple sur les ARNm provenant de mamasifels que les ARNm de chevaux
(Cappelliet al, 2005) et de rats (Fukudd al, 1999), mais aussi de champignons (Avreva
al., 2003), levures (Reijaret al, 2003) et bactéries (Decoraial, 2005).

5.4. Les méthodes d'extraction d'ARN

La mise au point d'une méthode d’extraction effeeat reproductible d’ARN est la
premiére étape a effectuer avant méme la mise iatigwla cDNA-AFLP. L'efficacité d’une
meéthode d’extraction d’ARN est évaluée par la qignta qualité et l'intégrité des ARN
obtenus. L’extraction d’ARN totaux et messagerddene qualité, débarrassés de protéines,
d’ADN génomique et des métabolites secondaires;rastale pour les analyses moléculaires
comme la cDNA-AFLP.

Certaines difficultés viennent compliquer le tridw#extraction d’ARN. En effet,
comparé a I'ADN, I'ARN est relativement instableceia est largement dU a la présence des
ribonucléases (RNases) qui dégradent les molédWed3N. Les RNases sont stables, ne
requierent pas de cofacteurs et sont effectivesrén petites quantités. Ces enzymes sont
véritablement difficiles a inactiver et il est dopgmordial de limiter les contaminations par
des RNases exogenes en appliquant les précautiorited en détail au chapitre 1 de la partie
matériel et méthode. De plus, certains produits afutés au cours des extractions afin de
limiter I'action des RNases endogéenes. Ainsi, tisocyanate de guanidine et la protéinase K
permettent de dénaturer les protéines et donavdtefil'action des RNases et la dégradation
des ARN (Nassutbt al, 2000 ; Liuet al, 1998 ; Asifet al, 2000, Wan et Wilkins, 1994).
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Il existe de nombreuses méthodes d’extractionsitdécdans la littérature qui sont
effectuées en quelques heures avec un minimum d¢érigtasur la plupart des organismes
(Gerstein, 2001 ; Assubel, 1994). Cependant, cdbadés dites traditionnelles ainsi que les
kits commerciaux disponibles ne sont pas toujotfisages pour extraire des ARN de tissus
végétaux (Changt al, 1993 ; Liuet al, 1998 ; Wan et Wilkins, 1994 ; Gerheg al, 2000 ;
Mehar h. Asifet al, 2000 ; Gaoet al, 2001). En effet, les auteurs travaillant sur des
techniques d’extractions d’ARN s’accordent sur fficultés d’obtenir des molécules
d’ARN de tres bonne qualité et en quantité suftisam partir de tissus végétaux riches en
composeés phénoliques, polysaccharidiques et astiestances interférant lorsqu’on utilise
des procédures d’isolation d’ARN conventionnelleafWet Wilkins, 1994 ; Gerhigt al,
2000 ; Mehar h. Asiét al, 2000).

Les composés phénoliques sont rapidement oxyd@aideur permet de se lier ou de
co-précipiter avec les molécules d’ARN formant ass complexes insolubles qui seront
probablement éliminés lors des extractions et equdent donc les ARN inutilisables. De plus,
les contaminations par les composés phénoliquésenttla qualité des molécules d’ARN
obtenues. Il est donc indispensable de les inaateui compligue largement les procédures
d’extraction d’ARN (Gerhiget al, 2000). Divers produits sont ajoutés au cours des
procédures d’extraction afin de limiter les probéncausés par les composés phénoliques. Le
PVP (polyvinyl pirolidone) les complexe et les amtiydants comme IB-mercaptoéthanol les
empéchent également d’agir (Salznearal, 1999). Le borate permet de les piéger en formant
avec eux des complexes insolubles via les pontohgtes (Mbéguié-A-Mbeéguié, 2000).

Certains métabolites de plantes comme les polysaides ont des propriétés physico-
chimiques similaires aux acides nucléiques ce gquod rdifficile leur élimination lors des
préparations d’ARN. Les polysaccharides peuvernréaipiter et contaminer les ARN durant
les extractions et affecter ainsi le rendementaequalité (Asifet al, 2000 ; Gerhiget al,
2000). L'acetate de potassium permet de précipgteipolysaccharides et les extractions au
phénol/chloroforme/alcool isoamylique permetterdlidiiner les polysaccharides mais aussi
les composés secondaires. (Nassithl, 2000 ; Liuet al, 1998 ; Asifet al, 2000, Wan et
Wilkins, 1994). Le phénol est un agent organiqueatiérant qui précipite les protéines.

De plus, certains métabolites et contaminants doite lors des procédures de
purification (comme les sels ou phénol) peuventb@hcertaines réactions enzymatiques ou
causer, d'une part des variations dans les mespeasrophotométriques et d’autre part des
interférences au cours de la migration des ARNutosr gel.
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Objectifs du travail

Cette étude s'integre dans un projet visant a tifilen les mécanismes
cellulaires et les déterminants génétiques qui-sendent les réactions de sensibilité des
bananes aux maladies de conservation causéesCpanusae L'identification de ces
mécanismes se fera par I'étude des génes differamex@rimés au niveau transcriptionnel
entre des bananes tolérantes et sensibles a cexliesalet permettra d’identifier des
marqueurs moléculaires de sensibilité. La reusitéanalyse de ces genes étant largement
dépendante de la qualité et de la pureté des ARNmeffort important doit étre consenti afin
d’obtenir un extrait contenant des ARNm de bonneliti et en quantité suffisante pour
procéder a leur analyse.

L’isolement d’ARN de qualité a partir des tissusbdmane est difficile a cause du taux
élevé de polysaccharides, polyphénols et autrestamies interférant lorsqu’on utilise des
procédures d’isolement d’ARN conventionnelles. €a3stances ne diminuent pas seulement
le rendement mais la faible qualité de 'ARN ledgresque inutilisable. Il est donc essentiel
d’employer une méthode permettant de d'élimineicaffement ces contaminants sans
affecter le rendement.

Il existe dans la littérature un certain nombrepdetocoles d'extractions d'’ARN de
végetaux riches en composeés phénoliques et polyaadimues.

Le but de cette étude est d’en tester certainkesdeomparer afin d'obtenir des ARNm
de qualité et en quantité suffisante et de pouwséectionner le protocole le plus adéquat a la
réalisation de la cDNA-AFLP. Cette démarche a dtéctiée sur deux types de tissus de
banane a savoir la pulpe et la peau et a deux nisnu#fférents, en phase pré- et post-
climactérique.
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1. Travailler avec les ARN et I'environnement RNasé&ree

Afin de limiter les contaminations par des riboades (RNases), il est impératif
d’appliquer certaines précautions permettant Ii&tabment d’un environnement RNase-free.
Ces précautions s’appliquent aux matériels et aagtifs utilisés et sont décrites en annexes 1
et 2.

Les sources les plus fréquentes de contaminatiomsles mains (la peau), les bactéries et
pourritures qui sont présentes dans les particégsoussieres en suspension dans I'air ou sur
le matériel de laboratoire (Ambion, 2005).

De plus, toutes les manipulations concernant lebl ABnt réalisées sur glace afin de
limiter leur dégradation.

2. Matériel végétal

Les bananes employées appartenaient toutes a itév@rande-Naine du cultivar
« Cavendish ». Les méthodes d’extraction d’ARN&iéttestées sur peau et pulpe de bananes
vertes, avant le traitement de celles-ci a I'éthgléet sur peau et pulpe de bananes mares.
Que ce soit de peau ou de pulpe de bananes vertasitores, les échantillons sont finement
broyés dans un mortier a I'aide d’azote liquide.nhertier avait préalablement été passé une
nuit au four a 180°C pour éliminer les RNases.

3. Description des protocoles d’extraction d’ARN utisés

3.1. Protocole « Wan et Wilkins modifié »
3.1.1. Introduction

Ce protocole est basé sur celui présenté par Wahllahs (1994). Il a été modifié par une
équipe du CIRAD-FLHOR (Centre de Coopération Iriéionale en Recherche Agronomique
pour le Développement, section cultures fruitietégumieres et horticoles) de Neufchateau
en Guadeloupe et transmis a titre personnel paeDidbéguié-A-Mbéguié.
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3.1.2.Principe

Le tampon d’extraction se compose des éléementaisisiv
- 200 mM de BORAX
- 2% de PVP 40
- 30 mM EGTA
- 1% de SDS
- 10 mM DTT(dithitreitol) en poudre
- 1% de sodium déoxycholate
- 0,5% Igépal CA-630

Le tout a été dissous a chaud et le pH ajusté avapt d’autoclaver la solution. Le tampon a
été stocké a TEMPERATURE ambiante jusqu'a sorsatitn.

La procédure d’extraction s’effectue sur 2 jours :

JOUR 1 (4h)

Le tampon d’extraction a été préalablement mikauffer 10 minutes dans un bain a
80°C avant d'en prélever 1,2 ml et de l'ajouter 349 de matériel végétal finement et
fraichement broyé. Le tout a été homogénéisé aala et par passage au polytron a vitesse
maximale. Ensuite, 0,6 mg de protéinase K ont gbéités et I'ensemble a été agité
vigoureusement a la main et mis a incuber 1h30°& 4Bus faible agitation. Les échantillons
ont ensuite été centrifugés pendant 20 min a 19 21@& 4°C et le surnageant a été récupéré
dans un tube préalablement refroidi. Du chlorurditie&um 10M a été ajouté au surnageant
afin d’obtenir une concentration finale de 2M. batta été mélangé vigoureusement et mis a
incuber durant une nuit a 4°C.

JOUR 2 (3h):

Les échantillons récupérés ont immédiatement é&énaentrifuger 20 min a 38 700 g
et a 4°C. Le surnageant a été éliminé par renvemsedu tube et 100 ul de LiCl 2M froid ont
été ajoutés au culot. Les échantillons ont étéadeveau mis a centrifuger 5 minutes a 38 700
g et a 4°C, le surnageant a été éliminé a l'aidmel’pipette et le culot d’ARN a été dissous
dans 600 ul d’eau DEPC froide. Les échantillonsemsuite été mis 15 minutes sur glace en
agitant régulierement et doucement et mis a cegeifa 38 700 g pendant 5 minutes a 4°C.
Le surnageant a été soigneusement récupéré etoli&sngs contaminantes ont été éliminées
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par une extraction au phénol-phénol/chloroformefalic isoamylique (25/24/1) et
chloroforme/alcool isoamylique (24/1) comme suit :
600 pl de phénol ont été ajoutés au surnageantoliea été vortexé et mis a
centrifuger 5 minutes a 16 600 g 4°C afin d'y ré&map le surnageant.
e 600 ul du mélange phénol/chloroforme/alcool isoanud (25/24/1) ont été ajoutés
au surnageant et le tout a été mélangé au vortamsed centrifuger 5 minutes a 16
600 g 4°C afin d'y récupérer le surnageant.
e 600 pl de chloroforme/alcool isoamylique (24/1) été& ajoutés au surnageant et le
tout a été mélangé au vortex et mis a centrifugeirtutes a 16 600 g 4°C afin d'y
récupérer le surnageant.

De I'acétate de potassium 5M pH 5,5 a été ajoutsuanageant de maniére a obtenir une
concentration finale de 0,2M. L'ensemble a été ng#aau vortex et incubé 15 minutes sur
glace avant d’étre centrifugé 10 minutes a 16 68M§C. Enfin, le surnageant a été récupéré
et 2,5 volumes d’éthanol pur lui ont été ajoutéstdut a été vortexé et les ARN ont ainsi été
mis a précipiter au moins une nuit a —20°C.

3.2. Protocole de Liuet al. (1998)
3.2.1. Introduction

Ce protocole est issu de Lt al (1998).

3.2.2. Principe

Le tampon d'extraction se compose des réactifastsv
- Tris HCI 100 mM pH 7,5
- NaCl 500 mM
- EDTA25mMpH 8
- SDS 1,5%
- PVP 40 2%
- 23 mercaptoéthanol 0,7%

La manipulation compléte se réalise en 5H.
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Le tampon d’extraction est ajouté au matériel va@geéaichement et finement broyé a raison
de 0,7 ml par 0,149 de matériel végétal. L’'ensemaldéeé vortexé et mis a incuber 10 minutes
a température ambiante en agitant de temps en tebesséchantillons ont ensuite été
centrifugés a 16 600 g pendant 15 min a tempéraareiante pour précipiter les débris
cellulaires. Le surnageant a été récupéré (un vwwMiret 1/3 d'acétate de sodium 5M pH 6 a
0°C y a été ajouté. Le tout a été vortexé et |ad§sénin sur glace avant d’étre centrifugé 15
minutes a 4°C et a 16 600 g. Un volume égal de gifdmoroforme/alcool isoamylique
(25/24/1) a été ajouté au surnageant et I'ensembdte vortexé et centrifugé a 16 600 g
pendant 10 min et a 4°C. Cette opération a étecteffe deux fois. Le surnageant a été
récupéré et un volume égal de chloroforme/alcamnsylique (24/1) lui a été ajouté. Le tout
a été une nouvelle fois vortexé et centrifugé a606 g pendant 10 min et a 4°C. Le
surnageant a été récupéré et 0,8 V d’isopropanohiuété ajouté avant de laisser I'ensemble
15 minutes sur glace et de le centrifuger 15 mi#f@ et a 17 210g. Le surnageant a été
eliminé et le culot a été rincé avec 1ml d’éthand%. Le tout a été légerement vortexe et
centrifugé a 17 210g pendant 15 min a 4°C. Le gaaat a été jeté et le culot mis a sécher
10 minutes dans I'étuve a 37°C avant d’étre disslauns 400 ul d’eau DEPC et de procéder a
une nouvelle extraction au phénol-chloroforme-alésoamylique (25/24/1) suivie d’'une au
chloroforme/alcool isoamylique (24/1). Deux volumd®thanol pur ont été ajoutés au
surnageant et le tout a été stocké au moins une ma0°C.

3.3. Protocole d’extraction basée sur le Trizol IReagen?

3.3.1. Introduction

Ce protocole est décrit dans le mode d’emploi diZOR Is Reagerft Invitrogen life
technologie.

3.3.2.Principe

Le matériel végétal fraichement et finement broytéapesé et 400mg ont été ajoutés a 5
ml de Trizol. Le tout a été incubé 5 min a tempéeaambiante et 0,2 ml de chloroforme par
ml de Trizol ont été ajoutés. Les échantillons @bét agités 15 secondes vigoureusement a la
main et incubés 10 min a température ambiante aVéite centrifugés a 12 000 g a 4°C
pendant 15 min. Le surnageant a été récupéré ehlogEsopropanol par ml de Trizol initial
ont été ajoutés. Le tout a été mélangé et misébercl0 min & TEMPERATURE ambiante
avant d'étre centrifugé a 12 000 g pendant 10 mii@& Le surnageant a été éliminé et le
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culot d’ARN a été rincé une fois avec de I'’éthar@bo a raison d’Iml/ml de Trizol initial.
Les échantillons ont été vortexés et stockés ansnaie nuit a —20°C.

3.4. Protocole d’extraction basée sur le Trizol IReagenf et adapté pour
le matériel riche en polysaccharides

3.4.1. Introduction

Ce protocole est décrit dans le mode d’emploi diZOR Is Reagerft Invitrogen life

technologie.
3.4.2. Principe

Le matériel végétal fraichement et finement broytéapesé et 400mg ont été ajoutés a 5
ml de Trizol. Le tout a été centrifugé a 12 000emgeant 10 minutes a 4°C et le surnageant
récupéré a été incubé 5 min a température ambéaaiat d'y ajouter 0,2 ml de chloroforme
par ml de Trizol. Les échantillons ont été agitéssiécondes vigoureusement a la main et
incubé 2-3 min a température ambiante avant d@&rrifugés a 12 000 g a 4°C pendant 15
min. Le surnageant a été récupéré et 0,25 ml daggmol par ml de Trizol initial ont été
ajoutés ainsi que 0,25 ml/ml de Trizol initial d’'amélange de citrate de sodium 0,8M et de
chlorure de sodium 1,2M. Le tout a été meélangé st anincuber 10 min a température
ambiante avant d’étre centrifugé a 12 000 g pend@nmin a 4°C. Le surnageant a été
éliminé et le culot d’ARN a été rincé une fois awk I'éthanol 75% a raison d’lml/ml de
Trizol initial. Les échantillons ont été vortexéstockés au moins une nuit a —20°C.
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3. 5. Protocoles d’extraction utilisant les tampongl’extraction GITC et

GHCL de Gehrig et al. (2000)
3.5.1.Introduction

Ces protocoles sont issus de ceux proposés paig@&ttal (2000).

3.5.2.Principe

Selon Gehriget al (2000) I'ajout de PEG (polyéthylene glycol) deuh@oids moléculaire

permet d’effectuer des extractions tres efficatesrendement obtenu est supérieur a celui

obtenu avec des méthodes basées sur le PVP 4Qimdbyrrolidons.

» Composition du tampon d’extraction GITC
- Guanidine isothiocyanate 5M.
- Tris-HCL pH 8 50mM
- Citrate de soduim pH 7,5 25mM
- N-lauryl sarcosine 0,5 %
- B-mercaptoéthanol 0,1 M.

» Composition du tampon d’extraction GHCL.
-Hydrochloride de guanidine 6,5M
-TrissHCL pH 8 100mM
-acetate de sodium 0,1M pH 5,5
-B-mercaptoéthanol 0,1 M.

» Autres produits.
- Citrate de sodium pH 4 2M
- Eau DEPC autoclavée
- PEG-HMW (20.000)
- Isopropanol
- Phénol/Chloroforme/alcool isoamylique 25/24/1.
- NaCl 2M
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3.5.3. Description de I'extraction avec le tam@&i C

Le matériel végétal fraichement et finement brogééapesé et 1% de PEG-HMW ainsi
gue 1ml de tampon d’extraction ont été ajoutéOpky de tissus. Les échantillons ont été mis
en incubation durant 10 minutes a température artebiavant d’'étre centrifugés pendant 20
minutes a 4° C et a 8 000 g. Le surnageant a étdpééé et 0,1ml de citrate de sodium pH 4 a
2M et 0,7 ml de Phénol/Chloroforme/alcool isoamy#d25/24/1 lui ont été ajoutés. Le tout a
éte vortexé et incubé 10 minutes a température areiavant d’étre centrifugé a 8 000 g
pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant a été égewgh 0,7ml d’isopropanol lui ont été
ajoutés. Les échantillons ont été vortexés et g®aki moins une nuit a - 20°C.

3.5.4. Description de I'extraction avec le TampdaChL

Le matériel végétal fraichement et finement broy&éapesé et 1% de PEG-HMW ainsi
gue 1ml de tampon d’extraction ont été ajoutéOpky de tissus. Les échantillons ont été mis
en incubation durant 10 minutes a température artéiavant d’étre centrifugés pendant 20
minutes a 4° C et a 8 000 g. Le surnageant a étdpééé et 0,1ml de citrate de sodium pH 4 a
2M, 0,5 ml de chlorure de sodium 2M et 0,7 ml d&miChloroforme/alcool isoamylique
25/24/1 lui ont été ajoutés. Le tout a été vortetxincubé 10 minutes a température ambiante
avant d’étre centrifugé a 8 000 g pendant 10 msatd°C. Le surnageant a été récupére et
0,7ml d’isopropanol lui ont été ajouté. Les écHbomis ont été vortexé et stocké au moins une
nuit a - 20°C.

3. 6. Protocole de Mehar H. Asitt al (2000)
3.6.1. Introduction

D'apres: Mehar H. Asikt al. (2000). Ces derniers ont mis au point leur prdeco
d’extraction en se basant sur celui décrit par Gledral. (1993).

3.6.2. Principe

Le tampon d’extraction incomplet se compose danéhds suivants :
- 2% CTAB (hexadecyltrimethylammonium brommide)
- Tris-HCI 100mM pH 8 (acide trichloro-acétique)
- EDTA 20mM pH 8
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- NaCl 1,4M

Le tout a été meélangé et autoclave.

Le jour de la manipulation le tampon d’extractionét complété avec 1 ul de 2-
mercaptoéthanol par ml de tampon.

La réalisation compléte de I'extraction nécessgexgjours :

JOUR 1
Le tampon d’extraction complet préalablement ctéaalu bain-marie a 65°C a été

ajouté au matériel végétal fraichement et finerbeoyé a raison de 1ml par 0,1g de tissus. Le
tout a été homogénéisé a l'ultraturax a vitesseimax pendant 2 minutes puis incubé a
65°C pendant 1h en vortexant légérement toute&3awin. Les échantillons ont ensuite été
refroidis a température ambiante et un volume édal mélange chloroforme/alcool
isoamylique (24/1) leur a été ajouté. lls ont ét#texés et centrifugés a 12 000 g a
température ambiante pendant 15 min. Les surnageahgté récupérés et un volume égal de
chloroforme/alcool isoamylique 24/1 leur a été &odls ont de nouveau été vortexés et
centrifugés a 12 000 g a température ambiante perddamin. Le surnageant (volume V) a
été récupéré et du LiCl 10M lui a été ajouté deiprama obtenir une concentration finale de
3M. Le tout a été mis a 4°C durant une nuit poecipiter les ARN.

JOUR 2
Les échantillons ont été centrifugés 20 min a 4°C7a000 g et les culots ont été

resuspendus dans 500 pl dans de I'eau DEPC. Pdar airemettre en suspension, les
eppendorfs ont été placés 5min a 50°C au bain-nearigortexant de temps en temps. Le
méme volume de phénol leur a été ajouté et iltntortexés et centrifugés 5 minutes a 17
000 g et a 4°C. Le surnageant a été récupére gilbdd mélange phénol/chloroforme/alcool
isoamylique 25/24/1 leur ont été ajoutés. Ills datde nouveau vortexes et centrifugés a 17
000 g et 4°C pendant 5 minutes et 500 pl du mélahgmroforme/alcool isoamylique 24/1
ont été ajoutés au surnageant. Le tout a été eerentrifugé a 17 000 g et 4°C pendant 5
minutes. Un volume d’acétate de sodium 3M pH 54 &dl/30 de V et un volume d'éthanol
égal a 1/10 de V ont été ajoutés a la phase aqieolsene V). Ce mélange a été vortexé et
laissé sur glace pendant 30 min avant d’étre dag&i25 min a 4°C et a 17 000 g. Le
surnageant a été récupéré et de l'acétate de s@MuipH 5,2 lui a été ajouté pour obtenir
une concentration finale de 0,3M. Pour finir, 3uraks d'éthanol 100% ont été ajoutes et les
ARN ont été mis a précipiter au moins une nuit@ 2
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4. Analyse gquantitative et qualitative de 'ARN extratt

4.1. Introduction

Les mesures d’absorbance a 260 et 280 nm permdtetdnner une premiere indication
sur le rendement ainsi que sur la qualité (tauputeté) des extractions d’ARN. De plus, la
migration des échantillons sur un gel d’agaroséeet visualisation sous U.V. permettent
egalement de vérifier la qualité, la pureté ett€grité de 'ARN total extrait. Avant de
procéder a ces mesures, les ARN doivent étre remssispension.

4.2. Remise en suspension des ARN

Les ARN conservés a -20°C ou -80°C doivent étreigean suspension dans de l'eau
DEPC. Pour ce faire, les échantillons ont été saicongélateur et centrifugés 1h a 17 000 g
a 4°C. Le surnageant a été jeté et le culot aigté trois fois avec 200 pl d’éthanol 70%
froid. Une centrifugation a 17 000 g a 4°C pendantin a été effectuée entre chaque ringage.
Le surnageant a été éliminé et le culot séché kolmtte a 37°C en inversant les tubes
eppendorfs pendant 5 a 10 min.

Le culot séché a été resuspendu dans 25 pl d’'e®CEEA°C dont 5 ul étaient destinés pour
la lecture des absorbances et les 20 ul restamenét@onservés pour étre déeposés
ultérieurement sur le gel d’agarose en conditiamsaenaturantes.

4.3. Mesure des absorbances

Les 5 pl de la solution d’ARN remis en suspensiommme expliqué au point précédent et
destinés a étre analysés au spectrophotometr@dmélangés a 395 ul d’eau DEPC a 4°C
par vortexage. Les 400 pl ainsi constitués de liatisa a analyser ont été introduits dans des
cupules en quartz pour procéder aux lectures dearl@dnces. Celles-ci ont été effectuées
grace & un spectrophotométre a U.V. (Smart8h8600, BioRad). Les absorbances & 260nm
et 280nm ont été enregistrées. Le blanco étaittito@sle 400 ul d’eau DEPC.

4.4. Analyse quantitative des ARN extraits
La quantité d'acides nucléiques des échantillonété estimée sachant qu’'une unité

d’absorbance a 260 nm correspond a une concemtraticARN de 40ug/ml pour autant que
le rapport d'AsdAzso indique une bonne pureté de I'échantillon. En teffes sels

Chapitre 4 : Analyse qualitative et quantitative’&&N extrait 37



Partie 4 : Matériels et méthodes

contaminants, les protéines et les solvants orgasigpeuvent faussement augmenter
'absorbance a 260nm (Gerstein, 2001)

Le rendement d’extraction a été déterminé graca farinule suivante, pour autant que
'absorbance a 260nm soit comprise entre 0,1 et 1.

[ARN] pg/ml = Apgo * 40 * Y

Le facteur * Y correspondant au facteur de dilution

Dans chaque cas, a partir de la concentration &NJAug/ml, la concentration a été
calculée en [ARN] ug /g de matériel végétal.

4.5. Analyse qualitative des ARN extraits
4.5.1. Lecture des absorbances

La pureté d'un échantillon peut-étre estimée aimpaes absorbances relatives a
260nm et 280nm. Les protéines absorbent a 280nmesetectures d’absorbance a 280
permettent d’identifier d’éventuelles contaminatiopar celles-ci. Le degré de pureté de
I'échantillon est donné par les rapportssdA.so. Pour étre considéré comme relativement
pur, I'échantillon d’ARN doit avoir un rapport dX¢/A2so compris entre 1,8 et 2,1.

4.5.2. Migration sur gel d'agarose
4.5.2.1. Introduction

La migration des échantillons sur un gel d’agands2%) permet de vérifier la qualité et la
pureté des ARN totaux extraits. Sur gel, les défifiés fragments d’ARN migrent a des
vitesses différentes selon leur taille. Les élémenivants peuvent étre visualisés grace a un
agent intercalant fluorescent (bromure d’éthidiuaprés exposition aux rayons U.V.
(Promega.com, 2005):
* ARN ribosomiques : les ARNr 18s et 28s se présestamns forme de deux bandes
d’une taille approximative de 2000 et 4000 nuchiegichez les plantes. Siil n'y a
pas de dégradation, la bande de la sous-unité @&gaitra deux fois plus intense
que la 18s.
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* ARN de transfert: Les ARNt sont visibles sous ferdiune trainée lumineuse
constituée d’ARN de faible poids moléculaire.

* ARN messagers : Les ARNm étant de taille varialelar, présence est réveélée par
'apparition d’une Iégére trainée lumineuse toutang de la migration.

* ADN génomique : la visualisation de bandes de paids moléculaire indique la
présence d’ADN génomique.

L’ARNmM représente moins de 5% de I'ARN total. Lajordé des ARN présents dans une
cellule sont des ARN ribosomiques pour environs &%es ARN de tranfert pour environs
16% (Gerstein, 2001).

4.5.2.2. Electrophorése sur gel d’agarose en dondihon dénaturantes

Ce type d’électrophorese permet de séparer lescoiek d’acides nucléiques sans
affecter leur structure secondaire comme les beutdes le cas des ARN.

La concentration en agarose a été fixée a 1,2%.féparer un gel de 100ml, 1,2g d’agarose
RNase-free a été ajouté a 10ml de Tampon MAE 10Xeatré (MOPS 0,4 M; Acétate de
sodium 0,1 M pH 7 ; EDTA 10mM pH 8) et 90ml d’ealEPC. Le tout a été chauffé et le
bromure d’éthidium RNase-free a ensuite été ajauaison de 0,1ug/ml de gel. Le gel coulé
a été mis a polymériser 20 a 30 minutes et a dénsrgé par le tampon de migration
constitué de 700 ml de Tampon MAE 1X concentré.démier a été conservé au frigo
jusqu’a son ajout dans la cuve. Le tampon de chaege (50% glycerol ; EDTA 1mM pH
8,0 ; 0,25% bleu de bromophénol) a été ajouté ahardillons a analyser a raison de 5 ul de
tampon/20 ul d’échantillon. Les échantillons onsugte été chargés dans les puits et la
migration a été réalisée sous un voltage constar@0y¥. Les migrations ont été effectuées
systématiqguement sur glace. La révélation des Isaméeé réalisée par exposition aux U.V.
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1. Extractions d’ARN totaux a partir de bananes vetes

1.1. Résultats

Des extractions d’ARN de peau et de pulpe de banaertes ont été réalisées avec les
guatre protocoles suivants : le protocole du Trileoprotocole du Trizol modifié, le protocole
Liu et al. (1998) et le protocol#/an et Wilkins (1994) modifié.

Les résultats obtenus sont consignés dans lesatall et 2 pour les extractions
effectuées respectivement sur peau et pulpe. Lesnaditions des ARN totaux sur gel sont
présentées a la figure 14 pour les méthodes WaNilgins (1994) modifié et Liuet al.
(1998).

L1L2 C1C

ADN

ARNT

ARNt

Figure 14: Visualisation des ARN totaux extraits sur gel dlagse non dénaturant 1,2%.
L1: extraction avec protocole Et al. (1998) sur peau de bananes vertes.
L2: extraction avec protocole et al (1998) sur pulpe de bananes vertes.
C1: extraction avec protocolen/éa Wilkins (1994) modifié sur peau de bananetesger
C2: extraction avec protocolen/eéa Wilkins (1994) modifié sur pulpe de bananeatese
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Tableau 1 Comparaison des rendements d’extractions et aggorts d'Agy/Asg d’extraits d’ARN totaux

obtenus a partir de peau de bananes vertes findmmyées.

U7

Protocole| Répétition.| [Jug/g de matiere broyéeA,so/Azg0 | Visualisation sur Gel.
Trizol 3 [166 - 196] [0,9-1,1] Pas de bande
Trizol 2 [85 - 96] [1,9 - 2] Pas de bande
Modifié

Liu et al. 2 [57- 65] 2,2 Bandes visibles et faibles
(1998) (L1)

Wan et 2 [23- 40] 2 Bandes * résolues (C1)
Wilkins

(1994)

modifié

Tableau 2 Comparaison des rendements d’extractions et dggorts d'Agf/Azgo d’extraits d’ARN totaux

obtenus a partir de pulpe de bananes vertes fingmeyges.

Protocole Répétition.  [Jug/g de matiere | Azeo/Azgo Visualisation sur Gel.
broyée
3 [405 - 902] [1-1,2] Pas de bande
Trizol.
Trizol 2 [19 - 57] [0,1-3,4] Pas de bande
Modifié.
Liu et al.(1998) 2 [62-64] [2,4- 2,6] Bandes faiblement
dégradées. (L2)
Wan et Wilkins [18 - 23] [1,2 - 2,2] | Bandes +/- résolues (C2).
(1994) 2
modifié
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1.2. Discussion

A premiere vue le protocole du Trizol donne lesdements les plus élevés en terme de
guantité (ug) d'extraits d’ARN par g de matiére é&de broyée (que ce soit la pulpe ou la
peau de banane verte). Cependant, les rappesg#\iso sont inférieurs a 1,2 et traduisent une
forte contamination des échantillons par les pna®iet probablement par d’autres composeés.
Gerstein (2001) rapporte qu’un rapport gidArg < a 1,8 indique une contamination
probable par les protéines. Une extraction au R@Aénol/Chloroforme/Alcool isoamylique)
permet d’augmenter le rapport d’absorbance maisieet une perte de rendement pouvant
parfois atteindre 40%. Un rapport d@yAzgo < a 1,8 peut également traduire une
contamination par des solvants organiques résidaigides ARN comme le phénol ou le
chloroforme.

La faible pureté obtenue ne rend pas fiable lesuralde rendement. En effet, le calcul du
rendement se base sur la valeur d'absorbance ark8Delle-ci peut étre augmentée par la
présence de composés ayant leur pic d’absorptiommaha 260 nm ou proche de 260 nm et
qui faussent donc le calcul de la concentratiolABRIN. Les observations faites au cours de
I'extraction confortent I'hypothese d’une forte ¢camination. En effet, la difficulté de remise
en suspension du culot laisse supposer une cordfarimar les polysaccharides qui rendent
le culot compact. Les polysaccharides solubles d®e$ propriétés physico-chimiques
similaires a ceux de I'ARN. Dés lors, ils peuventprécipiter et contaminer 'ARN durant
I'extraction affectant ainsi le rendement et lalgagLongemanret al, 1987).

Sur peau de banane verte, le protocole du Trizalifidoa permis d’améliorer la qualité de
I'extraction par rapport au Trizol. Le rapport dglA2so €st compris entre 1,8 et 2 pour les
deux répétitions. Par contre, les tres mauvais appd’ Aced/Azso, Obtenus sur pulpe de
banane verte, indiquent que I'extraction est fogetrcontaminée ce qui rend de surcroit les
rendements d’extraction complétement erronés. tiiwwaié de remise en suspension du culot
persiste renforgcant la possibilité de contaminagianles polysaccharides.

De plus, aucun des deux protocoles basés surdzel e permet d’obtenir des bandes
d’ARN sur gel (résultats non présentés). Etant doque I'absence de bande sur gel est un
facteur limitant dans le choix d’'un protocole diedtion d’ARN, ces deux protocoles ne sont
pas retenus pour effectuer des extractions a pkrforeau et de pulpe de bananes vertes.
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L'utilisation du protocole Wan et Wilkins (1994) wiifié sur peau de banane verte
permet d’obtenir un bon rapport d&/A2so indiquant une bonne qualité d’extraction. Cette
gualité est légerement inférieure lorsque I'eximactest réalisée avec le protocole let
al.(1998). Par contre, pour les extractions effectséepulpe de banane verte, ni le protocole
Liu et al (1998) ni celui modifié de Wan et Wilkins (1994a permis d’obtenir un rapport
d’A s Azg0 cOMpris entre 1,8 et 2,1.

La migration des ARN totaux sur gel montre de reailt résultats avec Liet al.
(1998) qu'avec Wan et Wilkins (1994) modifié quescdt sur peau ou sur pulpe. En effe§
extractions avec le protocole Wan et Wilkins (19949difié présentent des bandes non
distinctes (Figures 14: bandes C1), tandis qu'drouee les bandes ADN, ARNr et ARNt
pour les extractions sur peau réalisées avec teqoie Liuet al. (1998) (Figure 14: bandes
L1) et 2 bandes correspondant aux ARNr pour leaetibns a partir de pulpe réalisées avec
le méme protocole (Figure 14: bandes L2). Les slotsneux visibles sur les bandes C1 et
C2 de la figure 14 correspondent a la taille dedNARissant espérer une bonne extraction.
Le manque de netteté des bandes provient peutiétie formation de structures secondaires
faisant penser & des dégradations. L'utilisationndgel dénaturant pourrait contribuer a
améliorer la qualité des bandes en favorisantdéparation.

Les rendements d’extractions obtenus sur pulpes Bvenéthode Wan et Wilkins
(1994) modifié sont largement inférieurs a ceuxenbs sur peau. Par contre, les extractions
réalisées avec le protocole de latial. (1998) ont aboutit a des rendements similaires sur
peau et sur pulpe et ces rendements sont supéaaresx obtenus avec la méthode Wan et
Wilkins (1994) modifié. En outre, le protocole pose par Litet al (1998) présente certains
avantages par rapport a celui de Wan et Wilkin®4)9nodifié. En effet, sa réalisation est
moins codteuse et elle peut étre effectuée sur pews tandis que trois sont nécessaires pour
Wan et Wilkins (1994) modifié. Elle semble doncdhus appropriée pour effectuer des
extractions d’ARN a partir de peau de bananes serte

Il serait utile de reprendre ces deux protocolesemtant d’améliorer la qualité des
extractions, de limiter les dégradations et d'dffec les électrophoreses en conditions
dénaturantes afin de pouvoir les discriminer daess @bnditions optimales et de sélectionner
ainsi la meéthode la plus adéquate pour la suitergespulations.
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2. Extractions d’ARN totaux a partir de peau de bamnes jaunes

2.1. Résultats

Des extractions d’ARN de peau de bananes jaunestéméalisées avec les sept protocoles
suivants : Trizol, Trizol modifié, Liet al. (1998), Wan et Wilkins (1994) modifié, Mehar H.
Asif et al. (2000), et les deux protocoles décrits par Geétrigl (2000) et nommeés GITC et
GHCL.

Les résultats obtenus sont consignés dans le taBlelbes observations des ARN sur gel
sont présentées aux figures 15a, b et ¢ pour lagdét« Wan et Wilkins (1994) modifié »,
aux figures 15c et d pour la méthode GHCL de Getirigl. (2000) et a la figure 15f pour la

méthode Liwet al. (1998).

Tableau 3 : Comparaison des rendements d’extractions et dgsors d’'AyedAsge d'extraits d’ARN
totaux obtenus a partir de peau de bananes jaumegsdnt broyées. * : indique que certains rendesneiont pu
étre calculés car la valeur 4 était inférieure a 0,1.

Protocole Répétition [Mg/g] matiere  Azso/Azso visualisation sur
végetal gel
Trizol 5 [60 - 180] [0,9-1,2] pas de bande
ou *
Trizol 4 719 [0,9-1,1] pas de bande
modifié Ou
Liu et al 2 [30-53] [1,7-1,8] Bandes (Figure 15f)
(1998)
3 * [0,7-0,9] Pas de bande
Wan et Wilkins Bandes (w1; w2
(1994) modifié 5 * [1,7-2,3] w3; w4; w5; wo)
Figures 15a, b et ¢
Mehar H. Asifet 2 [11 - 36] [1,3-2,4] pas de bande
al. (2000)
GITC
Gehriget al 6 [33 - 130] [1,5- 1,9] pas de bande
(2000)
GHCL 5 [53 -122] [1 -1,5] pas de bande
Gehriget al bandes (G1, G2
(2000) 4 [63 -130] [1,1- 1,4] | G3, G4)Figures
15d ete
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ARNr
Figure 15a visualisation sur Figure 15b Visualisation
gel d'agarose 1.2% des ARN sur gel d'agarose 1.2% degs
totaux. W1 correspond a unge ARN totaux. W2 et W3
extraction réalisée avec Ip correspondent a dep
protocole Wan et Wilkins extractions réalisées avec [e
(1994) modifié sur peau de protocole Wan et Wilkins
banane jaun (1994) modifié sur peau dg
banane jaune.
w4 w5w6

Figure 15c Visualisation sur gel d'agarosg
1.5% des ARN totaux. W4, W5 et W,
correspondent a des extractions réalisges
avec le protocole Wan et Wilkins (1994)
modifié sur peau de banane jaune.

(S0
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G1

ARNr

Figure 15d: Visualisation sur gel d'agarose 1,3% des ARMugt G1 correspond a une extraction réalisée avec
le protocole GHCL de Gehrigt al (2000) sur peau de banane jaune.

G2G3 G4

[T L Mo e

ADN —» |

ARNr

ARNt

Figure 15e: Visualisation sur gel d'agarose 1,3% des ARMuat G2, G3, G4 correspondent a des extractjons
réalisées avec le protocole GHCL de Gektigl (2000) sur peau de banane jaune.
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L3 L4

ARNTr

Figure 15f: Visualisation sur gel d'agarose 1,3% des ARMuat L3 et L4 correspondent a des extractipns
réalisées avec le protocole Letial (2000) sur peau de banane jaune.

2.2. Discussion

Les résultats obtenus avec les protocoles Trizdlieobl modifié ne permettent pas d’avoir
des extractions d’ARN totaux de bonne qualité. Gelgustifie par 'absence des bandes sur
gel (résultats non présentés) et I'indice de pudetdgné par le rapport 8/A2g0 qui est< a
1,2. Cette faible pureté de I'échantillon d’ARN mend pas fiable les valeurs d# pour les
raisons d’interférences déja évoquées auparavaet.pDs, tout comme dans les cas
d’extractions a partir de bananes vertes, la difficde resuspendre le culot dans I'eau DEPC
persiste, laissant supposer une contaminationggmpdlysaccharides. Ces deux protocoles ne
sont donc pas retenus pour la suite des manipofatide méme, les essais réalisés avec le
protocole de Mehar H. Asd#t al. (2000) ne donnent pas satisfaction. En effet, mediande
n'est visible sur gel (résultats non présentés)imdice de qualité donné par le rapport
d’Asd/Azgo est faible.

En se basant sur les rapports g##A2s0, l'utilisation du protocole GITC de Gehraj al.
(2000) permet d’avoir une meilleure qualité d'estin et un rendement suffisant en ARN.
Cependant, I'absence des bandes sur gel (résntiatprésentés) n'a pas permis de retenir ce
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protocole. En effet, les rendements et les rapubitsso/Azso Seuls ne sont pas fiables car ils
peuvent étre faussés par la présence et la corsaiomndes composés autres que I'ARN et
ayant des propriétés physico-chimiques similaires.

Les extractions réalisées avec le protocole GHCIGdhRriget al. (2000) fournissent
des rendements suffisants mais peu fiables ddgsarapports d’Asi/A230 compris entre 1 et
1,5.

La visualisation sur gel nous permet d’avoir desdes d’ARNr, d’ADN et d’ARNt pour
certains essais (figure 15 d et e) et une absenbande pour d’autres essais. Ceci indique un
manque de reproductibilité de la méthode. Ainsipagocole est lui aussi inapproprié pour
effectuer des extractions d’ARN a partir de peabalganes jaunes.

Les extractions réalisées avec le protocole éfital. (1998) sur peau des bananes
jaunes ne permettent pas de conclure de maniermitaéf sur ['efficacité et la
reproductibilité de ce protocole. Dans 2 cas sue$résultats sont trés encourageants avec
des rapports d’Aso/Azgo compris entre 1,7 et 1,8, des rendements largeateeptables et des
bandes sur gel clairement séparées et non dégradéesa bande 28S deux fois plus intense
gue la 18S (Figure 15f). Mais les 3 autres répét#i présentent un indice de pureté en
moyenne inférieur a 1, des rendements plus faibteaucune bande n'est visible sur gel
(résultats non présentés). La différence entredmsx premieres répétitions et les trois
dernieres réside dans le tampon d’extraction. Bjea les deux préparations de ce tampon
soient censées étre identiques, une erreur dasectande préparation pourrait expliquer les
différences observées. Ce protocole présentantavestages de colt et de temps cités
précédemment et ayant permis d’obtenir a deux gepries résultats trés positifs, il est
important de tester a nouveau son efficacité.

Les extractions réalisées avec le protocole Wanitkins (1994) modifié ont donné
de tres bons rapports d&/A2s0. Ces derniers sont compris entre 1,7 et 1,9 paoapdtitions
et concernant la cinquieéme répétition le rappottdes2,3. De plus, lors de la migration sur
gel des bandes de la taille des ARNr étaient sytigoement présentes méme si leur
séparation ou leur distinction n’était pas toujopessible (Figure a et b). L’augmentation de
la concentration en agarose dans le gel (1,5% bagaa permis une meilleure séparation
des bandes (figure 15c). La réalisation de mignatien conditions dénaturantes permet une
meilleure séparation et résolution des bandes d'ARMNéguié-A-Mbéguié, communication
personnelle. 2005). Les rapports gifA2go et la présence de bandes lors de la migration
indiguent que cette méthode d’extraction paraitqadte pour fournir des échantillons
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d’ARN, de bonne qualité, utilisables pour la cDNAAP. Par contre, les rendements ne

BN

peuvent étre calculés car les valeurs d'absorbaoce < a 0,1. Il faut donc envisager
d’effectuer les extractions sur une plus grossentijgade matériel végétal afin de situer les
absorbances a 260nm dans la zone comprise entet D,JAinsi, le rendement de la méthode
pourra étre évalué et une comparaison de cetteoaettivec celle développée par kiual

(1998) pourra étre effectuée.
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3. Extractions d’ARN totaux a partir de pulpe de bananes jaunes

3.1. Résultats

Des extractions d’ARN sur pulpe de bananes jaundsété réalisées avec les sept
protocoles suivants : Trizol, Trizol modifié, Let al. (1998), Wan et Wilkins (1994) modifié,
Mehar H. Asifet al. (2000), et les deux protocoles décrits par Getirigl. (2000) et nommes
GITC et GHCL.

Les résultats obtenus sont consignés dans le tallelbes observations des ARN sur gel
sont présentées aux figures 16a, b, c et d panéthode « Wan et Wilkins (1994) modifié »,
a la figure 16e pour la méthode GHCL de Gelatical. (2000) et a la figure 16a pour la
meéthode Liuet al. (1998).
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Tableau 4 Comparaison des rendements d'extractions et apgorts d'AedAsg d’extraits d’ARN
totaux obtenus a partir de pulpe de bananes jdirasent broyées. * : indique que certains renddmatont
pu étre calculés car la valeur dghétait inférieure a 0,1.

protocole Répétition [pg/g] matiére végétale L5025 | visualisation sur gel
Trizol 5 [134 - 254] [0,5-1,3] Pas de bande
ou *

Trizol 4 [24 - 32] [1-1,3] Pas de bande

modifié
Liu et al 2

(1998) * [1,8- 2] Bandes (Llet L2

(Figure 16a)
3 * [0,8 - 1,2] Pas de bande
Wan et 8 [40 - 83] [1,3-1,8] Bandes(W?7;
Wilkins W8; W9; W10; W11l
(1994) W12; W13; W14)
modifié (Figure 16 a,b,c et d)
Mehar H. 2 51,2 [0,7-1,5] Pas de bande
Asif et al.
(2000)
GITC Gehrig 6 [106 - 313] [1-2,3] Pas de bandes
et al. (2000)
GHCL Gehrig 2 [70 - 209] [0,6 -1,3] Bandes G5 et
et al (2000) G6
(Figure 16¢
4 [57 - 173] [0,9-2,1] Pas de bande
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W10 W11l

w7wsg L1L2 |2

ARN ARNr

Figure 16a Figure 16b Figure 16c

w12 W13 Wi4 G5G6

ARNr
ARNr

Figure 16d Figure 16e

Figure 16: Visualisation sur gel d'agarose des ARN totdux.concentration en agarose est de 1,2% pou
figures a, b, c et e et de 1,5% pour la figure &, W8, W9, W10, W11, W12, W13, W14 correspondedes
extractions réalisées avec le protocole Wan et W4lK1994) modifié sur pulpe de banane jaune. G&&

correspondent a des extractions réalisées avaotecple Gehriget al (2000) sur pulpe de banane jaune. L1

L2 correspondent a des extractions réalisées avemtocole Liwet al (1998) sur pulpe de banane jaune.

I les

et
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3.2. Discussion

Comme pour les précédentes extractions d’ARN tgotlsxdeux protocoles d’extractions
basés sur le Trizol ne sont donc pas adéquatsduuuner une extraction de bonne qualité. lls
ne permettent pas d’avoir un indice de pureté fasdent et I'absence de bande persiste
(résultats non présentés). Le rendement parait sétiisfaisant mais ne peut étre pris en
considération au vu de la faible qualité de l'estian. De plus, la difficulté de remise en
suspension du culot dans I'eau DEPC peut reflétercontamination par les polysaccharides.

Les résultats obtenus avec le protocole Mehar Hf. étsal. (2000) et avec le protocole
GITC de Gehriget al. (2000) montrent linefficacité de ceux-ci pouropéder a des
extractions d’ARN sur pulpe de bananes jaunes.fteh, @ucune bande n’est visible sur gel
(résultats non présentés) et les bons rendemeexgralitions obtenus ne sont pas fiables a
cause de la faible qualité de I'extraction refl§pée les rapports d’AdAzso

Le protocole GHCL de Gehrigt al. (2000) permet d’avoir dans certains cas des lsande
d’ARNr qui peuvent étre visualisées sur le gel (fgg16e), et dans d’autres cas rien de
visible sur gel (résultats non présentés). L'indieepureté est généralement faible et variable
et est compris entre 0,6 et 2,1. Le rendementussant mais est également tres variable. La
reproductibilité de ce protocole est insuffisanEn outre, aucun parametre connu de
I'expérimentateur ne permet d’expliquer la variaditles résultats. Pour toutes ces raisons, ce
protocole n’est pas retenu pour effectuer des etxtras d’ARN sur pulpe de bananes jaunes.

Les extractions réalisées avec le protocole Waklikkins (1994) permettent d’obtenir
des bandes sur gel d’agarose. Ces bandes sonteléaiss cas distinctes et dans d’autres cas
non distinctes. Les rendements d’extraction obtaoms suffisants et les rapports ggélA g0
compris entre 1,3 et 1,8. Gerstein (2001) expliquen rapport d’AsdA2so de deux assure
une pureté de I’ARN mais qu’un rapport inférieua probablement pas une grande incidence
sur les résultats. De plus, selon cet auteuryaefiAmbion a fait des tests de RT-PCR avec
des échantillons dont le rapport dgf{A2go €tait compris entre 1,4 et 1,8 et ils ont obteshels
bons résultats. Les bandes obtenues sur gel nenpeés pas de dégradation importante. Ce
protocole est reproductible et semble donc éty@ue adapté a I'extraction d’ARN de pulpe
de bananes jaunes.
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Les résultats des extractions faites avec le potdotiu et al (1998) semblent
indiguer un manque de reproductibilité de la mé¢hdeh effet, deux extractions sur cing se
sont révélées étre de bonne qualité de par les tapports d’Asd/A2sp obtenus et par la
présence d’ARNr aprés migration des échantillons gel. Par contre les trois autres
extractions ne donnent pas de résultats satistaisiags rapports d’'AdAzgo sont treés faibles
et aucune bande n’est visible sur le gel aprésatigr. Comme dans le cas des extractions
sur peau de bananes jaunes, la principale différentre les deux séries d’extraction réside
dans le fait que le tampon d’extraction n’était s de la méme préparation dans les deux
cas. Le méme phénoméne ayant été observé sur psau pulpe, il semble donc évident
gu’'un facteur externe a négativement influencé3ederniéres extractions que ce soit sur
pulpe ou sur peau. Il serait donc utile de retestgte méthode car elle présente certains
avantages de temps et de codt par rapport a I'seue méthode présentant des résultats
valables sur pulpe de bananes jaunes, c’est-dadinéthode proposée par le CIRAD : Wan et
Wilkins (1994) modifié.

Il faut également remarquer que les rendementstrdeion n’ont pu étre calculés pour la
meéthode Liu eal. (1998) car les valeurs d’absorbance a 260nm étiEsyement inférieures
a 0,1. Il est donc indispensable d’effectuer legvaties extractions a partir d’'une quantité de
matériel végétal supérieure a celle utilisée dasscas.
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4. Discussion générale

Bien que plusieurs protocoles d’extractions sojgmposes dans la littérature pour
parvenir & une extraction d’ARN totaux de bonnelitgjdes controverses entre les différents
auteurs de ces protocoles et les résultats obtdaos la pratique pour les différentes
extractions sur bananes vertes et jaunes, pulpeagt confirment la difficulté d’obtenir une
extraction d’ARN de qualité, en quantité suffisaetele maniére reproductible.

Les essais d’extractions réalisés avec le Trizohhén aucun cas permis d’obtenir des
ARN de qualité et en quantité suffisante. Ceciezsticcord avec les observations faites par
d’autres auteurs. En effet, les méthodes classiqieedraction d’ARN sont généralement
basées sur I'utilisation de l'isithiocyanate de mjdine comme c’est le cas pour le Trizol.
Plusieurs auteurs ont testé ces méthodes tradiiesrmpour effectuer des extractions a partir
de tissus riches en composeés phénoliques et pohmadiques. Wiet al (2002) et Wan et
Wilkins (1994) les ont testées sur cotton, Geetal (1998) sur raisins, Gehrggf al. (2000)
sur différents tissus végeétaux et sont arrivées amkme conclusion: les techniques
traditionnelles ne permettent pas d’obtenir desltéts satisfaisants sur les tissus testés. Le
Trizol comprend dans sa composition de l'isothio@ta de guanidine et fait partie de ces
méthodes traditionnelles fréquemment utilisées.dtial (1998) avaient testé ce produit sur
feuilles, racines et fruits du bananier et avaiebtenus de bons résultats pour les deux
premiers types de tissus mais pas pour les fluitsrizol présentant des avantages de codts
et de temps incontestables comparé aux autresigesnd’extractions disponibles, nous
avons souhaité le tester dans le cadre de notrde émalgré les informations peu
encourageantes par rapport a son efficacité suisess riches en composés phénoliques et
polysaccharidiques.

Le protocole développé par Chaepgal. (1993) a été testé a plusieurs reprises et les
résultats présentés par les différents auteurs @mritadictoires. Selon Wet al. (2002) ce
protocole permet d’obtenir de bons rendements sdonc (bien qu'inférieurs a 200ug
d’ARN/g de matiére végétale broyée) mais la qualiéel’ARN était mauvaise et 'ARN
présentait de fortes dégradations. Salzmaal (1999) ainsi que Gehrigt al (2000) 'ont
testé sur différentes especes végétales et n’dehovlaucun résultat satisfaisant. Par contre,
Gooding and Robinson (2001), Medina-Suaetzal. (1997), Clendennen et May (1997),
Drury et al (1999) et Martin-Rodrigueet al (2003) ont obtenu avec cette méthode de bons
résultats sur différents tissus de bananes. Cepgrilane donnent aucune indication sur les
rendements. Mehar H. As#dt al (2000) obtenaient de bons résultats avec le potdo
proposé par Changt al (1993) mais la technique semblait manquer deodkpmtibilité. Pour
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cette raison, ils I'ont Iégérement modifiée et leachnique leur permettait d’obtenir des
rendements d’extractions compris entre 80 et 150di#ARN/g de matiére végétale, des
rapports d’AsdA2so Situés entre 1,8 et 2 et ce a partir de peau pulgge de bananes vertes et
jaunes et a difféerents stades de maturités. Cepegnlalgré ces résultats encourageants, les
extractions effectuées a partir de bananes jauaes dotre travail a I'aide du protocole de
Changet al. (1993) modifié par Mehar H. Asif (2000) n’ont jaim@ermis d’obtenir des ARN

de qualité.

Avant de développer leur propre méthode, Gebtigl (2000) avaient testé celle
proposée par Salzma al (1999), mais sans succes. Les deux méthodedéapp@ITC et
GHCL, testées dans le cadre de ce travail et dgpéks par Gehriget al (2000)
comprenaient respectivement dans la compositioraeipon d’extraction de I'isothiocyanate
de guanidine et de I'hnydrochloride de guanidines hateurs ont obtenus de bons résultats sur
les différentes especes végétales testées averem@sments d’extractions de 25 a 65 ug
d’ARN/g de matiere végétale et des rapportsgh/A g0 compris entre 1,6 et 2. Notre étude a
montré que les extractions effectuées sur banafiessmavec ces deux protocoles donnent des
résultats mitigés et peu reproductibles.

La méthode proposée par latial (1998) peut étre effectuée en 4h. Les essaisééal
dans notre travail montrent que cette techniqueeasburageante sur peau et pulpe de
bananes mires et non mdres. kiual (1998) avaient uniquement testé leur protocole su
tissus de bananes mdres et ils obtenaient desrtaBl.so/Azgo Situés entre 1,9 et 2 et des
bandes sur gel clairement résolues et sans dégnadislbus obtenons des résultats similaires
sur bananes jaunes mais également sur bananes eertgli n'avait pas été mis en évidence
par les auteurs. Cependant, ils ne donnent augupemation sur le rendement de leur
meéthode et aucune comparaison ne peut donc éteede a ce niveau.

Wan et Wilkins (1994) ont mis au point leur protlecpour étre utilisé sur le coton. lls
ont cependant testé I'efficacité de celui-ci sur, tomate et blé. Les rendements obtenus
étaient compris entre 300 et 1500ug d’ARN/g de énatvégétale. Wet al (2002) ont testé
le protocole proposé par Wan et Wilkins (1994) saton et ils ont obtenus des rendements
compris entre 300 et 1000ug d’ARN/g de matiere tadgéavec peu ou pas de dégradation.
Cependant, ils ont observés que dans certainssti$®tRN isolé était systématiquement
partiellement dégradé. lls ont émis I'hypothése aqeda pouvait étre causés par une
concentration en RNases endogénes élevée danssigs 1ls ont également testé I'impact
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sur le rendement et la qualité des ARN de I'ajaupbtéinase K au cours de I'extraction. La
protéinase K permet de multiplier le rendementaret de diminuer les dégradations.

La version modifiée proposée par les chercheur€IRAD permet, selon eux, d’obtenir des
rendements de 55 a 120pug d’ARN/g de matiere végétal peau de banane et de 100 a 200
ng d’ARN/g de matiére végétale a partir de pulpebdeane et ce, a différents stades de
maturité. Dans ce travail, les rendements d’extrastobtenus sur peau de bananes jaunes
n'ont pu étre calculés car I était inférieur & 0,1. Aucune comparaison de reralgs ne
peut donc étre effectuées. Par contre, sur pulpgs nbtenons des rendements compris entre
40,4 et 83,2ug d’ARN/g de matiere végétale ce gquirdérieur aux rendements évoques par
les chercheurs du CIRAD.
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Conclusions et perspectives

Ce travail a pour originalité la comparaison defédé@ntes techniques d’extraction
d’ARN totaux a partir de tissus végétaux riches eamposés phénoliques et
polysaccharidiques. Une telle comparaison n’'a plinstant jamais fait I'objet d'une
publication que ce soit sur banane ou sur toute aspéce végétale présentant des difficultés
pour I'extraction des ARN.

Les différentes méthodes testées dans ce trawa#nét pour certaines, aisées et
rapides a realiser et pour d’autres beaucoup mogplexes a mettre en ceuvre. Il ressort de
cette étude que, quels que soient le type de tissles stade de maturité des bananes, les
méthodes sélectionnées pour leur simplicité et tapidité n'ont pas permis d’obtenir des
ARN de qualité. C'est le cas des méthodes du Tregotlu Trizol modifié. La méthode
développée par Mehar H. Asit al (2000) et testée dans cette étude sur pulpeaet gpe
bananes mdres n’a pas non plus permis d'obtenirémdtats satisfaisants. Les méthodes
GITC et GHCL de Gehrigt al. (2000), bien que plus complexes que les troisqu€ates,
restaient plus économiques et moins longues asetadjue celles proposées par kiual
(1998) et par le CIRAD (Wan et Wilkins, 1994, maé)f Cependant la méthode GITC n’a
pas prouvé son efficacité ni sur pulpe ni sur pgawananes jaunes. Quant a la méthode
GHCL, certains bons résultats sur gel ont été aistanais elle présentait un manque de
reproductibilité important ce qui rendait son saliion inenvisageable. De plus, les rapports
d’A2sd/Azgo €taient systématiquement et largement inférielr8.a

Ainsi, seules les techniques proposées paretial (1998) et par le CIRAD (Wan et
Wilkins, 1994, modifié) ont permis d’obtenir des AR

Sur peau de bananes vertes, les deux protocoleedibde bons résultats. La qualité
de I'extraction est meilleure avec le protocole @RAD qu’avec celui de Litet al. (1998)
tandis que ce dernier donne de meilleurs rendentbexsractions. Des trainées lumineuses
sont parfois observées sur gel (surtout dans ledagsrotocole du CIRAD) laissant penser
gu’il y a des dégradations. Cependant, ces traipéasent étre le résultat des structures
secondaires des ARN. Des migrations effectuées amdittons dénaturantes devraient
permettre d’éclaircir ce point et de sélectionparmi ces deux méthodes, la plus adaptée. En
effet, les migrations sur gel en conditions dérmites permettent la séparation des ARN
dénaturés uniquement en fonction de leur taillet@drement aux ADN, les ARN possedent
un haut degré de structures secondaires assezesstajli perturbent la migration
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électrophorétique et faussent I'estimation du paigsiéculaire. Le formaldéhyde, utilisé
comme agent dénaturant, permet de déstabiliseapgariements entre bases et d'ainsi
supprimer les structures secondaires de I'ARN.

Sur pulpe de bananes vertes, les rendements seémiddleurs avec le protocole Liu
et al (1998). Toutefois, les rapports d&@/A.g0 Ne sont pas satisfaisants que ce soit avec
I'une ou I'autre méthode et les valeurs de rendesé@aivent étre prises avec précaution. Les
résultats obtenus sur gel sont encourageants efalessation de migrations en conditions
dénaturantes devrait également, dans ce cas, $avarne meilleure séparation des bandes.
Toutefois, pour l'instant, la méthode Liet al. (1998) est privilégiée de par sa rapidité
d’exécution et son colt de réalisation infériela tnéthode proposée par le CIRAD.

Sur peau de bananes jaunes, les deux méthodesrdatenbons résultats. Cependant,
les rendements de la méthode du CIRAD n'ont pu é&adculés car I'Agy etait
systématiquement inférieur a 0,1 ce qui laisse gregse la méthode de Lt al. (1998) est
plus efficace. De plus, celle-ci montre de meildexapports d’Asd/A2s0. Malheureusement, un
mangue de reproductibilité dans la méthode deetial (1998) met en doute son efficacité et
de nouveaux essais doivent étre réalisés afin leetedner la méthode la plus efficace sur
peau de bananes jaunes.

Sur pulpe de bananes jaunes, le méme problémepdaductibilité a été observé avec
la technique de Liet al (1998). Cependant, cette technique a permis efmbtle trés bons
rapports d’'Asi/Azgo ainsi que des bandes clairement séparées et npaddéés lors de la
migration sur gel. Les essais réalisés avec leopoteé du CIRAD ont également permis
d’obtenir des bons résultats sur gel. Mais les aappl’Axso/A2g0 SONt IEgérement moins bons
gue ceux obtenus avec Let al. (1998). Par contre, avec Liet al. (1998) I'Aygo était
insuffisante que pour pouvoir calculer la conceidraen ARN.

De nouveaux essais devront permettre de discrimiee deux méthodes et de
sélectionner la plus appropriée pour effectuer eddsactions d’ARN de pulpe de bananes
jaunes.

La réalisation des essais supplémentaires nécessaahacun des 4 types d’extraction
va rapidement permettre de sélectionner pour chagsela méthode d’extraction la plus
efficace permettant d’obtenir des ARN de qualitd, quantité suffisante, et de maniere
reproductible.
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Grace a cet outil, l'identification de génes diffigiment exprimés via I'étude des
ARNmM pourra étre envisagée sur peau et pulpe daneamon mdres et madres.

Plus particulierement, dans notre cas, les méthd@asractions d’ARN sélectionnées
seront valorisées dans I'étude des mécanismedairdhiet des déterminants génétiques qui
sous-tendent les réactions de sensibilité des learaux maladies de conservation causées par
C. musae L'identification de ces mécanismes se fera pétutle des génes difféeremment
exprimeés au niveau transcriptionnel entre des Emtoiérantes et sensibles a ces maladies et
permettra d’identifier des marqueurs moléculairesehsibilité.

La technigue cDNA-AFLP a été sélectionnée pourtifienles genes differemment
exprimeés entre des bananes sensibles et tolérattemusae Cette sélection a été effectuée
sur base des avantages et des inconvénients @fte5la synthése bibliographique) que
présente cette technique. De plus, elle est wiletémaitrisée depuis plusieurs années dans
notre laboratoire et a clairement démontré sestagas par rapport a d’autres techniques
egalement basées sur la PCR comme le differensiplay et la RAP-PCR.

La mise en évidence des genes régulant la sensiliés bananes @. musae
permettra une meilleure compréhension des relatiGhs musathanane. De plus,
I'identification de lots plus ou moins sensible€.amusaeau moment de la récolte, pourrait
servir, d'une part, a développer une lutte raisenméficace et permettre d'envisager une
orientation des lots vers différents types de mesctD'autre part, aprés identification de
marqueurs moléculaires caractérisant I'état phygigle au moment de la récolte, il peut étre
envisagé de les utiliser afin d'obtenir une réctibenogene ayant un état physiologique
reproductible, ce qui est impossible a I'heureeltztu

Ce projet visant a la caractérisation moléculaeg vhriations de sensibilité des bananes a
C. musaes'articule autour de quatre étapes principal@da(mise au point des techniques de
biologie moléculaire nécessaires a l'identificatiemmarqueurs moléculaires; (b) la recherche
de marqueurs moléculaires permettant de mettrevidlerece précocement des différences de
sensibilité a la maladie entre bananes; (c) ladatibn des marqueurs moléculaires en
conditions réelles; (d) le séquencage et I'analgsefonctions géniques.
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Annexes

Annexe 1 :

Travailler dans un environnement RNases-free. késauitions a prendre avec le matériel

e La préparation du matériel, la manipulation desaétiions et la réalisation

des manipulations s’effectuent avec des gantsig¥guaient renouvelés.

» Toute la verrerie utilisée doit passer la nuit dansfour a une température
minimum de 180°C afin d’inactiver les RNases.

» Le matériel en plastique (embouts pour pipettdsesuype « eppendorfs », ...)
est prélevé dans des sacs neufs dont 'usage sstvééaux manipulations des
ARN

* Le matériel ne pouvant étre passé au four (matéréddctrophorése, bouchon
de bouteilles « schott », etc...) ainsi que la taeldéravail sont traités soit avec un
inhibiteur de RNase (Rnase ERASE, ICN biomedicsds) mis a tremper durant
une nuit dans une solution de SDS 1%.
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Annexes

Annexe 2 :

Travailler dans un environnement RNases-free. késautions a prendre avec les réactifs

* Les solvants et réactifs utilisés sont prélevésagirpde bouteilles encore

scellées. Ces bouteilles sont réservées aux matigng relatives a I'extraction

d’ARN et les prélevements de produits se font ales spatules préalablement
passées au four a 180°C durant une nuit.

* A I'exception des solutions contenant du Tris(hygroéthyl)-aminométhane
(Tris), l'eau et les solutions aqueuses préparégg Haitées avant leur
utilisation avec du diéthylpyrocarbonate (DEPC)%,1Ce dernier est un
inhibiteur de RNase. Un ml de DEPC est ajouté i dle solution et apres
une nuit d’agitation sous hotte, les solutions saubclavées 20 minutes a
120°C pour dénaturer le DEPC.

* Pour les solutions contenant du Tris, la démarcheléférente car le DEPC
dénature le Tris. Dans ce cas, il faut renforcerpeécautions en vue d'éviter des
contaminations par des RNases. Les solutions de drpréparer sont 18
concentrées. La quantité voulue de Tris est peaée dn berlin RNase-free et
mise en solution dans de I'eau DEPC autoclavédautltoujours prévoir 10 % de
volume de solution en plus. Ce volume additionreet & calculer la quantité
d'HCI ou de NaOH concentré a utiliser en vue dtejue pH. Ce volume est
multiplié par 10 et cette quantité est ajoutée &dmtion de Tris. La solution
obtenue est transvasée dans une bouteille Scha$dRfxee.
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