Exemple d’obtention de lignées de mutants

Mutants T-DNA disponibles pour At2g30490 :

1 seul mutant de chez GABI-KAT (GK-753B06) disponible au NASC sous la référence N472210. 

Cette référence correspond à une dizaine de lots de graines T3 issus d’une plante T2 caractérisée par

· L’obtention d’une séquence à cheval entre le premier exon et le premier intron du gène At2g30490 en utilisant l’amorce o8409 positionnée sur la bordure gauche du T-DNA (Fig. 1 et Fig 2  et séquence surlignée en jaune sur la figure 3)

Amorce utilisée par GABI-KAT pour obtenir la séquence du DNA à proximité du site d’insertion : 8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC  Left 

Séquences de vérifications

>GABI_753B06

AGCCTTTACATTGAATATATCCTGGGAACGATATGTTCTTTTCCTTAGGCTTAAGGCTGT

TGAAGTGGTGACAGAAGTCGATTAGCTCCAGCGTTTGAGTATAACTATGGAGATTTCATT

CCTATCCTTAGACCATTCCTCAGAGGCTATTTGAAGATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGA

AGAATCGCTCTTTTCAAGAAGTACTTTGTTGATGAGAGGAAGTGAGTTCATTTTTTTGTT

TCTGTTTCT

>GABI_753B06

ATATATCCTGGTAACGTATGTTCTTTTCCTTAGGCTTAAGGCTTTGAATGGTGAGAGAAG

TCGATTAGACTCACAGCGTTTGAGTATAACTATGGAGATTTCATTCCTATCCTTAGACCA

TTCCTCAGAGGCTATTTGAAGATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGAAGTGTCGCTCTTTTC

AGAAGTACTTTGTTGATGAGAGGAAGTGAGTTCATTTTTTTGTTTCTATTTTTAGTTTTA

TCTTTTGAGTTTGATTTTGGGAAGCGGACATTGATGATTCATTCTT

· une ségrégation 28:38 sur la sulfadiazine, c'est-à-dire 75% de plantes T2 présentant au moins un allèle du transgène, supportant l’hypothèse d’une insertion unique. Parmi la dizaine de lots disponibles, environ 1/3 sont statistiquement homozygotes pour l’insertion. L’identification de ces lignées est possible par PCR en utilisant les amorces suivantes
Amorces définies par le logiciel T-DNA Primer Design pour la vérification de l’insertion du T-DNA

LP TCAGCAGCTTCTTCTGCTTTC  

RP ATCAATGGCACATTTCAATCC 

Reverse complément de RP : GGATTGAAATGTGCCATTGAT 
Pour chaque lot de graines réaliser deux PCR
La première avec les amorces RP + o8409 : l’amplification d’un fragment de 432 à 732 pb signifie la présence du T-DNA inséré dans la zone prévue sur au moins un allèle. La seconde avec les amorces RP + LP : l’amplification d’un fragment de 1011 pb signifie la présence d’au moins un allèle sauvage non-muté dans le génome. Il est ainsi possible d’identifier les plantes homzygotes dans les différents lots obtenus auprès du NASC
>At4g36220 Cinnamate 4-hydroxylase Arabidopsis thaliana
CTCAGCAGCTTCTTCTGCTTTCAATTACTCTCGCCGACGATTTTCTCACCGGAAAAAAACAATATCATTGCGGATACACAAACTATAATGGACCTCCTCTTGCTGGAGAAGTCTTTAATCGCCGTCTTCGTGGCGGTGATTCTCGCCACGGTGATTTCAAAGCTCCGCGGCAAGAAATTGAAGCTACCTCCAGGTCCTATACCAATTCCGATCTTCGGAAACTGGCTTCAAGTCGGAGATGATCTCAACCACCGTAATCTCGTCGATTACGCTAAGAAATTCGGCGATCTCTTCCTCCTCCGTATGGGTCAGCGAAACCTAGTCGTCGTCTCCTCACCGGATCTAACAAAGGAAGTGCTCCTCACTCAAGGCGTTGAGTTTGGATCCAGAACGAGAAACGTCGTGTTCGACATTTTCACCGGGAAAGGTCAAGATATGGTGTTCACTGTTTACGGCGAGCATTGGAGGAAGATGAGAAGAATCATGACGGTTCCTTTCTTCACCAACAAAGTTGTTCAACAGAATCGTGAAGGTTGGGAGTTTGAAGCAGCTAGTGTTGTTGAAGATGTTAAGAAGAATCCAGATTCTGCTACGAAAGGAATCGTGTTGAGGAAACGTTTGCAATTGATGATGTATAACAATATGTTCCGTATCATGTTCGATAGAAGATTTGAGAGTGAGGATGATCCTCTTTTCCTTAGGCTTAAGGCTTTGAATGGTGAGAGAAGTCGATTAGCTCAGAGCTTTGAGTATAACTATGGAGATTTCATTCCTATCCTTAGACCATTCCTCAGAGGCTATTTGAAGATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGAAGAATCGCTCTTTTCAAGAAGTACTTTGTTGATGAGAGGAAGTGAGTTCATTTTTTTGTTTCTATTTTTAGTTTTATCTTTTGAGTTTGATTTTGGGAAATTGACATTGATGATTCATTCTTACAGGCAAATTGCGAGTTCTAAGCCTACAGGTAGTGAAGGATTGAAATGTGCCATTGATCACATCCTTGAAGCTGAGCAGAAGGGAGAAATCAACGAGGACAATGTTCTTTACATCGTCGAGAACATCAATGTCGCCGGTAACTTCTATTTCTTACTTGTAGGATACGTAATCAATCCTCTAGACGTCTCTGCTTGCATAAGGAATTGGACATTAGTGTTTTAAGTGAATCCTAGAAATCCGGAATTGTAACCATAACAGGAAATTAGGCTCATGTAGGTTGGTTTTTTGGTCTCCCCTGAAGAGGCTGGATTGTATATGGTTTTGTGAAGCTGATATCTTGATTTCTGCTGAAACAGCGATTGAGACAACATTGTGGTCTATCGAGTGGGGAATTGCAGAGCTAGTGAACCATCCTGAAATCCAGAGTAAGCTAAGGAACGAACTCGACACAGTTCTTGGACCGGGTGTGCAAGTCACCGAGCCTGATCTTCACAAACTTCCATACCTTCAAGCTGTGGTTAAGGAGACTCTTCGTCTGAGAATGGCGATTCCTCTCCTCGTGCCTCACATGAACCTCCATGATGCGAAGCTCGCTGGCTACGATATCCCAGCAGAAAGCAAAATCCTTGTTAATGCTTGGTGGCTAGCAAACAACCCCAACAGCTGGAAGAAGCCTGAAGAGTTTAGACCAGAGAGGTTCTTTGAAGAAGAATCGCACGTGGAAGCTAACGGTAATGACTTCAGGTATGTGCCATTTGGTGTTGGACGTCGAAGCTGTCCCGGGATTATATTGGCATTGCCTATTTTGGGGATCACCATTGGTAGGATGGTCCAGAACTTCGAGCTTCTTCCTCCTCCAGGACAGTCTAAAGTGGATACTAGTGAGAAAGGTGGACAATTCAGCTTGCACATCCTTAACCACTCCATAATCGTTATGAAACCAAGGAACTGTTAAACTTTCTGCACAAAAAAAAGGATGAAGATGACTTTATAAATGTTTGTGAAATCTGTTGAAATATTCCCTTGTTTTGCTTTTGTGAGATGTTTTTGTGTAAAATGTCTTTAAATGGTTCGTTCTACGATTGCAATAATAATTAGTGGTGCTCATTGTTTTGGATGGATCAATGTTATACTTATATCATTTGAAAATCTC

Légende 
Rouge droit : UTR
Rouge italique : introns
Bleu : ORF

Surlignage vert : amorces de vérification de l’insertion
Surlignage jaune : séquence de confirmation de l’insertion
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