Rapport écrit de biotechnologie végétale
A. Objectifs et consignes de rédaction du rapport

L’objectif de l’exercice est de devenir capable d’aller chercher de l’information dans un certain nombre de bases de données dédiées à la génomique fonctionnelle et aux biotechnologies végétales, en focalisant le travail sur un gène donné. Vous suivrez le cheminement suivant :

1. Génomique fonctionnelle
a. A partir du numéro d’accession d’un gène de Arabidopsis thaliana, expliquer toutes les étapes d’une démarche que vous pouvez suivre pour obtenir un lot de graines qui correspondent toutes à des mutants homozygotes à insertion unique pour le gène donné. Inclure en particulier : 
i. l’organisation à qui s’adresser pour obtenir des graines de mutants ainsi que le numéro d’accession correspondant au lot commandé
ii. la séquence d’ADN génomique sur laquelle vous mettrez en évidence  des éléments importants tels que la structure intron/exon, les codons start/stop, la portion séquencée par l’organisme qui a obtenu les mutants et qui vous permet de localiser l’insertion du T-DNA, les amorces de PCR qui vous permettront de caractériser le knock-out et l’homozygotie des lignées
iii. un schéma simplifié indiquant la position approximative du T-DNA, des amorces et la structure intron/exon du gène
b. A partir des données de transcriptomique disponibles, présenter les profils tissulaires d’expression du gène ainsi que les principaux aspects de sa régulation
c. Synthétiser les informations bibliographiques majeures concernant la fonction du gène. Mettre ces informations en relation avec les informations tirées de l’analyse des données transcriptomiques.
2. Applications biotechnologiques
En vous basant sur les informations disponibles sur le site de l’office européen des brevets ainsi que dans les articles académiques, décrire les applications biotechnologiques en développement et/ou potentielles basées sur la manipulation du gène étudié. Vous pourrez le cas échéant décrire brièvement le profil des entreprises précisément impliquées dans ces programmes. 
Le dossier devra comporter entre 15 et 20 pages
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C. Sites Internet et conseils divers
· The Arabidopsis Information Ressource (TAIR) : http://www.arabidopsis.org/ 
Entrer le numéro d’accession du gène dans le moteur de recherche. Dans la page qui s’affichera, cliquer sur le numéro d’accession dans la colonne [LOCUS]. Dans la page qui s’ouvre alors, vous trouverez parmi les nombreuses informations non seulement la structure intron/exon mais aussi un lien vers le [full length genomic]. En collant cette séquence dans un logiciel de traitement de texte, vous pourrez l’annoter facilement pour positionner les introns, les exons, les codons start/stop, les amorces que vous allez choisir….Il vous faudra cependant éliminer du texte les numéros de ligne, les espaces et sauts de lignes manuels pour pouvoir ensuite facilement travailler sur la séquence brute ininterrompue. Utiliser la police Courrier new taille 8, mise en page : marges 2 cm pour avoir 100 bases par ligne et simplifier votre travail. 
Dans la rubrique [external links], vous avez accès au logiciel eFPBrowser, qui vous donnera des informations très bien présentées sur les profils d’expression des gènes

· Arabidopsis eFP Browser :   http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
· T-DNA Express :

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
Dans la rubrique 2/Search, indiquer le numéro d’accession du gène dans le moteur de recherche. Sur la carte du génome sont positionnés les gènes situés à proximité de celui demandé, ainsi qu’un nombre très important d’informations différentes. Privilégier la recherche de flèches annotées SALK ou GABI qui soient dans les limites du gène. Ces flèches correspondent à des portions d’ADN qui ont été identifiées comme étant très proches de l’insertion d’un T-DNA dans une des lignées produites par le Salk Institute (USA) ou le programme GABI-Kat en Allemagne.  Il est possible de zoomer pour mieux visualiser les zones d’insertion. En cliquant sur la ou les flèches, une fenêtre s’ouvre contenant des informations sur le gène (partie inférieure de la fenêtre) et sur le mutant sélectionné (partie supérieure de la fenêtre). Cliquer sur Seq (en haut à gauche) pour obtenir la séquence obtenue par l’organisation qui a produit le mutant et qui a séquencé une partie d’ADN proche du lieu d’insertion du T-DNA. En connaissant les amorces utilisées pour le séquençage et leur localisation sur le T-DNA (voir plus bas), vous pourrez alors positionner la portion séquencée sur la séquence de l’ADN génomique dans votre fichier texte ce qui vous permettra de connaître dans quel sens s’est positionné le T-DNA.  
Pour les lignées SALK, la nature des amorces utilisées pour le séquençage et le schéma du T-DNA sont précisés aux adresses suivantes : 

http://signal.salk.edu/tdna_FAQs.html 

http://signal.salk.edu/tdna_protocols.html
Pour les lignées GABI-Kat, réaliser une recherche simple

http://www.gabi-kat.de/db/
Indiquer le numéro d’accession du gène et le site vous donne des numéros de lignées. En cliquant dessus vous êtes dirigés sur une page qui vous donnera entre autre (par exemple)

>42-K023561-022-753-B06-8409 
ATATATCCTGGTAACGTATGTTCTTTTCCTTAGGCTTAAGGCTTTGAATGGTGAGAGAAG

TCGATTAGACTCACAGCGTTTGAGTATAACTATGGAGATTTCATTCCTATCCTTAGACCA

TTCCTCAGAGGCTATTTGAAGATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGAAGTGTCGCTCTTTTC

AGAAGTACTTTGTTGATGAGAGGAAGTGAGTTCATTTTTTTGTTTCTATTTTTAGTTTTA

TCTTTTGAGTTTGATTTTGGGAAGCGGACATTGATGATTCATTCTT

Le numéro surligné ici correspond au nom de l’amorce de séquençage o8409 qui est située soit sur la Left Border, soit sur la Right Border. Pour le savoir, consultez :

http://www.gabi-kat.de/General_Information/GABI-Kat-SeqStrategy.html
http://www.gabi-kat.de/General_Information/GABI-Kat-pAC161T-DNAmapPr.html
Amorces spécifiques permettant de vérifier l’homozygotie des mutations
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html
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