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' introduction

Natif de trois continents, Europe, Asie et Amérique, le houblon tiendrait

son nom latin, Humulus lupulus, de Pline qui I’aurait ainsi surnommé

« petit loup » 2 cause de sa ténacité 2 se fixer sur n’importe quel sup-

port. Cette plante dioique grimpante est un membre de la famille des
Cannabinacées. Le genre Humulus compte deux espéces majeures :

Humulus lupulus, épice par excellence des brasseurs, et Humulus japo-

nicus, planté A des fins ornementales (Neve, 1991).

Les souches pérennes des plants de houblon ont une espérance de vie
de 20 2 30 ans. Les variétés européennes possédent un patrimoine géné-
tique diploide 2 20 chromosomes dont une paire de chromosomes
sexuels différenciant les plants males des plants femelles (Neve, 1991).
Seuls les plants femelles, propagés par multiplication végétative, sont
cultivés car ce sont les inflorescences femelles non fécondées aussi
appelées cones ou strobiles qui font I’objet de la récolte. L intérét com-
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mercial de ces cones réside dans une poudre jaune d’or, la lupuline,
qu’ils produisent a la base de leur bractées. La lupuline est un ensemble
de résines, a-acides aux propriétés amérisantes et fJ-acides au pouvoir
bactériostatique, et d’huiles essentielles. La teneur en ot-acides déter-
mine le caractére amer ou aromatique de la variété ainsi que la qualité
de la récolte.

La production frangaise de houblon se réalise a plus de 95 % en Alsace,
ol une variété population de houblon aromatique fin, le Strisselspalt,
occupe une place prépondérante. Les premitres houblonniéres sont
apparues en Alsace au début du XIXe siecle. Cette culture a connu de
nombreux aléas liés & I’'Histoire mais aussi des périodes florissantes.
Actuellement, les surfaces consacrées aux houblonnigres représentent
900 ha environ. On assiste de nos jours & une crise mondiale de sur-

‘production liée 2 1a tendance de diminution du houblonnage de la bigre,

la brasserie restant le client essentiel, presque exclusif. Avec 1’appari-
tion des nouveaux procédés industriels, de précieux agent de conserva-
tion qu’il était jadis, le houblon ne sert plus aujourd’hui que par la
saveur unique qu’il confére.

Des propriétés sédatives et hypnogénes, antibiotiques et antifongiques
(Chaumont et Mandin, 1997), apéritives, spasmolytiques et hormo-
nales sont attribuées au houblon depuis le Moyen-Age (Wurm, 1985).
Des recherches récentes menées en santé humaine ont fourni des résul-
tats prometteurs quant a une éventuelle activité anticancéreuse de cer-
tains composés du houblon (Honma ez al., 1998 ; Miranda et al., 1999 ;
Stephan ez al., 1998 ; Stevens et al., 1998 ; Yasukawa et al., 1995) ainsi
qu’a une activité oestrogénique d’extraits de houblon éventuellement
utile dans le traitement de 1’ostéoporose (De Keukeleire et al., 1997 ;
Humfrey, 1998 ; Milligan et al., 1999 ; Tobe et al., 1997). 1l est essen-
tiel de poursuivre ces recherches prometteuses de valorisation alterna-
tive du houblon.

Dans un souci de régénération des houblonniéres vieillissantes ainsi
que dans un désir de protection, de pérennisation et d’enrichissement
de la variété de houblon aromatique fin, Strisselspalt, élément du patri-
moine alsacien, il est devenu essentiel de réaliser un typage variétal
hautement discriminant des populations en présence. La détermination
d’une empreinte génétique spécifique du Strisselspalt permettra de
déterminer I'origine de cette variété par I’étude des relations phylogé-
nétiques le liant aux autres variétés aromatiques, de sélectionner des
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plants-méres aux qualités optimales, de réaliser la tragabilité du produit,
de 1a houblonni¢re au produit fini, dans le cadre d’un contrdle qualité.

La détermination d’empreintes génétiques individuelles se basera sur
Pétude des microsatellites du génome du houblon. A cette fin, une
banque d’ADN génomique (ADNg) a été construite et criblée pour la
recherche de séquences répétées (GA), et (GT),. Plusieurs fragments
d’ADN contenant de tels motifs ont été séquencés et ont permis le des-
sin d’amorces spécifiques utiles pour I’amplification de la région répé-
tée. Des études de type inter-SSR (inter-Single Sequence Repeat), ne
requérant pas une connaissance préalable du génome, ont été menées
en utilisant des amorces de séquence en simple répétition portant deux
bases sélectives en 3°, méthode inspirée par Van den Berg (1997).
Lisolement et le séquengage d’une unité ribosomique complete du
génome du houblon ont été réalisés. La région intergénique (IGS) sépa-
rant les séquences codantes des ARN ribosomiques 18 S et 26 S, source
connue de polymorphisme, est ciblée. Pillay et Kenny (1996) ont décrit
deux variants de I’unité ribosomique du houblon. L’ ADN ribosomique
porte les génes codant pour les ARN ribosomiques 18 S, 5,8 Set 26 S
et est organisé en répétitions en tandem, séparées par les IGS trés hété-
rogénes. Des études de type RFLP permettent de distinguer les variétés
aromatiques des variétés améres. La présence dans les bases de don-
nées de séquences d’IGS de plusicurs variétés de houblon permet de
déterminer des zones utiles pour une distinction plus fines des variétés.
Enfin, une banque d’ADN complémentaire (ADNc) spécifique de
cOnes mitures a été construite. L'identification d’EST (Expressed
Sequence Tag) contenues dans la banque a été engagée en vue d’une
caractérisation biochimique ultérieure des plants sélectionnés,

§ Matériel et méthodes
Protocoles de biologie moléculaire,
matériel et réactifs

Les protocoles classiques utilisés pour ces travaux sont issus de
I’ouvrage : Current Protocols In Molecular Biology (Ausubel et al.,
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1998). Les criblages de banques et les analyses de Southern blot uti-
lisent des sondes marquées 2 la digoxigénine. Leur mise en ceuvre
s’appuie sur les matériels et les protocoles de Roche Molecular
Biochemicals, avec utilisation de films X-OMAT™ de Kodak pour
la détection des émissions de chimioluminescence. Des électropho-
réses en gel d’agarose suivies de coloration de I’ADN au bromure
d’éthidium sont réalisées selon des conditions standards pour I’ob-
tention et la visuvalisation des résultats de PCR. L’appareillage
d’électrophorése provient de BioRad. La sauvegarde des résultats
s’effectue avec un Biolmager de BioRad. Les enzymes de restric-
tion (E.C.3.1.21.4) ainsi que les marqueurs de taille sont fournis par
New England Biolabs, MBI Fermentas et Quantum. Les produits
chimiques proviennent de Sigma, Merck ou Euromedex. Les réac-
tifs et le matériel plastique pour la PCR viennent de MBI Fermentas
et de Comning Costar. Le thermocycleur utilisé pour les réactions de
PCR est un GeneAmp 2400 de Perkin-Elmer Biosystems. Les
séquences d’ADN sont résolues par un séquenceur ABI PRISM™
de Perkin-Elmer Biosystems.

Banque d’ADN génomique
de feuilles de houblon Strisselspalt

Le kit Lambda FixR/Xho I Partial Fill In Vector de Stratagene a été
utilisé pour construire la banque, selon les instructions du fournisseur.

Isolement et analyse de microsatellites

Deux sondes, (GA)|y et (GT),5, marquées a la digoxigénine
(OliGold, Eurogentec) ont été utilisées pour cribler la banque
d’ADN génomique de houblon. Le sous-clonage de fragments por-
teurs de répétitions, apreés digestion par Sacl, a été réalisé dans le
vecteur plasmidique pBR322 (MBI Fermentas). Les analyses de

- séquences des sous-clones ainsi que de recombinants d’origine ont

été réalisées. Ces séquences ont permis de dessiner des amorces
spécifiques des régions bordant les motifs répétés (OligoExpress).
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Etudes de type inter-SSR

Huit amorces de PCR ont été dessinées, selon les travaux de Van
den Berg (1997) :

(GA)s-CT, (GA)-TC, (GA)-TT, (GA)3-CC, (GT)g-CA, (GT)g-AC,
(GT)g-AA, (GT)g-CC (OligoExpress). De ’ADN génomique des
variétés de houblon améres Nugget, Magnum et Brewers Gold, et
des variétés aromatiques Select, Tradition et Strisselspalt, a ét¢ uti-
lis¢ comme matrice de PCR. Le matériel végétal nous a été aima-
blement fourni par les producteurs de houblon locaux et collecté
dans plusieurs houblonnieres. La purification de I’ADN génomique
a d’abord été réalisée selon un protocole classique mettant en ceuvre
un gradient de chlorure de césium. Des kits (DNeasy de Qiagen et
Nucleospin Plant de Macherey-Nagel) utilisés en combinaison avec
un vibrobroyeur MM2000 (Retsch, GmbH) ont été adoptés ensuite
pour permettre le traitement d’un grand nombre d’échantillons en
un temps minimum. Des feuilles jeunes et des cOnes, séchés ou
congelés 2 —80 °C, ont été utilisés comme matériel végétal de
départ.

Isolement et étude de l'unité ribosomique

Une sonde hétérologue ADNr de riz (Oryza sativa) marquée a la
digoxigénine a été utilisée pour le criblage de la banque d’ADN
génomique de houblon. Plusieurs recombinants contenant des
séquences ADNr ont été isolés. Le sous-clonage d’un insert ADNr
de 18 kpb dans le vecteur pBR322 a permis la synthése d’une sonde
ADNIr spécifique du houblon, marquée elle aussi a la digoxigénine.
Cette sonde a été mise en ceuvre dans des expériences d’hybridation
apres digestion d’ADN génomique par différentes enzymes dont
EcoRI et Pacl, €électrophorése et Southern blot par capillarité. Les
ADN utilisés sont ceux précédemment cités. Aprés sous-clonage de
deux fragments EcoRI correspondant 3 une unité compléte, la
séquence de celle-ci a été déterminée (Genome Express, Paris,
France).

Un alignement Clustal W a été réalisé avec les 4 séquences d’IGS
actuellement disponibles dans Genbank, correspondant a un hou-
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blon sauvage japonais, un sauvage nord-américain, un aromatique
Hallertau et au Strisselspalt (AB041023, AB041022, AB041021,
AF223066).

Banque d’ADNc spécifique de cénes matures
de houblon Strisselspalt

Les ARN totaux ont été extraits 2 partir de 30 g de bractées de cones
mitures selon un protocole classique au phénol-SDS. Des ARN
polyA+ ont été purifiés a I’aide du kit PolyATractR mRNA Isolation
Systems II (Promega). La banque d’ADNc a été construite avec le
vecteur ZAP Express™ de Stratagene (kits ZAP ExpressTM cDNA
Synthesis et ZAP ExpressT™ ¢DNA GigapackR III Gold Cloning),
selon les protocoles proposés. L'identité des EST séquencées est
recherchée par une session BLAST N sur banque de données non
redondantes de séquences d’acides nucléiques ou BLAST P apres
traduction des séquences d’acides nucléiques (serveur http://
blast.genome.ad.jp).

I Résultats

Banque d’ADN génomique et microsatellites

Banque d’ADN génomique

Le titre de la banque d’ADNg 2 sa constitution était de 4,7.106
pfu.mL-!. La taille moyenne des inserts étant de 16 kpb, et sachant
que la taille du génome de houblon est de 106 kpb (Polley et al.,
1997), Ia banque originale représente 75 équivalents génome.

Microsatellites

2.10% pfu ont été criblées. La fréquence des répétitions de type
(GA), ou (GT), (respectivement (TC), ou (AC),) est de I’ordre de
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1 séquence microsatellite tous les 80 kpb dans le génome du
Strisselspalt, ce qui est en accord avec les données disponibles pour
d’autres plantes. Les motifs (GA), sont les plus représentés chez le
houblon. Actuellement, 7 couples d’amorces spécifiques ont été
déterminés a partir des séquences obtenues et seront introduits dans
des expériences de type AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

Etudes inter-SSR

Des études inter-SSR, appliquées a différentes variétés de houblon,
ont permis de distinguer les variétés ameres des variétés aroma-
tiques (fig. 1).

M Nu Ma BG Se Tr Ss Ss

1 Figure 1

Etude inter-SSR, utilisant ramorce (GA)g-TT,

appliquée a différentes variétés de houblon : Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG), Select (Se), Tradition (Tr),
Strisselspalt (Ss). La fleche indique le doublet qui distingue
les variétés ameres des aromatiques.

M : marqueur de taille Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus.

Les profils obtenus avec les variétés améres comportent des bandes
supplémentaires et en particulier un doublet entre 700 et 800 pb, qui
est absent chez les variétés aromatiques. 1l est possible d’attribuer
au Strisselspalt un profil spécifique qui est issu de la synthése des
résultats obtenus avec les différentes amorces (tabl. 1).
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Amorces | Fragments Ss Hb Tt Sz Se Tr
5>3 (pb)

(GA)g TT 470 1 1 1 1 1 0
350 1 0 1 1 0 0

(GT)g AA 1 350 0 1 1 1 1 0
900 0 1 1 1 1 0

510 0 0 1 1 1 1

(GT)g CC 900 1 1 0 0 0 0
(GA)g CC 1500 0 0 0 0 1 0
1 300 0 1 0 1 0 0

190 1 0 0 1 1 1

(GA)g CT | 1300 0 1 1 1 1 0
750 1 1 1 1 1 4]

120 1 1 1 1 1 0

(GA)g TC 1200 0 0 1 1 1 1
310 1 0 0 1 1 0

I Tabteau 1

Clé de discrimination des variétés aromatiques Strisselspalt (Ss),

Hersbrucker (Hb), Tettnanger (Tt), Saaz (Sz), Select (Se)
et Tradition (Tr) obtenues a partir d'une sélection d’amorces

de motifs répétés.

En appliquant cette méthode a différents plants d’une variété don-
née (fig. 2), les profils individuels sont identiques et permettent de

Pb

3 000
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I Figure 2

Etude inter-SSR, utilisant 'amorce (GA)g-TT, appliquée a
des individus Strisselspalt. Les pistes 1 & 3 concernent des

M 1

plants 4gés et les pistes 4 & 6 concernent des plants régénérés.

M : marqueur de taille Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus.
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valider les résultats. Certaines intensités de bandes varient sans
remettre en cause l’identification. Cette étude ayant porté sur une
population de 50 plants de Strisselspalt, il apparait que le degré
d’informativité de telles études n’est pas assez élevé pour détecter
un éventuel polymorphisme individuel au sein d’une varété.

Etude de I'unité ribosomique

Ces travaux completent les résultats publiés par Pillay et Kenny
(1996) et permettent d’explorer une autre source de polymor-
phisme. Apreés identification et caractérisation de recombinants
issus de la banque d’ADN génomique, la séquence d’une unité
compléte a été établie (Genbank, AF223066). Des analyses de type
RFLP, menées d’abord avec EcoRI et une sonde ADNTr de riz, ont
confirmé les résultats de la distinction possible entre vari€t€s
améres et aromatiques (fig. 3) obtenus précédemment (Pillay et
Kenny, 1996).

Ma Nu Nu Se Se Tr Tr Ma BG BG

I Figure 3

Analyses RFLP réalisées sur variétés améres : Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG) et sur variétés aromatiques :
Select (Se) et Tradition (Tr). Les houblons améres se distinguent
de fagon évidente par un profil & 3 bandes alors que

les aromatiques n’en présentent que deux.

Une autre étude RFLP a été réalisée en utilisant ’enzyme de res-
triction Pacl et une sonde homologue ADNT. Les résultats de cette
analyse permettent de distinguer 4 groupes de variétés selon les pro-
fils obtenus : en plus des groupes amers (2 bandes) et aromatiques
(1 bande), une variété intermédiaire, le Chinook, présente un profil
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différent des deux premiers (2 bandes, dont 1 décalée), et un échan-
tillon de houblon sauvage d’Alsace présente un 4¢ type de profil
distinct des autres (1 bande décalée) (fig. 4).

Nu Ma BG Ch Se Tr Ss Ss Ss Wt

I Figure 4

Analyses RFLP réalisées sur variétés ameres : Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG), sur variétés aromatiques :
Select (Se), Tradition (Tr) et Strisselspalt (Ss) ainsi que sur une
variété intermédiaire : Chinook (Ch) et sur un houblon sauvage (Wt).

Un alignement a été réalisé entre les 4 séquences d’IGS disponibles
dans Genbank correspondant a un houblon sauvage japonais, a un
houblon sauvage nord-américain, a deux variétés aromatiques,
Hallertau et Strisselspalt. L’arbre de relations phylogénétiques issu
de cet alignement est présenté par la figure 5.

Hallertau

1 Strisselspalt
Sauvage japonais

Sauvage nord-américain

I Figure 5

Arbre de relations phylogénétiques issu des séquences IGS
disponibles dans Genbank, correspondant a un houblon sauvage
japonais (AB041023), & un houblon sauvage nord-américain
(AB041022), a des variétés de houblon aromatiques,

Hallertau (AB041021) et Strisselspalt (AF223066).

Des zones de grandes divergence existent entre les houblons natifs
de trois continents différents. Les variétés aromatiques présentent
des séquences trés proches ou subsistent cependant des petites
régions variables. Il serait intéressant de cibler ces zones remar-
quables afin d’affiner les profils spécifiques de chaque variété.
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Banque d’ADNc et analyse d’EST

Banque d’ADNc de cones matures de Strisselspalt

Le nombre de recombinants obtenus a la construction de la banque
est de 8,4.104. Le bruit de fond est de 3,0.10? phages non recombi-
nants. La taille moyenne des inserts est de 650 pb, I’écart-type est
de 350 pb. La banque est susceptible de contenir des séquences
codant pour des protéines complétes.

Collection dEST

Une collection de 92 EST est actuellement disponible au labora-
toire. Pour la majorité d’entre-elles, I’identification des protéines
correspondantes a été possible de fagon certaine, tandis que d’autres
présentent une forte homologie avec des séquences de protéines de
plantes mais de fonction encore indéterminée a ce jour. La présence
de protéines ribosomales dans la collection refléte ’activité traduc-
tionnelle intense qui a lieu dans les strobiles. Nous disposons de
séquences d’enzymes, utilisables comme sondes métaboliques, de
séquences codant pour des protéines de réponse a un stress, des pro-
téines ubiquitaires, des protéines de structure, des marqueurs de
développement floral, de transcription. Une EST particuli¢re conte-
nant une séquence codant pour une protéine du virus latent du hou-
blon pourrait permettre le développement d’un test de diagnostic,
simple & mettre en ceuvre, utilisable par les planteurs eux-mémes.

| Discussion et conclusion

Banque d’ADNg, microsatellites
et études inter-SSR

Les travaux présentés ici avaient pour but de permettre I’identifica-
tion, par empreinte génétique spécifique, de plants de la variété de
houblon aromatique fin, le Strisselspalt. Il s’agissait de développer
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une méthode simple, rapide et fiable, basée sur la PCR, permettant
une identification fine et précoce des plants de houblon
Strisselspalt.

Le choix d’une approche basée sur les microsatellites a été€ déter-
miné par des travaux précédents (Brady et al., 1996). L utilisation
d’amorces spécifiques en combinaison avec la PCR offre un moyen
économique de criblage d’un grand nombre d’individus 2 un stade
précoce de leur développement (Polley et al., 1997). Les travaux de
criblage de la banque d’ ADNg construite, ainsi que le sous-clonage
de fragments porteurs de microsatellites sont en accord avec les
études menées par Brady er al. (1996). Les résultats obtenus quant
a la présence, la distribution, le polymorphisme et I’informativité
des motifs (GA), et (GT), dans le génome du houblon, corroborent
les précédents. Le dessin d’amorces basées sur des séquences
exactes du génome est essentiel (Brady et al., 1996 ; Tsuchiya et al.,
1997). Ces amorces peuvent étre utilisées dans des conditions hau-
tement spécifiques qui permettent d’augmenter la fiabilité et la
reproductibilité des résultats. Le sous-clonage des fragments conte-
nant des microsatellites constitue 1’étape limitante de ces travaux.
Le séquengage direct des inserts portés par les recombinants posi-
tifs isolés aprés criblage de la banque '’ ADNg a permis d’obtenir
plus rapidement les informations nécessaires au dessin des amorces
et de détecter d’autres types de répétition susceptibles d’étre poly-
morphes. Les études AFLP, réalisées par un laboratoire associé,
incluant les couples d’amorces spécifiques dessinés au laboratoire,
nous renseigneront quant a I’informativité des régions ciblées.

Van den Berg (1997) a inspiré la stratégie inter-SSR développée au
laboratoire. Les résultats concernant une éventuelle distinction des
variétés de houblon semblent prometteurs. Il est d’ores et déja pos-
sible de distinguer les variétés de houblon ameres des aromatiques.
Une empreinte génétique spécifique du Strisselspalt a été détermi-
née. Cette méthode peut confirmer I’appartenance d’un plant 2 une
variété. Bien que ces études doivent encore étre validées sur des
populations plus larges de plants, il est indéniable que I’avantage de
cette méthode est qu’elle ne requiert pas de connaissance préalable
du génome, ce qui est le cas du houblon pour lequel moins d’une
trentaine de séquences sont disponibles dans les bases de données 4
ce jour (Tsuchiya et al., 1997). Cependant, le clonage et I’analyse
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fine des amplicons générés pourrait peut-étre permettre d’affiner les
résultats. L’ élément essentiel de cette méthode reste la détermina-
tion des conditions appropriées de PCR. Ensuite, le choix de la
matrice est large, allant de la feuille 2 la fleur et méme a la graine.
L’analyse des résultats par électrophorese en gel d’agarose est facile
a mettre en ceuvre ; I'utilisation de gels de polyacrylamide peut étre
envisagée pour affiner la résolution du résultat. Les variations d’in-
tensité de certaines bandes ainsi que la présence de bandes faibles
pourront étre améliorés par une optimisation plus poussée des
conditions réactionnelles. :

L utilisation combinée des marqueurs microsatellites et inter-SSR
permet d’identifier les variétés de houblon de fagon alternative a
d’autres techniques parfois plus lourdes ou moins reproductibles
telles que les RAPD (Araki er al., 1998 ; Brady et al., 1996 ; Pillay
et Kenny, 1996 ; Patzak et al., 1999 ; Polley et al., 1997 ; Sustar-
Vozlic et Javornik, 1999 ; Tsuchiya et al., 1997), RFLP (Pillay et
Kenny, 1996) ou AFLP (Hartl et Seefelder, 1998). Une approche par
PCR multiplex laisse entrevoir la caractérisation individuelle de
plants d’une variété donnée.

Etude de 'ADNr

L’isolement et le sous-clonage d’une unité ribosomique compléte
du génome de houblon Strisselspalt ont été réalisés. La séquence de
cette unité est disponible dans les bases de données (Genbank
AF223066). Des études RFLP corroborent des résultats obtenus
auparavant (Pillay et Kenny, 1996). Ces analyses RFLP permettent
des distinguer les variétés ameres des variétés aromatiques. Elles
montrent aussi que le houblon sauvage d’Alsace differe de la variété
cultivée, le Strisselspalt, ce qui est en accord avec I’hypothése
d’une introduction, au début du XIXe siécle, des premiers plants, en
provenance de Bohéme, a l'origine de la variété cultivée de nos
jours. La comparaison de la séquence de I'ITS1, région séparant le
18 S du 5,8 S, obtenue pour le Strisselspalt avec celle publiée
récemment pour le houblon (Siniscalco Gigliano, 1999) suggére
que cette région n’est pas polymorphe au sein des variétés de hou-
blon. Avec I’apparition récente dans les bases de données de
3 séquences d’IGS (Genbank AB041021, AB041022, AB041023)
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en plus de celle obtenue au laboratoire, il a été possible d’explorer
le polymorphisme contenu dans cette séquence, d’autant plus que
les séquences publiées concernent des houblons originaires des trois
continents, Asie, Amérique et Europe. Des zones de divergences
mises en évidences dans les séquences, présentes également en
moindre mesure entre les deux variétés aromatiques, pourraient €tre
dérivés des tests spécifiques et plus rapides que ceux basés sur les
microsatellites ou inter-SSR, qui pourraient constituer des moyens
utiles pour la distinction des variétés et la tragabilité des produits.

A terme, il est impératif d’obtenir des résultats sans équivoque
utiles tant pour I’identification des plants que pour le suivi des pro-
duits et I'attribution de certificats de pureté, éléments de garantie
tant pour les producteurs que pour les négociants.

Collection A’EST

La collection ’EST actuellement disponible au laboratoire consti-
tue un recueil de séquences permettant la synthése de sondes spéci-
fiques de compartiments cellulaires, d’éléments ubiquitaires, de
voies métaboliques, d’activité transcriptionnelle et traductionnelle.
Les séquences obtenues jusqu’a présent, par criblage au hasard de
la banque d’ ADNc spécifique de cdnes, ne permettent pas une assi-
gnation tissu-spécifique. Ainsi, la construction d’une banque diffé-
rentielle enrichie en séquences spécifiques du c6ne méture a été
entreprise et son étude permettra sans doute d’élucider une petite
partie des mystéres du métabolisme propre 2 cet organe. La
connaissance des voies de biosynthése des substances ameéres et
aromatiques pourrait permettre leur modulation et peut-étre de
mesurer I’importance des stress biotiques et abiotiques sur la syn-
these des substances d’intérét commercial.
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