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1.
ADN RECOMBINANT CODANT POUR UNE NOUVELLE PROTEINE A ACTIVITE
BETA-1,3-GLUCANASE DE SOJA

L'invention concerne un ADN recombinant codant pour une
nouvelle protéine & activité B-1,3-glucanase, ou pour un précurseur
de cette protéine, une bactérie contenant cet ADN recombinant, une
cellule végétale, une plante ou une partie de plante, en parti-
culier une semence végétale, transformées par cet ADN recombinant,
ainsi que cette nouvelle protéine et un procédé pour la préparer.

Il est connu que les plantes cultivées sont soumises 2
des attaques par des parasites, tels que les champignons phyto-
pathogénes, qui sont responsables de pertes importantes de
récoltes. Le principal moyen actuel de lutte contre ces champignons
réside dans L'utilisation de substances chimiques a activité fongi-
cide. On sait aujourd'hui que les plantes réagissent naturellement
4 ces attaques par divers mécanismes de défense, malheureusement en
général & déclenchement trop tardif et d'intensité trop faible,
pour étre suffisamment efficaces.

L'un de ces mécanismes comprend l'induction d'une enzyme
appelée p-1,3-glucanase E.C.3.2.1.39 (Kombrink et al., 1988, Pr Ntl
Acad. Sci. USA, 85, 982-986 et Pegg et al., 1981, Physiol. Plant.
Pathol. 19,371-382). Cette induction peut é&tre artificiellement
déclenchée sous Ll'effet d'éliciteurs, c'est-a-dire de composés
d'origine biologique capables d'induire dans une plante saine Lles
réactions de défense qu'elle déploie naturellement Lors d'une
infection par des agents pathogénes, ou d'un déséquilibre hormonal
provoqué par Ll'auxine, les cytokinines ou L'éthylene (Abeles et
al., 1971, Plant Physiol. 47,129-134 et de Loose et al., 1988,
Gene, 70,13-23).

Les B-1,3-glucanes sont des polyméres Llinéaires poly-
saccharidiques constitués d'unités de glucose associées par des
liaisons B-1,3 présentant parfois des ramifications de type B-1,4
ou B-1,6 (Farka 1982, in "Fungal protoplasts', Peberdy et Ferencry
éditions Dekker Inc). Ces polysaccharides constituent un composant

typique du squelette de la paroi de la plupart des champignons et
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notamment des champignons phytopathogénes. Les g-1,3-glucanases
sont capables de les dégrader par fragmentation des chaines de
g-1,3-glucane. La plupart des B-1,3-glucanases végétales connues
sont de type endo.

Il est connu d'autre part que les progrés récents des
technologies dites d'ADN recombinant et de La transformation des
cellules végétales ainsi que de la régénération de plantes entiéeres
3 partir de ces dernieres, permettent L'introduction d'un géne
d'intérét dans des cellules végétales, une plante ou une partie de
plante, de fagon a obtenir un phénotype avantageux.

Des séquences d'ADN codant pour plusieurs  B-1,3-
glucanases végétales, notamment une B-1,3-glucanase de Nicotiana

plumbaginifolia (De Loose et al., 1988, Gene, 70,13-23) et wune

p-1,3-glucanase de soja (Takeuchi et al., 1990, Plant Physiol,
93,673-682) ont été isolées, clonées et déterminées. La demande de
brevet EP-A-0 353 191 décrit L'isolement et le clonage de diffé-
rents fragments d'ADN complémentaire dont L'assemblage permet de
déduire la séquence d'ADN complémentaire codant pour une $-1,3-
glucanase de tabac, ainsi que de la séquence d'ADN génomique codant
pour cette enzyme. Le document EP-0 392 225 divulgue notamment La
construction d'un géne chimérique codant pour cette g-1,3-glucanase
de tabac, La transformation du tabac par ce dernier et la vérifica-
tion par Western Blot et révélation 3 ('aide d'anticorps poly-
clonaux, de Lla surexpression de cette protéine endogéne dans les
plantes transformées. Cette demande de brevet ne montre pas que la
B-1,3-glucanase de tabac recombinante est active bioltogiquement ni
a fortiori qu'elle confére une résistance desdites plantes trans-
formées aux agents pathogénes.

On sait, par ailleurs, que les g-1,3-glucanases, telles

que par exemple la B-1,3-glucanase de Bacillus subtilis, sont des

<

enzymes utiles dans la conversion de la biomasse, notamment dans
certains secteurs de L'industrie papetiére et dans L*industrie
agroalimentaire, en particulier La brasserie (Meaden, 1986, Brewers
Gardian, 115, 7 et MacQueen, octobre 1987, New Scientist, 66).

IL est connu enfin que de nombreuses protéines recombi-

nantes peuvent &tre produites par des cellules eucaryotes et des
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bactéries, suite & L'introduction dans celles-ci de génes codant
pour lesdites protéines & L'aide des techniques classiques de génie
génétique.

La présente invention concerne un nouvel ADN recombinant

caractérisé en ce qu'il code pour une protéine a activité p-1,3-
glucanase ou pour un précurseur de cette derniére, cette protéine a
activité PB-1,3-glucanase comprenant la séquence d'acides aminés
(a1) suivante :
Ile Gly Val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala Asn Asp
Val Ile Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn Ile Lys Arg Met Arg Leu Tyr Asp
Pro Asn Gln Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly Ile Glu Leu Ile
Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gln Gly Leu Ala Thr Asn Pro Asp Thr
Ser Arg Gln Trp Val Gln Lys Asn Val Leu Asn Phe Trp Pro Ser Val Lys
Ile Lys Tyr Val Ala Val Gly Asn Glu val Ser Pro Val Gly Gly Ser Ser
Ser Val Ala Gln Tyr Val Leu Pro Ala Ile Gln Asn Val Tyr Gln Ala Ile
Arg Ala Gln Gly Leu His Asp Gln Ile Lys Val Ser Thr Ser Ile Asp Met
Thr Leu Ile Gly Asn Ser Phe Pro Pro Ser G[n Gly Ser Phe Arg Gly Asp
Val Arg Ser Tyr Leu Asp Pro Ile Ile Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala
Pro Leu Leu Val Asn Val Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg
Asp Ile Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn Val Val Val Trp
Asp Gly GLn Tyr Gly Tyr GLn Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val
His Ala Ala Ile Asp Asn Thr Lys Ile Gly Tyr Val Glu val val val Ser
Glu Ser Gly Trp Pro Ser Asp GLy Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala
Arg Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro Arg
Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr Ile Phe Ala Met Phe Asp Glu Asn
Gln Lys Asn Pro Glu Ile Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn Pro Asn Lys
Gln Lys Lys

ou une séquence présentant un degré d'homologie élevé avec Lla
séquence (a1).

Un degré d'homologie élevé signifie ici une homologie
(rapport entre Lles acides aminés identiques et Le nombre total
d'acides aminés) d'au moins 80 %, et de préférence d'au moins 90 %,
des séquences d'acides aminés, lorsqu'elles sont alignées d'aprés

L'homologie maximale, selon La méthode d'alignement optimal des
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séquences de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, &43~453.
Cette méthode est notamment utilisée dans le logiciel UWGCG de
L'Université de Wisconsin : Devereux et al., 1984, Nucl. Ac. Res.,
12, 8711-8721 - option GAP.

La séquence peptidique déja connue ta plus proche de
celle de la séquence (a1) de 307 acides aminés est celle de la pro-
téine de 369 acides aminés déduite de L'ADN complémentaire d'une 8-

1,3-glucanase de Nicotiana plumbaginifolia (cf. Lla banque de

données Swissprot réf. Gub$NipL. et De Loose et al., 1988, Gene,
70,13-23). Une comparaison de ces deux séquences a L'aide de la
méthode de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48 ,443-453,
montre gque 213 acides aminés sont identiques sur 307, soit une
homologie d'environ 69 Z. Cette méthode algorithmique, qui
considére tous Lles alignements possibles et crée un alignement,
représenté sur la figure 7, dans lequel Lle plus possible d'acides
aminés identigues sont appariés et le nombre de trous dans les
séquences alignées est minimal, est notamment utilisée dans Lle
logiciel UWGCG de L'Université de Wisconsin : Devereux et al.,
1984, Nucl. Ac. Res., 12, 8711-8721 - option GAP.

Ce nouvel ADN recombinant peut servir a L'expression de
cette protéine & activité B-1,3-glucanase, soit pour conférer a une
plante ou une partie de plante qui exprime celle-la, une résistance
accrue aux agents pathogénes, soit pour produire cette protéine a
l'aide de cellules eucaryotes, notamment les ascomycétes, tels que
la levure ou Lles champignons filamenteux, par exemple,

Cryphonectria parasitica ou Lles cellules végétales, ou de micro-

organismes procaryotes, tels que par exemple Escherichia coli.

Cet ADN recombinant peut comporter immédiatement en aval

de la séquence nucléotidique codant pour Lla séquence d'acides

aminés (a,* ta séquence nucléotidique codant pour L2 séquence

d'acides aminés (a,) ci-aprés :
JA

Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu Gly Lys Val Vval Ile Asp Asp
Phe Asn Ala Thr Thr Ser Ile Lys Ser Asp Val

tronquée dans sa partie carboxyterminale de 0 & 27 acides aminés.

-

s
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Il est avantageux que cet ADN recombinant comporte immé-
diatement en amont de la séquence nucléotidique codant pour La

séquence d'acides aminés (a,), un codon pour le Gln.

Un ADN de ce ty;e apprécié est celui qui code pour une
protéine & activité p-1,3-glucanase ou pour un précurseur de cette
protéine, qui comporte la séqguence (as) suivante :

Gln
Ite Gly Val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala Asn Asp
Val Ile Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn Ile Lys Arg Met Arg Leu Tyr Asp
Pro Asn Gln Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly Ile Glu Leu Ile
Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gln Gly Leu Ala Thr Asn Pro Asp Thr
Ser Arg Gln Trp Val Gln Lys Asn Val Leu Asn Phe Trp Pro Ser Val Lys
Ile Lys Tyr Val Ala val Gly Asn Glu Val Ser Pro Val Gly Gly Ser Ser
Ser Val Ala Gln Tyr Val Leu Pro Ala Ile GLn Asn Val Tyr Gln Ala Ile
Arg Ala Gtn Gly Leu His Asp Gln Ile Lys Val Ser Thr Ser Ile Asp Met
Thr Leu Ile Gly Asn Ser Phe Pro Pro Ser Gln Gly Ser Phe Arg Gly Asp
val Arg Ser Tyr Leu Asp Pro Ile Ile Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala
Pro Leu Leu Val Asn Val Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg
Asp Ile Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn Val Val Val Trp
Asp Gly GLn Tyr Gly Tyr Gln Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val
His Ala Ala Ile Asp Asn Thr Lys Ile Gly Tyr val Glu val val Val Ser
Glu Ser Gly Trp Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala
Arg Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro Arg
Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr Ile Phe Ala Met Phe Asp Glu Asn
GLn Lys Asn Pro Glu Ile Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn Pro Asn Lys
Gln Lys Lys Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu Gly Lys Val Val
Ile Asp Asp Phe Asn Ala Thr Thr Ser Ile Lys Ser Asp Val

Cet ADN recombinant comporte de préférence en amont de la
séquence codant pour la séguence (a1) précédée éventuellement d'un
codon pour Gln une séquence signal, choisie en fonction de La
cellule hdte, qui a pour fonction de permettre l'exportation de Lla
protéine hors du cytoplasme.

Pour une expression dans les micro-organismes proca-

ryotes, tels que par exemple Escherichia coli, cette séquence

signal peut &tre, soit une séquence dérivée d'une séquence codant
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pour un précurseur naturel d'une protéine exportée par un micro-
organisme procaryote, par exemple Le peptide signal OmpA (Ghrayeb
et al., 1984, EMBO Journal, 3, 2437-2442) ou un précurseur de la
phosphatase alcaline (J. Bact. 1983, 154, 366-3747), soit une
séquence non endogéne provenant d'une séquence codant pour pré-
curseur eucaryote (par exemple le peptide signal de L'un des pré-
curseurs naturels de L'hormone de croissance humaine), soit une
séquence codant pour un peptide signal synthétique (par exemple

celui décrit dans la demande de brevet FR n° 2 636 643, de

séquence :

Met Ala Pro Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu Cys
Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala .

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles

que les ascomycétes, par exemple la levure Saccharomyces cerevisiae

ou Le champignon filamenteux Cryphonectria parasitica, cette

séquence signal est de préférence une séquence dérivée d'une
séguence codant pour un précurseur naturel d'une protéine sécrétée
par ces cellules, par exemple pour la levure le précurseur de
L'invertase (demande de brevet EP-0 123 289) ou le précurseur de la
séquence prépro de la phéromone alpha (demande de brevet

DK 2484/84), ou pour Cryphonectria parasitica, le précurseur de la

séquence prépro de L'endothiapepsine, de séquence suivante, décrite

dans la demande de brevet FR-2 666 590 :

Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Thr Ala Met Leu Ala Gly Gly
Ala Leu Ser Ser Pro Thr Lys Gln His val Gly Ile Pro Val Asn Ala Ser
Pro Glu Val Gly Pro Gly Lys Tyr Ser Phe Lys Gln Val Arg Asn Pro Asn
Tyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Ser Val Lys Lys Thr Tyr Leu Lys Tyr Gly
Val Pro Ile Pro Ala Trp Leu Glu Asp Ala Val Gln Asn Ser Thr Ser Gly

Leu Ala Glu Arg

Pour une expression dans les cellules végétales, on uti-

lise comme ségquence signal, soit une séquence codant pour Lle

7]
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peptide signal d'une protéine de cellule végétale connue pour étre
exportée, par exemple, la séquence suivante décrite dans la demande

de brevet FR 2 665 177 :

Met Arg Arg Thr Ser Lys Leu Thr Thr Phe Ser Leu Leu Phe Ser Leu Val
Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala
soit une séguence signal codant pour le peptide signal de séquence

(az) suivante

Met Pro Ser Leu Phe Ala Arg Asn GlLn Arg Phe Ser Leu Ala Thr Leu Leu
Leu Leu Leu Glu Leu Leu Thr Gly Asn Leu Arg Met Ala Asp Ala

Les séquences d'acides aminés (a1), (a2) et (aé) peuvent,
par exemple, &tre codées par lLes séquences nucléotidiques (Na1),

(Naz) et (Na4) ci=aprés :

(

20

25

30

35

Na1) :

ATTGGTGTGT
CTTTATAGAT
GAAGCACTTA
GGCCTTGCCA
TGGCCTAGTG
TCTTCTTCGG
GCTCAAGGCC
AACTCTTTCC
ATAATTGGGT
AGTTACACTG
GTTGTGGTAT
GTACATGCAG
GGGTGGCCAT
AATTTGGTTC
TATATATTTG
CTCTTCAATC

GTTATGGCAT
CAAATAACAT
GAAATTCTGG
CCAATCCTGA
TCAAAATCAA
TAGCCCAATA
TTCATGATCA
CTCCATCGCA
ACTTGGTATA
GTAACCCCCG
GGGATGGTCA
CCATTGATAA
CAGATGGAGG
GTCGTGCTAA
CCATGTTCGA
CCAACAAACA

GCTGGGCAAC
AAAGAGAATG
CATTGAACTC
CACTTCTCGT
GTACGTGGCA
TGTTCTACCT
AATCAAGGTT
AGGTTCCTTC
TGCAAATGCA
TGACATATCA
ATATGGGTAC
CACTAAGATT
ATTTGCTGCC
TAGAGGAAGC
TGAAAATCAA
AAAAAAA

AATCTACCGT
AGACTCTATG
ATTCTTGGGG
CAATGGGTGC
GTTGGAAATG
GCCATCCAAA
TCAACATCTA
AGGGGTGATG
CCATTACTAG
CTTCCCTATG
CAAAATTTGT
GGTTATGTGG
ACTTATGACA
CCAAGAAGGC
AAAAATCCAG

CAGCAAACGA
ATCCTAATCA
TGCCAAACTC
AAAAAAACGT
AAGTGAGTCC
ATGTATACCA
TTGACATGAC
TGAGATCATA
TCAATGTGTA
CTCTTTTCAC
TTGATGCTAT
AGGTTGTTGT
ACGCACGCGT
CTTCGAAGCC
AGATAGAGAA

TGTTATAGGT
AGCTGCTCTA
TGACCTTCAA
GTTGAACTTT
CGTTGGAGGC
AGCAATAAGA
CCTAATAGGA
CCTAGATCCC
CCCTTATTTT
AGCACCAAAT
GTTGGATTCA
ATCCGAGAGT
GTACTTAGAC
CACTGAGACT
ACATTTTGGG
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(NaZ) :

ATGCCTTCTC TCTTCGCTAG AAACCAGAGG TTCTCATTGG CTACTCTCCT GCTTCTTCTG
GAACTATTGA CAGGAAACCT TCGCATGGCA GATGCT

(Naé) :

TACC CATTTGGGTT TGGAGGAAAG AGGCTAGGGA AAGTTGTTAT TGACGACTTC
AATGCAACAA CTTCCATTAA GAGTGATGTG

L'invention concerne aussi. une unité d'expression de
L'ADN recombinant défini précédemment, portée avantageusement par
un vecteur, dit vecteur d'expression.

Pour une expression dans les micro-organismes proca-

ryotes, en particulier dans Escherichia coli, L'ADN recombinant

doit &tre inséré dans une unité d'expression comportant notamment
un promoteur efficace, suivi d'un site de fixation des ribosomes en
amont du géne & exprimer, ainsi qu'une séquence d'arrét de trans-
cription efficace en aval du géne a exprimer. Cette unité doit éga-
lement comporter un marqueur de sélection ou étre introduite dans
la cellule hdte en méme temps qu'une unité d'expression d'un
marqueur de sélection (par exemple & l'aide d'un vecteur d'expres-
sion qui porte ces deux unités). Toutes ces séquences doivent étre
choisies en fonction de La cellule hdte.

Pour une expression dans les cellules eucaryotes, telles
que les ascomycétes, L'unité d'expression selon L'invention com-
prend L'ADN recombinant défini précédemment avec les moyens néces-—
saires & son expression.

Pour une expression dans les cellules ascomycétes, telles

que la Llevure, par exemple Saccharomyces cerevisiae, il convient

d'insérer U'ADN recombinant entre, d'une part, des séquences
reconnues comme promoteur efficace, d'autre part, un terminateur de
transcription. L'unité d'expression porte un marqueur de sélection
ou est introduite dans la cellule hdte en méme temps qu'un marqueur
de sélection. De préférence, ce marqueur de sélection est un

marqueur auxotrophe (qui complémente une mutation des cellutes
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réceptrices) qui permet la sélection des cellules qui ont intégré
L'ADN recombinant en un nombre de copies élevé, soit dans Lleur
génome, soit dans un vecteur multicopie. Pour une expression dans
les cellules ascomycétes, telles que celles des champignons fila-

menteux, par exemple ceux des genres Aspergillus, Neurospora,

Podospora, Trichoderma ou Cryphonectria, l'unité d'expression selon

L'invention porte L'ADN recombinant défini précédemment avec Les
moyens nécessaires a son expression, et éventuellement un marqueur
de sélection et/ou des séquences télomériques. Il est en effet
possible de sélectionner les transformants ayant intégré un ADN
d'intérét a L('aide d'un marqueur de sélection situé soit sur Lla
méme wunité que L'ADN d'intérét, soit sur une autre unité, ces deux
unités étant alors introduites par cotransformation. L'ADN recom-
binant de L'invention peut &tre soit intégré au génome des champi-
gnons fiLamenteux,r soit conservé sous forme extrachromosomique
grace a des séquences permettant la réplication et la partition de
cet ADN.

Pour wune expression dans les cellules végétales, il con-
vient d'insérer L'ADN recombinant défini précédemment entre un pro-
moteur et un terminateur efficaces dans les végétaux.

Le promoteur est de préférence un promoteur constitutif
fort, par exemple Lle promoteur 35S du virus de Lla mosaigue du
chou-fleur, ou un promoteur commandant une expression tissu - ou
organe - spécifigue comme le promoteur de la petite sous-unité de
la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase-oxygénase qui s'exprime
préférentiel lement dans les feuilles et tout particuliérement Lles
tissus du mésophylle (Kuhlemeier et al., 1987, Ann Rev Plant
Physiol 38 : 221-257). On peut également utiliser un promoteur
spécifique commandant par exemple une expression dans lLes graines
ou au cours d'un stade précis du développement de la plante, ou un
promoteur inductible a la suite d'un choc thermique, d'une blessure
ou de L'interaction entre la plante et des parasites (Kuhlemeier et
al., 1987 référence citée ci-dessus), si une expression de L'ADN
recombinant est recherchée dans ces situations.

On utilise la séguence terminatrice, comportant des sites

de polyadénylation pouvant étre isolée de génes végétaux ou de
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génes s'exprimant dans les végétaux, comme par exemple le termina-

teur de la nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens.

L'invention concerne également une bactérie, par exemple
de Ll'espéce E. coli, qui contient L'ADN recombinant défini précé-
demment, avec Lles moyens nécessaires a sa réplication et son
expression. Cette bactérie peut &tre utilisée dans Lla préparation
d'une protéine a activité B-1,3-glucanase.

L'invention a également trait a une bactérie, par exemple
de LU'espéce E. coli, qui contient L'ADN recombinant défini ci-
dessus avec Les moyens permettant sa réplication, laguelle donc
peut servir au clonage de cet ADN recombinant et ainsi qu'a une
bactérie susceptible d'infecter wune plante avec transfert de

matériel génétique, par exemple de L'une des espéces Agrobacterium

rhizogenes et Agrobacterium tumefaciens, qui contient cet ADN dans

un contexte permettant sa réplication et donc peut servir a trans~
former des cellules végétales. La transformation des cellules végé-
tales par L"ADN recombinant ci-dessus peut également &tre effectuée
par une autre méthode biologique telle que la voie du tube polli-
nique (Zhong=-xun Luo et al., Plant Molec. Biol. Rep., 1988, 6, 165-
176) et Lla transformation directe de graines en germination
(Toepfer R. et al., 1989, The Plant Cell., 1, 133-139), ou par une
méthode physique telle que {'utilisation de polyéthyléneglycol,
'électroporation (Christou P. et al., 1987, Proc. Ntl. Acad. Sci.
USA, 84, 3662-3699) et Le bombardement & L'aide de microprojectiles
(Klein T.M. et al., 1988, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 85, 8502~
8505).

Lfinvention concerne également une cellule végétale
caractérisée en ce qu'elle est transformée par LYADN recombinant
défini précédemment, avec Les moyens nécessaires 4 son expression.
cette cellule végétale peut provenir d'une espéce de grande
culture, telle que par exemple Le mais, le soja, La betterave, le
bté, L'orge, Lle pavot, le colza, le tournesol, la luzerne et Lle
sorgho, d'une espéce florale telle gue Le rosier, L'oeillet, Le
gerbera ou d'une espéce potagére telle que la carotte, la tomate,

la salade, Lla chicorée, Lle poivron, le melon et lLe chou. Des
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espéces particuliérement appréciées sont le colza Brassica napus,

le tournesol Helianthus annuus et le tabac Nicotiana tabacum.

L'étape de transformation qui concerne une ou quelques
cellules est suivie d'une étape de multiplication de ces cellules
transformées de facon & obtenir des cals, lLesquels peuvent donner
naissance & des plantes transformées, par des processus d'organo-
génése ou d'embryogénése.

L'invention concerne donc aussi une plante ou une partie
de plante, caractérisée en ce qu'elle contient, avec Lles moyens
nécessaires a son expression, L'ADN recombinant défini précédem-
ment. Une partie de plante particuliérement appréciée est la partie
apte a former une nouvelle plante compléte, notamment aprés semis,
enfouissement ou repiquage, ou a produire des semences. Une telle
partie est par exemple un grain, une graine, une semence, une
bouture, une marcotte, etc. Ces plantes peuvent étre L'une quel-
conque des espéces ci-dessus et plus particuliérement des espéces

Nicotiana tabacum, Helianthus annuus et Brassica napus.

L'invention a également trait & un procédé pour obtenir
des plantes résistantes aux parasites, tels que Les champignons
phytopathogénes, qui comprend une étape de transformation de
cetlules végétales par cet ADN recombinant, suivie d'une étape de
multiplication des cellules transformées et d'une étape de régéné-
ration des plantes.

De préférence, L'étape de transformation des cellules
végétales est effectuée in vitro & L'aide d'une agrobactérie

(c'est-a-dire d'une bactérie du genre Agrobacterium) ayant intégré

L'ADN recombinant d'intérét.

L'invention concerne aussi les plantes résistantes aux
agents pathogénes susceptibles d'étre obtenues a L'aide du procédé
défini ci~dessus.

L'invention a également trait & L'utilisation d‘'une
ptante contenant, avec les moyens nécessaires a son expression,
LYADN recombinant défini précédemment, comme géniteur dans un pro-
gramme de sélection pour créer de nouvelles variétés végétales.

L'invention concerne aussi une nouvelle protéine a acti-

vité PB=1,3-glucanase, qui comprend la séguence (a1) éventuel Llement
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immédiatement suivie de la séguence (34) tronquée dans sa partie
carboxyterminale de 0 & 27 acides aminés, et une nouvelle protéine
gui comprend la séguence (as).

Cette protéine présente de préférence une masse molécu-
laire apparente de 36 + 3, 37 + 3 ou 39 + 3 kDa.

Cette protéine présente un intérét comme enzyme de con-
version de lLa biomasse qui contient des B-1,3—-glucanes, notamment
dans certains secteurs de L'industrie papetiére et dans l'industrie
agroalimentaire, en particulier La brasserie.

L'invention a également trait a un procédé de préparation
de cette protéine qui comprend la mise en culture de bactéries,
cellules végétales, cals végétaux, de plantes ou de parties de
plantes contenant L'ADN recombinant défini précédemment, la lyse de
ceux-ci, L'isolement et la purification de cette protéine.

L'invention sera mieux comprise a L'aide de L'exposé ci-
aprés, divisé en sections, qui comprend des résultats expérimentaux
et une discussion de ceux-ci. Certaines de ces sections concernent
des expériences effectuées dans le but de réaliser L'invention et
d'autres des exemples de réalisation de L'invention donnés bien sir
3 titre purement illustratif.

Une grande partie de L'ensemble des techniques ci-apres,
bien connues de L‘'homme de l'art, est exposée en détail dans
l'ouvrage de Sambrook et al. : "Molecular cloning : a Laboratory
manual” publié en 1989 par les éditions Cold Spring Harbor Press a
New York (2e édition).

La description ci-aprés sera mieux comprise en se repor-—
tant aux figures 1 a 7.

La figure 1 représente une carte de restriction du frag-
ment HindIII-EcoRI contenu dans le plasmide pBR1310 et contenant
L'ADN complémentaire codant pour ta B-1,3-glucanase de soja.

La figure 2 représente la séquence nucléotidique de
['insert HindIII-HindIII, partie de L'ADN complémentaire de la B-
1,3-glucanase de soja, les sites de restriction utilisés pour Le
clonage dans M13mp19 et pour les constructions ultérieures étant
indiqués par des fléches, ainsi que la séquence peptidique déduite

de cet ADN complémentaire.
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La figure 3 représente la séquence nucléotidique du frag-
ment HindIII-HindIII de L'ADN complémentaire de la B~1,3-glucanase
de soja, aprés mutagénése (a4 L'issue de la section 6c), les sites
de restriction utilisés pour le clonage dans M13mp19 et pour les
constructions ultérieures étant indiqués par des fléches, ainsi que
la séquence peptidique de la protéine traduite.

La figure & représente la séquence nucléotidique du frag-
ment NdeI-HindIIIl de la partie codante du plasmide pBR59, plasmide
d'expression dans E. coli, encadrée par les sites de restriction
Ndel et HindIII et la ségquence peptidique de la protéine traduite.

La figure 5 représente la séquence nucléotidigue du géne
recombinant complet et la séguence peptidique de la protéine tra-
duite.

La figure 6 représente La séquence peptidique de La
partie commune des protéines traduites dans E. coli et dans Lle
tabac.

La figure 7 représente un alignement d'aprés La méthode
de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443-453, de la
séquence peptidique déduite de L'ADN complémentaire de la B-1,3-
glucanase de soja (cf. figure 2) et de la séquence peptidique
connue la plus proche, celle déduite de L'ADN complémentaire de la

B-1,3-glucanase de Nicotiana plumbaginifolia (banque de données

Swissprot réf. Gub$-NipL).

Section 1 : Préparation d'anticorps polyclonaux contre la g-1,3-

glucanase de tabac

a) Purification de la p-1,3-glucanase de tabac.

Une B-1,3~glucanase de tabac a été purifiée jusqu'ad homo-
généité a partir de cals de tabac comme décrit ci—-apres. Des cals
de tabac ont été cultivés in vitro sur un milieu de Murashige et
Skoog (Murashige T. et Skoog F., 1962, Physiol. Plant., 15, 473~
497). Des extraits cellulaires sont obtenus par broyage du matériel
végétal dans une solution tampon Tris-HCL 50mM pH 8,4 contenant

15 mM de P-mercaptoéthanol et 5 % de polyvinylpolypyrrolidone.
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La protéine est purifiée a partir de cet extrait par pré-
cipitation au sulfate d'ammonium, chromatographie en phase Liquide
sur une colonne échangeuse de cations a base de polymére synthé-
tique, et chromatographie d'exclusion (tamisage moléculaire) sur un

agarose réticulé selon le protocole décrit ci-aprés :

Etape 1 :

L'extrait protéique est traité par le sulfate d'ammonium
(43 % de saturation). Les protéines ayant précipité  sont
recueillies par centrifugation (15 000 g pendant 30 min), solubi-
lisées dans une solution tampon (acétate d'ammonium 100 mM pH 5,2)
et dialysées pendant une nuit a 4°C contre une solution tampon
acétate d'ammonium 100 mM pH 5,2.

Extemporanément, Lla concentration en acétate de la solu-
tion tampon de l'extrait protéique est ramenée 3 10 mM par passage

sur des mini-colonnes prétes a L'emploi (PD10 Pharmacia).

Etape 2 :

L'extrait protéique est ensuite purifié par chromato-
graphie d'échange d'ions 3 base de polymére synthétique (colonne
Mono-S de Pharmacia) selon la technique FPLC de Pharmacia.

L'extrait est déposé sur lLa colonne Mono-S équilibrée
avec un tampon d'acétate d'ammonium 10 mM pH 5,2. Les protéines
retenues sur la colonne sont éluées par un gradient linéaire de 10
3 500 mM d‘acétate d'ammonium.

A chaque étape, la p-1,3-glucanase est identifiée par son
poids moléculaire (Electrophorése sur gel de polyacrylamide en pré-
sence de SDS - révélation a L'argent) et son activité est mesurée
par une méthode colorimétrique (cf. section 8, ci-aprés) utilisant

ta Llaminarine (p-1,3-glucane extrait de Laminaria digitata -

Sigma - réf. L9634) comme substrat.

b) Préparation d'anticorps polyclonaux.
Oon a ensuite injecté a des Llapins 25 pg de B-1,3-
glucanase de tabac dans 500 pl d'adjuvant complet de Freund.

Trois injections de rappel de 25 pg dans t'adjuvant incomplet de
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Freund (500 pl) ont été réalisées a 3 semaines d'intervalle.
L'immunsérum a été prélevé 3 semaines aprés la derniere injection.
Cet Jimmunsérum reconnait la p-1,3-glucanase de tabac, il
reconnait également Lla p-1,3-glucanase de soja. On a en effet
vérifié qu'il permet de révéler cette derniére protéine par la
technique de Western Blot (décrite dans la section 13 ci-aprés) a
partir d'un extrait des protéines totales de soja (Glycine max cv

Mandarin).

Section 2 : Construction d'une banque phagique d'ADN complémentaire

3 partir d'ARN messagers de cultures cellulaires de

soja.

a) Préparation d'ARN messagers de cellules de soja.

Les ARN totaux de cellules de soja 3agées de 5 jours
(Glycine max cv Mandarin), cultivées in vitro en absence d'auxine
selon La méthode décrite par Leguay et al., 1987, Develop. Genetics
8 : 351-364, ont été extraits selon Lla méthode décrite par
Jouanneau et al., 1984 Plant Physiol 74 ; 663-668, résumée ci-
aprés. Les cellules préalablement lavées dans une solution saline
sont broyées dans L'azote liguide ; L'homogénéisat est ensuite
extrait par un mélange de phénol redistillé et de chloroforme.
Aprés une étape de précipitation éthanolique, les ARN totaux sont
dissous dans une solution tamponnée a pH 7,6. ,

La fraction poly (A)+ des ARN messagers (ARNm) a été
jsolée aprés 2 cycles de chromatographie d'affinité sur une colonne
d'oligo (dT) cellulose comme décrit dans Sambrook et al.
("Molecular cloning : A Laboratory manual", second Edition, Cold
Spring Harbor Laboratory 1989). La quantification des ARN messagers
est réalisée par spectrophotométrié selon un protocole bien connu

de L'homme de l'art.

b) Synthése des ADN complémentaires.
Les ADN complémentaires (ADNc) ont été synthétisés selon
la méthode décrite par Gibler et Hoffman, 1983 (Gene, 25 : 263-
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269), méthode qui favorise Lla synthése et Lle clonage d'ADNc
complets : 7 pg d'ARNm ont ainsi été traités pour la fabrication du

premier brin d'ADNc 3 ('aide du kit "Protoclone GT system" de

Promega (réf. P3010).

¢) Clonage des ADN complémentaires.

L'ADNc double brin synthétisé est ensuite méthylé a
l'aide de Lla méthylase EcoRI dans les conditions décrites dans
L'ouvrage de référence Sambrook et al. (op cité). Cette enzyme
permet de protéger les sites éventuels EcoRI de L'ADNc contre une
coupure par L'endonucléase EcoRI, cette protection disparaissant
pour les répliques de L'ADNc (qui ne sont pas méthylées).

pes Llinkers synthétiques EcoRI (fragments d*ADN double
brin contenant le site EcoRI) sont alors rajoutés par Lligation aux
extrémités de L'ADNc. Aprés coupure par L'endonucléase EcoRI et
élimination des Llinkers par chromatographie sur une colonne de
tamis moléculaire G50 (Pharmacia), L'ADNc est Ligué & L'aide de la
T4 DNA Ligase dans le phage lambda gt11, vecteur de clonage et
d'expression décrit par Huynh et al., "DNA cloning : a practical
approach” IRL Press, D.M. Glover 1985, p. 49, selon le protocole
"lambda gt11 system”, de Promega (réf-T3011), L'ADN phagique étant
préalablement ouvert par L'endonucléase de restriction EcoRI et
déphosphorylé. Des parties aliquotes du milieu de Ligation sont
ensuite empaquetées dans des particules phagiques en utilisant Le
kit commercialisé par Amersham ("In vitro packaging system for
Llambda DNA", réf. N334).

Le nombre de recombinants est ensuite estimé par comptage

des plages de lyse obtenues sur un tapis bactérien de la souche

E. coli Y1090 (Sambrook, et al., réf. ci-dessus, op. cité). Environ

106 clones ont été obtenus. L'étalement d'une partie aliquote de Lla
suspension phagique sur un tapis bactérien en présence de X-gal-
(bromo—S—chLoro-é-indoLyL—B-B—D-gaLactoside) et d'isopropylthio-B-
D-galactoside (IPTG), selon la technique décrite par Huynh et al.,

réf. ci-dessus, a permis de déterminer gue 81 % de ces phages ont

intégré un ADNc de soja.
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Section 3 : Criblage immunologique de la banque phagique d'ADN com-

plémentaire construite a partir des ARN messagers de

cellules de soja.

La réalisation d'une banque dans le vecteur Llambda gt11
permet de réaliser L'expression des ADNc clonés, c'est-a-dire de
faire synthétiser Lles protéines codées par les ARN messagers qui
ont servi a construire cette banque. Cette synthése se fait apres
induction par L'IPTG (isopropylthio-p-D~galactoside) ; Lles pro-
téinés synthétisées peuvent alors étre reconnues par les anticorps
obtenus contre la B-1,3-glucanase de tabac (cf. section 1). Les
clones produisant ces protéines peuvent ensuite étre repérés et
isolés selon un protocole connu de L'homme de L'art et décrit par
exemple dans Sambrook et al. (op. cité).

106 phages de la bangue d'ADNc de soja sont étalés sur des
bojtes de Pétri et des plages de lyse sont obtenues au bout de
2 h 30 min d'incubation & 42°C. Un filtre de nitrocellulose
(Schleicher et Schill, BA 85) <imprégné d'IPTG est déposé sur Lla
surface des boites et lLaissé en contact avec Lle milieu gélosé
pendant 4 h a la température de S?OC, puis remplacé par un second
filtre qui est Laissé pendant 6 h sur Le méme milieu.

Les filtres retirés de la boite sont ensuite immergés
pendant 30 min dans une solution, appelée solution TNT, composée de
10 mM Tris-HCL pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05 % du détergent Tween 20,
puis pendant 30 min dans un tampon appelé tampon de blocage, com=-
posé de gélatine en solution a 1 % dans Lla solution TNT. Les
filtres sont alors traités pendant 3 h dans une solution renfermant
Les anticorps polyclonaux anti B-1,3-glucanase obtenus précédemment
(cf. section 1), dilués dans le tampon de blocage. Ils ont ensuite
été immergés pendant 10 min successivement dans chacune des solu-

tions suivantes :

. Solution TNT + 0,1 % BSA (albumine de sérum bovin)
. Solution TNT + 0,1 % BSA + 0,1 % de détergent Nonidet P40 (Sigma)
. Solution TNT + 0,1 % BSA.
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Le complexe antigéne-anticorps formé est ensuite révélé a
L'aide d'anticorps secondaires conjugués par couplage avec une
peroxydase ("Immuno conjugate GAR/IgG (H+L)/Po" de Nordic
Immunology, Tilburg, Pays-Bas). La réaction chimique de révélation
utilise le chloro-4 naphtol-1 comme substrat chromogéne (donnant un
précipité bleu). Les plages de lyse positives, c'est-a-dire corres-
pondant a des clones qui synthétisent la B-1,3-glucanase, sont
alors repérées sur La boite de Pétri et les bactériophages sont
prélevés pour &tre purifiés grace 4 un criblage immunologique
secondaire, conduit de fagon strictement identique au criblage pri-

maire. Un de ces clones a été retenu pour la suite de L*étude.

Section 4 : Caractérisation partielle de L'ADN phagique du clone de

B-1,3-glucanase du soja.

a) Préparation de L'ADN phagique.
Le clone phagique retenu est amplifié et son ADN est

extrait selon Lle protocole décrit dans le kit d'Amersham "cDNA
cloning system GT11" (réf. RPN 1280), résumé ci-aprés. Les phages
sont prélevés par carottage et transférés dans une culture de Lla
souche E. coli Y1090 ; au bout de 15 min, 5 ml de miljeu Luria
(Gibco) contenant 5 mM de CaCL2 et 50 pg/mL d'ampicilline sont
rajoutés. Aprés une incubation pendant & h a 43°C sous agitation,
la culture est centrifugée a 3 000 tr/min pendant 10 min. L'ADN des
particules phagiques présentes dans lLe surnageant est ensuite
extrait et purifié par traitement au polyéthyléneglycol et chlorure

du sodium NaCl, centrifugation, traitement 3 la protéinase K et

précipitation.

b) Analyse de L'ADN phagique des clones sélectionnés
L'ADN des clones de p-1,3-glucanase a été hydrolysé par
l'enzyme de restriction EcoRI. On obtient ainsi un seul fragment
EcoRI-EcoRI de 2 300 pb environ par coupure au niveau des sites de
clonage. Il n'y a donc pas de site EcoRI dans L'ADN complémentaire.
L'analyse par électrophorése sur gel d'agarose des frag-

ments obtenus par l'action de plusieurs endonucléases sur le frag-
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ment EcoRI-EcoRI d'environ 2 300 pb a permis de montrer gue
celui-ci contient un site Pvull a quelques paires de bases d'un des

sites EcoRI.

Section 5 : Construction du plasmide pBR1310, isolement de ['insert

d'ADN complémentaire codant pour la B-1,3-glucanase de

soja et détermination de sa séquence.

a) Clonage dans le plasmide pGEM-37

Par hydrolyse du clone retenu & L'aide des enzymes de
restriction EcoRI et Pvull, le fragment EcoRI-Pvull d'environ
2 300 pb contenant L'ADNc de B-1,3-glucanase de soja a été isolé,
aprés une électrophorése sur gel d'agarose & bas point de fusion.

Le plasmide pGEM-3Z (Promega, Madison, Wi, E.U.A.) a été
ouvert a2 Ll'aide des endonucléases de restriction EcoRI et Smal,
puis purifié et isolé par électrophorése sur gel d'agarose a bas
point de fusion. Ce plasmide comprend un "polylinker" (multisite de
clonage) comportant successivement les sites de restriction EcoRI,
Smal et HindIII.

La Lligation a L'aide de L'ADN ligase T4 dans ce plasmide
ainsi ouvert du fragment EcoRI-Pvull d'environ 2 300 pb contenant
L'ADNc codant pour la B-1,3-glucanase de soja permet d'obtenir un
plasmide, appelé plasmide pBR1310 (ligation des extrémités franches
Smal et Pvull avec disparition de ces sites) qui est cloné dans la
bactérie E. coli souche JM109 (Sambrook et al., op. cité). Le
vecteur obtenu a ensuite été extrait et purifié par la méthode de
la Llyse alcaline (Birnboim et Doly, dans Sambrook et al., op.
cité).

Ltutilisation de plusieurs enzymes de restriction a.
permis d'établir lLa carte de restriction du fragment HindIII-EcoRI
contenu dans le plasmide pBR1310 et contenant L'ADNc codant pour la
B-1,3-glucanase, représentée sur la figure 1.

Le fragment HindIII-HindIII (de 1490 pb environ), a été
préparé par digestion du fragment HindIII-EcoRI par L‘'endonucléase
HindIII, purifié par électrophorése sur gel d'agarose & bas point

de fusion et isolé. Ce fragment a été cloné dans L'ADN de lLa forme
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replicative du phage simple brin M13mp19 (Pharmacia) ouvert au site
de restriction HindIII. Le vecteur M13 renfermant L'insert HindIII-
HindIII de 1490 pb est appelé M13BR137. La séquence de cet insert a
été déterminée selon La méthode des didéoxyribonucléotides (Sanger
et al., PNAS-USA, 14, 5463-5467, 1977).

b) Analyse de la séguence de L'ADNc de la B-1,3-glucanase de soja.

La description ci-aprés sera mieux comprise a l'aide de
la figure 2. 7

Cette séquence renferme une seule phase de lecture
ouverte (non interrompue par un codon stop) compatible avec Le
poids moléculaire apparent observé par électrophorése sur gel
d'agarose : la séquence commengant par un codon ATG en position 114
et terminée par le codon stop TAA en position 1224-1226 codant pour
une protéine de 370 acides aminés.

Le Llogiciel UWGCG de L'Université de Wisconsin : Devereux
et al., 1984, Nucl.Ac.Res., 12, 8711-8721- option : Recherche de
peptide-signal d'aprés Lla méthode de G. von Heijne, 1986,
Nucl.Ac.Res., 14, 483-490, prévoit dans cette séquence une seule
partie codant pour un peptide signal pour une expression dans Lles
cellules eucaryotes, Lla séquence suivante (Naz) appelée séquence

pré (commengant au nucléotide 114 et se terminant au nucléotide

209) :

ATGCCTTCTC TCTTCGCTAG AAACCAGAGG TTCTCATTGG CTACTCTCCT GCTTCTTCTG
GAACTATTGA CAGGAAACCT TCGCATGGCA GATGCT

codant pour le peptide-signal de 32 acides aminés de séquence (a2)

suivante :

Met Pro Ser Leu Phe Ala Arg Asn Gln Arg Phe Ser Leu Ala Thr Leu Leu
Leu Leu Leu Glu Leu Leu Thr Gly Asn Leu Arg Met Ala Asp Ala

Un peptide-signal est attendu par L'homme de L'art car

les B-1,3-glucanases sont des protéines qui peuvent étre naturelle-
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ment, soit accumulées dans les vacuoles de cellules végétales, soit
sécrétées, ce qui exige la présence d'un peptide-signal.

La PB-1,3-glucanase mature (c'est-a-dire clivée de son
peptide signal) prévue comprend donc 338 acides aminés.

Ce logiciel prévoit pour une expression dans les cellules
procaryotes une partie codant pour un peptide-signal, la méme
séquence (Naz) codant pour Le méme peptide signal de 32 acides
aminés.

La séquence peptidique déja connue la plus proche de
celle de la protéine de 370 acides aminés déduite de L'ADN complé-
mentaire de la B-1,3-glucanase de soja est celle de la protéine de
369 aminés déduite de L'ADN complémentaire d'une B-1,3-glucanase de
Nicotiana plumbaginifolia (cf. La banque de données Swissprot réf.
Gub$Nipl. et De Loose et al., 1988, Gene, 70, 13-23).

Une comparaison de ces deux séquences a L'aide de Lla
méthode de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol, 48,443-453,
mise en oeuvre dans Lle Llogiciel UWGCG de Ll'université de
Wisconsin : Devereux et al., 1984, Nucl.Ac.Res. 12,8711-8721,
option GAP, montre que 224 acides aminés sont identiques, soit une
homologie d'environ 60 %. Cette méthode algorithmique considére
tous Lles alignements possibles et crée un alignement, représenté
sur la figure 7, dans leguel le plus possible d'acides aminés iden=
tiques sont appariés et le nombre de trous dans Lles séquences

alignées est minimal.

Comparaison de Lla région aminoterminale de la B-1,3-glucanase de

soja mature prévue aux séquences aminoterminales publiées de B-1,3-

glucanases
On connait, & ce jour, quatre B-1,3-glucanases végétales

dont les séquences aminoterminales ont été déterminées expérimenta-
Lement. Il s'agit des B-1,3-glucanases de tabac Nicotiana . tabacum
(H. Shinshi et at., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5541~
5545), de Nicotiana plumbaginifolia (M. De Loose et al., 1988,

Gene, 70, 13-23), de haricot Phaseolus vulgaris (B.V. Edington et
al., 1991, Plant Molecular Biology, 16, 81-94) et d'orge Hordeum
vulgare (P.B. Hoj et al., 1988, Febs Lett., 230, 67-71).
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Leurs séquences aminoterminales présentent une forte
homologie de L'ordre de 80 % pour les 15 acides aminés amino-—

terminaux. S'agissant des dicotylédones (Nicotjana  tabacum,

Nicotiana plumbaginifolia et Phaseolus vulgaris) elles commencent

toutes par un Gln, suivi, aprés un Ser éventuel, de la séquence Ile
Gly val Cys Tyr Gly. On peut remarquer que La séquence de p-1,3-
glucanase de soja (dicotylédone) mature prévue par le Llogiciel

ci-dessus commence aussi par la séquence Gln Ile Gly val Cys Tyr

Gly

Section 6 : Construction d'un vecteur d'expression dans E. coli :

le plasmide pBR59.

a) Mutagénése silencieuse de la partie codante pour éliminer Le
site de restriction SacI (en position 575) de La partie codante.

La séquence GAG CTC du site de restriction Sacl situé en
position 575 du vecteur M13BR137, est remplacée par mutagénese
dirigée comme décrit ci-aprés, par la séquence GAG CAC. Le codon
GCT, correspondant a un résidu alanine dans la séquence initiale
d'ADNc, est donc remplacé par le codon GCA correspondant également
3 un résidu alanine (mutation silencieuse).

La forme simple brin du vecteur M13BR137 est isolée selon
le protocole décrit par Sambrook et al., op cité a partir d'une
culture de la souche bactérienne E. coli DH5«xF’ (Gibco-BRL) préala-
blement transformée par ce vecteur selon le protocole préconisé par
le fabricant. Sur cette matrice simple brin, la mutagénese est
effectuée suivant le protocole du kit "0ligonucleotide-directed in
vitro mutagenesis system" (Amersham-réf. RPN 1523-version 2), &
{'aide d'un oligonucléotide synthétisé chimiquement sur le syn-
thétiseur d'ADN Biosearch 8700 de Millipore, dont la séquence est

représentée ci-dessous :

GATCATGAAG GCCTTGTGCT CTTATTGCTT GG

La technique de mutagénése dirigée décrite en détail dans

le Llivret accompagnant ce kit et résumée ci-aprés, consiste a
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hybrider Ll'oligonucléotide ci-dessus avec la forme simple brin du
vecteur M13BR137, puis & faire agir la polymérase de Klenow et
L'ADN Lligase T4 en présence de thionucléotide dCTP-a-$ (x-thio-
désoxycytidine triphosphate) de fagon a obtenir une forme circu-
laire double brin du phage recombinant, dont L'un des brins porte
la mutation souhaitée et est protégé vis—-a-vis de la coupure par
L'endonucléase Ncil et de la dégradation par Ll'exonucléase III. On
induit alors sur l'autre brin (ayant servi de matrice) une césure a
l'aide de Ll'endonucléase Ncil, puis ce brin est éliminé par
L'action ultérieure de l'exonucléase 1II.

Le vecteur résultant, appelé vecteur M13BR138, a été
cloné dans Lla souche E. coli DH5xF' et séquencé ; il présente,
comme attendu, une séquence mutée par remplacement d'un codon GCT
par un codon GCA, lequel a supprimé le site de restriction Sacl de

la partie codante.

b) Mutagénése de Lla partie 5' de L'insert codant pour Lla B-1,3-
glucanase de soja pour introduire les sites de restriction Ndel
et BamHI.

La forme simple brin du vecteur M13BR138 est isolée comme

décrit plus haut, une mutagénése dirigée est ensuite réalisée dans

les mémes conditions que précédemment en utilisant L'oligo-

nucléotide synthétisé chimiquement et dont la séquence est reportée
ci-aprées :
GAGAAGGCAT GGATCCAAAC ATATGAATAC ACCAC

Le vecteur issu de cette mutagénése, appelé vecteur
M13BR139, est cloné dans la souche bactérienne E. coli DH5«F' ; il
a été séquencé, ce qui a confirmé L'introduction en amont du codon
ATG d'initiation de la traduction, des sites de restriction Ndel et

BamHI.

¢) Mutagénése de lLa partie 3' de Ll'insert du vecteur M13BR139 pour
introduire les sites de restriction HindIII et Sacl.
La forme simple brin du vecteur M13BR139 est isolée, une

mutagénése dirigée est ensuite réalisée sur Lla partie 3' de
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['insert a lL'aide de L'oligonucléotide de séquence suivante et dans

les conditions déja décrites :
CAGAGATTTT GAAGCTTAGG AGCTCAACCT TACACATC

Le vecteur résultant de cette mutagénése appelé vecteur
M13BR140, est cloné dans la souche bactérienne E. coli DH5xF'. Sa
séquence a été déterminée, ce qui a confirmé La création en aval du
codon stop TAA des sites de restriction HindIII et Sacl. Cette

séquence est représentée sur la figure 3.

d) Construction du plasmide pBR141.

La forme réplicative du vecteur M13BR140 est isolée et
purifiée selon Le protocole de Birnboim et Doly décrit dans
Sambrook et al., op. cité. L'insert NdeI-HindIII renfermant Lla
partie codante de la g-1,3-glucanase a été isolé par digestion par
les enzymes de restriction Ndel et HindIII et purifié par électro-
phorése sur gel d'agarose et électroélution (Sambrook et al., op.
cité). Cet insert est ensuite Ligué a l'aide de T4 DNA Ligase dans
le grand fragment NdeI-HindIII du plasmide p373,2, dont la cons-
truction et les éléments constitutifs sont décrits dans la demande
de brevet EP-A-0360641 (la figure 3 de ce document représente la
carte de restriction de ce plasmide), préalablement ouvert par
digestion avec les enzymes de restriction Ndel et HindIII. Ce grand
fragment contient notamment, successivement de L'extrémité Ndel a
'extrémité HindIII, un promoteur analogue du promoteur “tac"
(Sambrook et al., op. cité) inductible par L*isopropyl=-p-D-galac-
toside, un géne codant pour la g-lactamase (conférant la résistance
3 Ll'ampicilline) dans un contexte permettant son expression, une
origine de réplication dans E. coli et un terminateur de transcrip-
tion dérivé du phage fd. Le vecteur obtenu, appelé plasmide pBR141
est cloné dans La souche E. coli RR1. La structure du plasmide est

vérifiée par la réalisation d'une carte de restriction.
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e) Construction du plasmide pBR59

L'ADN plasmidique du clone contenant le plasmide pBR141
est extrait selon le protocole de Birnboim et Doly (Sambrook et
al., op. cité).

L'élimination de la séquence pré-procaryote prévue (cf.
section 5) de la B-1,3-glucanase de soja est réalisée par élimina-
tion de la séquence comprise entre les sites de restriction Ndel et
Sphl et remplacement de cette séquence par le linker synthétique de

ségquence donnée ci-apres :
TATGATTGGT GTGTGTTATG GCATGACTAA CCACACACAA TACC

de facon & reconstituer Lla séquence codant pour la protéine
dépourvue du peptide-signal prévu dans les cellules procaryotes, le
premier acide aminé de cette derniére : le résidu glutamine (sus-
ceptible de se cycliser en pyroglutamate, ce qui rend impossible la
détermination de la séquence amino-terminale) étant remplacé par un
résidu méthionine initiateur de traduction.

La Lligation de ce Linker a L'aide de T4 DNA Lligase permet
d'obtenir un plasmide, appelé plasmide pBR59, lequel est cloné dans
la souche bactérienne E. coli RR1. Dans ce vecteur, Lla pB-1,3-
glucanase est sous Lle contrdle d'un promoteur (décrit dans la
demande de brevet EP-A-0360641) analogue du promoteur "tac"
(Sambrook et ‘aL., op. cité) inductible par L'isopropylthio-g-D-
galactoside (IPTG). La séquence de la partie codante du plasmide
pBR59, encadrée par les sites Ndel et HindIIIl, est représentée sur

la figure 4.

Section 7 : Expression de lLa B-1,3-glucanase de soja dans E. coli.

La souche de E. coli RR1 contenant le vecteur d'expres-
sion pBR59 et une souche E. coli RR1 contenant le plasmide p373,2
sont cultivées dans Le milieu Luria (Gibco) contenant 100 mg/l de
L'antibiotique ampicilline pendant une nuit 3 37°%C. Aprés une dilu-
tion de la culture au 1/100éme dans Le méme milieu, les bactéries
sont remises en culture durant 1 heure a 37°C, puis de L'IPTG est

ajouté a une concentration finale 1 mM. La culture est alors pour-
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suivie pendant 3 heures et les bactéries sont récoltées par centri-

fugation.
Les bactéries sont remises en suspension dans un tampon,

appelé tampon de charge de composition suivante :

0,125 M Tris-HClL pH 6,8
4 % dodécyl sulfate de sodium

20 % glycérol
0,02 % bleu de bromophénol

10 % B-mercaptoéthanol

puis Le mélange est porté a 100°C pendant 10 min. (Ce qui provogue
la lyse des bactéries et la dénaturation des protéines.) 10 pg de
protéines solubilisées sont déposés sur un gel d'éltectrophorése de
polyacrylamide selon le protocole décrit par Laemmli (U.K. Laemmti,
Nature 227, 1970, 680-685). Aprés L'électrophorése, le gel est
coloré & L'aide de bleu de Coomassie. On constate pour le clone de

B-1,3—-glucanase Lla présence de trois bandes surnuméraires absentes

pour lLa souche témoin.

Section 8 : Mesure de L'activité enzymatique de la B-1,3-glucanase

recombinante de soja exprimée dans E. coli, isolement
et purification de trois formes de cette protéine et

détermination de leurs séguences amino-terminales.

1. Mesure de Ll'activité enzymatique de la g-1,3-glucanase recombi-

nante.
L'activité de Lla B-1,3-glucanase est mesurée par une

méthode colorimétrigue permettant d'estimer la quantité de mono-
méres ou d'oligoméres Libérés par L'enzyme 3 partir d'un substrat
(la laminarine) en déterminant le pouvoir réducteur des sucres
ainsi Libérés. Cette méthode, décrite par G. Ashwell, 1957, dans
"Methods in Enzymology III", 73-105, S.P. Colowick et N.U. Kaplan
Eds. est résumée ci-apres.

A une solution contenant une concentration de B-1,3-

glucanase choisie pour se situer dans une gamme de réponse
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linéaire, on ajoute 50 upl d'une solution contenant 50 mg/ml de

Llaminarine (B-1,3=glucane extrait de Laminaria digitata-Sigma~

réf.L9634). Le volume du mélange réactionnel est ajusté & 500 ul a
L'aide d'une solution tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 5,0. Apres
une heure d'incubation a 40°C, une partie aliquote de 200 ul est
ajoutée a 200 ul de réactif de Somogyi (mélange de 25 ml de la
solution aqueuse comprenant 2,5 % de Na2 CO3, 2,5 % de KNaC4H406,
4H20, 2 % de NaHC03, 20 % de NaZSO4 et de 1 ml de solution agueuse
contenant 15 % de CuSOA, 5H20), puis portée a 100°¢C pendant 45 min.
Les tubes sont alors refroidis dans La glace avant d'ajouter 200 ut
du réactif de Nelson (solution agueuse de 5,5 % de molybdate
d'ammonium, de 4,6 % d'acide sulfurique concentré et 12 % de
Na,S0, ,7H,0) .

Le volume du mélange est ajusté a 5 mlL avec de L'eau dis-
tillée et son absorbance est mesurée par spectrophotométrie & une
Longueur d'onde de 500 nm. '

La quantité de sucres réducteurs libérée est estimée par
comparaison avec les valeurs d'absorbance obtenues avec une gamme
étalon établie & L'aide d'une solution de glucose. L'activité enzy-
matique de La B=1,3-glucanase est exprimée en nanomotes d'égui-
valent glucose libérées par minute, dans les conditions de l'essai

enzymatique décrit ci-dessus.

2. Isolement et purification de trois formes de La B-1,3-glucanase

recombinante :

a) Méthode

Les différentes formes de lLa protéine recombinante ont
¢té isolées et purifiées a partir du centrifugat obtenu dans La
section 7 (fin du premier paragraphe). L'isolement et la purifica~
tion comprennent des étapes d'extraction, de précipitation au sul-
fate d'ammonium, de chromatographie en phase liquide FPLC sur une
colonne échangeuse de cations & base de polymére synthétigue et de
chromatographie d'exclusion (tamisage moléculaire) sur un agarose

réticulé, selon le protocole décrit ci-aprés :
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ETAPE 1 :
Le culot bactérien est traité sous agitation a 4°¢ par

une solution tampon pH 8 (Tris 30 mM, EDTA 1 mM). Aprés centrifuga-
tion (15 000 g, 30 min) Le surnageant recueilli (lysat) constitue

L'extrait brut.

ETAPE 2 :

L'extrait protéique est précipité par Le sulfate d'ammo-
nium (60 % de saturation). Les protéines ayant précipité sont
recueillies par centrifugation (15 000 g pendant 30 min), solubi-
lisées dans une solution tampon (acétate d*ammonium 100 mM, pH 5,2)
et dialysées pendant une nuit a 4°c contre une solution tampon
d'acétate d'ammonium 100 mM, pH 5,2.

Extemporanément, La concentration de la solution tampon
de Ll'extrait protéique est ramenée a 10 mM par passage sur des

mini-colonnes prétes & L'emploi (PD 10 Pharmacia).

ETAPE 3 :

L'extrait protéique est ensuite purifié par chromato-
graphie d'échange d'ions sur une colonne & base de polymére synthé-
tique (colonne Mono=S de Pharmacia) selon la technique FPLC de
Pharmacia.

L'extrait est déposé sur lLa colonne Mono-S équilibrée
avec un tampon d'acétate d'ammonium 10 mM, pH 5,2. Les protéines
retenues sur la colonne sont éluées par un gradient linéaire de 10

3 500 mM d'acétate d'ammonium.

ETAPE & :

Les fractions contenant une activité B-1,3-glucanase sont
concentrées par ultrafiltration sur une cartouche de concentration
Centricon 10 (Amicron). La purification de La protéine est pour-
suivie par chromatographie (tamisage moléculaire) sur un agarose
réticulé (colonne Superose 12 Pharmacia). L'élution est réalisée
par une solution tampon d'acétate d'ammonium 500 mM, pH 5,2.

A chaque étape, Lles différentes formes de la B-1,3-

glucanase recombinante sont identifiées par leur poids moléculaire
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(Etectrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS -
révélation & L'argent), par leurs activités mesurées par la méthode
colorimétrique décrite précédemment et par leurs réactions posi-
tives avec Les anticorps polyclonaux dirigés contre Lla B-1,3-

glucanase de tabac préparés dans la section 1.

b) Résultats

On isole et purifie ainsi trois formes de Lla protéine
recombinante présentant une activité p-1,3-glucanase de poids molé-
culaires apparents de 36 + 3, 37 + 3 et 39 + 3 kba. (Le poids molé-
culaire de Lla protéine déduite de La séquence codante est de
37 387 Da.) Leurs-activités spécifiques respectives mesurées sont
de 1,65, 1,75 et 1,76 nanomoles d'équivalent glucose Libéré par
minute par microgramme de protéines, valeurs non différentes signi-

ficativement.

3. Détermination de la séquence amino-terminale des trois formes de

la B-1,3-glucanase recombinate.

Le séquencage des extrémités amino-terminales des trois
formes de la B-1,3-glucanase recombinante a été réalisé. Les échan-
tillons & traiter sont portés a la surface d'un filtre PVDF
("polyvinylidénedifluoride" : difluorure de polyvinylidéne) qui est
introduit dans un séquenceur de protéines (Modéle 470 A, commercia-
lisé par la Société Applied Biosystems E.U.A.) équipé d'un chroma-
tographe (Modéle 430 d'Applied Biosystems) qui analyse en continu
Les dérivés phénylthiohydantoiques formés, aprés chaque cycle. de
dégradation.

Les séguences amino-terminales respectives déterminées
sont représentées ci-aprés, Lle symbole X représentant un acide

aminé non déterminé :

Met Ile Gly Val X Tyr Gly Met Leu
Met Ile Gly val X Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro
Met Ile Gly Val X Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro
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Ces séquences correspondent 3 la séquence déduite de la
partie codante du plasmide pBR59 (cf. figure &). IL n'y a donc pas
de maturation post-traductionnette de la partie amino-terminale.
Les différences observées de poids moléculaires pour une activité
spécifique voisine sont donc probablement le résultat d'une matura-

tion carboxy-terminale post-traductionnelle. Celle=ci a Llieu sur

environ 27 acides aminés.

Section 9 : Construction d'un  vecteur d'expression dans les
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cellules végétales : le vecteur binaire pBR60.

a) Préparation d'un géne recombinant complet de Lla B=1,3-glucanase
de soja et clonage de celui-ci dans le vecteur binaire pBIN19.

L'ADN portant la séquence codante a été obtenu par cou~
pure du vecteur M13BR140, obtenu dans la section 6¢) (cf.
figure 3), & Ll'aide des enzymes de restriction BamHI et Sacl,
purifié par électrophorése sur gel d'agarose a bas point de fusion.
Cet ADN a été inséré entre une séguence promotrice comprenant le
promoteur dit 35S du virus de la mosaique du chou=fleur (35S CaMv)
et une séquence terminatrice comprenant Lle terminateur de La nopa-

line synthase d'Agrobacterium tumefaciens.

b) Préparation de Lla séquence promotrice comprenant Le promoteur
355 du virus de la mosaique du chou-fleur.

A partir du plasmide pBI121 (Clontech) par coupure a
['aide des endonucléases HindIII et BamHI, puis électrophorese sur
gel d'agarose, le fragment HindIII-BamHI d'environ 900 pb contenant
le promoteur 35S est jsolé. Ce fragment est recoupé par HindII. Le
fragment d'environ 410 pb, portant le site BamHI, est traité par
L'ADN Ligase T4 en présence d'un linker HindIII (séquence synthe-
tigue contenant un site HindIII). Aprés coupure par L 'endonuc L éase
HindIII et électrophorése sur gel d'agarose, le fragment HindIII=-

BamHI résultant (d'environ 420 pb) est isolé et purifié.
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¢) Préparation de La séquence terminatrice comprenant le termina-

teur de la nopaline synthase (NOS) d'Agrobacterium tumefaciens.

A partir du plasmide pBI121 (Clontech) par coupure a
l'aide des enzymes de restriction Sacl et EcoRI, puis électro-
phorése sur gel d'agarose, un fragment de 250 pb environ, renfer-
mant le terminateur de la nopaline synthase, a été isolé.

On a Ligué & L'aide de L'ADN ligase T4 la séquence promo-
trice, Lla séquence codante de L'ADN complémentaire de la p-1,3-
glucanase et Lla séquence terminatrice dans Lle vecteur binaire
pBIN19 ouvert & Ll'aide des endonucléases HindIII et EcoRI. Ce
vecteur porte deux génes de résistance a la kanamycine, Ll'un
pouvant s'exprimer dans les bactéries, l'autre situé immédiatement
en amont du géne recombinant complet (cf. Bevan, 1984, Nucl. Ac.
Res., 12, 8711-8721) pouvant étre transféré aux cellules végétales.
Le géne de résistance & la kanamycine servira de marqueur de sélec-
tion au cours des étapes de transformation et d'analyse de la
descendance des plantes transformées.

Le vecteur obtenu est appplé plasmide pBR60. La séquence
nucléotidique du géne recombinant complet, vérifiée par séquengage,
ainsi que la séquence peptidique déduite sont représentée sur la
figure 5. Le plasmide est cloné dans Lla souche E. coli MC1061
(Clontech).

Section 10 : Transfert dans Agrobacterium tumefaciens du plasmide

pBR60 contenant le géne recombinant de B-1,3-glucanase

a) Transfert dans Agrobacterium tumefaciens.

Ce transfert est réalisé comme décrit ci-aprés par conju-
gaison triparentale entre la souche E. coli MC1061 contenant Lle

vecteur pBR60 et Lla souche Agrobacterium tumefaciens LBA4404

(Clontech) a l'aide de la souche E. coli HB101 contenant le plas-
mide mobilisateur pRK2013 (D.M. Figurski et al., 1979, Pro. Ntl.

Ac. Sci. USA, 76, 1648-1652).
La souche E. coli MC1061 contenant Le plasmide pBR60O et

une souche E. coli HB101 (Clontech) contenant Le plasmide mobilisa-
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teur pRK2013 sont cultivées a 3?0C dans du milieu Luria (Gibco) en

présence de 25 mg/l de kanamycine.
La souche Agrobacterium tumefaciens LBA4LLOL est cultivée

3 28°C dans du milieu Luria (Gibco) en présence de 100 mg/l de
rifampicine (elle est résistante & cet antibiotique) ; 200 pl de
chacune des trois cultures sont mélangés, étalés sur du milieu
Luria gélosé (Gibco) et incubés toute ta nuit a 28%c. Les bactéries
sont ensuite remises en suspension dans 5 ml de milieu Luria et des
parties aliquotes sont étalées sur des bojtes de Pétri contenant un
milieu minimum gélosé (décrit dans "Plant Molecular Biology Manual”
Gelvin et al., Kluwer Academic Press, 1988) en présence de 100 mg/!l
de rifampicine et 25 mg/l de kanamycine. Dans ces conditions,
seules poussent Lles colonies d'Agrobacterium tumefaciens ayant

intégré Lle plasmide pBR60 (les souches d'E. coli ne peuvent pas

pousser dans ces conditions). Celles-ci contiennent Le géne recom-

binant de B-1,3-glucanase dans un contexte permettant sa réplica-

tion.

La résistance aux deux antibiotiques des colonies sélec-
tionnées est vérifiée en repiquant celles-ci sur le méme milieu de
sélection deux fois de suite. La présence du géne recombinant de f-

1,3-glucanase dans Agrobacterium tumefaciens est vérifiée par Lla

méthode de Southern Blot sur une préparation d'ADN total (Lyse des
cellules, purification de L'ADN par extraction a l'aide du mélange
phénol/chloroforme, selon le protocole décrit par Gelvin dans
l'ouvrage cité ci-dessus, coupure de L'ADN purifié & L'aide
d'enzymes de restriction, électrophorése sur gel d'agarose,
transfert sur membrane et hybridation selon Lles techniques bien

connues de L'homme de L'art).

b) Transfert dans Agrobacterium rhizogenes
Ce transfert est réalisé de la méme fagon que Lle

transfert dans Agrobacterium tumefaciens décrit en a), avec la

souche Acrobacterium rhizogenes AL décrite par GUERCHE et al.,

(1987) Mol. gen. genet. 206, 382.
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Section 11 : Obtention de plantes de tabac transformées

Le tabac Nicotiana tabacum cultivé in vitro a été infecté

par Agrobacterium tumefaciens contenant le plasmide pBR60 selon la

procédure de Horsch et al., bien connue de L'homme du métier
(Horsch R.B. et al., 1985, Science 227, 1229-1231), dont les prin-
cipales étapes sont exposées ci-apres.

Des disques de feuilles de plantes axéniques de tabac

N. tabacum (variété Wisconsin Havana 38 sensible aux champignons

pathogénes) sont incubés dans une culture d'A. tumefaciens héber-

geant le plasmide pBR60. Les disques égouttés sur papier Whatman
ont été transférés sur des milieux de culture en boites de Pétri
afin de multiplier Les cellules transformées de fagon a obtenir des
cals, puis produire des bourgeons en présence de céfotaxime

(500 pg/ml) destinée & éliminer Agrobacterium tumefaciens et de

kanamycine (100 pg/ml).

Les bourgeons résistants & La kanamycine ont été ensuite
transférés sur un milieu permettant L'induction des racines en
présence de céfotaxime et de kanamycine. Les plantules sont ensuite
repiquées en terrines dans un substrat composé de tourbe et de
terreau et mises a croitre en serre. Toutes les plantes trans-
formées (génération RO) ayant survécu aux étapes de régénération et
d'acclimatation en serre se sont révélées morphologiquement nor-
males et fertiles. Elles ont été autofécondées et ont donné des

graines (génération R1).

Section 12 : Analyse de L'ADN génomique des plantes de tabac trans-

formées (génération R0O) selon la technique de Southern
Blot.

L'ADN génomique de haut poids moléculaire a été isolé a
partir de feuilles matures de plantes transgéniques de la généra-
tion RO selon la méthode d'extraction & L'aide de bromure de cétyl-
triméthylammonium et de purification par précipitation, décrite
dans L'ouvrage "Plant Molecular Biology Manual" déja cité.

10 pg de cet ADN génomique ont été digérés pendant une
nuit & 37°C avec 20 unités des enzymes de restriction HindIII et

EcoRI. Les fragments de restriction obtenus ont été séparés par
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électrophorése sur gel d'agarose (1 %). L'ADN a été transféré selon
la méthode de Southern Blot sur un filtre de Nylon (Hybond N+
Amersham), et hybridé avec une sonde nucléotidique comprenant une
partie de la séguence du géne recombinant, marqué par couplage a la
peroxydase (kit ECL, Amersham). Les membranes sont ensuite Lavées
et révélées selon le protocole recommandé par Amersham.

L'analyse des films permet ce tirer les conclusions sui-
vantes :
- certaines plantes ne possédent pas de copies du géne recombinant
transféré (absence de signal),
- la plupart des plantes testées contiennent au moins une copie
sans réarrangement de Lla construction : promoteur 358 CaMv -
séquence codante de L'ADN complémentaire de g-1,3~glucanase -
terminateur NOS,
- certains profils suggérent qu'il existe des réarrangements

internes dans lLa construction, mais ces événements sont rares.

Section 13 : Mise en évidence de L'expression de la p-1,3-glucanase

de soja dans les plantes de tabac transformées (de la

génération RO).

a) Préparation des extraits bruts de protéines de plantes de tabac
transformées (génération RO).

Les extraits bruts de protéines ont été préparés a partir
de différents tissus de la plante (racine, tige, feuille, etc.).
Les fragments de tissus ont été congelés dans L'azote Lliquide,
réduits en poudre et stockés a -20°C. La poudre a été extraite 2
4°C en présence d'un tampon acétate d'ammonium 0,1 M, pH 5,2 et
soumise & une centrifugation a 10 000 g. La concentration des pro-
téines totales a été déterminée sur Lles surnageants, appelés
ci-aprés les extraits bruts de protéines, en suivant la technique

de Bradford (Bradford, M.M., 1976, Anal. Biochem., 72, 248-254).

b) Mise en évidence par immuno-empreinte (Western Blot).

On soumet les extraits bruts de protéines de différentes

plantes transformées et des plantes non transformées (témoins) a un
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Wwestern Blot, technique bien connue de L'homme de L'art et décrite
notamment par H. Towbin et al., Proc. Ntlt. Acad. Sci. USA, 76,
1972, 4350-4354, qui comprend les étapes suivantes :

- dénaturation par chauffage a 100°¢ pendant 10 min dans un tampon,
dénommé tampon de charge constitué de Tris HCL 0,125 M, pH 6,8, SDS
4 %, bleu de bromophénol 0,002 %, glycérol 20 %, B-mercaptoéthanol
10 %4 (selon le protocole décrit par Laemmli, U.K. Laemmli Nature,
227, 1970, 680-685) ;

- séparation électrophorétique des différentes protéines contenues
dans le solubilisat selon le protocole décrit par Laemmli (réf.
ci-dessus) ;

- électrotransfert desdites protéines contenues dans Le gel sur une
membrane en PVDF (selon la technique de H. Towbin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76, 1979, 4350-4354).

L'immunodétection est réalisée selon un protocole qui
comprend les étapes suivantes :
- saturation de La membrane PVDF sur laquelle Les protéines ont été
transférées par incubation pendant au minimum 2 heures a 37°C dans
une solution de gélatine a 3 %,
- 3 lavages dans du tampon phosphate salin contenant 0,05 % du
détergent Tween 20,
- incubation (pendant 1 heure a 37°C) en présence de L'immunsérum
préparé précédemment (contenant les anticorps polyclonaux recon-
naissant lLa protéine recombinante) dilué au 1/10 000 dans du tampon
phosphate salin,
- 3 lavages dans du tampon phosphate salin contenant 0,05 % du

détergent Tween 20.

Le complexe antigéne-anticorps est ensuite révélé a
L'aide d'un systéme streptavidine-biotine conjugué & la phosphatase
alcaline avec le kit RPN 23 d'Amersham ("Blotting detection kit"),
utilisé selon les indications du fabricant.

L'empreinte obtenue montre La présence d'une protéine
d'environ 37 + 3 kDa pour tes plantes transformées, absente des

plantes témoins (la protéine déduite de la séquence de L'ADNc,
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clivée de son peptide signal supposé pour une expression dans Les
cellules eucaryotes, a un poids moléculaire de 38 156 Da).
L'analyse selon la technique de Western Blot a eté
effectuée sur 30 plantes transformées (répondant positivement au
Southern Blot). 28 plantes ont montré une expression de la 8-1,3-

glucanase recombinante en Western Blot.

¢) Comparaison des migrations électrophorétiques des B8-1,3-
glucanases de soja (protéines recombinantes et protéine natu~
relle).

Le poids moléculaire apparerit obtenu pour la protéine
recombinante exprimée dans les plantes de tabac transformées a été
comparé a celui obtenu pour la protéine naturelle présente dans un
extrait de cellules de soja (cf. section 1) et la B-1,3-glucanase
naturelle de tabac présente dans un extrait de cellules de tabac
(cf. section 1), par migration électrophorétique sur des pistes
paralléles selon le protocole décrit par Laemmli (UK. Laemmli,
Nature 227, 1970, 680-685). Les tailles de ces protéines ont été
comparées a celles de protéines de masses moléculaires connues
(marqueurs de poids moléculaires compris entre 14 000 et 97 400 Da
de Bio-Rad- réf. 61-0304).

Les empreintes obtenues aprés Western Blot montrent que
la B-1,3-glucanase de soja synthétisée dans le tabac présente Lle
méme poids moléculaire apparent que celui de la protéine naturelle
de soja : 37 + 3 kba. La maturation post-traductionnelle de cette
protéine est donc effectuée de la méme fagon dans un autre végetal
gue le soja. Ce poids moléculaire apparent de la B-1,3-glucanase de
soja est supérieur d'environ 3 kba a celui de la g-1,3-glucanase de
tabac dont Lle poids moléculaire est de 34 969 Da. (H. Shinshi et
al., 1988, Proc. Natl. Aca. Sci. USA, 85, 5541-5545). Le poids
moléculaire de la g-1,3-glucanase de soja est donc voisin de
38 kDa, ce qui est tres proche du poids moléculaire prévu dans Lla
section 5 pour la protéine mature de 338 acides aminés prévu dans

La section 5, lequel est de 38 156 Da.
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Section 14 : Mesure de la résistance aux champignons pathogénes de
plantes de tabac transformées (génération R1)

Les tabacs régeénérés (génération RO) en présence de kana=
mycine ont été autopollinisés. Les graines matures (génération R1)
sont semées sur milieu de Murashige et Skoog complémenté de
100 ug/ml de kanamycine.

Les plantules de la génération R1 résistantes a la kana=
mycine issues des 13 plantes transformées choisies, d'une plante

Nicotiana tabacum var. Wisconsin Havana 38 sensible au champignon

Chalara elegans (également appelé Thielaviopsis basicola), abrégée

W38, ont eété transférées en serre pour évaluation de leur
résistance a ce champignon. Ce dernier a été choisi car il est
représentatif des champignons pathogénes du tabac possédant des
B-1,3~glucanes dans leur paroi. L'étude a porté sur des effectifs
de plantules variant de 16 a 25 selon Lles descendances des plantes
transformées. Le protocole choisi dans cette étude est décrit
ci-aprés :
Les plantules sont cultivées en godets (3 x 3cm. A

l'apparition de Lla 5éme feuille, les plantes sont inoculées en
5

déposant au niveau du collet une suspension de 5 x 10° endoconidies
de ce champignon.

Les endoconidies sont prélevées sur des cultures mycé-
liennes de ce champignon entretenues sur le milieu "potato dextrose
agar'" (Difco) a 22°C et a L'obscurité. On évatue La résistance a

Chalara elegans 45 jours apreés L'inoculation.

Les plantes sont notées selon les symptdmes d'infection
et selon lLeur niveau de développement végétatif.

Deux notations sont effectuées :
- Mesure du poids (en grammes) de L'appareil aérien des plantes
- Mesure d'un indice de résistance tenant compte de L'impact de la

maladie sur l'ensemble de la ptante.

Les classes sont définies selon les critéres suivants
Note 0 : plante morte
Note 1 : bourgeon terminal encore vert, systéme racinaire détruit
Note 2 : développement des plantes ne dépassant pas 25 % de celui

du témoin, systéme racinaire entiérement nécrosé
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Note 3 : développement des plantes atteignant 50 % du développement
du témoin, systéme racinaire présentant des parties saines
Note & : développement des plantes identiques au témoin.
L'indice de résistance de la descendance d'une plante
transformée représente Lla moyenne des notes effectuées sur Les
plantules issues de cette plante.

Le tableau ci-aprés rassemble les principaux résultats

obtenus :
TABLEAU 1

Mesure de la résistance aux champignons pathogénes de descendances

de plantes de tabac transformées.

Effectif testé| Indice de | Poids de L'appa-
résistance reil aérien
pPlantes transformées
N® 5 24 1 0,22
N° 10 23 0,87 0,22
N® 17 , 21 1,04 0,29
N° 20 17 1,41 0,50
NO 22 23 1 0,35
N® 29 19 1,1 0,46
N 30 16 0,5 0,14
NG 37 20 0,25 0,46
NC 43 25 0,56 0,075
N® 45 23 0,30 0,65
N® 49 21 0,19 0,72
N® 55 22 0,09 0,05
N® 59 25 0,48 0,14
Plantes témoins
W38 25 0,12 0,06

W38 : Plante Nicotiana tabacum var. Wisconsin havana 38 non trans-—

formée
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On constate & la lecture du tableau ci-dessus que 12/13
des descendances de plantes de tabac transformées ont un indice de
résistance et un poids de l'appareil aérien supérieurs & ceux de la
descendance de la plante non transformée W38.

La transformation du tabac avec L'ADN recombinant de
L'invention confére donc & sa descendance une résistance accrue aux

champignons pathogénes.

Section 15 : Purification de Lla B-1,3-glucanase recombinante des

10

15

20

feuilles de tabac transformées (génération R1) et

détermination de sa séquence aminoterminale

1) Purification de la B-1,3~glucanase recombinante

La protéine recombinante a été purifiée a partir des
extraits bruts de protéines de feuilles de tabac transformées, par
précipitation au sulfate d'ammonium et chromatographie en phase
Liquide FPLC sur une colonne échangeuse de cations & base de poly=
mére synthétique sur un agarose réticulé, selon le protocole décrit

ci=apreés :

Protocole de purification de La B-1,3-glucanase recombinante

Etape 1 :

25

30

35

L'extrait protéique est précipité par le sulfate d'ammo-
nium (60 % de saturation). Les protéines ayant précipité sont récu-
pérées par centrifugation (15 000 g pendant 30 min), solubilisées
dans une solution tampon (acétate d'ammonium 100 mM pH 5,2) et
dialysées une nuit a 4°C contre une solution tampon d'acétate
d'ammonium 100 mM pH 5,2.

Extemporanément, la concentration de la solutjon tampon
de L'extrait protéique est ramenée & 10 mM par passage sur des

mini-=colonnes prétes a l'emploi (PD10. Pharmacia).

Etape 2 :

L'extrait protéique est ensuite purifié par chromato-

graphie d'échange d'ions & base de polymére synthétigue (colonne
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Mono-S Pharmacia) & l'aide d'une technique FPLC (Pharmacia).

L'extrait est déposé sur la colonne Mono-S équilibrée
avec un tampon acétate d'ammonium 10 mM pH 5,2. Les protéines
retenues sur la colonne sont éluées par un gradient linéaire de 10
a 500 mM d'acétate d'ammonium.

A chaque étape, la B-1,3-glucanase de soja est identifiee
par son poids moléculaire (Electrophorése sur gel de polyacrytamide
en présence de SDS-révélation a L'argent), par son immuno-empreinte
(cf. section 13b)) et son activité, mesurée par la méthode colori-

métrique décrite dans la section 8.1).

2) Essai de détermination de La séguence aminoterminale de la B=1,3-

glucanase recombinante

Aprés purification de la B-1,3-glucanase recombinante

selon le protocole décrit ci-dessus, le séquencage de ['extrémiteé
aminoterminale a été réalisé. Les échantillons & traiter sont
portés & la surface d'un filtre PVDF (po[yvinylidenediftuoride) par
électrotransfert seton Lla méthode décrite par H. TOWBIN et al.
Proc. Ntl. Acad. Sci. USA (1979, 4350-4354, apreés électrophorese
sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. Le filtre est
introduit dans un séquenceur de protéines (modéle 470 A commercia=
lisé par Lla société Applied Biosystems (E.U.A.)Y) équipé d'un
chromotographe (modéle 430 d'Applied Biosystems) qui analyse en
continu les dérivés phénylthiohydantoiques formés, aprés chaque
cycle de dégradation.

Aucune séguence aminoterminale n'a pu étre déterminée,
malgré Lle bon fonctionnement du séquenceur, vérifié par |2
détermination de la séquence aminoterminale d'une protéine témoin :
la Lactoglobuline.

IL est donc probable que la séquence aminoterminale de la
g-1,3-glucanase recombinante commence par un Gln, comme prévu par

comparaison avec les séquences aminoterminales de dicotylédones géia

déterminées (voir Section 5).
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IL a en effet déja été démontré que le Gln aminoterminal
é¢tait blogué pour une autre B-1,3-glucanase de soja (TAKEUCHI et
al., 1990, Plant Physiol. 93, 673-682).

Section 16 : Obtention de plantes de colza transformées.

La transformation est réalisée selon le protocole de
P. Guerche et al. (P. Guerche et al., 1987, Mol. Gen. Genet., 206,
382). Les différents milieux de culture sont ceux décrits par
Pelletier et al. (Pelletier et al., 1983, Mol. Gen. Genet., 191,

244) . Leur composition sera explicitée par la suite (tableau 1).

a) Obtention de racines transformées.
Des segments de tige sont prélevés sur L'extrémité api-

cale de plantes de colza (Brassica napus : variétés de printemps

Brutor et Westar et variété d'hiver) de 1 m de haut environ. Ces
segments sont stérilisés en surface, rincés dans de L'eau stérile,
découpés en segments de 1,5 cm de long environ et placés dans un
tube contenant Le milieu A.

L'inoculation de l'extrémité de ce segment est effectuée

par dépdt d'une suspension de La souche d'Agrobacterium rhizogenes

contenant Le plasmide pBR60.

Des racines transformées apparaissent sur Le segment de
tige au bout de 1 a2 semaines, elles sont prélevées et ptacées
sur le milieu B gélosé (15 g/L) et complémenté par 500 ug de

céfotaxime/ml.

b) Régénération de plantes transformées.

Des fragments de racines sont incubés pendant 15 jours
sur Le milieu D contenant 3 mg/l d'acide 2,4-dichlorophénoxy=
acétique, puis placés sur le milieu RCC d'induction de bourgeons.
Des plantes racinées sont ensuite obtenues par passage des

bourgeons sur les milieux F et G.
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Section 17 : Mise en évidence de l'expression de la B-1,3-glucanase

de soja dans les plantes de colza transformées.

a) préparation des extraits bruts de protéines de plantes de colza
transformées (génération RO)

Les extraits bruts de protéines ont été préparés a partir
de feuilles de la plante. Ces extraits ont éteé congelés dans
l'azote Lliquide, réduits en poudre et stockés a -20%. tLa poudre a
été extraite a 4°C en présence d'un tampon acétate d'ammonium
0,1 M, pH 5,2 et soumise a une centrifugation de 10 000 g. La con-
centration des protéines totales a été déterminée sur les surna=
geants, appelés ci-aprés les extraits bruts de protéines, en
suivant Lla technique de Bradford (Bradford, M.M., 1976, Anal.
Biochem., 72, 248-254).

b) Mise en évidence par immuno-empreintes (Western Blot)

On soumet les extraits bruts de protéines de différentes
plantes transformées et des plantes non transformées (témoins) a un
Western Blot, technique bien connue de L*homme de L'art et décrite
précédemment.

Le complexe antigéne-anticorps est ensuite révélé a
L'aide d'un systéme streptavidine-biotine conjugué a la phosphatase
alcaline avec le kit RPN 23 d'Amersham ("Blotting detection kit"),
utilisé selon les indications du fabricant.

L'empreinte obtenue montre la présence d'une protéine
d'environ 37 + 3 kba pour tes plantes transformées, absente des
plantes témoins.

L'analyse selon Lla technique de Western Blot a été
effectuée sur 50 pltantes transformées (répondant positivement au
Southern Blot). 38 plantes ont montré une expression de la £-1,3=

glucanase recombinante en Western Blot.
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REVENDICATIONS

1. ADN recombinant, caractérisé en ce qu'il code pour une
protéine a activité B-1,3-glucanase ou pour un précurseur de cette
derniére qui comprend la séquence (a1) suivante :

Ile Gly val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala Asn Asp
val Ile Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn Ile Lys Arg Met Arg Leu Tyr Asp
Pro Asn Gln Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly Ile Glu Leu Ile
Leu Gly val Pro Asn Ser Asp Leu Gln Gly Leu Ala Thr Asn Pro Asp Thr
Ser Arg Gln Trp Val Gln Lys Asn val Leu Asn Phe Trp Pro Ser Val Lys
Ile Lys Tyr Val Ala val Gly Asn Glu Val Ser Pro Val Gly Gly Ser Ser
Ser Val Ala Gln Tyr Val Leu Pro Ala Ile Gln Asn Val Tyr Gitn Ala Ile
Arg Ala GLn Gly Leu His Asp Gln Ile Lys Val Ser Thr Ser Ile Asp Met
Thr Leu Ile Gly Asn Ser Phe Pro Pro Ser Gln Gly Ser Phe Arg Gly Asp
Val Arg Ser Tyr Leu Asp Pro Ile Ile Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala
Pro Leu Leu Val Asn Val Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg
Asp Ile Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn Val val val Trp
Asp Gly Gln Tyr Gly Tyr Gln Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val
His Ala Ala Ile Asp Asn Thr Lys Ile Gly Tyr val Glu val val val Ser
Glu Ser Gly Trp Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala
Arg Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro Arg
Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr Ile Phe Ala Met Phe Asp Glu Asn
Gln Lys Asn Pro Glu Ile Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn Pro Asn Lys

Gln Lys Lys
ou une séquence présentant un degré d'homologie élevé avec Lla

ségquence (31).

5. ADN recombinant selon la revendication 1, caractérisé
en ce qu'il comprend immédiatement en aval de la séquence nucléoti-
dique codant pour La séquence d'acides aminés (a1) la séquence
nucléotidique codant pour ta seéquence d'acides aminés (a4)

ci-apres :

Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu Gly Lys val val Ile
Asp Asp Phe Asn Ala Thr Thr Ser Ite Lys Ser Asp Val

tronquée dans sa partie carboxy-terminale de 0 a 27 acides aminés.
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2. ADN recombinant selon la revendication 2, caractérisé
en ce qu'il comporte, immédiatement en amont de la séquence nuc léo-
tidigque codant pour la séquence d'acides aminés (a1), un codon pour
Gln. 7

4. ADN recombinant selon la revendication 3, caractérisé
en ce qu'il code pour une protéine a activité p-1,3-glucanase ou
pour un précurseur de cette protéine qui comprend la séquence (aS)

suijvante :

Gln
Ile Gly Val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala Asn Asp
Val Ile Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn Ile Lys Arg Met Arg Leu Tyr Asp
Pro Asn Gln Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly Ile Glu Leu Ile
Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gln Gly Leu Ala Thr Asn Pro Asp Thr
Ser Arg Gln Trp Val Gln Lys Asn Val Leu Asn Phe Trp Pro Ser Val Lys
Ile Lys Tyr Val Ata Val Gly Asn Glu Val Ser Pro Val Gly Gly Ser Ser
Ser Val Ala Gln Tyr Val Leu Pro Ala Ile Gln Asn Val Tyr Gln Ala Ile
Arg Ala Gln Gly Leu His Asp Gln Ile Lys Val Ser Thr Ser Ile Asp Met
Thr Leu Ile Gly Asn Ser Phe Pro Pro Ser Gln Gly Ser Phe Arg Gly Asp
Val Arg Ser Tyr Leu Asp Pro Ile Ile Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala
Pro Leu Leu Val Asn Val Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg
Asp Ile Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn val val val Trp
Asp Gly Gln Tyr Gly Tyr Gln Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val
His Ala Ala Ile Asp Asn Thr Lys Ile Gly Tyr val Glu Val Val Val Ser
Glu Ser Gly Trp Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala
Arg Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro Arg
Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr Ile Phe Ala Met Phe Asp Glu Asn
Gln Lys Asn Pro Glu Ile Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn Pro Asn Lys
Gln Lys Lys Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu Gly Lys val val
ILe_Asp Asp Phe Asn Ala Thr Thr Ser Ile Lys Ser Asp Val

5. ADN recombinant selon l'une des revendications 3 a 4,
caractérisé en ce qu'il comporte, en amont du codon pour Gln pré-
cédant la séquence nucléotidique codant pour la séquence d'acides

aminés (aq), une séquence signal.
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6. ADN recombinant selon La revendication 5, caractérisé
en ce que Lla séquence signal est une séquence codant pour le

05

10

15

20

25

peptide signal de séquence (az) suivante :

Met Pro Ser

Leu Phe

Ala Arg Asn Gln Arg Phe Ser Leu Ala Thr Leu Leu

Leu Leu Leu Glu Leu Leu Thr Gly Asn Leu Arg Met Ala Asp Ala

7.

caractérisé

ADN

en ce que la séquence nucléotidique codant pour

recombinant seton L'une des revendications 1 a 6,

la

séquence d'acides aminés (31) est lLa séquence (Na1) suivante :

ATTGGTGTGT
CTTTATAGAT
GAAGCACTTA
GGCCTTGCCA
TGGCCTAGTG
TCTTCTTCGG
GCTCAAGGCC
AACTCTTTCC
ATAATTGGGT
AGTTACACTG
GTTGTGGTAT
GTACATGCAG
GGGTGGCCAT
AATTTGGTTC
TATATATTTG
CTCTTCAATC

GTTATGGCAT
CAAATAACAT
GAAATTCTGG
CCAATCCTGA
TCAAAATCAA
TAGCCCAATA
TTCATGATCA
CTCCATCGCA
ACTTGGTATA
GTAACCCCCG
GGGATGGTCA
CCATTGATAA
CAGATGGAGG
GTCGTGCTAA
CCATGTTCGA
CCAACAAACA

GCTGGGCAAC
ARAGAGAATG
CATTGAACTC
CACTTCTCGT
GTACGTGGCA
TGTTCTACCT
AATCAAGGTT
AGGTTCCTTC
TGCAAATGCA
TGACATATCA
ATATGGGTAC
CACTAAGATT
ATTTGCTGCC
TAGAGGAAGC
TGAAAATCAA
AAAAAAA

AATCTACCGT
AGACTCTATG
ATTCTTGGGG
CAATGGGTGC
GTTGGAAATG
GCCATCCAAA
TCAACATCTA
AGGGGTGATG
CCATTACTAG
CTTCCCTATG
CAAAATTTGT
GGTTATGTGG
ACTTATGACA
CCAAGAAGGC
AAARATCCAG

CAGCAAACGA
ATCCTAATCA
TGCCAAACTC
AAAAAAACGT
AAGTGAGTCC
ATGTATACCA
TTGACATGAC
TGAGATCATA
TCAATGTGTA
CTCTTTTCAC
TTGATGCTAT
AGGTTGTTGT
ACGCACGCGT
CTTCGAAGCC
AGATAGAGAA

TGTTATAGGT
AGCTGCTCTA
TGACCTTCAA
GTTGAACTTT
CGTTGGAGGC
AGCAATAAGA
CCTAATAGGA
CCTAGATCCC
CCCTTATTTT
AGCACCAAAT
GTTGGATTCA
ATCCGAGAGT
GTACTTAGAC
CACTGAGACT
ACATTTTGGG

30 e
d

8. ADN recombinant selon la revendication 6, caractérisé

Lla la

'acides aminés (az) est la séquence (Naz) suivante :

n ce que séquence nucléotidique codant pour séquence

ATGCCTTCTC TCTTCGCTAG AAACCAGAGG TTCTCATTGG CTACTCTCCT GCTTCTTCTG
GAACTATTGA CAGGAAACCT TCGCATGGCA GATGCT
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9. ADN recombinant selon L'une des revendications 2 a 5,
ccaractérisé en ce que Lla séquence nucléotidique codant pour La

séquence d'acides aminés (a4) est la séquence (Na4) suivante :

TACC CATTTGGGTT TGGAGGAAAG AGGCTAGGGA AAGTTGTTAT TGACGACTTC
AATGCAACAA CTTCCATTAA GAGTGATGTG

10. Bactérie caractérisée en ce qu'elle contient, avec
les moyens nécessaires a sa réplication et son expression, L'ADN
recombinant selon L'une des revendications 1 a 2.

11. Cellule végétale, caractérisée en ce qu'elle est
transformée par un ADN recombinant selon L'une des revendications 1
4 9, avec les moyens nécessaires a son expression.

12. Celtule végétale selon la revendication 11, caracté-
risée en ce aqu'elle appartient a L'une des espéces Nicotiana

tabacum, Helianthus annuus et Brassica napus.

13. Plante ou partie de plante, caractérisée en ce
qu'elle contient un ADN recombinant selon l‘'une des revendications
1 4 9, avec lLes moyens nécessaires a son expression.

14. Plante ou partie de plante selon la revendication 13,
caractérisée en ce qu'elle appartient & L'une des espéces Nicotiana

tabacum, Helianthus annuus et Brassica napus.

15. Partie de plante selon L'une des revendications 13 et
14, caractérisée en ce qu'elle est apte a former une nouvelle
plante compléte ou a produire des semences.

16. Partie de plante selon la revendication 15, caracté-
risée en ce qu'elle est une semence.

17. Protéine & activité B-1,3-glucanase, caractérisée en
ce qu'elle comprend La séguence (a1).

18. Protéine selon La revendication 17, caractérisée en
ce qu'elle comporte immédiatement en aval de la séquence (a1) la
séquence d'acides aminés (34) tronquée dans sa partie carboxy-
terminale de 0 & 27 acides aminés.

19. Protéine & activité B-1,3-glucanase, caractérisée en

ce qu'elle comprend la séquence (as).
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20. Protéine selon L'une des revendications 17 a 19,
caractérisée en ce qu'elle présente une masse moléculaire apparente
de 36 + 3 kba.

21. Protéine selon L'une des revendications 17 a 19,
caractérisée en ce qu'elle présente une masse moléculaire apparente
de 37 + 3 kba.

22. protéine selon L'une des revendications 17 a 19,
caractérisée en ce qu'elle présente une masse moléculaire apparente
de 39 + 3 kbDa.

23. Procédé pour préparer la protéine selon L'une des
revendications 17 & 22, caractérisé en ce qu'il comprend la mise en
culture de bactéries, de cellutes végétales, de cals végétaux, de
plantes, ou de parties de plantes contenant, avec les moyens néces-—
saires & son expression, un ADN recombinant selon l'une des reven-
dications 1 & 9, la lyse de ceux-ci, Ll'isolement et la purifica-

tion de cette protéine.



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

l Ol

-—
1QV)
~
-
qd 004
1o 3 nipuiH mog pes judy  oux 1198 1985 120V jeqx wds Hweg #weg (puing
} : [l 1 3 1 3 i 1 [ 3 i |
s T ¥ L] L) L) LLE ] ' | ] Lam}




PCT/FR92/00268

WO 92/16632

2/ 2]

( JHAINS V) N _U_m

SHUmHH>H0hmmcm<mn<5mqmaasamsmqmamma<caOcmﬁoummmdu>99mth¢poz
mmwBB¢UDUBUBB<¢¢0¢BBU@UD«<U<EUBUUBUD@@UB&&BUUB<DB¢BUBU<U¢EH@
0S¢ 0¢€E 0T€

prysAteTIusyusvieshavaiineTA1peTITeAdSYUSYRTVISSO0IgNSTUSVUSY
4046<¢¢B<U¢<B<¢<UB¢0¢B¢BBBUBQU<B<EBOB¢DU¢<4UU¢UBOUU@BUE<¢U4<
0672 0LC 06?2

AToneTarenAToakrsApTenkToeTIuroeTvdsyveTvienbayneTusyATDIYLNST
3999109 LVI90LVILLOLOLOLOOLIVYVILIOLVOVIOOLVIDDLLODVVVOOVIVOLL
A
Tydsg O€Z 012 | 061

smqnawsmq:mq:mq:mq:mquzBMH<:®qummwsmm&«caUcm<mu¢mﬂ<msm5wqhmm
49U¢¢UUBUBBUBBUUBUUBUBUﬁBUOUBB<UBUEBUw<U<UU<¢¢O¢BUUUBBUBUBUB

OL1 061 O€ETl
0Id3asn
I1D29LYIIOVOOLLLIVOVLIVLIIVIOLOOLOLLIIOLLLOLLOVILLODLYVLOODDOVOVY
OTT 06 0L

LYVIDDOVYDIVILYHDDOLODODDIVOOVOVILILOVODLOOVIOLIDDLYIOLLODYY
06 o€ | Tyds 1  IIIPUTH



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

3/21

(3uns) 7 °Oi4

Cm<mamp>aam>smqu>e>amwaHmHHoummmdsmqu>9ummmu<ﬂm>mm¢>ﬂomh4w3m
B¢<¢UOB<B<HUUBBUﬁﬁwwwﬁhmdhaoUUH40¢BUU«BﬁUB&UGOBOBdUBDDDU&UBB
OTL 069 0L9S

JoskTpuTniesoagoageygiesusyAioeTIneTIyL3IewdsyaTIIosIYLI@STRA
39 LLOOYYIOOLYIILIDILLILOLOVYVYOOVIVYLIODOVOILYOVOLLIVIDLYIVYOLLLY
069 _ 0€E9 019

m>dmaHcaoammmﬁm:mq>H0caUmﬂmmudmﬁHmadcawu>aam>cm«caomHHma@oum
U@&UB<¢40B4DB¢UBBUUOO««&FUQdU&ddeUG<<UUdBdBDB««««UUB@UUUBUU
06§ 10©S 0LS 06§

noTeAIALUTDRIVTIEBAISSIOSISSATDATDIRACIFISSTRANTOUSYVATDTRARTY
VIDLILOLVILVYIDOOVIOODLIOLLOLIOOVOOLLODDDLOVOLOVYOIVYVVOOLLOVID
0€S 016 067V

Hm>u>9m>quHmmqam>nmwoumauamsmcm«:mqﬂm>cm<m>qumam>mnBcmehm
0I1O0OVILOVYIOLYYVVILOLOVISOOSLLLLOVYOLLOLODVYYVVVVIDLODDLVYVYOLOD
oLV X 7 ORI 7

JesayrdsyoagusyayreyneTAtpuronerdsyresusyoagieaAToneaTIne ]
LoLILOVOVOLIODILVYVYIDVIIOLLODOOVYILLODVOLOLOVYVIDOLOOOOLLOLILYIOLD
01V 06¢ OLE



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

4/ 21

(31InS) N mu_n_

usynTodsvyaydaieonWeIvVauUdeaTIIALIyLnToIyLroagsitisgsoagbavybayoagass
LYVVVOLVOOLLOLYDOOLLLVYVLVYLVILOVOVOLOVIOODOVYODLILIDOOVYOVYYIDDOY
0LOT 060T 0€0T

A1obayusyeTybaybayTeanequsydsyneqidrteabavervusvdsvIAlayreTy
VODVOVLVVLOOLOOLOJOLLOOLLLVYYDVOVLLOVIOLODODVIDODVYDVOLYLLOVIDD
0TO0T . 066 0L6

eTvoydATod1odsvies01ddalATDIOSNTDISSTRATRATEANTOTEAIALATOSTT
LODLLIYDOVOOLYOVILVYIINOLOO9LOVOVOIILVIOLLOLIOOVOOLOLVILOOLLY
0S6 0€E6 016

m>qunecm¢mm<mHHmﬁdmaamﬂmam>umwam<:mqumZma<mm<wcm3chm<caUh>B
OVVYILOVOVVIVYOLLYDOOVIOLYVOVILOVOLILYOOLILOLYIDOOLYOLLLOLLLVYVYVYVIOOVL
068 oLS 0S8

AipakiurpnhtodsvdarTeaTenTeausyordeiviyreygnetefyrijoagnanios
D99 LVIVVILOOILYODOLVIOOLOLLOLVYYIIOVYIOVDOVIOLILLLOLIOLVILIIDLLOVIL
0€8 018 06L

oTrdsvbavoagusvAToayralraasaygaliloagiiTeausyieananagoadeTy
YIVOVOLODDIIOVVYLOOLOVOVIIOVYLLLLY.LIDDOVLIOLOLVYVYILOVIOVLLYIOVOD
oLL 0GL O€EL



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

5/ 21

(N3 7 D)4

BBUDﬁ%U«Uﬂu¢<0499¢9998D9909¢<BB¢¢U¢¢UU<4¢¢B<

ITIPUTH 0LYT 05¥1
YVODDVYVYOVLOVOLYILIOOLILODLLODVOVOOVIVILLLLOLVLIVLIIVVLLOVLYD
0ETT 0TvT 06¢€T

LODOVIVYVOYILOVOOLILLLLLLLLLLLLLYLLIIVYVYOLOLLLYVYYVLVYVYOLYODLLO
OLET 0Getl ocel

BmdoBEUUB<E<B<BUB¢B¢4¢DBUBDBBBGBBUB¢B¢¢U4U<G<¢B<<<¢BmUUU¢UUB
OTET 0621 0LZ1

pudTendsyIassATeTIISSIYLIYL
IYIIOLOLOLYYYYILOOLOVIOOLVYYOOLLOOVVLOLOLYOLOVOVVLLYIJLLOVYOY
06ZT 0€2ZT 0121

eTvusyeygdsvdsyeTITeaTeasATA1one16aysA1AT0AT09udATD9Udord 1AL
YOOLYYILLOVOIVOLIVILOLLOVYVYOOOVLOOOVOVVVODVOOLLLOOOLLLYIDDOVL
06TT 0LTT 0GTT

m>dm>qcawm>qcm<oumcmmmsmsmq>awmsmmﬁmm>d5ﬁmeH:Hmoumcm4m>qcaw
<<¢<<¢<¢U¢<<U<4UUUB&ﬁUBBUBUO&DBBBB@U<¢<D4U¢B<Q¢GGUUB««d@@dﬁU
0¢cTT OTTT 060T



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

6/ 21

(3HAINS V) m D_m

nToeTIAToIesusybayneTerynTonateTyeTvurousvoagdsvaiine1bavian
VYOLIYI9OLILILYVVOVLILOVIOOVYOVLOLOOLOOVYDLYVILODLYVDLYLOLIOVOVOLY
06¢ O€E¢g OT¢E

barysAgeoTIusvusyIasbavaALnaTAToeTITEAdSYUSYRIYI®SOIJNITUSYUSY
YOVOVYYYILYOVYVLYVYYOLYOVIVLLLOLOOVLYLLOLYDDVVYVIOVILODOVILOLYVOVY
06¢ 0LZ : 067¢

ATons1renAtoxArshoTend1oeTIuTneTvdsveTvaesnbavneusyvAToayLna
2099 L00ILVI99ILVILIOLOLOLOSLIVVVYILIOLYOVIOOLYIODLLOJOVYVOOVIVOLL

Tydg O0€Z 012 06T

nernTonananarnagnajIyreIynaiasaygbavurpusybayervaygnaiass
YILOVYOOLIOLLOLLOOLODLOLOVIIOOLLVYIOLIOLLOOVOVOOVVYVYOVLODOLLOLOLOL

0LT 0ST o€l
OId3I°N
LODOLVYIDLVOOLLILOLVILYIOLLVYIOLODLOLLLLOLLLOLLIOVILLIODLYVLODOOVOV
S A
THwedg OTT ISPN 06 0L

LYVYILOCOVVYILYDLYOODOLIDIIDLYDOVOVIILOVIOLODVIDLIOODLYDOLLOOYY®

0§ 0¢ : 0T IIIPUTH



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

7721

(aLns) € 0|4

cmmmﬁmu>aam>smqu>9>awmﬁHmHHoummmﬁ:mqnzaummmh¢am>mm4>aomu<mnm
E<¢<UUB¢B¢HQDBB04BOGGBB<4B¢UUUB¢D<BUU«B&UB<04UBGB<DBUUUOdUBB
0TL - 069 0.9

105ATOUTHILS0IJ0IgaUdIesusyYATOoTINSTIYLIONASYSTIISSIYLISSTEA
I LILOOYYIOIILYIDLODIOLLLOLOVYVOOVIVYLODOVOLYOVOLLYLOLYOVVOLLLO
059 0€9 0T9

sATeTIuTodsysTHNeTATOUTORTVDIYSTIRTVUTDIALTRAUSYUTDOTIRTIVOI]
OYVYIILYVYVILVOIVYOLLODOOYYOVIOVOVVILVYIOVVYIOVIVLOLYVYVIDLYIDOLOD
065 0LS 0GS

NeTTeAJALUTORTVIBAIOSIRSIaSATOATOTEAOCIJISSTRANTOUSYATOTRARTY
VIDLIOLVIYYDODOVIOOILLOLLOLOOOVOOLLODDDLOVOLOVYOLVVYVODLLOVID
0€S 0TS 06%

ﬁm>u>9m>qmﬁHm>AHm>umwoumah9wcmcm4:maHm>cm<m>qcawam>mu9cawmh<
O LOIOVILOYYIOLYYYVILOLOVIOOOOLLILLOVYOLLOLODVYVVYVVVYVVYIOLODOLYVILOD
oLV 06V OtV

JosayrdsyoadusyayretynaTATouronartdsyIasusyoIgreAATONa I8 TINS ]
LOLLOVIOVOLOOLYVYIIOVYIDIOLLODOOVYILLODVOLIOLOVYVYIDOLODODLLIOLLYDLD
OTV 06¢ : , oLE



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

8/ 21

( 31INS) m .D_u_

cm<:awmm<®smu02maawsmmHHu>BM£B:HUMQBOMmm>quwmoummuamu<oumhmm
de<<0&¢wUBBUB<UUUBBB<B<B<BBU¢0¢w90¢0000<40099UUOO&<04¢UUUG<
-0L0T 0G0T 0€E0T

>a0mu4cm¢mammn¢mndam>:chm¢mm<50qu>eﬂm>mu<ma<cm¢mmmu>BMQBmHm
¢UO<U¢B¢¢BUOBUUBUUBBUUBBB<4U<U¢BBU¢BOBDUDU¢UUU¢¢U¢UB<BFU<UUU
OTO0T 066 0L6

ma«msm>au>ammm¢ummoummua>amummnawummam>am>ﬁm>:awﬂm>u>a>ammaH
10OLLIVODOVOOIVOVOILYID9DLODOLOVOVOIIIVIOLLOLLODVOOLOLVLLODLLY
056 0E6 016

m>qhsacm4am<maHma«mﬁ¢mﬂmﬁm>ummmm<zmqumzmaﬂmmﬂmzm:macm4cawh>a
OVVYILOVIOYYLYOLLYDIDOVIOLYIVIOVIOLLYOOLLOLVYIIOLYVOLLLOLLLYVYVYVYIOOVL
068 0LS8 068

AToxArutod1odsvdILTBATBATRAUSYOIJRIVIULOYdnoTRTVIALOIJNSTISS
D99 ILVIVYVILOOLYOOOILVILOOLOLLOLYVYYIIVYIOVIVILLLLOLOOLYILODDLLOVIL
0€8 018 06L

aT1dsvbayvoagusyAToayradrassaygairoagrfrTeausyreananajoIdeTy
YLVOVOLODIIDIVVYIOOLIOYIVILILOVLLLLYLLODOVIOLOLYVIOLOVLOVLLVYOOVOD
0LL 06 L ORI



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

9/ 21

(Nid) m mu_u_

BBUwﬁmumdduﬂmudﬁﬁdBBBBUBBUPGGBB<¢U¢GUU<¢<¢B¢
HHHUCﬁm OLVT 0S¥l

VYOI IVVYVYIVILOVOLYOLLOOLLLOOLLODYIOVIOVIVLLLLLOLYLIVLLVVYLLOVLYD
OEVdl o1Vl 06¢€T1

EUUU¢B<¢¢U49U4UUBBBBBHBBBBBHBB<BBBB<¢¢<QBUBBE¢¢¢¢B4¢UB<GUBBU
OLET 0G6¢eTd OtEEl

ILOVOLLOOIVYIVIVLOLVIVYVYOLOLOLLLOLLOLVYIVVOVOVOVVLVYVVVLYDOOVIOL
OTET 0621 0L21

pugTeadsyaessATaTII®sIYLIyL
a«eewauaue<m<<uaaum<<euoeuo¢oeewm¢<eweu9<weo¢w<¢aa<oueau<<u¢
0621 HHH@ch Hﬁmm 0tll 0121

eTvusyeyagdsydsyoTITeATEASATATONOTbayvsATATDATDoydATDoudoadIAL
YIOILVVILLOVOOVOLLYLLOLLOVVVODOVILIDOVOVYVYOOVOOLLLOODLLLYIDIVL
06711 OLTT 0GTT

mmqm>qcamm>qcm¢0Mmcm<wsmsmq>HszmmHmm>q:awmﬁHSHQOMmcm<m>qum
YYVYYVYVYVYOVYVOVYIDOILYVOLLOLOOOOLLLLVYDVVYOVOVILYOVOVIOLVVVYVVYVVD
OE1T OTTT 0601



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

10/ 21

( JHAINS V) LN _U_u_

maﬁga@u>9am>cm<caumaHma<onmsmqam>u>ecammﬂ«ﬁm>umwamwumm>ﬂo>ﬁm
YOOVVYIOVILYIOLYYVVYODILVYIDOLIDOVIOLLOLVIVYDDIOVIOOILILOLLIOLIODDVID
06 € . OEE€ 0T€E

TepoxgiesTeanTousvAToTEARTVTIBAIALSAToTISATTRATOS0IddIL2UJUSY
LLO200LOVOLOVYOLYYYOOLLOVIOOLOOVYLOVVIILVVVYVILOLOVLIDDOLLLLOVY
062 0LZ 062

smqam>cm<m>quwHm>thCAwmu«ummunﬁmm<onmcm«un&ma«smq>awcamswq
UBBDBUU<<<<¢¢<UOBDQUB<<UBOUBUBBU&U&OBUUB@«UU¢UUUBBU000440990
0€¢ 0T<¢ 061

mmmummcmaoumam>>acswdeH5mq:HUmHH>Hmumwcm«mu¢:mqma&sawsmqmad
UﬁDBUBUdﬁdUU&BDODUBBUBB<UBUGQUBBGUODBUBB¢<<G¢99040044049UBUU
OLT 06T 0t

madcawcm<oumam4n>esmqmu<pwzmh<m>qmaHcmdcm<ummmu<u>93mq>awmﬂH
BUO¢<UB<«BUUB¢OB¢BUPU<U¢08<<U<O<<<B<U<<B<<<UB<U<B¢BBBUBOO<B<
OTT 06 0L

am>mm¢cm¢ma<uwmoum:chm<cm¢>ﬁwsmqumz>ﬁou>Bm>UHm>>HUmHHpmz
BBOB&GU¢<<UG¢UBUUUGBUB<<U<¢UGUGBUOB<UOUB¢BBUBUBUBDDBB¢UB¢ﬁ%U
0§ 0¢ 0T 19PN



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

11721

B

(3lns) % 0|4

JosTenTeaTeaAnTOTEAIALATDOTISATayLusydsyeTIeTVRIVSTHTRAIOSdSY
DO LVLOLLOLLOOVOOLOLYLILODLILYOVYLOVIOVYIVOLILYIOOVIOLYOVIOVILILYD

neTaoneTvdsyeoydgnausvuTnIALAToaAturodtodsydarTenTenTeRAUSYOId
OLLOIVLIOLVOLLLOLLIVYYVVYDOVLOOOLVIVYOLOOLVYODOLVLODLOLLOLYVYYID
0S9 0€9 019

ma«hs&wsm:mqma<n>50umsmqummmaHmm&mu«oumcm<>awhzau>aumwmsmu>9
VIOVIOVIOLLLIOLOOLVYLIODLILOVIOLYIVOVOLODDIDIOVVYILOOLOVIOVLLOVLLLLVYL
06% 0LS 066§

oumh>aam>cm«am>zmqsmqoummﬁ<cm<mﬁdh>aam>3mqu>9>aUmHHmHHonmmm<
LODOVYVLOLOILYVYIOLOVIOVIIVIOOVYIOILVYVYVYDOLVIVLOOLLOVLODOLLYVYILVOOOLYD
0€ESs 0T¢ o6V

neqalriesbaviepdsvATobaveydieshTourniagsoagoadoydiasusviA1oeTl
VIDOVIVIOLYOVOLOLYOLOOOOVILLIDLLOOVYYIOIDLYIDILIIILLLILOVYVDDVLY
OLY 0S¥V OtE?d

neqayrilendsyerIdesayLIesTensATeTIuTodsysTHNeTATOUTORTYDIVST]
YIODOVOILYIVOLIVLIOLVOVVILILLOOVYDLVYVVYOLVOLYDLLIDDOVYIVIOVOVVLY
oT¥ 06¢€ OL€E



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

12721

(NI4) 40|

BBUO&%BUUBU&<UBBUO

[ITputy 0€O01

pugTeadsviessATeTIIoSIYLIYLRIVUSYVOUddSYASYSTITRATRBASATATONOY]
VYYLOLOLVOLOVOVYLIVODLLOVYIVYIDLVVILLOVODVOLLVLLOLILOVYVODOVLD
0TI0T 066 0L6

mh«m>q>Hm>awmsm>awmzmoumu>9m>qm>ACHmm>qcm<ohmcm¢msmsmq>H0wzm
DDVOVYVVDOVOOLLLOOOLLILY IO OV ILVVVYVYVVYVYVOVVVYOVYDODLYVYDLLODLOOOOLLL
066 0€Eé6 016

STHSATINTDeTINTDoagusysATuIousyYnTHdsSYoUdlIonWeTVaudeTIIALIYyLnTD

LYOVVVOVOVIVOVOVYIILVVVVVYVVYIILVYVYVYVOLVODLLOLYIOIOLLLYILVYIVYLLOVOVD
068 0LB8 068

JyroagsinassoagbaybayoagaesAtobavusyeTvbaybayTeaneTusydsyne
LOVODDOVVYOILILODOOVVYOVYIIDOVVYOOVOVILYVILIIOLODLODLLOOLLLYVYOVOVLL
0E8 O0T8 06L

ahrTeabavervusydsvadiayrerverveoudi1odtodsyassoaddarAToresnin
DVILOLODOIVIOIVYIVOLYLLOVIOOLOOLLIYOOVOOLYOVILYIIDOLODOLOVOVD
OLL 0SL 0€L



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

13/21

( JHAINS V) m _U_H_

DOVYIOVYOVOVOOLLIVILLIVYILLOVYOOVVIVIVLOLOOLLIDIVDVVYIODIOLLODLVY.LD
0TV 0o6¢ OLE

VYOODLVVIVIODVOLYDOOVVYLOOVOLOVIIDLOLVYILVOLOLVOLLYDOLOVYIOVYVOLL
0G¢E oct OT¢€

OLOOVIIVVIDLLODVOVVOVYVYVVODLODLYIOVOOVOIVIIODVYIDOIOVOOLYDVYVD
06¢ 0L2 062

ODLOOLOVIVOIIOLILIIDILVOVYOLLODLYIDDOVYVVYOOVVYVILVYOIOLLVOLVYOODLY
0gc 0T1¢ 061

YVOVILODLODOLOOVVYOOVVVYVYOOLOVIVOVYOLOLIVLLLOVOLOLOLYLIOVIIIOLL
0LT 0S1 O€ET

VIOLLVYOOILODLODVVYDOIILVYIVYLOOOVYVIVYILLLLOVOVOLLYVIDDDOVVYVDO
OTT 06 0L

OVOVVYOYIOLIDLOVYIVILVYOVYYILVYLVYYVYVYIDLOVLOLOLLOVIVIVIOOVIDLLOOYY -
0¢G (03 0T ITIPUTH



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

14/ 21

(3uns) G Oj4

mubmnmcm<3mqﬁm>cm¢m>qcawam>mhhcawmumuwmusemm40hmcmmunamH&S@q
wUBBBBU«dmBBUBOU¢<<44<¢UUBUDUB¢<UBUUBUBBU<U¢wBUUB¢¢UU<UUQBBU
0LL 0S.L OEL

>chawsmqmmmummcm<oumam>>szmquH:quawmaH>H0u®mcm<mh<smqu¢
UQO<¢UBBUUGQBUBU<¢¢UUDBQUG&BBUBB«UBU&dOEB&UGUBUBB<¢GQ<BBU<Uw
0TL 069 0L9

saUsmqmammadcawcm<0hmmm<umBzwqmumumzmu<m>quHcmﬁcm«ummmu«u>a
<GG¢BUPUwBUUG<UB<<BUUBGDB«BUBwam08440¢U<¢¢94U¢<B44¢UB4U¢B¢B
069 0gE9 019

:mq>ﬁowaHHm>mm¢cm<mﬁ¢hmwoumsmACmdcm4>amswqumz>HUu>9m>uam>>aw
BBUBGG«BﬁBBGB@DO<<400<UBDUU<BUB&«U&ﬁUUDwBU&B<UGGB¢BBUBUBUBEU
066§ 0LS 06§

aTIuTHeIvdsyeTvaonbaynausyAToIyrnaInanioneInanainanaliyl
BB&@&UBU&B<O¢UEUB<UGUBBUU<<<D®<U«UBB¢BU¢¢UEBUBBUBBU&BUUBUBU<
OES 0TS o067V

eTvnetiesaygbavurpusvbaveiveygne1asasoadien

BUUUBB@UBUBBUU&UGUU<4<O<BUOOBBUBUBUBBUUGB«UUB@@%¢G¢9090¢waU

OLY 0S¥ THueg OFY



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

15/ 21

(3uns) G O

Hm>cm<oumma<unamnm:mqmamu>aoum:mqummmﬂHQm<mn<0hmcm¢>ﬁwusah>a

LIOILVYYVYIIOYIOVIVILLLLOLOOLVYLIOOILIIVILYILVIVOLODIDDIVVLODLIOVIVL

O¢ltl OT1T 060T

ummmnmu>Bonmn>eam>cm<am>smqsmqoummaacmeH<u>BHm>smqu>B>meﬂH
BD@BBBB<BBUUU4B®BOB<<UB&<BU<BB<UU<UOB<<¢UDB4B<BDOBBU«BUUOBBQ
0LOT 0601 0€0T

mHHoummmmzmqu>9ummmndam>am¢>ﬂwmhémcmhmmxH@Cﬁmummoumoummnmuow
YIVIDILYOVILIOIOVYIVYIOLYOVOLOLYOLOODOVYILILIODLLOOVYIODLVIOLIDILLLIL

OT0T 066 0L6

usvAToeTINeTIYl3oWdsSYaTIIoSIYLISSTRASATOTIUTOASYSTHNSTATOUTD
DVVYVOOVIVYLIDOVOILVYIVOLILVLOIVIOVVILLLOOVYYOLYVVYILVOLVYDLLIODOOVYD
056 0€E6 016

eTVBIVeTIRTVUTDIALTBAUSYUTDSTIRTVOIdNSTTRAIALUTDRIVIBAIOSIOS
¥OOVOVVYIVVIOVVYOOVIVIOLYYYYIIIVIOOLOOVIOLLOLVIVYIIDOVLOODLLOL
068 0,8 058

aesh1oAToTRACIgI®STRANTOUSYVATOTRARTYTEAIALSATOTISATTREAIOSOIg
LOLOOOVYOOLILODDDLOVOLOVYVYOLYVYVOOLLOVIDOLOIVLOVYYILYVYYVYILOLOVLID
0ES 018 06L



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

16721

(31ns) G 9|4

m>q>ﬁwsmqmu<m>A>H0>me£m>awmzmoumh>9m>qm>ACH0m>Acm40umcmmmsm
YVVYOOOVILIOOVOVYVOOVOOLLLOOOLLILYDIOVILYYYVYYYVVOVVVYOVYVOOOLVYVYILL
06¥T 0LPT 0GS¥T

neTATDoYdsS THSAINTIDaTINTDoIJusysATurousynTodsvaydianeTvaudatl
L0999 LILLLYOVYVOVOVYLVOVOVIILYVYVVVYVVILYVYVYOLYODLLOLVIDOLLLVYLY
OEVT OT¥T 06€T

M>BMEBSHUMQBOMmmmqumwoummu&au«oumnwm»Hmmu<cm<mﬁmmu<mu<am>:mq
B<890¢U¢DBU«UUUmﬁdw0990000<¢0440UUG<¢U0<U<B¢4BUGBGUBDUBBOGBB
0LET 0GET 0€EET

usydsyneqairTeabavervusvdsvalrayreiverveoudi1oATodsvassoaddagt
LYVYOVOVLILOVIOLODDDVYIOOYYIOVOLVYILILOVOOOLOOLLLYOOVOOLYOVILYIIOOL
OTET 06ct 0L21

ATorosninaesTenTeATeANTOTRAIALATDRTISATIYLUSYdSYSTIRTVRIVSTH
999LOVOVIISIVIOLLOLLOOVOOILOLVLLOOLLYOVVYLOVOVVIVOLIVIDOVIOLYD
06271 0€ZT 0121

TepaesdsyneisnweTvdsvaygnetusvuToIALAToaALuTnATodsvdarTeaten
YIOVOLILVOOILLOLVIIOLYOLLLOLLLYYVYIOVLOOOIVIVYILOOLVODOLVLOOLD
0611 0LTT 0STT



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

17/ 21

(N3 G O

QLLYYOOLVOVLOVLLOLYLILYILILOOD
T3O°F 0181

D0ODODILVYLLYVYVYLYOOVLOVVVYOODOIOVLYLVYVVVOVVYVVOVLVOODOVLVYLLLVOVY
| 06LT 0LLT 0GLT

LVLLYVIODIODIOVOVLLYOLYLLLLLOSOLYOVOLVLLLVYLLOOVOLVOOLVYVLOLVYOV
0€Lll OTLT 0691

VLLVVILIVYLOLVYDOVVLLIODVLLVYVYOLLOLOLLIY VLV IVILVYLLVYDLYODOLLOLODOD
0L91 0691 0€9tl

OLLOLOJOLVYVYOLLYOVVYLLOLLLOVYVYILVYIOOLLLVIOVYVILLODLYOODIOLLLYVYOD
0191 06GT 0LST

pugTeadsyiessAIeTIIesIylIylLeIvusyayddsvdsyaTITRATEA
LOOVOLLOOVVYLOLOLYDLOVOVYVLLYODLLOYYOVYIDLYYOLLOVOOVOLLVLLOLLD

Ioeg 0GS1 0es1 | 0TST




PCT/FR92/00268

WO 92/16632

18721

(JUAINS V) O_u_u‘

u>eam>:mqu>9>ﬂwmﬁHmHHoummmﬁswqu>ahwwmu<am>mm¢>ﬁmmu@mnmumw>aw
uToaesoagoadeygaesusyhroeTIinenayraiendsyeTIIesayrIasTensA1eTl
uTodsysTHneTATouToeTVvbIVveTIBTVUTDIALTRAUSVUTDSTIBTVOIJNOTTRA
1ALUTDETVTENI®SI2SI0SATDATOTEACIZISSTRANTOUSYATOTEABTVTIBAIAL
shAqeTisATTepaesoagdareygusvneiTeausysiquiorendaiurpbavassaylr
dsyoagusyayreivneTA1ouronetdsyIoasusyoldIeaATON®T@TINSINTDATI
>Hoummcm4mu¢smqma<saw:mqmH<mH<CHUCm¢0hmmm«n»&:mth«um:mu<m>q
sTIusvusyIesbayvaArnegAtpeTITeadsvusyeTvaesoagnequsyusyiA1pne]

1oRATDIALsADTEAATDOTI



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

19/21

9 DI

TeadsyiesgsAgeTII8saIyLIYLETVUSY
suyddsydsveTIiTenTensATATone10aysATATDATD8ydATDOUdoadIALsAIs A
urosdAqusyoadgusveydgnenATnaygsTsATInIneTINTHOoIJusysATuIHuUsSYnIo
dsveydaeweIveygeTIIALIYLNTSIyLoagsAnaesoagbayvbayoagaesitobay
usyeTvbavbavTeanequsydsynegairTeabaveTvusydsyaAlIyreivervayd
A1phA1odsvasscagdarATnaesnicaasTeaTeaTeAnTOTEAIALATO®TISATIYL
usydsyeTIeBTVEIVSTHTBAIOSdsynoasneTvdsyaydnequsyutnadlAToadL
uipATpdsvdalTeaTeaTeausvoIgeRTVIYLOygnageTvidloagneiesa1idsy

bavoagusvAT1oayradilaeseygalloagillTeausSyTeEANSINSTOIJRTYUSVETY



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

20/ 21

661

00¢

6v1

061

66

00T

6V

0§

(AN v) [ "O14

HYAJIOIIdAIJSHAANYISOOSddISNOITLHAASSSAMINNOTIOVSSIV

NN RN R R R RN R R N R R A DR A O Y
AATADIIAATASHAQOUISOOSAdASNOITINAISLSANIOAHTOOVEIY

zmHzmzmmdqwmqumBUB>mw>mzw><H>mmx><m3mzm>zm0>zzz<z

AN R N R N RN R R A N N N R NN N B

ow>zuH<mq>yu<>wwwwm>mw>mzw><>ymHx>mmzmzq>zxo>3omme

SANYVINOTASNAADTHAFTINSOUTVOTVVONJIAA THHHYINISHATOAAN
AR R RN R N R R A R R A R R R R R R R R R N R N s

D&ZB&JUOJQMZ&>GJHquUmzmq<mq<<ozmawqmzmxHzzmquDH>

OSVAdTINNOTHOADADASOVOATALSSATIDTTI IVYNDTVIHNASLAN
AR R R R R O R I R R

DzmmquzUAZDwU>UHO<Q<quzwqumqqqqdﬁ<dmbm02mdhdmmz

0S1

161

001

101

0§

1S



PCT/FR92/00268

WO 92/16632

21/ 2]

6ve

6ve

667

00¢

6vc

06 ¢

L 94

0LE "WISITISVYVLVNNIVSIAMAYA
uu— n_.... > . s . .—.

TLE ¥AASHISLLVYNJAAIAANDTYA

SADASTAANAONNISATOIHNATIANINNIAIWY A TALITANNIHEASDY
R R N RN R N N R R AR R R A B A Y

D DADAdANNONNANITOIHNITAINNONIAINVATALILANSJAEASOY

MAHO T INMAKLVYVNNLLVVIVOVSdMDSASAAL I SDDOVUSTYVAAVAS
A N e N RN N R AN R RN N R R

NVIUATINATAAYVYNJALYVAODASAMOSHASAANTARDINLNAIVVHASA']

WYQATNIADTSOAOAAANAVYLATVAdTSIAIYANOVASAAJAINATIASNI

LEErer b e reereeeri e eer e e i

WYAAINOADADDAMAANANAVYILATIVAAISIAYANDOLASIAIAANATIAVNY

0G6¢

0G¢

00¢

10¢€

0G6¢

16¢

00¢

102



INTERNATIONAL SEARCH REPORT
International Application No PCT/FR 92/00268

1. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER (if several classification symbols apply, indicate ail) ¢

According to International Patent Classification (IPC) or to both Nationai Classification and IPC

1pC5 C12N15/56; C12N1/21; C12N5/10; AO1H5/00 C12N9/24

Il. FIELDS SEARCHED

Minimum Documentation Searched 7

Classification System | Classification Symbols

IPCS C12N

Documentation Searched other than Minimum Documentation
to the Extent that such Documents are Inciuded in the Fields Searched ¢

!ll. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT®

| Relevant to Claim No. 19

Category * | Citation of Document, ' with indication, where appropriate, of the relevant passages 12
X PLANT MOLECULAR BIOLOGY. 1-3,5,
Vol. 16, January 1991, DORDRECHT NL 9-18

pages 81-94;
B.V.EDINGTON ET AL: "cDNA cloning and characteri-
zation of a putative
1,3-beta-D-glucanase transcript induced by
fungal elicitor in bean cell suspension
cultures”

~cited in the application
see the whole document

* Special categories of cited documents: 10

“A" document defining the general state of the art which is not
cons'ldorod to be of particular relevance

“E" earlier document but published on or after the international
filing date

“L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

“0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

up" document published prior to the international filing date but
|ater than the priority date claimed

“T* jater document published after the international flling date
or priority date and not in conflict with the application but
;:itod ‘tlo understand the principle or theory underlying the
nvention

»X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considersd to
involve an inventive step

“y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
;notr;‘ts. such combination being obvious to a person skilled
n the art.

“&" document member of the same patent family

V. CERTIFICATION

Date of the Actual Completion of the international Search

11 June 1992 (11.06.92)

Date of Mailing of this International Search Report

15 July 1992 (15.07.92)

International Searching Authority

EUROPEAN PATENT OFFICE

Signature of Authorized Officer

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985)

—l



International Application No. PCT/ FR 92/00268 __|

Ill. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET)

Citation of Document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Category * . Relevant to Claim No

Y PLANT PHYSIOLOGY | 1-5,7,
Vol. 93, 1990, ROCKVILLE, US ! 9-21,23
pages 673 - 682;
Y_TAKEUCHI ET AL: "Molecular cloning and
ethylene induction of mRNA encoding a
phytoalexin elicitor-releasing factor,
beta-1,3-endoglucanase, in soybean"
cited in the application
see the whole document

Y PLANT PHYSIOLOGY : 1-5,7,
Vol. 71, 1983, ROCKVILLE, USA ' 9-21,23
pages 460 - 465;
N.KEEN AND M-YOSHIKAWA: "beta-1,3-Endoglucanase
from soybean releases elicitor-active
carbohydrates from fungus cell walls"
*discission*
see abstract

Y PLANT PHYSIOLOGY 1-5,7,
Vol. 68, 1981, ROCKVILLE; USA 9-21,23
pages 221-228;
K. CLINE AND P. ALBERSHEIM: "Host-pathogen
interactions. XVII. Hydrolosis of biologically 1
active fungal glucans by enzymes isolated from
soybean cells"
cited in the application
see page 221, column 1, paragraph 3

Y EP,A,0 392 225 (CIBA-GEIGY) 17 October 1990 1
cited in the application 9
*examples 11b, 18b, 3tb-d* =
see claims

Y GENE. 1-5,7,
Vol. 70, 1988,AMSTERDAM NL ' 9-21-23
pages 13-23;

M.DE LOOSE ET AL: "Primary structure of a

hormonally regulated beta-glucanase of Nicotiana
plumbaginifolia.”

cited in the application

see the whole document

.

Form PCT ISA:210 (extra sheet) (January 1985)



International Application No. PCT/ FR 92/ 00268 _I

Iil. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET)
Category * | Citation of Document, with indication, where appropriate, of the relevant passages | Relevant to Claim No

A PLANT PHYSIOLOGY

i Vol. 68, No. 1, 1981, ROCKVILLE, USA

’ pages 207 - 220;
K.CLINE AND P. ALBERSHEIM: "Host pathogen

; interactions, XVI. Purification and

‘ characterization of a beta-glucosyl
hydrolase/transferase present in the walls of
soybean"
see abstract

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 1985)



ANNEX TO TH
X TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPOR R 9200268

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO.

SA 58643

This annex lists the pateat family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report.

The members are as contained in the European Patent Office EDP file en
are merely given for the purpose of information. 11/06/92

TbeBuomeamtoﬁeekinnouyﬁaHefortbeepuﬁudmwhidl

Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
EP-A-0392225 17-10-90 AU-A- 5218390 27-09-90
CA-A- 2012778 24-09-90
JP-A- 3035783 15-02-91

EPO FORM P0479

For more details shout this annex : see- Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82

*



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE PCT/FR 92 /00253'
Demande Internationale No

1. CLASSEMENT DE L'INVENTION (si plusieurs symboles de classification sont applicables, les indiquer tous) ?

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou i la fois selon la classification nationsle et la CIB
CIB 5 C12N15/56; C12N1/21; C12N5/10; AO1H5/00
C12N9/24

0. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

Documentation minimale consultée’

Systéme de classification Symboles de classification
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pages 81 - 94;

B.V.EDINGTON ET AL: 'cDNA cloning and
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1,3-beta-D-glucanase transcript induced by
fungal elicitor in bean cell suspension
cultures'

cité dans la demande
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