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SUMMARY

The chloroplast genome of Glycine max :
Analysis of genes involved in the structure and the function of
ribosome.

The chloroplast 1ps/2 gene coding for ribosomal protein S12 is
divided. Two copies of the i-rps/2 are localised in the inverted
repeats. 1854 bp upstream of /65 and in the opposite orientation.
One copy of the 5-ps/2 is contained in SacD fragment of the
large single copy region. at almost 1 kb in front of the SacD-SacF
junction. The mRNAs require c¢is and wrans splicing. The first
results ohtained by primer extension indicate that a mix of rans
spliced and precursors RNAs do exist in vivo.

The 3-mpsi2 and ps7 are cotranscribed. common 1.1 and 1.6 kb
mRNAs are demonstrated by Northern experiments, The ndh
gene following the rps7 is also transcribed. without indication
of co-transcription. The intron 2. spliting the 3 -mps/2 is pro-
cessed. leading to a 530 naucleotides RNA shown by Northern
hybridization.

The 5°-rps!2 is located almost 1 kb in front of rp/20. A DNA
probe. internal of either 5°-rps/2 or +p/20. hybridizes against
1.1 kb mRNAs. A 1.1 kb mRNA is proposed to be the result
of cis and wans splicing.

The processing of rps72 (or the mRNA contents) seems to be a
function of the state of the leaves. Quickiy growing leaves are
not showing big RNAs (of 4.2, 3.5 and 3.1 kb) present in
more stable leaves.

wul. 165, irnd. imA and the beginning of 235 are sequenced.
Regions of 16S rRNA linked to a tunction of the ribosome are
discussed. The introns dividing nf and imd are compared to
those of tobacco and maize and found more similar to maize.

The pstn is localised in SacD fragment and the ndiB is partly
sequenced. Two ORFs are discussed. one of them (ORF 143)
being included in the intron 2 and ending in frame with the
exon 3 of rps/2.
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ABREVIATIONS

Unités physiques

g, mg, ug gramme, milligramme, microgramme
l, ml, xl litre, millilitre, microlitre

M, mM melaire, millimolaire

mA milliampére

v volt

Kb mille paire de base

°C degré centigrade

Produits chimigues

ATA acide aurintricarboxylique

BSA albumine de sérum de boeuf

EDTA sel disodique de l'acide éthyléne diamine tétra-
acétique

EtBr Bromure d’éthidium

DTT dithio-threitol

PEG polyéthyléne glycol

SDS dodécyl-sulfate de sodium

§sC solution standard de citrate

SSPE solution standard de phosphate, EDTA

TA tampon acétate

TBE tampon borate, EDTA

TE tampon Tris, EDTA

Tris Tris hydroxyméthyl-aminométhane

Molécules bioclogiques

ADN acide désoxyribonucléique

ADN-ct acide désoxyribonucléigue chloroplastique

ARN acide ribonucléique

ARN-m ARN messager

ARN-t ARN de transfert

DNase désoxyribonucléase

IR région répétées inverses

ORF "open reading frame" région pouvant coder pour
une protéine de fonction indéterminée

RNase ribonucléase

RuBP ribulose bisphosphate

Nomenclature des génes chloroplastigues

selon Hallick et Bottomley (1983)


ribulo.se

1. INTRODUCTION

La source d'énergie la plus importante & disposition du mende
vivant est l’énergie solaire. La plupart des organismes dépen-
dent de cette source d'énergie mais sont incapable d'utiliser
directement la lumiére, l1’'Homme en fait partie. Nous dépendons
étroitement des plantes car elles transforment l'énergie des
photons en une source assimilable, nous livrant des sucres que
nous sommes capables de briler et, par la méme occasion, nous
fournissent un certain nombre de vitamines gque nous sommes
incapable de synthétiser.

A l'intérieur de la cellule végétale se trouve un organite spé-
cifique, le chloroplaste, qui est responsable de la photosynthé-
se. Chagque chloroplaste contient 10 & 60 copies identiques de
son information génétique propre : 1'ADN chloroplastique
(Bedbrook et Kolodner, 1979). Récemment, l'ordre des 155844 nu-
cléotides de 1'ADN chloroplastigue de tabac, Nicotiana rabacim,

a été déterminé (Shinozaki et al., 1986) et parallélement, un
autre groupe (Ohyama et al. 1986) a séguencé 1'ADNct total

d’une Hépatique : Marchaniia palvmarpha.

Ces travaux permettent de vérifier quelles sont les protéines
dont la synthése est susceptible d’étre dirigée par le chloro-
plaste et gquelles sont les protéines dont la synthése doit
étre dictée par le génome nucléaire. En effet, si comme on

le pense généralement, le chloroplaste et la mitochondrie

sont d‘origine endosymbiotique (Schwartz et Dayhoff, 1978),
ces organites contiennent beaucoup moins d’informations

gu’une bactérie actuelle et n’'ont qu’une autonomie partielle.

Une partie des protéines localisée finalement dans le chloro-
plaste sont codées par le noyau (Ellis, 1981). Les geénes
nucléaires sont transcrits, traduits par les polysomes cyto-
plasmigues et les précurseurs des protéines sont transportés
dans leur compartiment propre. Les protéines destinées au chlo-
roplaste, par exemple, sont exportées dans le chloroplaste
parce gue leurs précurseurs possédent un peptide de transit
spécifique. {Karlin-Neumann et Tobin, 1986).

Le soja, qgue nous étudions dans ce travail, ne fait pas excep-
tion : Par exemple, l’enzyme responsable de la fixation du gaz
carbonique lors du processus de la photosynthése, la ribulose
1,5-bis-phosphate carboxylase est formée de l'assemblage de
petites sous-unités d’'origine nucléaire (Kawashimia et Wildman,
1972) et de grandes sous-unités d’'origine chloroplastiques
(Singh et al., 1985). La formation et la fonction du chloro-
plaste résultent donc de l’interaction complexe existant entre
le systéme génétigue nucléaire et celui du chloroplaste.

La participation de 1'ADN chloroplastique & la formation du
chloroplaste est en cours d’étude. Les protéines et les ARN
codés sont déja connus pour Marchanria et le tabac.

Nous trouvons, codés par 1’ADN chloroplastique de ces plantes



Les ARN ribosomiques 168, 23S, 4.5S8, 58

Les sous-unité «, B, B' de 1'ARN polymémase

Les protéines ribosomiques L2, L14, L1l6, L20, L21, L22,
L23, L33, s2, s3, s4, 87, s8, s11, sl2, sl1l4, S15,
518, 819, L36 (du géne secX)

Le facteur d'initiation 1 de la synthése des protéines

Des protéines impliquées dans la photosynthése, tel
la grande sous-unité de la RuBP carboxylase,
4 protéines faisant partie des centres réactionnels
P700 et P680, les protéines P32 (géne psbi), D2
{géne psbD) et G (géne psbG), 'les cytochromes b559,
f et b6, les sous-unités «, B, €, I, III et IV
de 1‘ATPase

Des génes identifiés grice a leur similitude avec des
séguences connues, tel les 6 sous-unités de la NADH
deshydogénase similaires a des protéines mitochon-
driales de mammiféres, 3 protéines ayant une
structure 4Fe-4S de type Ferredaxine, une protéine
liant probablement 1’ATP et ressemblant a une
perméase 4’ E.colf

Une trentaine 4'ARN de transfert différents

Une quarantaine de peolypeptides possibles, mais non
encore identifiés

Il est intéressant de noter que le chloroplaste, bien gue capa-
ble d‘opérer la réplication de son ADN, la transcription et la
traduction, n’'a en fait gardé le contrdle gue de guelques cons-
tituants. Les études concernant les interactions entre le ncyau
et le chloroplaste ne sont encore qu’a leurs balbutiements.

Nous nous sommes plus particuliérement intéressé au plastoribo-
somes, Ceux-ci ont une origine mixte (nucléaire + chloroplas-
tique) puisque 20 protéines seulement sur les 53 nécessaires
(Wittmann, 1983; Markmann-Mulisch et al., en soumission} au bon
fonctionnement d’un ribosome de type procaryotique sont d’ori-
gine chloroplastique.

Nous avons choisi d’'étudier les génes chloroplastiques de soja
codant pour les prctéines ribosomiques S7 et S12 (ainsi nommées
par leur similarité avec les 7éme et 12éme protéines en taille
de la petite sous-unité du ribosome 4’ Escherichiacoli). Ces

génes sont intéressant a plus d'un titre

-~ Ils sont codés par le chloroplaste alors que la majorité des
génes ribosomiques sont dforigine nucléaire.

- Ils donnent certaines indications phylogénétique. .

- Les protéines impliquées ont un rdle important, sur le plan
de 1'assemblage et de la fonction du ribasome.

- Le géne rps/2 (protéine S12) apporte une dimension nouvelle
a la complexité des étapes de maturation nécessaires a 1l'ob-
tention d’un ARN messager mature.

La notion classique du "géne", qui était définie comme "une
unité bioclogique de 1'hérédité" a 1l‘épogue de Mendel, doit
subir dans nos esprits une sérieuse modification.

Nous espérons que ce travail permettra de contribuer a cette
modification tout en apportant quelques éléments supplémentaires
sur la structure du ribosome et sa fonction,
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2. MATERIEL ET METHODES

La premiére condition a remplir pour étudier 1’ADN et les ARN
chloroplastiques de soja est d'obtenir des plantes dont on
puisse repérer 1l’état physiologique de fagon 3 obtenir des ré-
sultats reproductibles et de réussir a iscler des chloroplastes
intacts de fagon répétitive. A cette fin, nous avons di affiner
les méthodes existantes.

2.1 Les méthodes spécifiques

Les méthodes suivantes ont été mise au point particuliérement
pour le soja, qui pose certains problémes de par la dureté de
ses feuilles si elles sont trop agées et de la difficulté gque
l'on a & briser les cellules sans briser les chloroplastes.

La présence de polyphénols et d’oxydases endogénes indésirables
(Biotto, communication personnelle, 1987) ne facilite pas
l’obtention du matériel.

2.1.1 Conditions de culture de la plante

Les graines de soja (Ghcinemar, variété Maple Arrow) nous ont

été aimablement fournies par la maison Nestec S.A. Les graines
sont tout d’abord imbibées une nuit dans de l‘eau courante et

a température ambiante, puis sont semées dans des bacs contenant
de la vermiculite. Les plantes sont cultivées en chambre de cul-
ture sous des conditions contrdlées, avec une phctopériode de 16
heures de lumidre & 2.5 mW/cm’xS, 3 une température de 25°C et
une humidité relative de 70%. Nous les arrosons réquliérement,
mais nous avons finalement abandcnné la solution nutritive de
Siegenthaler et Depéry (1976), qui accélére la croissance, mais
semble faire produire par la plante des ADN difficiles & couper
par enzymes de restricticn.

2.1.2 Production et isolation de 1’ADN-ct

Les feuilles de soja sont cueillies 16 jours aprés que les grai-
nes aient été mises 3 gonfler. Physiologiquement, on reconnait
ce stade car il coincide au moment ou la plante a 4 feuilles,
Les deux premiéres sont bien dépliées et vertes, alors que les
deux feuilles suivantes sont en train de se déplier et en pleine
croissance. Les feuilles scont cueillies, puis stoguées 48 heures
& 4°C et & l’obscurité, afin d’'éliminer les réserves d'amidons.

Dans une isolation, 100-200 g de feuilles sont homogénéisées par
plusieurs broyages brefs (3 a 5 secondes) dans un broyeur bri-
colé dont les lames ont été remplacées par des lames de scalpel.
Les feuilles sont broyées a8 4°C dans 400 ml de tampon A (200 mM
Tris-HC1l, 200 mM EDTA, 300 mM D-mannitol, 20 mM f-mercaptoétha-
nol, pH 9.0. L'homogénat est filtré a travers 6 couches de gaze
et centrifugé & 150xg durant 1 minute, pour éliminer les débris
végétaux, une partie des cellules entiéres et des noyaux. Le
surnageant est récolté et centrifugé a 1500xg pendant 5 minutes.
Le culot de chloroplastes est resuspendu délicatement dans 6 ml
de tampon B (50 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 300 mM saccharose,

pH 8.0) et déposé ensuite sur un gradient de 35 ml contenant
deux couches de saccharose 30 et 50%, préparés dans du tampon C
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(50 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, pH 8.0). Les tubes sont centrifugés
pendant 30 minutes a 1500xg, la fraction contenant les chloro-
plastes est diluée dans environ 200 ml de tampon B, puis centri-
fugée 5 minutes a 1500xg. Le culot est resuspendu dans 5 ml de
tampon C et les choroplastes sont lysés en ajoutant 1 ml de
tampon C contenant 10% de sarcosinate de sodium. Aprés 5 minutes
d’incubation & 0°C, la lyse des chloroplastes est contrdlée au
microscope et si la préparation est correcte, le mélange est
centrifugé pendant 5 minutes & 1500xg. Le surnageant est trai-
té 3 la RNase A (50 wg/ml) pendant 1 h & température ambiante,
puis & la protéinase K (200 pg/ml) pendant 30 minutes & 37°C.
Nous ajoutons alors 0.78 g/ml de CsCl et aprés 1 h 30 & 0°C, 1le
mélange est centrifugé pendant 30 minutes & 16000xg pour préci-
piter et éliminer une partie des résidus polypeptidiques.

Le surnageant est déposé sur un coussin d’1.5 ml de CsCl (1.009
g/ml CsCl, 200 ug/ml EtBr}. Les tubes sont centrifugés pendant
16 h a 130°000xg et & la température de 20°C, dans un rotor

de type Ti 65. La bande d’ADN est récoltée sous lumiére UV

(366 nm) et 1'EtBr est éliminé par 5-6 extractions a 1l’isopen-
tylalcool (saturé avec 10 mM EDTA, pH 8.0). L'ADN est ensuite
dialysé contre 3 x 1 litre de 0.1 xSSC pendant 28 h & 4°C, et
finalement concentré par précipitation & 1’éthanol pendant

30 minutes & -70°C, Le culot est lavé & 1'éthanol 80%, puis,
aprés séchage sous vide, il est resuspendu dans 50 pl de tam-
pon TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5).

A partir de 150 g de feuilles, nous obtenons envirom 50 ug
d’'ADN chloroplastique.

Remargue : Lorsque 1'ADN chloroplastique est peu ou pas digéra-
ble par enzymes de restrictions, nous avons utilisé
un inhibiteur des protéases, gqui restitue une bonne
digestion (James, 1978).

2.1.3 Production et isolation de 1'ARNct

Le principal probléme rencontré lors de l‘isolation des ARNct
est gu’il est impossible de cueillir les feuilles beaucoup
avant 1’isolation, ni de laisser s'épuiser les réserves d’'ami-
don de la plante. Les ARN sont des produits dont la durée de
vie peut étre relativement courte (exemple connu des bacté-
ries), ainsi nous cueillons les feuilles immédiatement avant
de commencer l’isclation des ARN.

Pour isoler les chloroplastes, nous avons utilisé dans un pre-
mier temps une adaptation des méthodes de Mills et Joy (1980)
et de Kalberer cral. (1967). 50 g de feuilles sont broyés

dans du milieu de broyage MB (25 mM MOPS-KOH, 350 mM sorbitol,
2 mM EDTA, 3 mM B-mecaptoéthanol, pH 7.6). L'homogénat

est filtré a travers 6 couches de gaze, les débris cellulaires
sont sédimentés en centrifugeant pendant 1 minute & 150xg et
le surnageant est chargé sur une couche de MB, 40% Percoll.

Le tout est centrifugé pendant 5 minutes & 2500xg et la frac-
tion contenant les chloroplastes est diluée dans du tampon MB
puis sédimentée en 3 minutes & 2500xg. Les ARNct sont alors
isolés selon Sagher eral. (1976) avec 30 minutes de traite-

ment & la DNase (Worthington, ribonuclease free).

De cette maniére, 50 g de feuilles délivrent environ 50-80 ug
d'ARN chloroplastiques.
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Dans un deuxiéme temps, et en vue d'améliorer les rendements,
nous avons adapté la méthode de Hildebrand e al. (en soumis-
sion) qui a l'avantage de protéger les ARN des effets des
ribonucléases au moyen de 1'ATA (acide aurintricarboxylique).
Par ce protocole, 200 g de feuilles de soja sont homogénéisés
dans le broyeur a lames de scalpel, dans 450 ml de tampon de
broyage (TB)} en train de dégeler (50 mM Tris-HCl, 350 mM Man-
nitol, 100 mM EDTA, 5 mM B-mercaptoéthanol, 0.1% BSA,

1 mM ATA, pH 8.0. L'homogénat est centrifugé a 150xg durant 1
minute pour éliminer les débris végétaux. Les chloroplastes
contenus dans le surnageant sont centrifugés pendant 5 minutes
a 1500xg, resuspendus a l'aide d'un pinceau doux, lavés dans
50 ml puis dans 25 ml de tampon TB. Ils sont ensuite resus-
pendus vigoureusement dans 10 ml de tampon de lyse (2% Triton
X-100, 50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM ATA, pH 7.6), et gar-
dés pendant 10 minutes a 0°C. Les chloroplastes lysés sont
extraits 2x avec un demi volume de phénol-eau et 2x avec de
l'éther, pour étre finalement précipités & 1'éthanol. L'ATA
est retiré par chromatographie, en passant l'échantillon sur
une colonne de 5 ml de Sephadex G-25 avec 100 mM acétate de
sodium, 0.1% SDS ccmme tampon d’'élution. L'ADN peut ensuite
étre digéré par la DNase I (Worthington, ribonuclease free)
selon la méthode habituelle.

Ainsi, 200 g de feuilles délivrent 800 wg d'ARN selon la
densité optigque & 260 nm, mais la quantité réelle 4'ARNct doit
étre plus proche de 350 ug, & en juger par les signaux d'hy-
bridations observés.

2.2 Méthodes d'isolation, d’analyse et de purification des ADN

Une fois le matériel biologique préparé, il nous reste a l'ana-
lyser. A cette fin, il existe toute une batterie de méthodes
gqui ont été mises au point dans tous les domaines utilisant la
biologie moléculaire. Beaucoup de ces méthodes proviennent des
systémes bactériens ou animaux.

2.2.1 Caractérisation et séparation des acides nucléiques
Chaque année, il s’ajoute une série d’'enzymes de restiction sur
le marché. Que ce soit 3 des fins préparatives ou analytiques,
les enzymes de restrictions sont pour nous des alliés utiles,
puisqu’ils reconnaissent des séquences de 4 & 8 nucléotides et
coupent la molécule 4d'ADN en ces endroits spécifiques. L'emploi
des enzymes de restrictions et les conditions de digestion

sont décrites par nos fournisseurs (Boehringer Mannheim et
Biolabs New England), et dépendent principalement des organismes
& partir desquels les enzymes ont été isolés. La séparation

des fragments générés se fait le plus souvent au moyen de
l'électrophorése sur gels d'agarose pour les plus grands frag-
ments ou sur gels de polyacrylamide lorsque les fragments sont
plus petits que 1000 paires de bases.



2.2.1.1 Caractérisation et séparation des acides nucléiques
Electrophorése

Les conditions de migration des acides nucléiques dépendent de
la force ionigque du tampon dans lequel l’'électrophorése a lieu,
ainsi que de la concentration et du type de gel utilisé.

Nous avons suivi la méthode décrite par Maniatis wal (1982),
en choisissant le tampon TA (40 mM Tris-acide acétique, 20 mM
acétate de sodium, 1 mM EDTA, pH 7.8), pour séparer lentement
et de fagon optimale les grands fragments d'ADN (gels d’une
nuit & 38V). Lors des séparations rapides, nous utilisons de
préférence du TBE (130 mM Tris, 90 mM acide borique, 25 mM
EDTA, pH B.8).

BDN et ARN sont mis en évidences au bromure d’'éthidium, selon
Sharp eral. (1973},

2.2.1.2 Caractérisation et séparation des acides nucléiques
Elution des acides nucléigues a partir d’'un gel

Il est important de pouvoir éluer des fragments d‘ADN afin de

les utiliser par exemple, dans le clonage ou la cartographie.

Nous avons utilisé diverses méthodes, en fonction de la taille
des fragments et de la quantité de matériel & récupérer.

Nous avons d'abord essayé la méthode du low-melt agarose, qui évite
de perdre les fragments relativements petits que l‘on doit éluer

& partir de gels d’agarose. Décrite par Weislander (1976), cette
méthode consiste & utiliser de l’agarose a bas point de fusion,

et d’extraire 1’'ADN aprés avoir liquéfié l‘agarose a 65°C.

Dans la majorité des cas, l’'électroélution est la méthode de
choix. Les bandes d‘ADN intéressantes sont découpées du gel et
lrélectroélution est faites dans un sac & dialyse fermé ainsi
gque le décrit Maniatis eral {(1982). Cela a l'avantage d'éviter
les pertes de matériel au maximum. Il suffit d’effectuer ensuite
deux extractions avec du phénol saturé avec 10 mM Tris, d’une
extraction a l1’éther et d'une précipitation & 1'éthanol, pour se
débarasser des polysaccharides sulfatés qui, sinon, inhiberaient
la ligase et la plupart des enzymes de restriction.

La troisiéme méthode, 1'élution selon Maxam, est réguliérement
utilisée lorsque le matériel est de trés petite taille (plus
petit que 400 nucléotides) et qu’il faut le sortir d'un gel de
polyacrylamide (Maxam et Gilbert, 1977).

2.2.2 Les systémes hdte-vecteur

Une fois le matériel de base en notre possession, et comme les
guantités d’ADN obtenables & partir des plantes sont petites,
il est indispensable de pouvoir intégrer dans une bactérie les
fragments d’ADN que nous désirons analyser de plus prés. Une
bactérie transformée nous produit un grand nombre de copies du
matériel gqui nous intéresse. il ne nous reste plus qu’a séparer
cet ADN de l'information génétique propre & la bactérie-hote.




Nous avons utilisé deux types de vecteurs pour cloner des frag-
ments d’ADN étrangers et les propager dans Escherichia coli ¢

Les plasmides pBR322, contenant un ADN double brin, décrit par
Sutcliffe (1978) et intégré dans la souche
HB10l (Boyer et Roulland-Dussoix, 1969).

pEMBL18, contenant un ADN double ou simple brin,
selon le mode de culture (Dente ¢ial, 1983)

Le bactériophage M13, décrit par Denhardt eral. (1978) et décrit
par Messing et Vieira, (1982) dans les formes
mp8 et mp? que nous avons utilisées. C’est un
virus dont 1’ADN est simple brin qui infecte la
souche JM103 d’'£coli, principalement utilisé
lors du ségengage selon Sanger erel. (1980).

2.2.2.1 Les systémes hdte-vecteur
Les souches bactériennes

Nous conservons les souches bactériennes a -20 ou & -70°C dans
leurs milieux de culture complémentés de 15% glycérol afin d’

éviter la disparition ou l’apparition de marqueurs génétiques

et de limiter les risques de contaminations croisées.

La pureté des souches est réguliérement vérifiée par étalement
polygonal (Maniatis eral, 1982).

2.2.2.2 Les systémes hdte-vecteur
Milieux de croissance des bactéries et antibiotiques

Selon le but poursuivi, nous avons cultivé nos bactéries, soit
sur des milieux complexes, (milieux LB, 2xTY), gue l’on peut
rendre sélectifs pour les bactéries transformées en ajoutant
20 wg/ml d*antibiotiques (ampicilline, tétracycline), soit sur
un milieu synthétique complexe dont tous les paramétres sont
maitrisés (Minimal agar).

Le milieuw L (10 g/) tryptone, 5g/]1 extrait de levure, 85 mM NaCl
PH 7,5) est utilisé avec Escherichia coli souche HB10l, le milieu

2xTY (16 g/1 tryptone, 10 g/l extrait de levure, 170 mM NaCl),
avec la souche JM103. Le milieu Minimal agar (15 g/1 bactoagar,
28 mM KH2POs, 60 mM K2HPO4, 7.5 mM sulfate d’ammonium, 1.7 mM
citrate de sodium, 0.8 mM sulphate de magnésium, 25 M Vitamine
Bl, 10 mM glucose) est employé comme milieu solide pour la
souche JM103 de E.coli K12. Cette souche comporte une délétion

du géne pro qui permet la sélection de l’épisome sur un milieu
glucose/minimum. L'épisome étant nécessaire pour l'infection par
le phage M13 qui est mdle spécifique, il est important d’inocu-
ler un milieu riche directement & partir d’une culture sur
Minimal agar.

Lorsqu’une amplification des plasmides est nécessaire, du chlor-
amphénicol est ajouté en cours de culture selon Clewell (1972)



2.2.2.3 Les systémes héte-vecteur
Isolation de plasmides en grande quantités

Les plasmides utilisés en Biologie moléculaire étant des ADN
extra-chromosomiques, circulaires et de tailles relativement
petites, il est possible de les isoler de 1'ADN bactérien de
taille nettement supérieure, qui est linéarisé parce gqgue brisé
au cours de nos manipulations.

Nous avons préféré une méthode d’'isolation (R{tti, 1982) ou les
bactéries sont lysées au S5DS (selon Godson et Vapnek 1973), les
débris cellulaires précipités selon Hirt, (1967) et ol 1’ADN
bactérien est ensuite é€liminé par une dénaturation & 1l'alcali
suivie d’une extraction phénol en milieu & haute force ionique
(débarassant de tout 1'ADN bactérien, qui dans ces condi-

tions est simple brin).

La méthode de purification des ADN circulaires par centrifuga-
tion & 1'équilibre dans un gradient de chlorure de césium, est
nettement plus longue, (Maniatis eal, 1982) et n'a été uti-
lisée que lorsqu‘il fallait un matériel de particuliérement
bonne qualité.

2.2.3 L'introduction de vecteurs dans E.coli

Pour préparer de 1'ADN double brin en grande quantité, nous
avons cloné nos fragments d'ADN dans les extrémités cohésives
des sites HinDIII et BamHI du plasmide pBR322. L'ADN plasmidial
est digéré, déphosphorylé (Chaconas et van de Sande, 1980), puis
ligué avec les fragments désirés (Weiss eral., 1968). La
transformation des cellules de la souche HB10l (Mandel et Higa,
1970) est augmentée en gardant les cellules traitées au CaCl:
pendant quelques heures dans de la glace, comme c’est conseillé
par Dagert et Ehrlich (1979).

Le clonage des phages de type M13 dans E coli est compliqué

par le fait que seule la forme réplicative double brin de 1'ADN
des bactériophages est utilisable pour la digestion, la ligation
et la transformation des bactéries. La forme réplicative est
obtenue en récoltant des cellules infectées par le phage M13 mp8
ou mp9 qui sont récoltées alors que les cellules sont encore en
phase de croissance exponentielle. L’ADN est isolé par la métho-
de décrite au §(2.2.2.3). Le vecteur est digéré par HincIl (site
aux extrémités nettes), déphosphorylé, purifié par électrophoré-
se sur gel d'agarose, et ainsi prét pour la ligation (Messing e
al. 1981). Les extrémités des fragments a cloner sont remplies -
avec 1’'ADN polymérase I, fragment de Klenov lorsque c’est néces-
saire. Les ligations contiennent 25 ng de vecteur et 3 a 6 fois
plus d'insertion en terme de molarité. L'ADN ligase du bactério-
phage T4 est utilisée selon les données de Boehringer (Mannheim)
et les ligations incubées a 14°C pendant la nuit dans la plupart
des cas et & 0°C, si des insertions de plus de 1000 paires de
bases sont attendues. La tranformatlon au CaCl: suit le proto-
cole d‘Aamersham, {(1983).



2.2.4 Lfidentification des recombinants

Les vecteurs gue nous utilisons possédent un ou plusieurs mar-
queurs, qui permettent 1’identification rapide des transformants
et de repérer les plasmides ou les phages contenant une inser-
tion de ceux qui n’en ont pas.

2.2.4.1 L‘identification des recombinants
Sélection par les antibiotiques

Outre son origine de réplication, le plasmide pBR322 contient
les génes bla et i1, codant respectivement pour une B-lactamase
clivant l'ampicilline et une protéine qui modifie la membrane
bactérienne et empéche le transport de la tétracycline dans la
cellule. Les sites HinDIII et BamHI interrompant le géne bla, un
simple test de croissances sur des milieux contenant l‘un de ces
antibiotiques permet de déterminer s'il y a eu insertion d‘'un
vecteur (résistance & la tétracycline) et si ce vecteur a inté-
gré un fragment d'ADN étranger (sensibilité a l'ampicilline).

2.2.4.2 L'identification des recombinants
Sélection de par l'activité de la B-galactosidase

Dans le cas des vecteurs M13, un test de complémentation permet
de distinguer facilement les plaques des recombinants de celles
du phage original. Les phages de type M13 contiennent une partie
de l’opéron lactose de E cofi comprenant l’opérateur, le pro-
moteur et les 145 acides aminés N-terminaux de la B-galactosidase
(a-peptide). La bactérie ne possédant qu'une B-galactosidase com-
prenant une délétion des acides aminés 11 & 41, ne produit pas

un enzyme fonctionnel. Lorsgue la B-galactosidase est induite par
de 1'1PTG (isopropyl-p-thio-galactopyranoside), les enzymes de la
bactérie et du phage se complémentent, produisant une f-galacto-
sidase fonctionnelle, capable d‘hydrolyser un analogue du lac-
tose, le BCIG (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-g-galactoside), en un
colorant bleu. Les plagque blanches contiennent donc des phages
avec insertions, les plagues bleues appartenant aux phages de
type "sauvage",

2.2.5 L'analyse des recombinants

Les méthodes précédentes, nous permettent de savoir qu'il y a eu
insertion, mais cela n‘est généralement pas suffisant. Nous nous
trouvons souvent devant plusieurs centaines de recombinants et
seuls ceux contenant un géne particulier nous intéressent,

2.2.5.1 L'analyse des recombinants
Méthode de Hoggness

Cette méthode d’isolation simultanée des ADN d’une centaine de
colonies de bactéries ayant poussé sur un filtre nitrocellulose
{(Grunstein et Hogness, 1975) & l'avantage de permettre de tester
rapidement la présence d‘un géne par hybridation §(2.2.5.4).
Nous avons utilisé une adaptation de la méthode originale
(Maniatis era/ 1982), qui évite l’achat de l’appareil parti-
culier utilisé par les précédents auteurs pour imbiber leurs
filtres nitocellulose, le remplagant pat du papier filtre,
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2.2.5.2 L'analyse des recombinants
Mini-lysats

La méthode précédente a le désavantage de ne pas différencier

un signal obtenu par hybridaticn contre l’insertion, du signal
obtenu contre le vecteur ou l’ADN bactérien total, il est géné-
ralement utile de vérifier les clones qui semblent positifs par
la méthecde de Birnboim et Doly, (1979). Le procédé consiste en
une rapide extraction des plasmides en conditions alcalines, qui
est généralement suivie par une analyse des clones par restric-
tien, d'un transfert selon Southern §(2.2.5.3) et d’une hybrida-
tion contre une scnde spécifique §(2.2.5.4).

2.2.5.3 L'analyse des recombinants
Méthode de Southern

Nous utilisons la méthode de Southern, (1975), pour la localisa-
tion de séquences particuliéres parmi un certain nombre de frag-
ments de restrictions qui ont été séparés par électrophorése.
L'ADN est dénaturé, transféré sur papier nitrocellulose, puis
hybridé.

2.2.5.4 L'analyse des recombinants
Hybridations homologues et hétérologues

La dénaturation d’un ADN marqué radiocactivement, suivie d’une
renaturation d'un double brin avec des ADN non marqués et sim-
ples brins, permet de repérer les molécules hybrides formées.
La température de renaturation optimale dépendra du pourcentage
en bases guanine + cytosine de 1’/ADN, de la force ionique du
tampon, de la gquantité de formamide présente, ainsi que de
l’homologie existant entre les deux séquences a hybrider. Pour
le détail, se référer au §(2.5), oU les relations mathématiques
sont intégrées 3 la partie informatique de ce travail. La
préparation des sondes est décrite dans le §(2.2.7).

Tenant compte des données thécriques, nous avens utilisé quatre
tampons d’'hybridations. En début de thése, ncus avons utilisé
les conditions suivantes

Dans le cas d’'hybridations hétérologues, lorsque la sonde pro-
vient d’un autre organisme que celui étudié, le tampon contient
15% formamide, 5xSSPE, 5xDenhardt, 200 pg/ml d’ADN de thymus de
veau 51mple brin et 0.1% SDS. L'hybrxdatlon est optlmale a 37°c
et en présence de 100-200 ng/ml de sonde 10°-10° cpm/ml

Dans le cas d'hybridations homologues, lorsque la sonde est
spécifique au fragment 4d'ADN ou 4'ARN é&tudié, le tampon contient
50% formamide, 5xSSPE, S5xDenhardt, 200 wpg/ml 4d'ADN de thymus de
veau 51mple brin et 0.1% SDS. L'hybrldatlon est optlmale a 42°c
et en présence de 100-200 ng/ml de sonde 10°-10° cpn/ml
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Nous avons ensuite préféré les conditions d'hybridations con-
seillées par la maison NEN (1984), qui donnent de bien meilleurs
rapports signal/bruit de fond

Selon le type d'hybridation, le tampon ‘Contient 15% ou 50% for-
mamide, 1M NaCl, 1% SDS, et plus de 100 gg/ml d’ADN de thymus de
veau. L’'hybridation & lieu dans les mémes conditions de tempéra-
tures (& 37 ou a 42°C) que précédemment, en présence d’'au maxi-
mum 10 ng/ml de sonde (105 dpm/ml).

Aprés 5-6 heures de préhybridation (sans la sonde), 16-24 heures
d'hybridation, les filtres sont lavés avec agitation constante

2 X 5 minutes dans 2xSSC,
2 x 30 minutes & 65°C dans 2xSSC, 1% SDS
2 x 30 minutes & température ambiante dans du 0.1xSSC

2.2.5.5 L’analyse des recombinants
Construction d’une carte de restriction

La cartographie détaillée d’'un fragment de restriction, est
obtenue & partir de plusieurs méthodes. Le choix de la technique
& employer dépend de la taille de 1’ADN & cartographier.

Nous avons utilisé les digestions simples et multiples avec des
enzymes coupant peu, lorsque le fragment a localiser faisait
partie de 1'ADN chloroplastique total. L'hybridation spécifique
d’'un fragment face a une série de digestions, nous donne alors
la localisation de ce fragment par rapport aux autres. Une série
d’expériences, permet de reconstituer une carte complete de la
région étudiée.

Pour cartographier des fragments plus courts (10 Kb dans notre
cas), nous avons eu recours a la digestion partielle (Smith et
Birnstiel, 1976), La méthode consiste & faire le marquage termi-
nal d’une seule des extrémités d'un fragment linéaire d'ADN et
d’'ajuster les conditions de digestions de fagon & obtenir un
clivage par molécule. Il suffit ensuite d'observer la taille

des sous-fragments produits, pour pouvoir dresser la carte du
fragment initial, le fragment le plus court étant le fragment

le plus proche de l'extrémité marquée.

Parfois, nous avons procédé a des digestions séquentielles, en
éluant par électroélution un fragment dont on désirait une carte
plus détaillée : Adaptation de la méthode d’'Herrmann eral. (1980)

2.2.5.6 L'analyse des recombinants
Sous-clonage

Il est parfois utile de cloner des sous-fragments d’ADN afin
d’en faciliter l’analyse. Le clonage des fragments relativement
grands (plus grands que 1 Kb) est effectué dans pBR322. S5i

des fragments plus petits sont attendus, il est possible de les
intégrer au hasard dans le bactériophage M13 et de les ségquencer.
Dans ce cas, i1 faut rester attentif au fait que si les inser-
tions ont plus de 1 Kb, elles ont tendance & subir des délétions
durant la propagation des phages.
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2.2.6 Le séquencage selon Sanger

L'analyse la plus fine possible au niveau de 1'ADN est le sé-
quengage, qui permet de déterminer la structure chimique de la
molécule. Nous avons utilisé la méthode de Sanger cial. (1980).
Cette méthode se base sur la faculté gqu’a le fragment Klenov de
1'ADN polymérase I d'incorporer des dideoxynucléotides, lors-
qu’il synthétise une copie d'un ADN monocaténaire hybridé & une
amorce, Un dideoxyribonucléotide, dont le dideoxyribose est dé-
pourvu de groupe hydroxyle en 3’, blogque la synthése du brin
dans lequel il vient d'@tre incorporé. Quatre réactions sont
effectuées en paralléle, chacune en présence de l’un des di-
deoxynucléotides triphosphates (ddGTP, ddATP, ddCTP, ddTTP) et
des quatre deoxyribonucléotides triphospates (dNTP) dont 1’un
est radioactif (w-P®? JdATP), Les produits sont séparés par élec-
trophorése sur gels d’acrylamide dénaturants.

2.2.6.1 Le séquengage selon Sanger
Préparation de la matrice

La préparation des matrices simples brins est trés critique pour
obtenir des gels de séquences lisibles. Nous avons suivi la
méthode de Messing eral. (1981) et plus particuliérement le
protocole optimalisé d’Amersham, (1983)., Les cellules bactérien-
nes sont centrifugées et les phages contenus dans le surnageant
sont précipités au PEG (Lis, 1980). Il est critique d’enlever
toute trace de PEG. L'ADN est alors extrait au moyen d’une
extraction phénol et d’une extraction éther. Il faut éviter &
tout prix l'emploi de chloroforme, qui fait obtenir des séquen-
ces totalement illisibles. Aprés précipitation 3 1'éthanol, une
culture d'une nuit de 1.4 ml de bactériophage donne de 100 &

200 ng d'ADN simple brin qui sont resuspendus dans un volume
final de 50 pl de tampon Tris-HCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.

2.2.6,2 Le séguengage selon Sanger
Les solutions de travail

Les solutions stocks de deoxyribonucléotides triphosphates
(dNTPs) et de dideoxyribonucléotides triphospates (ddNTPs} sont
préparées dans de 1l'eau distillée, neutralisées a l’aide de Tris

-

base et ajustées & 10 mM. Nous gardons ces solutions a -70°C,
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Nous préparons les solutions de dGTP, dCTP, dTTP suivantes dans
5 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.5. En premiére approximation,
les solutions de travail de d4GTP et dd4CTP sont & 0.3 mM, le
ddATP a 0.1 mM et le AdGTP & 0.5 mM. La solution de dATP non-
radiocactif (solution de chasse) est & 0.25 M. Nous donnons dans
un tableau, la composition des solutions de mélange pour chaque

réaction de séquence.

Sol. STOCK Mél. dGTP | Mél. dATP | Mél. dCTP | Mél. dTTP
0.5 mM dGTP 1wl 20 ul 20 ul 20 ul
0.5 mM dCTP 20 pl 1l 20 ul 20 pl
0.5 mM dTTP 20 ul 20 ul 1wl 20 pl
Tampon TE 5ul 5ul 5 ul 5ul
Eau bidist. 454 ul 454 ul 454 yl 435 pl
ol TE = 50 mM Tris-HC1l, 1 mM EDTA, pH 8

2.2.6.3 Le séquengage selon Sanger
La réaction de séquence

Nous avons utilisé une simplification des méthodes publiées, en
procédant & nos réactions de séquences dans des tubes Eppendorf
et non dans des capillaires scellés. Les clones sont d’abord
triés en analysant la réaction de séquence en présence de ddT
(ddTTP). Généralement, 24 clones sont analysés simultanéments.
Par ADN, nous utilisons 1 wCi d'wP?2 dATP (0.1 wl), 0.3 ng de
pentadecamére "sequencing primer" pour l’'amorce (0.3 wpl), 0.3 wl
de tampon 10x Hin DTT (110 mM Tris-HC1l, 100 mM MgClz, 500 mM
NaCl, 10 mM DTT, pH 7.4) et 0.8 pl d'eau. A 1.5 pl de ce mélange
sont ajoutés 3-6 ng de matrice 4'ADN (1.5 pl) qui sont déposés
sur le bord du tube et briévement centrifugé. L'hybridation
entre l’amorce et la matrice est effectuée a 55°C pendant 5 mi-
nutes, puis 10 minutes & température ambiante. Pour chaque
réaction, 2 wl d'un mélange dTTP:ddTTP (l:1) sont ajoutés ainsi
gque 0.2 UI de Klenov (2 pl). La synthése du deuxiéme brin d'ADN
est effectuée 3 température ambiante pendant 15 minute, le dATP
de chasse (2 wpl) est ajouté, puis la réaction est continuée
pendant 15 minutes supplémentaires avant d'étre stoppée par
l*addition de 4.5 pl de colorant-formamide (3 wpg/ml xyléne cya-
nol FF, 3 wpg/ml bleu de bromophénol, 20 mM EDTA dans de la
formamide désionisée)., L’'ADN est dénaturé a 100°C pendant 3
minutes et chargé sur un gel dénaturant 6% acrylamide, 8M urée
(400 x 200 x 0.3 mm), (Sanger et Coulson, 1978). Nous faisons
migrer les gels & 30 mA/gel pendant 2 h30 a 3 h, en surveil-
lant gque la température n’excéde pas 55°C. Les gels sont fixés
pendant 5 minutes dans une solution 20% éthanol, 10% acide
acétique), transférés sur papier 3MM, séchés par chauvffage et
sous vide pendant 2 heures, puis une autoradiograpie est faite
durant la nuit sur film KODAK XAR-5.
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Lorsque les empreintes des T de tous les clones sont analysées,
La réaction de séquence proprement dites est faites. Les seules
différences consistent en la préparation du tampon d'hybrida-
tion et en le changement des rapports dNTP:ddNTP. Pour chaque
clone analysé, nous utilisons 5 wCi d’o«P?? 4ATP (0.5 pl), 1 ng
de pentadecamére "sequencing primer" pour l’amorce (1 wl), 1 pl
de tampon 10x Hin DTT et 2.5 ¢l d'eau. A 10-20 ng de matrice
d’ADN (5 yl) sont ajoutés 5 pl de ce mélange. Aprés hybrida-
tion, 2 yl de solution sont ajoutés aux différents mélanges de
dNTP:ddNTP,

Dans le tableau suivant, nous indiquons le type de gel utilisé,
la duré des électrophoréses et les conditions particuliéres des
mélanges dNTP:ddNTP, Pour lire des ségquences de plus de 350
nucléotides, un gel de huit heures est indispensable.

gel acrylamide | durée dG:ddG dA:ddaA dC:ddC dT:ddT
6x 3-6 h 2:1 2:1 4:1 2:1
5% 8 h 3:1 3:1 5:1 3:1

Il est 3 noter gque nous avons parfois utilisé des gels avec
gradient de tampon (Biggin erael, 1983), gui ont l'avantage de
permettre de supprimer le gel de six heures, lorsque les inser-
tions ne sont pas trop longues. Par contre, il faut que la tech-
nique du coulage des gels soit vraiment au point, pour ne pas
observer de différences locales de migrations.

2.2.7 Le Marquage des ADN

Différents types de marquages sont utilisés pour fabriquer des
sondes et ainsi diminuer la quantité minimale d'ADN ou d'ARN
nécessaire pour pouvoir 8tre détecté. Nous avons évité la tech-
nigue du marquage terminal par la kinase (Maxam et Gilbert,
1977), qui nous demandait 1l’achat de yP®2-dATP, peu utilisé
sinon dans le laboratoire.

2.2.7.1 Le Marquage des ADN

Nick-translation

Cette méthode (Rigby ero., 1977) est basée sur l'utilisation de
1'ADN polymérase I df Escherichiacoliy, qui posséde 3 activités
enzymatiques distinctes (Kelley et Stump, 1979) Une activiteé
polymérasique (5’- 3'), une activité exonucléasique (3'= 5’) qui
est bloguée par l'activité de polymérisation, et une activité
exonucléasique (5’2 3’} qui combinées, permettent la réparation
dun ADN a partir d’un trou {("nick") dans la molécule. Si le mé-
lange réactionnel contient un nucléotide marqué («P®*? dATP),
alors 1'ADN réparé sera une copie radioactive du matériel ini-
tial.
Remarques La qualité des préparations de l’enzyme ayant
augmenté, il est maintenant nécessaire d'ajouter
0.6 mUI de DNase I (Worthington, ribonuclease free)
par réaction.

Ce type de sonde doit étre dénaturé a 100°C pendant
3 minutes, avant d’étre utilisé,
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2.2.7.2 Le Marquage des ADN :
- Remplissage a la Klenow en présence d’oaP?? dATP

Lorsque les ADN ont é&té digérés par des enzymes de restriction
donnant des extémités 5’ protubérantes, il est parfois possible
de faire un margquage terminal en remplissant les extrémités &
l'aide de 1'ADN polymérase I, fragment de Klenov. A cela, deux
conditions, l'emploi d’aP’? JATP et la possibilité d'intégra-
tion de ce dATP dans le site de restriction en qguestion.
L’avantage de cette méthode est qu’il est possible de jouer

sur les sites de restrictions des deux extrémités du fragment
et d‘obtenir le marquage terminal d’une seule extrémité.

2.2.7.3 Le Marquage des ADN :
Marquage spécifique d'un seul brin d’ADN

Il existe plusieurs méthodes de fabrication de sondes a partir
de la matrice simple brin gque représente un clone M13. Hu et
Messing, (1982) utilisent une amorce universelle "hybrid probe
primer", complémentaire & la région 5’ au site de clonage mul-
tiple du M13 mp7, pour initier la synthése d'un ADN marqué com-
plémentaires au séguences du M13 en aval de l’insertion. Nous
avons testé l’'utilisation de cette sonde partiellement double
brin, mais la fixation parfois non spécifique de la sonde dimi-
nue l’efficacité de la méthode. Boyer, (1986) rend économique
cette technique de sandwich, effectuant une hybridation en deux
temps. De 1’'ADN froid d’'un clone M13 contenant une insertion,
puis de 1'ADN marqué de la forme réplicative de M13 sont séquen-
tiellement hybridés, délivrant une sonde trés chaude.

Nous avons mis au point une technique personnelle de marquage,
qui si elle donne des sondes moins chaudes, donne néanmoins
des sondes nettement plus spécifiques, ne contenant pas de
longues séquences simple-brins de M13 qui peuvent hybrider
avec les ADN ou les ARN & tester. Nous isolons une sonde mar-
quées en plusieurs points et séparée de la séquence complémen-
taire, froide, ce qui améliore l'efficacité d'hybridation.

Cette méthode est la suivante

20-40 ng d"ADN provenant d’un clone M]3, contenant une insertion "RNA-like”

(9 ul), 10 uCi d’aP3? dATP () ul), 3 ng de pentadecamére "sequencing primer”
pour I'amorce (3 ul) sont ajoutés dans un tampon contenant (11 mM Tris-HCI,

10 mM MgCl2 , 50 mM NaCl, | mM DTT, pH 7.4, 200 uM dGTP, 200 uM dCTP
et 200 uM dTTP). L’amorce est hybridéc pendant 5 minutes a 55°C, puis 10 minutes
a température ambiante. | a 2 UT de Klenov sont ajoutées. Le tube est incubé pen-
dant 20 minutes a température ambiante et lorsque 1'insertion est de taille supérieure
a 150 nucléotides, 2 ul de solution de dATP de chasse §(2.2.6.2) sont ajoutés avant
d’incuber le tube pendant 20 minutes supplémentaires a 37°C. La réaction est stop-
pée par une incubation de 5 minutes a 65°C et I'’ADN est précipité a 1’éthanol a
-70°C pendant 25 minutes. Apres 10 minutes de centrifugation dans une centrifu-
geuse Eppendorf, les sondes sont resuspendues dans du tampon de digestion EcoR1
(M13 mp8) ou HindIIf (M13 mp9) et digérées par Jes enzymes correspondants. Les
sondes sont ensuite dénaturées et purifiées sur gels d’acrylamide 4 & 6%, urée 8M

et ou la bande spécifique est repérée aprés une autoradiographie de 15 minutes

avec écran intensifiant. L'élution du fragment est faite selon Maxam et Gilbert,
(1977) et le fragment est finalement resuspendu dans 20 ul de TE.
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La séquence complémentaire a notre sonde étant I'ADN complet de M13, nous nous en
débarassons lors de la purification du fragment sur gel dénaturani : Ainsi toute molécule
compétitrice a I'hybridation souhaitée est éliminée. -

2.3 Méthodes de séparation et d’analyse des ARN

Une fois que la molécule d’ADN est décodée, l'étape suivante est
d’analyser quels ARN messagers sont transcrits, a quel moment et
comment ., Pour répondre & ces questions, il faut s’appuyer sur un
certain nombre de méthodes relativement délicates, puisque le
matériel de base est 1’ARN chloroplastique, qui mis & part sa
rareté, est sensible au RNAses. Tous le matériel utilisé (verre-~
rie, tampons, etc.) a donc toujours été stérilisé, que se soit a
l7étuve & 160°C, a l'autoclave a 120°C ou au DEP (diéthyl pyro-
carbonate).

2.3.1 Les méthodes d’analyses

2.3.1.1 Les méthodes d'analyses :
Dénaturation des ARN au glyoxal et séparation

Lorsqgue les échantillons & séparer sont des ARN, nous les déna-
turons généralement au glyoxal et les séparons sur gel d’'agaro-
se 1.2% dans du tampon 10 mM phosphate pH 6.6, avec circulation
continue du tampon, selon la méthode de Mc Master et Carmichael
(1977). La calibration des gels d’'ARN est obtenue en chargeant
sur le gel 2 échantillons d’'ARN ribosomique obtenus & partir
d’une préparation de ribosomes d' Escherichia coli :

L'un est dénaturé au glyoxal et sert de référence de poids molé-
culaire, l’autre est un contrdle non dénaturé qui permet de se
rendre compte si la dénaturation au glyoxal est effective.

2.3.1.2 Les méthodes d’analyse
Northern et &lectrcélution

Les ARN sont transférés sur papier nitrocellulose par Northern
(Thomas, 1980) ou sur nylon {GeneScreen™ ) par électro-

élution (NEN, 1984). NWNous avons rapidement préféré la seconde
méthode, qui permet des hybridation avec un bruit de fond mini-
me . ' '
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2.3.2 séguencage de 1'ARN

Plusieurs moyens peuvent étre utilisés pour obtenir la séquence
d’un ARN

Si 1’ARN est de faible taille et abondant, le séquencage directe
de 1'ARN par méthode chimique est possible, aprés marquage
terminal des molécules (Peattie, 1979), (wWaldmann eal., 1987).
Nous avons écarté cette méthode car les messagers n’étaient pas
assez abondants.

Le séquengage d’un cDNA cloné est une méthode de choix lorsque
une copie de 1'ARN messager a été obtenue par l’emploi de la
trancriptase inverse (Maniatis cral., 1982). Nous aurions pu
choisir de monter une banque de c¢DNA, mails l'absence de queue
de poly A chez les messagers chloroplastiques, et les manipula-
tions relativement compliquées et longues rendaient assez aléa-
toire l’'obtention d’un résultat dans le temps imparti.

Nous avons donc choisi une méthode de séquengage directe de
1'ARN utilisant 1’hybridation d’une amorce radiocactive sur le
messager, puis la fabrication d'un cDNA & partir de cette
amorce, cela en présence de dideoxynucléotides, selon le méme

principe que pour le ségquengage de 1'ADN selon Sanger

2.3.2.1 Le séquengage par "primer extension”
Méthode de Goldenberg et Hauser, (1983).

8 vl d’amorce simple brin préparée selon notre méthode person-
nelle du §(2.2.7.3), mais obtenue par digestion du site de
restriction unique et interne & l’insertion (SnaBI) ou digéré
par Rsal, auquel on ajoute 13.2 wl d’eau bidistillée est déna-
turée pendant 2 minutes & 100°C. Ensuite : 10 g d'ARN chloro-
plastique et 5.6 x4l de tampcn 10xRT (500 mM Tris-HCl, 20 mM
MgCl2, 840 mM KCl, 10 mM DTT, pH 8.3 pH ajusté & 37°C) sont
ajoutés. L'hybridation est faites 5 minutes & 65°C, puis le
bain est réglé sur 55°C et laissé a refroidir pendant 55 minu-
tes. Une incubation de 90 minutes & 37°C, puis de 30 minutes

-~

& 25°C, termine cette étape.

La réaction avec la transcriptase inverse est initiée dans du
tampon l1xRT auquel est ajouté un supplément de 20 mM KCl, les
dNTP et les ddNTP sont ajoutés selon (Goldenberg et Hauser,
1983). Chaque réaction est faite en présence de 6.5 UI d’enzy-
me, d'abord 5 minutes a 25°C puis, 15 minutes a 37°C.

La solution est amenée a une concentration de 125 yM dNTP, puis
incubée pendant 15 minutes & 37°C. La réaction est arrétée en
ajoutant 10 mM EDTA. Les ARN sont hydrolysés pendant 3 minutes
4 100°C en présence de 100 mM NaOH. Le pH est neutralisé& par
l7addition d’une méme quantité 4'HCl et les cDNA sont précipi-
tés avec 3 volumes d'isopropancl, en présence de 500 mM acétate
d’amonium et de 1 ug/ul d’ARN-t, pendant 20 minutes a -80°C.
Aprés centrifugation, le culot est lavé avec de 1’éthanol 100%,
resuspendu dans 2 pl de tampon d'électrophorése (TBE) 2x et

2 pl de solution colorant-formamide (3 wg/ml xyléne cyanol FF,
3 wg/ml bleu de bromophénol, 20 mM EDTA dans de la formamide
désionisée)., Le tout est ensuite chargé sur gel de séquence et
manipulé comme tel, §(2.2.6.3). Pour obtenir un signal suffi-
sant, le gel est exposé pendant une semaine & -70°C, avec un
écran intensifiant.
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24 Matériel, enzymes et solutions particulieres

2.4.1 Le Matériel particulier

- Les écrans intensifiants "Lightning-Plus" proviennent de
Cronex, Du Pont.

- Le broyeur & lames de scalpels est un broyeur standard, pour
lequel les lames classiques ont été remplacées par 2 lames
de scalpel tournant horizontalement et 2 lames faisant un
angle de 45° ayant été renforcées par des lames cassées.

2.4.2 Les enzymes

Les enzymes de restriction :

Alul, BamHI, BglII, Clal, EcoRI, HaellIl, HinCII, HinDIII,
HinFI, Hpal, Hpall, Kpnl, PstI, Pvul, Rsal, Smal, SacI,
Sall, Sau3AI, SnaBI, Taql et Xhol ont été utilisés au cours
de ce travail. Tous proviennent de Boehringer Mannheim ou
lorsqu’ils n'étaient pas au catalogue, de Biolabs New
England.

- La T4 DNA ligase,

- La DNA polymérase I sans endonucléases,

- La DNA polymérase I, fragment de Klenov,
proviennent de Boehringer Mannheim.

~ La DNAse est garantie sans RNase par Wecrthington

- La reverse transcriptase a été achetée chez Stehlin, puis
suite a des problémes de fiabilité, chez Boehringer Mannheim.

- La RNase A {(de pancréas de boeuf, Sigma) est traitée dix

minutes a 100°C, ce qui.élimine tout risque de contamina-
tion par quelqu’enzyme que ce soit.

2.4.3 Le matériel radioactif

1"aP?? dATP provient de Amersham
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2.4.4 Les tampons

Denhardt (1lx)

SsC (1x}

SSPE (1x)

TA (1lx)

TBE (1x)

: 0.2% BSA {sérum albumine de boeuf)

0.2% PVP (polyvinylpyrrolidon)
0.2% Ficoll '

150 mM NacCl
15 mM citrate de sodium

180 mM NaCl
1l mM EDTA, pH 7.7
10 mM Tampon phosphate de sodium, pH 7.7

400 mM Tris

200 mM acétate de sodium
10 mM EDTA

pH 7.8

130 mM Tris

90 mM acide borigque
25 mM EDTA

pH 8.8

2.4.5 Les produits chimigues

La formamide

Le glyoxal

L'urée

est toujours utilisée sous forme désionisée.
Nous désionisons la formamide en lui addition-
nant une résine échangeuse d'ion (Amberlite
MBl, Serva, Heidelberg), puis en la filtrant,
Nous stoguons la formamide désionnisée a -20°C

subit le méme traitement que la formamide.
Les filtrations doivent &tre particuliérement
soignées. Le glyoxal est fractionné en trés
petites quantités (env. 20 ul) et stoqué a
-70°C. Les tubes dégelés et ouvert une fois
sont jetés,.

utilisée pour les gels de séquence doit étre
pure. L’urée Merk est de pureté suffisante.
L'urée ultra pure de Schwarz Mann Inc.,
Spring valley est un réel luxe (trop chére),
mais d’excellente qualité.

-19-



2.5 L’outil informatique :

Pour faciliter le travail d’analyse des données récoltées au la-
boratoire, ou simplement comparer celles-ci avec celles déja
cataloguées dans une base de données telle que 1'EMBL (European
Molecular Biology Laboratory), il est maintenant impensable de
travailler sans l'informatique.

Une partie de notre travail 3 consisté & mettre au point des
utilitaires simplifiant lranalyse des séquences d'ADN et de pro-
téines. Nous avons travaillé alternativement sur des ordinateurs
VAX 785 et VAX 750. Ces ordinateurs ont l’avantage d’étre cons-
truits de maniére a ce que l'utilisateur n’ait aucune limita-
tion en ce qui concerne la place en mémoire centrale. L’ordina-
teur gére lui-méme sa mémoire centrale.

2.5.1 Le BASIC structuré de VAX/VMS

Nous avons choisi de programmer en langage BASIC pour les rai-
sons suivantes

Le langage BASIC dans la version 2.3 (bigital, 1982) implan-
tée sur VAX/VMS est un langage structuré, c’'est a dire ou il
n’‘est pas nécessaire de numéroter chague ligne, un langage
qui est beaucoup plus lisible que le BASIC standard et ol le
nombre des embranchements {(ordres GOTO) peut &tre limité au
strict minimum. De plus, le BASIC a l’'avantage de nécessiter
un minimum de déclaration de variables et dfétre relativement
plus souple & lfutilisation que d’autres langages. Nous avons
aussi profité du fait qu’'il est possible avec VAX d'importer
des ordres de différents langages, et dans notre cas, particu-
liérement & partir du FCRTRAN. Nous avons écarté le FORTRAN
pour l'écriture du programme prncipal & cause de ses déclara-
tions et PASCAL parce que si ce langage est treés bien adapté
aux mathématiques, il est trés mal-pratique en ce qui concerne
le traitement des chaines de caractéres, qui dans notre cas
est le probléme principal. Le BASIC implanté sur VAX/VMS est
compilé, ce gqui le rend performant (environ 17000000 de bou-
cles contenant une ou deux opérations simples sont effectuées
par secondes). Enfin, nous avons adapté un programme & nos
besoin, plutdt que de rester dans les limites imposées par
l'utilisation de programmes déja établis.

2.5.2 Le programme ANALYSE

Le programme ANALYSE contient en fait quatre programmes qui
fonctionnent avec plusieurs types de fichiers d’entrées.

Les fichiers d'ADN peuvent étre selon le format d'Heidelberg
(EMBL) ou de type quelconque, ne contenant gque la ségquence
sans aucun commentaire (S8taden, 1980).
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Sous-programme ANALYSE

Celui-ci est a peu prés équivalent aux programmes

SEQLST, TRANSQ, SEARCH Staden, (1977)
TRANDK, TRNTRP Staden, (1978)
TRANMT, DIAGON Staden, (1980)

avec des possibilités d’'impressions beaucoup plus étendues, et
la compatibilité aux fichiers de 1'EMBL, cela méme si le fichier
n'est pas mémorisable dans une seule variable VAX (>657535 ca-
ractéres). Nous avons des options supplémentaires trés utiles
comme la recherche de "N~track" & l'écran, la transcription
automatique des séquences codantes répertoriées dans les fi-
chiers d'ADN de 1'EMBL et la fabrication de fichiers de proté-
ines du type standardisé de 1’EMBL, utilisables dans le pro-
gramme HEID mis au point par nous, ou dans le programme PRPLOT
décrit par Hopp et Woods, (1981).

Les fichiers d'enzymes de restrictions

peuvent étre du type de Staden (1977), ou des deux types utili-

sés a 1’EMBL. Les recherches de séguences sont possible en uti-

lisant le code préconisé par Heidelberg (EMBL), code particulié-
rement pratigue et dont l'emploi a tendance a se généraliser

R PURINE (A,G) Y PYRIMIDINE (C,T) S C ou G

M A ou C W : AoulT K: GoulT®

D A ouGoulT T H AouCoulTT VvV : AouC oue6G
B C ouGoulT T N A ouC ouGoulTT

auguel est ajouté le code de Staden (1977}

- ¢+t AouC ouGoulT T

Nous avons délibéremment évité d'utiliser le code utilisé par
Staden (1979) lorsque la séquence est incertaine et gu’un
certain nombre d’insertion-délétion est probable. Il est pré-
férable d’utiliser le code présenté ici ou de faire des recher-
ches dans le fichier en utilisant 1l’option "N-track" du pro-
gramme, gui permet de repérer une séquence spécifique corres-
pondant 3 une réaction de séquence particuliére (celle du T

par exemple), donc en ne connaissant que la situation des T.

Sous-programme Calcul_Tm

Le calcul des températures de dénaturation et de renaturation
des ADN en fonction des conditions ioniques est facilité, par
l’emploi de différentes formules dispersées dans la littératu-
re et traitant de ce sujet. Ce programme est particuliérement
pratique lors du choix des conditions de lavage d'un hybride.
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Nous utilisons les formules suivantes

(1) Tm = 0.41 -« %(G+C) + 69.37 + 13.3 - log (X)
si 0.5 ¢ X €2

™m = 0.41 - %(G+C) + 69.37 + 15.7 + log (X}
si  0.125 ¢ X < 0.5

ol Tm représente la température de dénaturation de 1’ADN
X exprime la concentration en SSC

(Gillis eral.,, 1970)

(2) Tor = 1.24 - Tm - 38.8
ou Tor est la température de renaturation optimale

(Gillis etal., 1970)

{3) 1% formamide réduit le Tm de 0.72°C
: (Mc Conaughy cral, 19%969)

{(4) L'augmentation de 1% du nombre de missmatch entre

paires de bases descend le Tm du duplex de 1°C

{Bonner e¢ral., 1973)

{5) (Tm)‘u2 - (Tm)'u1 = 18.5 + log (p2/p1)

ou pyi1 et p2 sont les forces ioniques respectives

des deux solutions.

{Schleif et Wensink, 1981)

(6) w=1/2 - Y Ci » 2i?

ou u represente la force ionique,
Ci la concentration de chaque ion, Zi sa charge

(Weil, 19789)

Sous-programme Calcul GC :

Basé sur l’observation de Staden et Mc Lachlan, (1982), qui ont
remarqué la différence de structure existant entre les régions
codantes et non codantes de 1’ADN, cette partie du programme
permet de chercher pour une séquence donnée, le pourcentage en
chacun des nucléotides, et ceci en fonction de la position dans
le codon. Le programme permet donc d’évaluer si une ORF est pro-
bablement transcrite et traduite ou non.

Cette option est également utilisable pour analyser, par exemple
la G-périodicité d’un géne de maniére simple (Trifonov, 1987).
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Sous-programme "Diagon"

Nous avons mis au point un programme permettant de comparer gra-
phiquement deux séquences de protéines. Le probléme posé par un
tel programme est qu’il faut 1l’adapter au systéme spécifique
utilisé. Ici, nous avons di jongler en fonction du fait que
l'imprimante matricielle graphique PRISM 80 travaille avec des
informations codées sur 8 bits alors que le terminal que nous
possédons (CIT 101, Captronix), ne peut travailler que sur 7
bits. Il s’en est suivi un certain nombre de problémes de liai-
sons, que nous avons réglé au mieux.

Vu que nous travaillons avec une matrice de 4.10° caractéres,
il nous a fallu optimaliser le programme au maximum, en tra-
vaillant directement au niveau des bits et non des variables,
{stockage de 7 points graphiques par caractére, au lieu d'un
point par caractére). Nous avons néamoins prévu une sortie de
secours du programme, qui crée un fichier ou "0" correspond a
l’absence de point et "1" & la présence d’un point. Cela permet
d'adapter facilement un programme ou d’imprimer les résultats
sur n’importe quel type d’'imprimante en ne demandant gu'une
programmation minimale.

2.5.3 Le programme HEID

Le programme est prévu pour analyser une séquence protéique par-
ticuliére et la comparer face & toutes les séquences déja publi-
ées et stoquées dans les fichiers de protéines de 1'EMBL (Euro-~
pean Molecular Biology Laboratory). Il est également possible de
chercher des séquences consensus (sites actifs) ou des domaines
communs & plusieurs protéines. La recherche permet d’'autoriser
une insertion dont la taille variable est déterminée lors de
l’analyse. 11 est possible de trier les séquences en fonction du
pourcentage d’homologie existant entre les protéines comparées
dans la zone contigué au domaine analysé.

Il est également possible de faire 1l’analyse en utilisant les
équivalences suivante

Table 1 Lys/Arg,
Ser/Thr,
Asp/Glu,
Val/Ile/Leu

Table 2 Cys
Lys/Arg/His
Ala/Gly/Pro/Ser/Thr
vVal/Ile/Leu/Met
Phe /Trp/Tyr
Asp/Asn/Glu/Gln
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

Aprés cette présentation des quelques techniques de bioclogie
moléculaire que nous avons largement utilisées au cours de ce
travail, nous nous intéresserons au cheminement parcouru et aux
résultats obtenus. Nous verrons comment la recherche d’un géne
fantéme nous a aiguillé sur le passionnant probléme des génes
ribosomiques.

3.1 Identification et clonage des génes rps7 et rps/2

3.1.1 La localisation des génes

(La carte actuelle de 1'ADN chloroplastique de soja
est présentée dans la Figure 8, page 39)

Spielmann {1983) a localisé un fragment faisant partie des ré-
gions répétées inverses de 1'ADN chloroplastique de soja. Ce
fragment BamHKI de 1.2 kb, coupé par l’enzyme Pstl, chevauche

les fragments Pst A : Pst B (IRA), et Pst A : Pst D (IRB). Il
pensait alors que le fragment contenait le géne du facteur
d’élongation Tu car la sonde qu’il a utilisée contenait ce géne.

Nous avons repris ce travail, en utilisant plusieurs sondes spé-
cifiques internes au fragment EcoN de 1'ADN chloroplastique

d’ Euglena gracilis {Montandon et Stutz, 1983). Euglena gracilis

est un organisme unicellulaire, flagellé, capable de vivre en
hétérotrophie. Lorsque une source lumineuse est disponible,
cette organisme rejocint le phytoplancton en subissant le verdis-
sement, différenciant des chloroplastes qui lui permettent de
vivre en autotrophie. La sonde hétérologue que nous avons utili-
sée, {le fragment Eco N complet) contient le géne 7ui4 codant
pour le facteur d'élongation Tu et hybride effectivement avec
1'ADN-ct de soja, témoignant de séquences communes & l’Eugléne et
au soja. :

Mais ce géne, gue nous désirions en effet localiser, ne se situe
pas dans 1’ADN chloroplastique des plantes supérieures, comme
ncus l’avons remarqué dans l’intreducticn. A titre de vérifica-
tion, nous avons effectué des hybridations entre 1'ADNct de soja
et des sous-fragments de notre sonde initiale. Les résultats
nous ont permis de voir que le facteur d’élongation Tu n'est pas
codé au niveau du chloroplaste.
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Pour des raisons didactiques, nous présentons la carte actuelle
du fragment d’ Euglenagracilis et nous nous rappellerons gue

seuls les 3 exons du 74 étaient séquencés et connus au début
de ce travail.

Figure la : Carte du fragment Eco N df Euglena gracilis

rps’ rpsl2 ) TufAa 1 2 3
%l lr Ill ll | i1 lr!l ;
EcoRI HinF1 HinFI HinF1l HinFI EcoRl
HinFI HinFlI
sonde Eco N (3 kb)
sonde (1.4 kb) sonde
(0.6 kb)

Nous avons ainsi wtilisé de 1’'ADN chloroplastigue de soja digéré
par différents enzymes de restriction, transféré selon Southern
et utilisé les 3 sondes d'Eugléne que nous avons préparées par
élution d'un gel d’agarcse, puis marquées par la méthode de
"nick-translation”.

Le fragment Eco N et le fragment EcoRI-HinFl de 1.4 kb hybri-
dent dans les conditions d'hybridation hétérologues décrite au
§(2.2.5.4), alors que le fragment HinFI de 0.6 kb ne donne
aucun signal. Nous avions choisi ce dernier fragment car il
contient la partie du géne qui code pour le site de fixation
du GTP du facteur d'élongation Tu, partie de la molécule gui
est bien conservée entre E co/i et 1'Eugléne pour des raisons de
fonctionnalité. Nous pouvons négliger 1’influence des 102
nucléotides d’intron qui interrompent le géne, car son faible
pourcentage en G+C (14.5%) ne permet pas la formation d"hybri-
des assez stables pour résister aux conditions de lavage.

Ce résultat permettait de prédire que la région en 5 du 7
Q' Euglena gracilis et le fragment BamHI de 1.2 kb de 1'ADN chloro-
plastique de soja contenait en commun un géne intéressant.

Figure 1lb : Hybridation de 1'ADN chloroplastique de soja
en fonction de la sonde d’'Eugléne utilisée.

Sonde Hybridation
Eco N +
1.4 Kb +
0.6 kb -

-25-



3.1.2 Le clonage des fragment d’ADNct intéressants

Connaissant la taille des fragments de 1’'ADN chloroplastique
qui nous intéressent (Spielmann, 1983), nous avons isolé 50 ug
d’'ADNct que nous avons digéré, separe sur gel d’agarose a bas
point de fusion, puis nous avons récupéré le fragment BamHI de
1.2 kb ainsi gque le fragment HinDIII de 9.0 kb gue nous avons
insérés dans pBR322. Nous avons transformé des bactéries
Escherichia coli de souche HB10l, puis découvert et analysé les
colonies ayant intégré un plasmide recombinant.

Nous avons nommé les clones BamHI : BH1Ql, BH102, ... , alors
que les clones HinDIII sont désignés : HDS0l, ... , HD906.

Les clones que nous avons finalement séquencés sont BH1O01 et
HD906, gque nous avons du séguencer parce que les génes étudiés
{rpsl2 et rps7) n'étaient pas totalement inclus dans le frag-
ment BH10l., Plus tard, nous avons sous-cloné les plus grands
fragments BamHI internes a HD906 dans pBR322 et les avons nom-
més BHOY96 (d’environ 1 kb}) et BHA406 {(d’environ 4 kb). Les sous-
fragmemts BamHI de faible tailles (< l1kb} ont été directement
clonés dans M13 et séguencés.

Pour mémoire, la nomenclature des fragments est indigquée sur la
Figure 5, page 33

3.1.3 vérification gque les deux IR contiennent une méme
information

Pour savoir si nous avions le droit de ne séquencer gqu’un seul
fragment BamHI (et un seul fragment HinDIII), alors que 1’ADN
chloroplastique en contient 2 copies, une dans chacune des ré-
gions répétées inverses (IR}, il est indispensable de vérifier
que l’'information contenue dans le fragment BH10l, se retrouve
dans l'autre IR. Cette vérification est d’autant plus importan-
te que 1'un des génes codé (le ps/2) contient

des introns et qu’il aurait &été pensable que nous trouvions un
géne non interrompu sur la région non séquencée,

A cette fin, nous avons effectué une hybridation du fragment
HD906 marqué par nick-translation contre plusieurs profils de
restriction. Nous avons utilisé un ancien filtre contenant de
1’ADNct de soja digéré par divers enzymes de restriction et

transféré par Spielmann (1983). L'hybridation homologue a été

effectuée en utilisant de 1'ADN du fragment HD906 que nous avons
marqué par "nick translation" (Figure 2).
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Nous pouvons ainsi vérifier la localisation du fragment cloné
(HD906) et observer qu’il nfexiste pas de différences de tailles
significatives entre les deux IR. Seuls des changements ponc-
tuels peuvent éventuellement différencier ces deux régions.

Nouws remarquerons également que lorsque nous avons séguencé le
clone HD906 (9 kb) et qui contient un fragment similaire au clo-
ne BH101 (1.2 kb) provenant d’une expérience de clonage diffé-
rente, nous n’avens trouvé aucune différence de structure entre
les deux fragments. Nous conviendrons pourtant volontiers que
nous avions une chance sur deux que les deux fragments considé-
rés proviennent de la méme région répétée inverse.

3.1.4 Identificaticn incontestable des génes ips7
et pst2

Parallélement 3 Montandon et Stutz (1984), gui séquencaient la
partie en 5’ du géne 7uf4, nous avons ségquencé le fragment BH1O01
gui devait contenir des séquences communes. Nous avons comparé
les polypeptides suceptibles d’étre codés par ces fragments
avec les séquences en 5’ du 7y gui font parties de l’opéron s
A" Escherichia coli (Post et Nomura, 1980). Il était en effet

possible qu’il existe une organisation & peu prés similaire des
3 génomes. Nous avons aussi cherché dans la base de donnée des
protéines (PIR-NBRF) de 1’EMBL (European Molecular Biology Labo-
ratory}) au moyen du programme HEID que nous avions déja mis au
point, mais dans une version moins compléte que la version
actuelle,
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Figure 3 :

Repérage dans la base de donnée de 1'EMBL de la

protéine S§7 {séquence compléte).

Comparaison de la protéine chloroplastigue S7 de soja avec les fichiers de 1a base de donnée de 1'EMBL

NBRE
Code  Géne Nbre
R3EC1 2305 ribosomal protein $1 - Eschetichia coli 3
Position dans la protéine de référance :
Position dans notre protéina :
RIECTK 305 ribosomal protein $7 - Escherichia coli 12
Position dans la protaina ds référance :
Posjition dans notre protéine :
RIEG? PRibosomal protein 57 - Euglena gracilis chloroplast L

Position dans la prot&ine de référencs :
Position dans notre protéine :

a.a
557

17m

trouvées
MAEA

547

144

Séguences
LVDA AAKG
37 553
129 127

GKKS RRVG RVGG VGGS GGST QVPV VPVE HPMA
1 1778 79 BC 85 86 140
34 7’ 79 BO Bl 86 87 142

DPIY QUPV
14 85 86
15 86 87

VEVE KKEE AEAN
136 144
137 145

La méme protéine (57}, lorsqu'elle ast comparés aujourd’hul avsc les protéines codée par L'ADNect de tabac

Code Gene

Nbre
100004 B : 100004 99537 (C) ribosomal protein 57 (rps7) 133
Position dans la protéine de référence :
Position dans notre protéine :
142525 A 142525 142992 tibosomal protein 57 (rps?) 133

Position dans la protéine de référence :
Position dans notre protéine

a.a
155

155

Séguences trouvées

MSRR SRRC RRGT RGTA GTAE KTAK TAKS ARSD
1 2 3 4 5 10 11 12

1 2 3 4 5 10 11 12

MSRR SRPG RRGT RGTA GTAE KTAK TAKS AEED
1 2 3 9 5 10 11 12
1 2 3 4 5 10 11 12

Légende :

1°) La protéine tracée est la S7. Une bonne similarité

existe avec les protéines homologues de E.coii et
d'Eugléne. Remarquons également que la taille des
différentes protéines en acides aminés est un cri-

tére de sélection (Indiqué sous :

a.a}. Le nombre

de blocs similaires pour les 2 protéines comparées
est indiqué sous : Nbre. Seuls les 8 premiers
sont explicitement présentés,

2°)

Nous trouvons 3 blocs de 4 acides aminés identi-

gues entre la protéine 51 de Ecoli et la S7 de soja
soja, mais la positicn des différents blocs n’est
pas conservée, Nous pouvons donc écarter 1'hypo-
thése que la protéine inconnue de soja soit la 81,
méme sans regarder la taille des deux protéines.

3°)

La protéine S7 est trouvée 2x dans le fichier des

protéines codées au niveau du chloroplaste de ta-
bac et les génes sont trés similaires a ceux du

soja.

(Le Fichier a été construit par le programme

ANALYSE et le code correspond au ler nucléotide

codant de la séguence).
4°)

En faisant une analyse semblable avec la protéine

$12, nous trouvons une similarité plus élevée qu’
entre les différentes protéines S7. Nous ne pré-
sentons donc pas ces résultats ici, d'autant plus
qgue pour l’analyse de la protéine compléte, il
faut tenir compte de la place des introns qui

interrompent le géne.
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Ayant de bonnes évidences que le fragment BH10l contient les
génes rps7 et rpsi2, nous avons été étonné de trouver que la
séquence du rps72 était interrompue par des introns. C’était
d’'autant plus déroutant que le groupe travaillant parallélement
sur 1'Eugléne, n'observait pas d’introns dans le géne psi2 et
que les seuls génes chloroplastiques codant pour des protéines
et connus pour contenir des introns & ce moment la étaient le
rbcl {Stiegler eral. 1982) et le Tu

{Montandon et Stutz, 1983).

Nous étions les premiers a avoir localisé et séquencé l'unité
3-rpsi2 et le geéne sps7 chez une plante supérieure {von Allmen
et Stutz 1985).

Nous nous sommes vite rendu & l’'évidence que le 5-rps72 ne se
trouvait pas dans le fragment BH10l et qu’il fallait le chercher
en amont de la région séquencée ... Ce qul é&tait un réflexe lo-
gique en pensant & la définition du géne :

le géne est une unité biologique de I'hérédité

Avec les connaissances actuelles, il est compréhensible que
l'unité en question puisse &tre 1'ADN (Avery eral, 1944;
Hershey et Chase, 1952). Depuis les travaux sur l'adenovirus
{Chow eral. 1977; Berget eral. 1977), il est facile d’imaginer
gue 1'ARNm soit synthétisé sous la forme d'un précurseur dont
la taille est plus grande que le messager final.

le géne est parfois un géne en mosaique

L'épissage {(="gplicing") est alors une étape de maturatjon de
certains ARN, dont le but est de joindre des parties distantes
de la molécule du précurseur (exons) en éliminant les parties
intermédialires non codantes (introns). Dans ce cas, il existe
toujours une unité de transcription qui schématiquement produit
un ARN complet, méme s'il s'agit d’un précurseur.

Nous avons donc tout d’abord logiquement cherché la partie
5.-rpsi2 dans le fragmemt HinDIII que nous avions également
cloné, d'autant plus qu'aucun autre signal d’hybridation
n'avait été observé en utilisant la sonde d'Eugléne.

3.1.5 Cartographie classique du fragment HindIII de 9 kb
{clone HD906)

L'expérience présentée au §(3.1.3) et qui donne déja une bonne
indication de l'emplacement du fragment HinDIII contenant la
partie 3.rpsi2, a 8té complétée par le placement des sites

BamHI internes au fragment,.

Nous avons localisé les sous-fragments BamHI internes au frag-
ment HinDIII en éluant le sous-fragment HindIII-Smal (6.0 Kb),
en le marquant au moyen d’'un remplissage des extémités & 1’ADN
polymérase I (fragment de Klenov) en présence d'«P*?? dATP. Nous
avons ensuite digéré partiellement le fragment a l'aide d'une
unité d’enzyme BamHI pendant des temps variant de 1 minute a

2 heures. Les échantillons ont été séparés sur gel d'agarose
1.2% et autoradiographiés {(Figure 4 A).
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La Figure 4 (B) permet de terminer la localisation des sites
BamHI, & l’exception d'un petit fragment de 237 nucléotides que
nous avons placé aprés une expérience supplémentaire. Ce frag-
ment interne & l'intron du géne nn4 était en

dessous de la résolution du gel car deux fragments sont confon-
dus dans les bandes de 6.6 et de 8.1 Kb.

Ces résultats, ajoutés 3 ceux de la figure 2, nous ont permis de
construire la carte du fragment HD906. L'emplacement des génes
présenté sur la carte suivante a été défini d’aprés la séquence

du fragment dans son ensemble. Nous devons signaler que Singh
ctal. (1984) ont entretemps publié une carte partielle couvrant
la région comprise entre le géne ¥ et la fin

de 1’ARN 235 qui confirme nos résultats.

Figure 5 : Construction de la carte du fragment HinDIII de 9 kb
et emplacements indicatifs des génes d'aprés la sé-
guence.
1 kb
BamHI BamHl BarHiI
HinDIII BamHI SacI Smal Smal Sacl BamMdI -
] ] 1 i i [l i | n 1 ! 1
—  du__ U ___ U1 U ' o :
BarHI1 PstI BamMl RinDIIl
+ ARN 238 ~ trnh « trnl “ ARN 168 « trnV 3'-rpsi2 ~+ rps7 s ndhB -

Sens de la transcription

: Intron

HinDIII

HD906

BamHl

EBHO96

BH406

BH101

Pstl

Pst A

Pst B ou/et Pst D

Comme nous pouvons l’observer sur la carte, nous n’avons pas le
début du géne rpsi2, Nous avons bien trouvé une ORF susceptible
d’étre le début du géne (cf. Figure 10, séquence
4569), localisée sur le brin anti-sens du géne codant pour
1’ARN 16S. Nous avons également étudié de plus prés une région
gque le professeur Edelmann, pendant la préparation du papier

de Fromm eral

(1986,

position

considérait comme un bon candidat pour

le 5-rpsi2. Cette derniére région contenait malheureusement un
codon stop dans le cas du soja (cf. Figure 10,
tion 5104). Nous avons alors envoyé de 1'ADN du clone BH406,
contenant ces séquences, au Professeur H. Weissbach du Roche
Institute of Molecular Biology de New York pour tester invino
si l’initiation de la traduction des régions concernées était
possible en utilisant la méthode préconisée par Cenatiempo

etal. (1982),
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Les résultats ont été doublement négatifs, ce qui donne une in-
dication supplémentaire que la partie 5-mpsi2 n'est pas située
directement en 5’ de l’exon 2.

Déjad & ce momment 13, 1’idée nous est venue que le début du géne
se trouvait peut-&tre placé ailleurs et pourquoi pas dans une
autre direction. Cette idée qui & premiére wvue était tout a fait
fantaisiste, et n’avait aucun fondement sur les "lois" bien con-
nues de la transcription, s’est trouvée soudain a la mode, lors-
que les travaux sur le wans splicing mvire (Konarska e al

1985; Solnick, 1985) et, inviw, chez le Trypanosome ont paru
(Sather et Agabian, 1985).

Le wans splicing qui d’abord a été considéré comme un arte-

fact du splicing invivo, consiste en la liaison de deux exons
situés sur deux molécules d'ARN différentes, pour former un ARN
résultant, unique. Notre probléme revenait & trouver l'’emplace-
ment du premier exon !

Malheureusement, la sonde dfEugléne refusait toujours de signa-
ler le début du géne, & cause de sa relative petite taille et
des nombreuses divergences existant dans la partie 5’ des deux
génes. La taille et l’organisation des équipes japonaises (nous
étions alors seul & travailler sur le soja) fut payant et sur
les deux génomes séguencés entiérement, le géne fut trouvé en
utilisant des moyens informatiques (Fukuzawa c¢ral 1986; Tora-
zawa cial. 1986). Le professeur Edelmann nous a alors envoyé

une sonde de tabac et nos avons péché le géne.

Connaissant les travaux de (Palmer cial. 1983) comparant les
différents génomes chloroplastiques, et remarquant que la région
du 5-rpsi2 de tabac devait environ coincider avec la situation

du géne chez le soja, nous pouvions prévoir que le fragment a
cloner serait de trés grande taille, si nous utilisions un des
enzymes de restriction pour lequel la carte de restriction de
soja €tait déja établie. Nous avons donc cloné au hasard des
fragments d'ADN chloroplastiques de soja digérés par HindIII et
BamHI, et repéré les clones contenant la région désirée par les
méthodes habituelles : Hogness, Mini-lysats, hybridation hété-
rologue contre une sonde ne contenant que le premier exon du
géne /2 de tabac.

3.1.6 Clonage du 5%-rps/2

Nous avons directement sous-cloné le fragment HindIII de 4.4 kb
dans M13 aprés digestion avec l'enzyme de restriction Alul.
Puis, utilisant le programme ANALYSE que nous avons mis au
point, il nous a été possible de reconnaitre les clones conte-
nant des fragments du géne rps/2 de soja en comparant les
"T-tracks" (réaction de séquence pour mettre en évidence les
résidus tymidine) de soja avec la séguence connue de tabac
(Shinozaki c¢1al. 1986) et disponible parmi les fichiers de
1/EMBL, Cette méthode a l'’avantage d’étre beaucoup plus rapide
que la méthode classique, ne demandant pas de connaltre la carte
du fragment a séquencer, si il existe a disposition la séquence
d’un géne homologue... '
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Remarquons gue le repérage par ordinateur est trés facile si les
régions comparées sont internes & un géne, ou comprises dans les
séquences non-codantes des régions répétées inverses, il est par
contre beaucoup moins facile de se repérer dans les zones non
codantes et uniques du génome, qui ont divergé beaucoup plus au
cours de 1révolution, Il est clair que de bons gels et une con-
naissance des quelques arte-facts possibles au niveau des réac-
tions de séquences facilite le travail.

3.1.7 Cartographie du 5'psi2

Pour connaitre l’'emplacement précis du 5%ps/2 sur la carte de
1’ADNct, nous avons ensuite utilisé des sondes simples brins
provenant de clones M13 marquées selon notre méthode person-
nelle §(2.2.7.3). Nous avons procédé a des digestions complétes
et partielles d’ADNct de soja et procédé a une hybridation homo-
logue avec les sondes de soja.
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Figure 7 : Carte de la région du 5-mpsi2 (=exonl)

1 kb 5'-rpsl2
| —
HinDIII
HinDIII BamHI HinDIII BamHI HinDIII HinDIII ?

I 1 1. 1 L ! { i ]

r ' !
Sacl Sacl Sacl

Sac D {14.4 kb) Sa¢ F 112.0 kb)
Carte : Détail
i kb
L .
5'—rE512 - rpl2o »

HinDIII

s ‘ ]

— 1 T T

BanpHI Sacl
+ psbB HindlIl

- ) . .
, ! sens de la transcription

Nous pouvons ainsi construire la carte générale de 1’ADN chloro-
plastique, (Figure 8), qui inclu les résultats obtenus jusqu’a
ce jour : (Spielmann et Stutz, 1983; Spielmann cral. 1983;
Spielmann, 1983; Singh @al 1984; Singh eral. 1985; von Allmen

et Stutz, 1985; von Allmen et Stutz 1987; von Allmen, présent
travail,)

-38-



Figure 8 : Carte générale de 1’ADN chloroplastique de soja

Les étoiles indiquent un géne localisé par
hybridation. Les rectangles, une localisation
précise par séguengage.

52 20

-,

J:ds

ps13
rpl2

IRB

Nous remarquerons qu'il existe une différence majeure entre la
carte du tabac et celle du soja, qui consiste en l’inversion de
la région comprise entre le psbd et le peid.

3.1.8 Séquengage

La région gue nous avons séguencé étant relativement grande,
nous avons eu le temps draffiner notre stratégie du séguengage.

Lorsque la région n’a jamais été ségquencée pour un autre orga-
nisme, ce qui était le cas pour la région du 3.-rps/2 comprise
entre les génes mil et adhB, nous avons procédé ainsi :

- Nous avons choisi des enzymes de restriction qui coupent peu
la ségquence, pour obtenir rapidement l’ordre des fragments plus
petits et gagner en efficacité.
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Nous avons séguencé toute cette région obligatoirement sur les
deux brins de la molécule. Il est -ainsi possible de passer a
travers certaines régions qul posent quelques problémes & 1°'ADN
polymérase I, fragment.de Klenov, comme les séquences trés
riches en guanosine.

Si la région est connue pour un autre organisme et que la sé-
quence du géne homologue est publiée

- Alors une technique nouvelle de séquengage est disponible,
en utilisant le programme ANALYSE que nous avons mis au point.
Ce programme permet de trouver, par exemple, l’'emplacement

des clones de soja correspondant & l’emplacement que le clone
occupe dans la séquence de tabac. Visuellement les T-tracks
des clones de soja peuvent &tre comparés au T-tracks de tabac.
Nous conseillons ainsi de travailler avec un fichier de résul-
tats qui contient la séquence de tabac en lettres minuscules
et de remplacer au fur et a mesure la séquence de tabac par la
séquence de soja, mais en majuscules cette fois. Il est ainsi
possible de gagner beaucoup de temps dans les analyses.

Figure 9 : Exemple d’analyse de T-tracks avec notre programme.

EXEMPLE D'UTILISATION : Recherche de N-tracks

MODE D’EMPLOI :

POUR RECHERCHER UN N-TRACK, IL SUFFIT DE TAPER LA SEQUENCE

EN REMPLACANT LES ESPACES VIDES PAR UN <.>

ex + .TTTT.TT.T..TT. recherche les T-TRACKS correspondants
ainsi que les A-TRACKS .AA...A.AA L AAAA.

SEQUENCE ? .TTT..TTT..
ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

GCCCCA+C%A%CC+CC+GAGGA+AAG%%TGG%##CAAACCCCGG%*CAAACAGGAGAAG%A 2634

A++C+ACAAGAA+$+++A+GAAAGcc%%TCA%+%Gcc%c+c++ccA%GGAAG++++A+%${ 8108

ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE

GCTTCTTTTTGGGTGTGLAGCLGTGTC%%%CT%++CTACCCAACLAGCATTAGCTCTCCCT 3068

TLTCACCGGCAGTCTGCTCAGGGTTCC%%%CT%%%TGTTGGCLACTAAACACGLGGGTTGC 3493
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Ainsi, pour construire la séquence du gé&ne i’ au 235, nous

avons utilisé les séquences du tabac publiées par Tohdoh eral
{1981); Tohdoh et Sugiura (1982); Takaiwa et Sugiura (1982)a;
Takaiwa et Sugiura {1982)b et avons séquencé toute la région.

Figure 10 : ségquence compléte du fragment HinDIII de soja conte-
nant le 3 -psi2.

Séquence du clone HD.906 de 1’ADN chloroplastique de soja

AAGCTTCATCCTGGTCATGGACAGATCACCCAGCTTCGGGTCCATAAGCAGTGACATTTGCCCTGTGAAGACTCGCTTTC
TTCGAAGTAGGACCAGTACCTGTCTAGTGGGTCCAAGCCCAGGTATTCGTCACTGTAAACGGGACACTTCTGAGCGAAAG
HinDIII

GCTACGGCTCCGGTGGTTTCCCTTAACCAAGCCACTGCCTATGAGTCGCCGGCTCATTCTTCAACAGGCACGCGGTCAGA
CGATGCCGAGGCCACCAAAGGGAATTGGTTCGGTGACGGATACTCAGCGGCCGAGTAAGAAGTTGTCCGTGCGCCAGTCT

GTCCCGAGCCTCCTCCCACTGCTTGGGAGCTTACGGTTTCATGTTCTATTTCACTCCCCGATGGGGTTCTTTTCACCCTT
CAGGGCTCGGAGGAGGGTGACGAACCCTCGAATGCCAAAGTACAAGATAAAGTGAGGGGCTACCCCAAGAAAAGTGGGAA

CCCTCACGGTACTACTTCACTATCGGTCACCCAGGAGTATTTAGCCTTGCAAGGTGGTCCTTGCTGATTcacacgggatt
GGGAGTGCCATGATGAAGTGATAGCCAGTGGGTCCTCATAAATCGGAACGTTCCACCAGGAACGACTAAgtgtgccctaa

ccacgtgccccatgctactcgggtcagagcataagctagtgatgctttcggctactgGACTCTCGCCATCTAGGGTGCAG
gEgtgcacggggtacgatgageccagtetegtattecgatcactacgaaageegatgacCTCGAGAGCGGTAGATCCCACGTC

CATTCTCTGCTCTTCGCCTAGCAGCACGACACTTGTATAGCTCTCCCACAACCCGTTITCACGGTTTAGGCTGCTCCCAT
GTAAGAGACGAGAAGCGGATCGTCGTGCTGTGAACATATCGAGAGGGTGTTGCGCAAAAGTGCCAAATCCGACGAGGGTA

TCGTCGCCGCTACTACGGGAATCgcttttgetttettttectetggotcactaagatgtttcagttegecaggttgtete
AGCAGCGGCGATGATGCCCTTAGegaaaacgaaagaaaaggagaccgagtgattctacaaagtcaageggtecaacagag

ttgcctgeccatggattcagecageagttcgaaaggttgecctattegggaatetecggatetatgettattttcaactec
aacggacgggtacctaagtcgtcgtcaagctttccaacgggataageccttagaggectagatacgaataaaagttgagg

CCcgaagcatticgtcgattactacgecctticctegtetetgggtgectaggtatccacegtaagecttteetegtttigaa
ggcttcgtaaagcagctaatgatgegggaaggageagagacccacggatccataggtggeatteggaaaggageaaactt

cctegeccticacttttaaggctatgecatectaaggtgetgetaaatggatggatcttatcaacgtccatgaatgataa
gg <ARN-r 16§

aatcatagatcgaaccgcCGAATCGGAAAAATGGAAGTCCTATCATATAGCTTTGTATCGGACTAAGTTCACGAGTTGGA
ACCT

GATAAGCGGACTCGAACCGCTGACATCCGCCACAGGGTAAACCACCGCCTCTCAGGCCCGACTGATTCTACCATAGAGGT
CTATTCGCCTGAGCTTGGCGACTGTAGGCGGT  <Exonl ARN-t Ala
890 900 910

CAACGATAGACAATAACTCCCCCCCGAACACAGCTCACAACTTTCATCGTACTGTGCTCTCCAAAGAGCAACTCTTCTCA

AAATCTCAAAAGGTGCTGAGTTGGAATCCCATTCTTGTGGTTCCGGAGATTCCAGCTACAGGAACCGGGagetetecect

ttttcegeccgactetitgatettaactttatgaatgetggttitatgaacgagtgattgecct teGGATCCGTCGTCCA
: BamHI

ACCTGAGAGCGGATAGTAATGCGTTCCGTTTTTGAACAGGGTTCTATGGTCGGTCCGCGACCCCTGGATGCCGACGTCCT

TGGGGTGATCTCGTAGTITCCTACGGGGTGGAGACGATGGGGTCGGTCCATGGATTCTTTTTCCTTTTGCCACATTTCGCT

CAAAGGGTTGAAGGGAGATAGTGCATCAACTGTTCGCAAGGGCCAGCTTGATCCTCTTCCCCAGGATCCCAAATGAGGAA
BamBI
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ACCCTAGGAGAGCCACCGACTCCAACTACCGTCCATGTACGATCCATACTAGATCTGACCAACTGCCCATCCTACCTCCT 1520
CTACGTTCTTGACAGCCCGTCTTTGTCTCAGTAGAGTCTTTCAGTGGCATGTTTCGGTCCTCTTTCCCATTACTTAGAAA 1600
AAGTGAGCCACCGGTTCAGGTACAAGATACTATCATTACCGCCTGGACAATTAGACATCCAACCCGTAATCGCAACGACC 1680

CAATTGCAAGAGCGGAGCTCTACCAACTGAGCTATATCCCCCCGAGCCGAGTGGAGCATGCATGAAGGAGTCAAGTCAGT 1760
ACGTTCTCGCCTCGAGATGGTTGACTCGATATAGGGG <Exonl ARN-t Ala
1690 1700 1710 1720
Sacl

TTTCTATTCTTTTCCTTGACGCAGCTGGGCCAACCTGGACTTGAACCAGAGACCTCTCCCGCGAAGTAAATCATCGCACC 1840
ACCCGGTTGGACCTGAACTTIGGTCTCTGGAGAGGGC  <ExonZ ARN-t Ile
1790 1800 1810 1820

TACAGTCCAACCAATTGGGAGAGAATCAATAGATTCCTTTTCGGGAGCGATTCATCCTTCCCGAACGCAGCATACAACTA 1920
TCCGTTGTACTGCGCTCTCCAAGTGTGCTTGTTCCCCCTTCTTCTTTACCATGGCAAGTCTTTGTGAAATAACTCCGATG 2000
AGAAGAAAAAGGAAGGCATTAAGAGACCCTCCTGGCACAACCCTAGACACTCTAAGATCCTTTTTCAAACCTGCTCCCAC 2080
CATTTCGAGTCAAGAGATAGATAAATAGACACATCTCATTGCACTGATCGGGGGCGTTCGTAGTGACTGAGGGGGTCAAA 2160
GACCAAGAAGTGAGTTATTTATCAGCCAAGCATTCTATTCTTCTTATGGCTAGATCCAATCTCCTGGTCCCTGTGGAAAG 2240
GAAAAAGAATTTTTCACGTTCTTCCTTTCGGGAAGGAAGGATTAGTAAAATCCTATTGATTGCAATTTTCTCCAGACCCC 2320
Smal

GGGARAAGCATGAAMAAAATTCTCGAATGCTACGAACCCACCGTCACCCCAGAATGAAAGGGGCGATCTCGTAGTTCTTG 2400

GTCTGTGAATACGTTGTTAGGTGCTCCGTTTTTTTCCATTGAGGCCAAACCTAAACCTGTGCTCGAGAGATAACTGTCCA 2480

TATACTGATAAGGGATGTATGAATTCTCCAGAAGAGAGGAGCCGTGGTGGTCCCCCCCGGATCGCCCGGATCACGGATCC 2560
EcoRI BamH1

CACGAGTGAAGAGAAAGTTGGATCTACATTGGATCTCACCTGAATCGCCCCATCTATCCTCCTGAGGATAAGTTTGGTTT 2640
CAAACCCCGGTTCAAACAGGAGAAGTACGCCATGCTAATGTGCCTTGGATGATCCACATCTCAGGGTCAGGCGCCGATGA 2720

GCACATTAAACTATCCATGTGGCTGAGAGCCTCACAGTCCAGGCACAACGACGCAATTATCAGGGGCGCGCTCTACCACT 2800
AATAGTCCCCGCGCGAGATGGTGA
2780 2790 2800

GAGCTAATAGCCCGTCGTGCGGCTCCCGCGGGGCCCGCTATGCCAAAAGCAAGAGAAACCCCATCCCTCTCTTTCCTTTT 2880
CTCGATTATCGGG  <Exonl ARN-t Ile
2810

TTCACCCCCATCCATGTCGCCCCCGTGTGGCGACATGAGACAAAAGTAGCTCCTATCAACTCGTTCCGACCTAGGATAAT 2960
AAGCTCATGAGTTTAGTCTTACTTCACCATCGAGAAACGAAAGAAGACTTCCATCTCCAAATTTGACTCAGACATAACTC 3040

GCTTCTTTTTGGGTGTGAAGCAGTGTCAAACTAAACTACCCAACAAGCATTAGCTCTCCCTGAAAAGGAGGTGATCCAGC 3120
TTCCTCCACTAGGTCG
3110 3120

CGCACCTTCCAGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACTCCAGTCACTAGCCCCTTCGGCATCCCCCTCTTGCGGTTAAGG 3200
GCGTGGAAGGTCATGCCGATGGAACAATGCTGAAGTGAGGTCAGTGATCGGGG AAGCCGTAGGGGGAGAACGCCAATTCC

TAACGACTTCGGCATGGCCAGCTCCCATAGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGAATTCACCGCCGTATGG 3280
ATTGCTGAAGCCGTACCGGTCGAGGGTATCACACTGCCCGCCACACATGTTCCGGGCCCTTGCTTAAGTGGCGGCATACC
Smal EcoRI

CTGACCGGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGGACGGGTTTTTGGA 3360
GACTGGCCGCTAATGATCGCTAAGGCCGAAGTACGTCCGCTCAACGTCGGATGTTAGGCTTGACTCCTGCCCAAAAACCT

GTTAGCTCACCTCGCGGGATCGCGATCCTTTGTCCATTGTAGCACGTGTGTCGCCCAGGGCATAAGGGGCATGATGACTT 3440
CAATCGAGTGGAGCGCCCTAGCGCTAGGAAACAGGTAACATCGTGCACACAGCGGGTCCCGTATTCCCCGTACTACTGAA

CGACGTCATCCTCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCAGTCTGCTCAGGGTTCCAAACTAAATGTTGGCAACTAAACACG 3520
GCTGCAGTAGGAGTGGAAGGAGGCCGAATAGTGGCCGTCAGACGAGTCCCAAGGTTTGATTTACAACCGTTGATTTGTGC
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AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACACCTTACGGCACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTGTCCGCGT
TCCCAACGCGAGCAACGCCCTGAATTGGGTTGTGGAATGCCGTGCTCGACTGCTGTCGGTACGTGGTGGACACAGGCGCA

TCCCGAAGCACCCCTCTCTTTCAAGAGGATTCGCGGCATGTCAAGCCCTGGTAAGGTTCTTCGCTTTGCATCGAATTAAA
AGGGCTTCGTGGGGAGAGAAAGTTCTCCTAAGCGCCGTACAGTTCGGGACCATTCCAAGAAGCGAAACGTAGCTTAATTT

CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGCGGGATAC
GGTGTACGAGGTGGCGAACACGCCGGGGGCAGTTAAGGAAACTCAAAGTAAGAACGCTTGCATGAGGGGTCCGCCCTATG

TTAACGCGTTAGTACAGCATTGCACGGGT CGATACGCACAGCGCCTAGTATCCATCGTTTACGGCTAGGACTACTGGGGT
AATTGCGCAATCATGTCGTAACGTGCCCAGCTATGCGTGTCGCGGATCATAGGTAGCAAATGCCGATCCTGATGACCCCA

ATCTAATCCCATTCGCTCCCCTAAGTTTCGTCTCTCAGTGT CAGTGTCGGCCCAGCAGAGTGCTTTCGCCGTTGGTGTTC
TAGATTAGGGTAAGCGAGGGGATTCAAAGCAGAGAGT CACAGTCACAGCCGGGTCGTCTCACGAAAGCGGCAACCACAAG

TTTCCGATCTCTACGCATTTCACCGCTCCACCGGAAATTCCCTCTGCCCCTACCGTACTCCAGCTTGGTAGTTTCCACCG
AAAGGCTAGAGATGCGTAAAGTGGCGAGGTGGCCTTTAAGGGAGACGGGGATGGCATGAGGTCGAACCATCAAAGGTGGE

CCTGTCCAGGGTTGAGCCCTGGGATTTGACGGCGAACTTAAAAAGCCACCTACAGACCTTTCGCCCAATCATTCCGGATA
GGACAGGTCCCAACTCGGGACCCTAAACTGCCGCTTGAATTTTTCGGTGGATGTCTGGAAAGCGGGTTAGTAAGGCCTAT

ACGCTTGCATCCTCTGTCTTACCGCGGCCGCTGGCACAGAGTTAGCCGATGCTTATTCCCCGGATCACCGT CATTGCTTC
TGCGAACGTAGGAGACAGAATGGCGCCGGCGACCGTGTCTCAATCGGCTACGAATAAGGGGCCTAGTGGCAGTAACGAAG

TTCTCCGGGAAAAGAAGTTCATGACCGTAGGCCTTCTACCTTCACGCGGCATTGCTCCGTCAGCTTTCGCCATTGCGGAA
AAGAGGCCCTTTTCTTCAAGTACTGGCATCCGGAAGATGGAAGTGCGCCGTAACGAGGCAGTCGAAAGCGGTAACGCCTT

AATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT AAGAGTCTGGGCCTCGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCTICTCGGACCAGCTAC
TTAAGGGGTGACGACGGAGGGCATTCTCAGACCCGGAGCAGAGTCAGGGTCACACCGACTAGTAGAGAGCCTGGTCGATG

TGATCATCGCCTTGGTAAGCTATGCCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGAGCCCCTCCTCGGGCGGATTCTCCTTTTGC
ACTAGTAGCGGAACCATTCGATACGGAGTGGTTGATCGATTAGTCTGCGCTCGGGGAGGAGCCCGCCTAAGAGGAAAACG

TCCTCAGCCTACGGGGTATTAGCAGCCGTTTCCAGCTGTTGTTCCCCTCCCAAGGGTAGGTTCTTACGCGTTACTCACCC
AGGAGTCGGATGCCCCATAATCGTCGGCAAAGGTCGACAACAAGGGGAGGGTTCCCATCCAAGAATGCGCAATGAGTGGG

GTCCGCCACTGGAAACACCACTTCCCGTCCGACTTGCATGTGTAAGGCATGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCG
CAGGCGGTGACCTTTGTGGTGAAGGGCAGGCTGAACGTACACATTCCGTACGGCGGTCGCAAGTAGGACTCGGTCCTAGC

AACTCTCCATGAGATTCCTAGTTGCATTACTTATAGCTTCCTTGTTCGT AGACAAAGCTGATTCGGAATTCTCTTCCATT
TTGAGAGGTACTCT {ARN-r 163 EcoRI
4570

CCAAGGCATAACTTGTATCCAGGCGCTTCATATTCGACTGGAGTTCGCTCCCAGAAATATAGCCCCCCCACCCCTCGTGT

AATCCCACGAGCCTCTTATCCATTCTCAATTATTATT CGATCACGGCATACAAATAGAAAAACTTACATTGGGTTTAGGG
ATCCC

ATAATCAGGCTCGAACTGATAACTTCCACCACGTCAAGGTGACACTCTACCGCTGAGTTATATCCCTTGCCTCCATCGAG
TATTAGTCCGAGCTTGACTATTGAAGGTGGTGCAGTTCCACTGTGAGATGGCGACTCAATATAGGGA  <ARN-t Val
4860 4870 4880

AAATAGAACTGACTAATCCTAAGGCAAAGGGTCAAGAAACTCAACGCCACTATTCTTAAACAACTTCTTGGAGTTAGGCT
TTCTTTTCACACTATTACGGATACGAAAATTATGGGAAAAATTGGATTCCATTGTCAACTGCTCTATCGGAAATAGGATT
GACCACCGATTCCGAAGTAACTGGAGTTAGATCTCAATTTTCCATTTCAATTCAAGAGTTCTTATGTGTTTCCACGCCCC
TTCGAGACCCCGAAAAAATGGACAAATTGCTTTTCTTAGGAACACATATTCGTTACCACAAAAAGGATAATGGTAACCCC
ACCATTAACTACTTCAATTTAATAGTAATAAAAATACATGCCCTACCAAGACAGAATTTGTAATTTGCTATACTCTTGCC

M RV QPHCTIAHR
TAGCAGGCAAAGATTTACCTCCGTGGAAAGGATGATTCATT CAGATCGACATGAGAGTCCAACCACATTGCATTGCCAGA
5290 5300 5310 5320 5330
ORF 163
-43-

3600
3680
3760
3840
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4000
4080
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4960
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T H vV VvV Y L K KV EPPCFSHVTTIUL L PLS S L S5
ACCCATGTTGTATATTTGAAAAAGGTTGAACCTCCTTGCTTCTCTCATGTTACAATCCTCTTGCCGCTGAGCTCCCTTTC
Sacl

P R §$TETZEKTCEKTSGADNUSS SR RIEKZ KTGLAE®PRS
TCCTCGGTCCACAGAGACAAAATGTAAGACAGGTGCCAACAGTTCATCACGALAGAAAGGACTAGCTGAGCCGAGATCAC

L TEKTWNULTIULTIZENTUNU RTIETITETLS ST FHTIUDTI?®PS
TAACTAAAACGAATTTAATACTAATCGAAAATACTAATAGAATAGAAATAGAACTGTCTTTTCATATAGATATCCCTTCA

T Q H RS S KGSRRPTNARIEKUPGST FRIEKWTIZPI
ACACAACATAGGTCATCGAAAGGATCTCGAAGACCCACCAACGCACGAAAGCCGGGATCTTTCAGAAAATGGATTCCTAT

R RV HNUZ RMUDIEKELTULTU®RUGQFSGIQUFSGS L G G I
TCGAAGGGTGCATAACCGCATGGATAAGCTCACACTAACCCGTCAATTTGGGATCCAATTCGGTTCCTTAGGAGGTATCG
BamiI

G K ¢ FWNUVITIOSTIUHTUDTEEZRWUVLYH®*
GGAAGGGATTTTGGAATGTAATAATATCGATTCATACAGATACAGAAGAAAGGGTTCTCTATTGATTCAAACGCTCTACC
5770 5780 5790 - 5800 5810 5820

TACGAGATAGGGATAGAGAAAGAGGAAAAAACCGAGGATTTCACATAGTACTTTTGGTCGAAAAATCGATCTGATTTTITT
TCOGTACTTTTCGCTCAATGATGAAATGGGTCAGATTCTACAGGACCAAACCTTGTGGGAGTTAAGGAATGATGGAAGAAA
AGAAATAAAAAAAAGTAAATAAAAATGCAGTAGAAGAGTCCTGATTCCAAACGAAAAAATTCAAACTTGATTGAAAAGGA

TCTTTCTGATTATTGAAGAATGGGACAAAAGGATTGATCGCGAAAAAGATTTCTTGTTCTTATTAGAAGATCGTGATTGG

5440

5520

5600

5680

5760

5840

5920
6000
6080

6160

BamHI

ATCCACATATGTTTGGTAAAAAGAAAGAAAAATATTCTTCTTTGAGAATAATAAAAAAGGAAAGTGTTCAATTGGAACAT
GAAAACGTGACAGAATTGGTCCTAGTTACTCTTCGGAACGGAATAGAAGAAGGGGAGAGATTCTCGAACCGAACTAGGAA

ACGGATCCAATGACTTCAAAAGAATTGAACGAGGAGCCATATGAAGTGAAAATCTCATGTACGGTTCTGTAGAGTGGCAG
6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390 6400
BamhI Structure (B5) Intron du groupe II

T I T P K K P N § A L R K V A R V
TAAGGGTGACTTATCTGTCAAC!IITEEACTATTACACCCAAAAAACCAAACTCTGCTTTACGTAAAGTTGCCAGAGTAC
6410 6420 6430 SnaBI
S12-exon2>

R L T S G F E T T A Y 1 P_ G I GH NL OEHB SV V L V
GCTTAACCTCTGGATTTGAAATTACTGCTTATATACCCGGTATTGGCCATAATTTACAAGAACATTCTGTAGTCTTAGTA
HpaIl Haelll

R 6 GG RV KDULUPGVZ RYHIVERGTULUDHAWVG VYV K D
AGAGGGGGGAGGGTTAAAGATTTACCCGGTGTGAGATATCACATTGTTCGAGGAACCCTAGATGCTGTCGGAGTAAAGGA
Cis_splicing

R 0 @ G R 5 8§ A L *
TCGTCAACAAGGGCGTTCTAGTGCGTTGTAGATTCTTATCCAAGACTTGTATCATTTGAAAATGCCATGTGAATCGCTAG
6650 6660 6670
GTGCGNNNYR - Intron 2
Cis_splicing

M R 0 K I
AAACATGTAAAGTGTGTGGCTAACCCAATAACGAAAGTTTCGTAAGGGAACTGGAGCAGGCTACCATGAGACAAAAGATT
6780 6790 6800
ORF 143

F F LKXVFDSEJLIRYVQG?PTIUV¥KETFIOQRTFSTILT
TTCTTTCTAAAGAAATTCGATTCGGAACTACGATATGTCCAAGGTCCAATATGGAAAGAATTTCAGAGGTTTTCCTTGAC
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6240
6320

6400

6480

6560

6640

6720

6800

6880



L $ VsSTNWNJSI KT CLUDT FUFURTIG?P S I A MTITE RS
TTTGTCCGTGTCAACAAACAATTCGAAATGCCTCGACTTTTTTAGAATAGGTCCGAGTCAAATAGCAATGATTCGAAGCA 6960

T LHEYFGNUPRTOQSYG6GY V KYURTISINUPSIRIKR
CTTTACACTATTTTGGAAACCCAAGGACTCAATCGTATGGATATGTAAAATACAGGATTTCCAATCCTAGCAGGAAAAGG 7040

¢ ¢ T DT QF Q VS XK 6 NS I LDTITIUIDTTYU RTITL WK
GGGGGAACGGATACTCAATTTCAAGTGAGTAAACAGAATTCCATACTAGATATCATAGATACATATAGAATTCTGTGGAé 7120
: EcoRI EcoRI Struc-

K Y G
AV FDESRMY GLEGDTULSYTU LS RSTTULUGQYG
AGCCGTATTCGATGAAAGTCGTATGTACGGCTTGGAGGGAGATCTTTCATATCTTTCGAGATCCACCCTACAATATGGGG 7200

7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
ture (B5) Intron du groupe II S12-exon3>

AAK K P K * M ILALTII KUV IKI KT RTIUPZPFTTILMMSR
CCAAAAAGCCAAAATAAATGATTTTAGCCCTTATAAAAGTTATAAAAAAACGGATTCCTCCTTTCACGCTCATGTCACGG 7280

7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280
*kok S7

R 6T A EEKTAIKSDUPTIYZRNIR RILVYVUNMLUVNR RI
CGAGGTACTGCAGAAGAAAAAACCGCAAAATCCGATCCAATTTATCGTAATCGATTAGTTAACATGTTGGTTAACCGTAT 7360
PstI

L K # 66 KK S L 4Y QI TI VYU RAUNI KI KTIUGQOQQHI KTTET
TCTGAAACACGGAAAAAAATCATTGGCTTATCAAATTATCTATCGAGCTATGAAAAAGATTCAACAAAAGACAGAAACAA 7440

N P L SVLZRQATIURTGVTU?PUDTIAVEKA ARIRVG G S
ATCCACTATCTGTTTTACGTCAAGCAATACGTGGAGTAACTCCCGATATAGCAGTAAAAGCAAGACGCGTAGGCGGATCA 7520

T # ¢ v P V EI GG s T QG K AL 4T R WL L G A S R K
ACTCATCAAGTTCCCGTTGAAATAGGATCCACACAAGGAAAAGCACTTGCCATTCGTTGGTTATTGGGGGCATCCCGAAA 7600
BamHI

R P G RNMAFKLS S EL VD &4 4 KGE 5 6D A TR
ACGTCCGGGTCGAAATATGGCTTTCAAATTAAGTTCCGAATTAGTGGATGCTGCCAAAGGTAGTGGCGATGCCATACGCA 7680
Hpall

K K EETHURMAE A NZRATF A HFR *
AAAAGGAAGAGACTCATAGAATGGCAGAGGCAAATAGAGCTTTTGCACATTTTCGTTAATCCATGAACAGGGATTCTATA 7760
7690 7700 7710 7720 7730 7740

TAGACACATAGACCCATGATCCTACATCTCGATCGAAAAAGAATCGAAATTCGATGAATGTATCTCTCGAAACAAACGAAA 7840
Pvul

AGGAAACGAAAAACAARAACATARATCATGGATCAATTAAGCCTCTCGGGACTTGCTTAAGAATGAGAAAGAGGAATCTT 7920
ATGTAAATACCACAGAATAAGGTTTGGTCCTATTCATGGGGATTCTGTAAATATTCCATTCCAAAAAGAGAAAAAATTCG BOOO
AAACAATTGGGATTTTTTGGAGATTGGATGCAGTTACTAATTCATGATCTGACATGTACAGAATGAAAACTTCATTCTCG 8080

M K A F#H# L PLFDSGS FTITVF P ETCTIIULTI
ATTCTACAAGAATTTTTATGAAAGCCTTTCATTTGCCTCTCTTCGATGGAAGTTTTATTTTCCCAGAATGTATCCTAATT B160
B80S0 8100
> ndhB Premier Méthionine possible

F 66 L I LLLMMTIDSTSDOQQKUDTISUWFYTFTIS ST
TTTGGCCTAATTCTTCTTCTGATGATTGATTCAACCTCTGATCAAAAAGATATATCTTGGTTCTATTTTATCTCTTCAAC 8240

S LvM SITUSALULFRUWZREEWZ®PMH¥TISF S GDNTF Q
AAGTTTAGTAATGAGCATAACGGCCCTATTGTTCCGATGGAGAGAAGAACCTATGATTAGCTTTTCGGGAAATTTCCAAA B320
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T N NFNZETIVFOQQFLTIULLCSTULZ ECEIUZPLSYVETYTI
CGAACAATTTCAACGAAATCTTTCAATTTCTTATTTTACTATGTTCAACTCTATGTATTCCTCTATCCGTAGAGTACATT 8400

E CTEMAITET FULLVFTIULTSATILSGGMTFLOCG A
GAATGTACAGAAATGGCTATAACAGAGTTTCTGTTATTCATATTAACAGCTACTCTAGGAGGAATGTTTTTATGCGGCGC B4BO
8410 > ndhB début du géne preposé (Shinoczaki eral. 1986)

NDULITIUVPFUV A LET CP¥S5SLCSYLILSGYTZRKK
TAACGATTTAATAACTATCTTTGTAGCTCTAGAATGTTTCAGTTTATGTTCCTATCTACTATCTGGATATACCAAGAAAG 8560

D VR SNEATTI KYULLMGSGAS S SIULVHBEGT FS
ATGTACGGTCTAATGAGGCTACTACGAAATATTTACTCATGGGTGGGGCAAGCTCTTCTATTCTGGTTCATGGTTTCTCT 8640

w=LYGS S GG ETI ELQETIUVYVNGLTINTOQGMTYNS
TGGCTATATGGTTCATCCGGGGGAGAGATCGAGCTTCAAGAAATAGTGAACGGTCTTATCAATACACAAATGTATAACTC 8720

P G I LI A L L FITWUVGTI GV F R L
CCCAGGAATTTTAATTGCACTTTTATTCATCACTGTAGGAATTGGGTTCAAGCTT B775
HinDIII

Légende : Les régions en minuscules sont des séquences de tabac,
mis & part celle commengant & la position (1110) qui
est tirée du mais pour des raisons de similarités
dans la région concernée. Nous n’avons pas cherché 3
remplir les trous de cette séquence, le groupe du pro-
fesseur Pillay y travaillant.

Un travail identique a été fait pour la région du 5.-ps/2.

Cette fois ci la séquence provenait directement du fichier
CHNTXX.DAT; de 1'EMBL, qui est la séquence chloroplastique de
tabac compléte, annoncée par Shinozaki eral. {(1986). Pour nous
éviter de devoir changer les formats trés standardisés des fi-
chiers de 1’EMBL, nous avons alors modifié le programme ANALYSE
pour que ce type de fichier soit directement utilisable. Une
mémoire de l’ordinateur Vax ne pouvant contenir que 65535 ca-
ractéres, nous avons dl moduler le type d’entrée du programme
en fonction du type de fichier. Quelques problémes annexes comme
la modification instantanée des "U" des fichiers d'ARN en "T"
sont traités. Pour avoir une idée des problémes qui peuvent se
poser dans ce domaine, nous donnerons l’exemple suivant

Les fichiers de 1'EMBL contiennent 60 nucléotides par ligne.

Un fichier contenant la séquence d’un ADNct contient de 120’000

a 160’000 nucléotides. Si nous voulons analyser une séquence &
partir de la position 65000 par exemple, nous devons éviter de
charger en mémoire les 65000 premiers caractéres de la séquen-
ce. Nous calculons donc le nombre de ligne de 60 caractéres &
éviter et calculons la position du premier nucléotide 3 mettre
en mémoire de la premiére ligne effectivement intéressante pour
nous. La résolution de ce probl&me nous conduit alors au petit

. calcul suivant

POS_l= 60 - [E—l%‘—l - INT [E—E-Ig-%'—l]] + 1

POS_1 : Position n®l a mettre en mémoire

F_INF : Position inférieure dans le fichier a analyser
INT() : Partie entiére de ()
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Ce calcul qui est absolument juste lorqu’on calcul & la main
peut donner quelques surprises ! S5i nous remplagons F_INF par
60’000. L'ordinateur va trouver POS_1 = 59.9998 : Comme

le fichier ne peut pas étre coupé & une fraction de caractére,
c’est le 59&me caractére et non le 60éme qui sera le premier
nucléotide de la chaine analysée. Nous avons donc d{i tester les
erreurs d'arrondi avant de faire le déccupage du fichier. Sinon,
le repérage des génes aurait été décalé d'une position dans les
guelqgues cas ou l‘erreur d’arrondi due au mangue de précision
de l'ordinateur donne une valeur légérement inférieure & la po-
sition réelle.

D'autres problémes typiquement informatiques ont été résolus
durant la période de conception des programmes. Nous avons entre
autre multiplié par 10 la vitesse d'exécution du sous-programme
DIAGON, par la mise au point d’algorithmes personnels.

L’analyse du 5-ps/2 & 6té grandement facilitée par l'emploi des
programmes. Nous avons ségquencé en partie le fragment HinDIII de
4.4 kb, mettant en évidence la présence du géne psbB codant pour
une protéine faisant partie du centre réactionnel P680 du photo-
systéme II, le géne 20, dent il nous manque malheureusement
encore les 9 premiers codons et gui porte l'information pour la
protéine ribosomigue L20 (Figure' 24, page 64) et finalement la
partie 5-psil.

Figure 11 : Séquence partielle du fragment HinDIII de 4.4 kb et
du fragment BamHI de 6.6 kb, Séquence du 5-rpsi2.

GGTTATTTAATATTATTTTTGCCCATTTITTTATTTTCTTATTTCTATTTATCCCTTITACCTTTATTTGGAATAAGCAT B0

AATCTTTACCAATATAGGATAAATCATTATCAAAATCTTTATCAAGAT AAGGGAAATACTTATTAAGTTATAAAATCAGG 160

GTAATGATCCACCAACCCGCTAGTTCTTTTTATGAGGCACAAACGGGACCATTTATCCTGGAAGCGGAAGAGCTGCTGAA 240
Alul

AATGCGTGAAACTATCACAAGGGTTTATGTACAAAGAACGGGCAAACCTTTATGGGTTATATCCGAAGACATGGAAAGGG 320
AATGTTTTTATGTCAGCAGCAGAAGCCCAAGCTCACGGAATTGTAGATTCTTGTAGCCGTTCGAATAAAAAATAAGTGGCA 400
Alul

AGGATTATTCTAAAAAAATACAGGATTTGAAATTTCATTTTTIGAATCTTCTTACTTTCATTTTAATATAATATCTCTATT 480
AGTTAATCTATTAATATCTATTAGTTAATCTATTAATATAAGTAATATAGAAT CTAAGTAATTCACGGTTAGGATAGATC 560
BglIl

M P T M K QL I RNTUROGQUPI
TAAACCAGCTCATTATATATATATTCACAATTCATATGCCAACTATGAAACAACTTATTAGAAACACAAGACAGCCAATC 640
570 580 590 600 610 620 630 640
Alul

R N VT ¥ S P ALRGCPQURIRGT CTU RV Y v rR v v
CGAAACGTCACAAAATCCCCAGCTCTTCGGGGATGCCCTCAGCGCCGAGGAACGTGTACCAGGGTGTATGTGCGACTOGT 720
650 660 - 670 680 690 700 710 720
Alul Frans splicing

e I 1 Y * '
TCAGATCATATACTAAGRAGARAAAACCAAT T TCATTTTTTCAGTATTGTTGATCGETTAAGATAGTGTGAACTGTAGTT 800

TTCCCATTAGACTATCTTAACTTATATATATACATTCTTTACATTCTTCTATCTTGTATCAAATTTATGGTTTCGATTGG 880
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Nous avons ainsi le géne sps/2 complet et un probléme nouveau
Savoir si le géne est exprimé et comment il est possible qu'un
"intron" d‘une taille supérieure & la moitié de 1'ADN chloro-
plastique puisse &tre supprimer. Remarquons que le probléme est
plus aigué pour Marchantia, qui posséde une seule copie du

3psi2 et sur le brin complémentaire & la partie 5’ du géne
{Fukuzawa cial. 1986). Nous avons donc déja cherché les promo-
teurs, avant de nous intéresser a la transcription proprement
dites.

3.1.9 Recherche des promoteurs

Une fois la séquence établie, commence le travail d'analyse des
résultats découlant de la séquence. La recherche des promoteurs
est l'une des étapes de cette analyse. Deux approches sont pos-
sibles. L'approche classique consiste a chercher les séguences
similaires aux consensus des promoteurs d’E coli situés en "-35"
et en "-10" du site d’initiation de la transcription {(Harley et
Reynolds, 1987), Une méthode indépendante et complémentaire
(Tung et Harvey, 1987}, tenant compte de la présence de struc-
tures dont les angles d'hélicité ("helix twist angle") sont de
36.2°, 37.8°£ 26.4°, 37i8°’ 36.2° en succession et avec une to-
lérence de S° < 5.0 deg”, a été testée sur nos séquences. La

La succession de ces angles pouvant indiquer la région -55 & +5
des promoteurs de la bactérie F cali selon les auteurs.

L'analyse des angles d'hélicité que nous avons faite, en cher-
chant toutes les séquences possédant les angles corrects et
énumérées par Tung et Harvey (1987) nous a paru décevante, dans
le sens ou trop de sites possibles sont observés, méme a3 l’'inté-
rieur des génes. Nous pouvons difficilement mettre en relation
cette analyse avec les promoteurs, d’'autant plus gque nous n'a-
vons pas testé expérimentalement la position réelle des sites

de début de transcription. Du moins, si les promoteurs éventuels
gue nous localisons au moyen de leur ressemblance avec les pro-
moteurs d' Escherichia coli sont fonctionnels, il se pourrait que

1'ARN polymérase du chloroplaste pourrait peut é&tre avoir une
spécificité un peu différente que celle d’ Escherichia coli.

Nous nous sommes alors contenté de l'approche classique et
avons cherché les séquences caractéristiques "-35" et "-10".
Dans la fiqure suivante nous proposons des promoteurs pour

les unités de transcriptions du unl' de l’opéron ribosomique

et du 3.ps72. Nous les comparons avec d’autres promoteurs
énumérés dans la littérature. Remarguons qu'il est connu depuis
longtemps chez le mals (dont la séquence est trés proche du .
soja) gqu’il existe des sites dfinitiation de la transcription
situés en 5' de 1’ARN 165 et du i, Il existe chez cette
plante une co-transcription de (wnl), 165 tml 1mA, 235. 4.55

et 55 (Strittmatter et Kossel, 1984; Strittmatter eral 1985).
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Figure 12 : Comparaison des promoteurs présomptifs avec
quelques séquences publiées.

Organisme  Géne n_35¢
E.coli consensus TTGACA
E.coli trn Tyr ancac TTTACA
G.max trnv,p2 Toece TTGAGT
Z.mays tenv,p2 Teecc TIGc6T
N.tabacum trnVv Tescs TTGAGT
G.max trnv,pl accac TTGACA
E.coli rrnA,pl crecerTTrTeT
E.coli rrnA,p2 aaTec TTGACT
S.oleracea . rrn,pl crart TTGACT
S.oleracea rrn,p2 Tccaa TTGACS
E.coli str atTTc TTGACA

G.max, pl 3'-rpsl2 atrreTIGrre
G.max, p2 3'-rpsl2 raTerTIGeTA
Z.mays rps4 rrrec TAGATA

(1) Siebenlist et al, (1980)
{2) Berman et Landy (1979)
{3) Schwarz et al. (1981)
{4) Tohdoh et al. (1981)

NNNNNRNNNNNNNNNNON
GCGGLCGLCGTCATTTGA

TTCTTGACCCTTTGCCT
TTCTCGCCCCTTTGCCT
TTCTCGACCCTTTGACT

ATGGAATCCAATTTITTCC

CAGGCCGGAATAACTCC
CTGTAGCGGGAAGGCG
TGCTCCCCOCGCCGTGA
TGAGGGGGTAGGGATGGC

CCTTTTCGGCATCGCCC
TTATTAGAAGATCGTGA
AAAMGAAAGARAAAATAT
CAAMAGCATARAAATAAM

{5)
(6)
{(7)
(8)

ho10" Distance
du géne
TATAAT
TATGATcc6ccece 41
ThA: GATTAGTCAGT 27
TAs GATT CGTTAAT 31
Ths GATI AGTCAGT 31
cATAATT TTCGTAT 151
TATAATGceccacc'A 300
TATraTecacace ! C 181
TreAATsacanTeaaTa' 175
TATAr Trcreec'A 152
TAALATrceec 'G 64
TroGATCCACATAT 277
TeTreTTTGAGAAT 238
TAaTATATATACAA A 1990

Lindahl et Zengel {1986}
Lescure et al. (1985)
Post et Nomura {1980)
Russell et Bogorad (1987)

Nous aveons ainsi un catalogue de séquence gui pourraient avoir
le réle de promoteurs pour les génes étudiés,

Une des questions suivantes & résoudre est de tester si les dif-
férents génes localisés sont transcrits ou non. En effet, il ne

suffit pas qu’un ADN porte une information pour qu’il soit

transcrit en un ARN messager. Nous avons donc parallélement com-

mencé l’étude de la transcription des génes s7, rpsl2, pi20

et adhB.

3.2 Les ARN messagers

Si l’isolation des ADN chloroplastiques de soja pose déja par-
fois de sérieux problémes, car certaines préparations ont une

facheuse tendance a ne pas se laisser digérer, les préparations
d’'ARN sont peut-8tre encore plus fastidieuses car nous avons di
tout d'abord, préparer une isolation d'ARNct (50 ug d'ARN} pour

l a 2 Northern §(2.3.1.2). Nous comprendrons aisément qgue dans

ces conditions, la préparation du matériel de base prenne énor-

mément de temps.
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3.2.1 Hybridations du type Northern

Pour mettre en évidence les messagers, nous avons utilisé des
sondes simples brins préparées selon la méthode décrite au
§(2.2.7.3). Une série de clones simples brins intégrés dans le
vecteur M13 ont été utilisés comme sonde. Les clones suivants
qui nous avaient servi a déterminer la séguence, nous ont
servi de sondes

(1) HinD_4.4, sous-fragmemt Alu (5) ler exon du 2
(2) HinD_4.4, Alu (17) rpl20

{(3) BamH_6.6, HindIII (9) rpl20

{4) BH10l, HaeIII/Hpall (27) 2éeme exon du spsi2
(S5) BH101, HinfFI (46) Intron 2, {ORF 143)
(6) BH101l, Sau3A (69) rps7

(7) PK, Alu (4) , ndhf3

Nous indiquons dans la Figure 13, la sitvation exacte des sondes
par rapport aux génes. Rappelons gue les sondes n’ont ici gu’un
seul brin margué et que le brin complémentaire froid a été éli-
miné lors de la préparation de la sonde.

Figure 13 : Description et localisation des sondes

Sf-rpsl2 rpl20
f | [ ' ]
HinDIII

[
o8
w

3'-rpsl2 rps7 ndhB
Tj__"_1 _____ | F____”T
ORF 143
4 5 6 7

Nous avons utilisé les sondes 1,2,4,5,6 et 7 pour tenter de
d’analyser la situation plutdt compliquée gui existe au ni-
veau de la transcription du soja. La Figure 14 présente les
résultats obtenus,
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3°) L’intron 2 du smps/2 (530 nucléotides) contenant 1'ORF
est enlevé avec une trés grande efficacité. Il a fallu
un temps d’exposition de 3 semaines avec écran intensi-
fiant pour mettre en évidence autre chose que la bande
principale de 530 nucléotides et correspondant a l’in-
tron coupé.

4°) L'exon 1 est en commun avec une série de messagers.
Nous observons des messagers de 2750, 2100, 1900,
1500, 1300, 1100 et 830 nucléotides. Le messager mature,
contenant les exons 1+2+3 (seule bande forte en commun
avec les hybridations contre l'exon II) & une taille de
1100 nucléotides. Le mans splicing semble donc d’'une
efficacité réduite,

5°) la sonde interne au ndiB allume des bandes dont la taille
ne correspond pas aux transcrits des génes ps7 et ipsi2.
Il existe probablement une autre unité de transcription
pour ce géne. Les ARN-m principaux observés ont 1300 et
1550 nucléotides.

6°) Un messager de 1100 nucléotides hybride avec le 20,
Ce résultat peut suggérer une co-transcription avec l‘un
des précurseurs du 5%ps/2, ou une correspondance due
au hasard entre la taille de ce précurseur et la taille
du messager final.

Une rapide comparaison avec les résultats obtenus avec le ta-
bac (Koller eraf. 1987; Zaita etal. 1987) donne une bonne
correspondance entre les deux plantes. Les analyses au micros-
cope électronique indiquent que la partie 3.-rpsi2 et le rps7

sont cotranscrits et qu’il existe des précurseurs de grandes
tailles (2.7 Kb) contenant la partie 5.rps/2 et le rpli20.

Nous observons également une taille légérement supérieure de
certains transcrits de tabac, mais nous reviendrons sur ce
point plus tard.

Le résultat de l'hybridation avec l’'exon 2 du psi2 pose en ef-
fet le probléme de vérifier la qualité des ARN en fonction du
moment ol les feuilles sont cueillies. Nous avons constaté une
nette différence dans le contenu en ARN messagers, selon le
jour de la cueillette des feuilles.

3J.2.2 Distribution des ARN messagers en fonction de
lrétat physiologique de la plante.

Nous nous sommes ainsi intéressé & la transcription en fonction
du temps pendant lequel le soja a poussé. Une telle étude est
tendue possible par l'emploi du phytotron dans lequel des condi-
tions contrdlées permettent d'obtenir des états de croissances
reproductibles. Nous avons récolté des feuilles, les l15éme,
l6éme et 17eéme jours de croissance & partir du jour ou les grai-
nes sont mises & gonfler,
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La comparaison de nos résultats avec les données connues con-
cernant la transcription du ms/2 de tabac (Zaita e¢rai 1987}
nous donne quelques indications supplémentaites. Les ARN mes-
sagers hybridant avec les exons 1 et 2 mis en évidence pour
le tabac ont des tailles (2.4 et 1.5 Kb) légérement plus gran-
des que les ARN-m de soja (1.1 et 1.65 Kb). Un messager de
1.1 Kb est mis en évidence par la sonde interne & l'exon 1
chez le tabac, qui pourrait correspondre a la bande de 830
nucléotides que nous observons. Les profiles d'hybridations
de tabac ressemblent a la situation chez le soja lorsgue les
feuilles sont cueillies le jour {(J) et les précurseurs en
dessus de 2.4 Kb ne sont observés que par microscopie élec-
tronigque (Koller eral. 1987).

L’'analyse des ARN-m chloroplastiques de soja suggére gue 1’un
des ARN a une relativement bonne évidence d’'étre un ARN-m
mature possédant les exons 1+2+3 et qu‘il s’agit du messager
de 1100 nucléotides. La bande observée lors de l'hybridation
(avec la sonde interne & l’exon 2) se renforgant semble-t-il
au dépend de 1'ARN de 1650 nucléotides.

3.2.3 Détermination du site de splicing par "Primer
extension”

Une méthode de choix pour déterminer la séquence au niveau du
site de splicing, est la méthode du §(2.3.2.1). Nous l’avons
appliquée en utilisant des ARN d'origines chloroplastigue.
Cette préparation des ARN, permet d'éviter la présence de la
plupart des ARN d’origine nucléaire. Il n'est malheureusment
pas possible de séparer les messagers chloroplastigues des ARN
ribosomiques et de transferts. En effet, il n'existe pas de
gueue de poly A au niveau des messagers chloroplastigues comme
c'est le cas avec les messagers nucléaires. Cet handicap de-
mande de jouer sur les concentrations d’'ARN et de transcrip-
tase inverse présents dans la réaction.

Nous avons obtenu un résultat mitigé, lorsgue nous avons uti-
lisé des ARN chloroplastiques totaux et une amorce Rsal-
HaeIll isolée par nos soins et selon la méthode de prépara-
tion des sondes qui nous est habituelle. L’'amorce a été choi-
sie interne & l'exon 2. La séguence de cet exon est lisible,
mais, dés que la séquence devrait appartenir a l’'exon 1, la
séquence devient illisible (Figure 17). Comparant les arte-
facts obtenus avec ce que nous devrions obtenir si un mélange
d’ARN messagers précurseurs et matures est présent, nous obte-
nons une correspondance relativement bonne entre la séquence
théorique du mélange et ce que nous avons séguencé par primer
extension. Remarguons que les fortes concentrations 4d’ARN iden-
tifiées par Northern lors des hybridations contre l’exon 2 du
mpsl2, (messagers de 1650 et 1100 nucléotides) plaident pour
l'hypothése du mélange d’ARN précurseurs et matures. Le signal
d'hybridation obtenu en utilisant la sonde interne au premier
exon est beaucoup plus faible gue celui des messagers conte-
nant l’exon 2.
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 Nous présentons dans la Figure 17 le résultat de la "primer ex-
tension" face 3 une superposition des réactions de séquence que
nous devrions observer en présence d’'un mélange d'ARN ayant
subit et n’ayant pas subit le sans splicing.

En effet, deux séquences distinctes peuvent &tre situées en
amont de 1'exon 2 du rpsl2 (3-mpsi2) :

S5-rpsi2, Bxon 1

RRGTCTRUVYVY
GCGCCGAGGARCG TG TACCAGGGTGTAT,
bl Lo |
PEorn Il
Pt Pt
I i 1
GCGCCBAGGARCGTOTACCAGGGTOTAT [GTGCGACTCGTTCAGATCATATACTAA. . .

3pst2, Exon 2

T I TP K KP KNS ALUBRIEKUVARYUYVY
ACTATTACACCCAMMAAAG CAAACTCTGCTTTACGTARAGTTGCCAGAGTAC
] I I N LT A [ it Py

i | { { | T B

| [ ana (N I T R t i
| I H I 11l [ B | I !
TARGEGTGACTTATCTGTCARCTTTTC O ACT ATT ACACCCAARAAAC CAMACTCTGCTTTACGTANG TTGCCAGHGTAS

Rsal

Si un mélange de molécules d'ARN précurseur et mature sont

séquencées, nous devons alors observer une superposition des
deux séguences.
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$i nous avions le temps et le matériel pour faire des expérien-
ces supplémentaires, nous suggérerions de fractionper les ARNct
en fonction de leurs taille. Nous effectuerions une primer ex-
tension, en utilisant une sonde simple brin, synthétisée chimi-
quement et complémentaire 3 une séquence plus proche du site de
splicing. En fabriquant les cDNA complémentaires au fractions
contenant les ARN de 1100 et de 1650 nucléotides, nous pour-~
rions vérifier si effectivement le précurseur ayant subi le

mans splicing est 1'ARN de 1100 nucléotides et si 1'ARN de 1650
est un précurseur de l'unité de transcription du 3-psi2.

Une telle expérience, si elle semble évidente, pose toute fois
un certain nombre de problémes, de par la guantité d’'ARN dont
il faut disposer. Les rendements des isolations d’ARN chloro-
plastiques sont faibles et nous calculons que pour obtenir un
résultat, en tenant compte des perte enccurues au cours de la
purification de tels ARN, il faut environ 1'’équivalent de 8
phytotrons pleins pour une expérience de "primer extension",
Ainsi, dans les conditions d’équipement actuelles du labora-
toire, la récolte des feuilles de soja prend déjad environ 16
semaines,.., Et il faudrait compter 16 isolations d’ARN a partir
de 200 g de feuilles. De plus, il faudrait @luer le matériel

a partir d’un gel dénaturant (Reijnders eral. 1973), en prenant
des bandes de largeur minimale de maniére & éviter d’'avoir trop
d’'ARN indésirables, tels les ARN ribosomiques et les ARN de
transfert.

En effet, la transcriptase inverse peut faire 1’élongation d’'un
cDNA a partir d'une amorce de type ARN, ce qui permet la syn-
thése d’un cDNA & partir du repliement d'un ARN sur lui-méme,
lorsque celui-ci & une structure secondaire adéquate. Une autre
possibilité serait d’étudier le rans splicing sur un matériel
plus facile & isoler, tel le tabac.

Au niveau du soja, ncous sommes convaincu que les ARN du sps/2
subissent du splicing et du mars splicing. Nous pourrions

étudier par hybridation quels sont les messagers ayant subi le
splicing au niveau de l’intron 2 et de l’intron 1 {(transon) en
construisant artificiellement des sondes contenant 7 nucléatides
de part et dfautre des sites de splicing et en les hybridant
contre les ARN. Nous pourrions recommencer les expériences de
"primer extension” ou nous lancer dans la construction d’une
banque de cDNA en utilisant une amorce synthétique et interne

au rpsl2.

Toutes ces expériences et d'autres encore pourraient nous aider
a comprendre le "comment" du splicing. Remarquons que les résul-
tats sur le tabac (Zaita eral., 1987; Koller ectal. 1987) sem—

blent prouver que le wans splicing invive des messagers du rps/2

est effectif. Dans le cas du tabac, la réaction de primer ex-
tension & donné une séquence lisible, ce qui tends a prouver gque
l'adjonction de l’exon 1 aux exons 2+3 est €ventuellement plus
efficace avec le tabac dans les conditions particuliéres de cul-
ture de Zaita eral. (1987). Remarquons que les résultats de

Koller ecral. (1987) font plutdét penser qu‘il existe simultané-
ment des ARN précurseurs et matures.
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La seule véritable évidence qu'un rans splicing & lieu pour
lier 1l'exon 1 & 1'exon 2 est donné par (Koller e¢ial. 1987)
Plusieurs méchanismes sont théoriquement possibles pour
obtenir un ARN ps/2 fonctionnel.

La premiére possibilité serait qu‘il existe un transcrit pri-
maire contenant les 3 exons du msi2, mais cela implique la
formation d’un précurseur d‘environ 130 Kb et que l'intron 1
ainsi formé serait codant et/ou un ARN anti-sens pour beaucoup
de génes. Un précurseur de cette taille & peu de chance d’étre
mis en évidence avec les techniques d'isolation des ARN actuel-
les. Mais un tel méchanisme impliquerait que le géne sps/2 de
Marchantia palvmorpha est non fonctionnel, car la partie 5-rpsi2

n‘est pas codée par le méme brin d'ADN que la partie 3’ du géne
{Fukuzawa eral. 1986),

La seconde possibilité serait une smars addition par ligation

de l'extrémité 3' du transcrit de l’exon 1 avec l’extrémité 5°
du transcrit de l'exon 2. Un tel mécanisme serait alors suivi
par un (cis-) splicing conventionnel (Milhausen eral. 1984;
Campbell e af 1984). Mais Koller eal. (1987) n'a pas observé

au microscope électronique de molécules hybridant 3 la fois
avec des sondes en 3' de l‘exon 1 et en 5’ de 1'exon 2.

La possibilité qui semble donc avoir le plus de chance d'étre
réelle est le wars splicing. Un splicing ol les exons liés
proviennent de deux molécules d'ARN différentes et ajoutés en
franys.,

Nous préciserons quant & nous, certaines évidences structurales
permettant de mieux délimiter les introns et ferons certaines
observations a propos des génes chloroplastiques que nous avons
séquencés dans la discussion sur le splicing §(3.4)}.

3.2.4 transcription constitutive ou induite ?

Un élément supplémentaire concernant la transcription est de
déterminer si les génes des protéines ségquencées sont exprimés
de maniére constitutive ou induis par la lumiére. Il est cer-
tain que le moyen le plus direct de déterminer de quel type est
un géne est de tester la quantité des ARN produits avant et
aprés exposition de la plante & la lumieéere.

Il est vrai pourtant que l’analyse de la structures de 1'ADN
pour gquelques génes dont la transcription était connue a permi
a Gingrich et Hallick (1985) de formuler 1'hypothése suivante

L’usage des codons semble &tre différent si le géne est consti-
tutif ou induit par la lumiére. Le rapport (T+C}/(A+G) en troi-
siéme position du codon est plus élevé dans le cas des génes
étudiés et qui sont induits par la lumiére que pour les génes
exprimés de maniére constitutive.

Voulant tester le résultat d’une analyse opérée selon les cri-
téres de ces auteurs et conscient que les résultats obtenus
sont hypothétiques, nous avons cherché les rapports (T+C)/(A+G)
pour gquelques génes de soja. Nous indiquons également les rap-
ports trouvés pour les génes correspondants d'Eugléne et qui
étaient initialement étudiés par Gingrich et Hallick (1985).
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Figure 18 Usage des codons et mode d'éxpression
Induits par la lumiére Expression constitutive ?
Ac. aminé
pshA psba TufA-rpsl2 | rpsl2-rps? ORF 143
E.g G.m rps? E.g ndhB G.m G.m
T/C A/G T/C A/G T/C A/G T/C A/G T/C A/G
Leu (CT-) 11 1 6 8 7 9 g8 10 3 5
Ile (AT-) 18 2 30 2 32 33 21 9 5 5
Ser (TC-) 13 4 14 3 10 15 18 4 5 6
Pro (CC-) 12 8 12 3 15 18 6 8 1 4
Thr (AC-) 19 14 15 1 16 37 15 11 5 3
Ala (GC-) 35 9 27 8 18 29 19 12 2 1
Arg (CG-) 24 1 10 2 12 28 13 11 1 2
Gly (GG-) 8 12 25 8 11 39 13 24 3 6
Total 170 51 139 35 121 208 113 89 25 32
T/C:A/G 3.3 3.9 0.58 1.2 0.7
Exprimé selcn Gingrich et Hallick, (1985)
psb4 A’ Euglena gracilis, selon Karabin c¢al. (1984)

psbd de Giveine mar {soja), selon Spielmann et Stutz (1983)
Tufd. rps7. rpsi2 Q' Euglena grocilis, selon Montandon et Stutz,
{1983), (1984)

Nous remarquerons que les résultats concernant les génes /ps7,
rpst2 et la partie 5' séquencée du ndi8 (du premier méthionine
annoncé pour le tabac au site HinDIII) ont été groupés. Ces sé-
gquences étant relativement courtes, nous avons voulu éviter une
trop grande variation des rapports observés. En effet, le poids
statistigque d'une analyse portant sur 398 codons est plus élevé
gue si la méme analyse est faite sur une centaine de codons
seulement. Constatons que les rapports sont similaires lorsgue
chacun des génes est €tudié individuellement.

Lz Figure 18 montre gque les génes rps7, rpsi2 et nanB de soja ont
des scores comparables aux génes constitutifs d’Eugléne. Nous
observons tcutefois que le rapport (T+C)/(A+G) des génes de soja
semble en général un peu plus €levé. A priori, le modéle de
Gingrich et Hallick (1985} semble donc étre utilisable avec le
soja également. Nous aurions ainsi une indication du type d’'ex=
pression des génes rps7, spsi2 et ndhB.

L’ORF étudiée et gui est interne & l’intron 2 du rps/2 @ un rap-
pcrt plus bas gque le rps/2, Nous ne pouvons pas décider, dans la
connaissance actuelle gue nous avons des génes de soja, si cet-
te ORF est transcrite et traduite constitutivement ol si elle
n‘est pas traduite. Nous reviendrons plus tard sur ce point
particulier.
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3.3 Résultats corollaires

Au cours de la recherche de 1’'exon 1 du s/2, nous avons ren-
contré un certain nombre de génes. Les ayant localisés et sou-
vent séquencés, nous indiquons les résultats obtenus.

3.3.1 le géne psbB

Le géne psbB a été repéré en séquencant le fragment HinDIII de
4.4 kb dans lequel est situé la partie 5' duv géne mpsi2 et dans
l’orientation inverse. le pstB code pour une protéine chloro-

plastigque asscciée au centre réactionnel P680 du photosystéeme II.

3.3.2 Le géne ndhB

Ce géne est situé en 3’ du rp7. I1 a été mis en relation avec
un géne d'origine mitochondriale (Shinozaki eral. 1986). La
protéine codée ferait partie d'une NADH deshydrogénase d’ori-
gine chloroplastique. La séquence de la protéine est donnée au
§(3.1.8) dés le premier acide aminé méthionine trouvé dans la
séquence de soja (position 8098).

Nous avons en effet remarqué que la protéine codée peut étre
beaucoup plus longue gue ce que nous propose le groupe japonais
(Shinozaki c¢ral 1986), qui situe le premier méthionine traduit

a l'endroit équivalent a notre position 8413. Le choix de ce
méthionine ayant été décidé par similarité avec le géne cocdant
pour la NADH deshydrogénase mithecendriale humaine (Chomyn el
1985} .

3.3.3 Les génes imV, tmi, tmA

Les ARN de trapsfert trouyés dans l'ogéron ribYsomi ue sont les
ARN-t'8l, ARN-t et ARN-t . Nous présentons les séqguences

avec lelrs structures en forme de tréfle caractéristiques dans
les Figures suivantes en comparant chaque fois la séquence avec
les ARN-t correspondant de tabac et de mais. Nous rappellerons
gue la séquence terminale "CCA" n'est pas codée au niveau de

1/ADN, mais ajoutée postérieurement & la transcription.

Figure 19 : Ghcine may : ARN-t"*! (GAC)
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Figure 20 : Ghcinemax : ARN-t ' (GAU) (aprés splicing)
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Figure 21 : Ghvine mar ¢ ARN-t M*  (UGC)
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Nous constatons une fois encore, la grande similarité qui existe
entre les différents génomes chloroplastiques. La structure pri-
maire des ARN de transfert est trés conservée et seules des
micro-différences existent entre les différentes séquences.

Nous remarquerons également gue la position des introns inter-
rompant les ARN-t Ile et Ala est identique. Nous discuterons
plus tard des particularités observées dans les introns de ces
ARN de transfert pour le mais, le tabac et le soja,
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3.3.4 "Génes" des ORF

Nous avons trouvé deux séquences ouvertes 3 la traduction.

Le principal probleme dans un tel cas est de savoir si une pro-
téine est réellement fabriquée 3 partir de ce message ou si le
hasard seul a présidé au codage de 1’ORF. Nous avons premiére-
ment trouvé une ORF de 163 acides aminés, située en 5’ du

3-rpst2 {position 5331) et codée par le méme brin. Dans la

méme région de 1'ADN chloroplastigque de tabac, a été localisé
1’ORF 70B. Le mangue de correspondance entre les deux séquences
indique peut étre gue 1'ORF 70B de tabac et 1’'ORF 163 de soja
sont des pseudogénes et démontre une fois de plus qu’'il existe
des différences de contenu au niveau des ADN chloroplastigues.

Figure 22 : ORF 163

10 20 30 40 50
MRVQPHCIARTHVVYLKKVEPPCFSHVTILLPLSSLSPRSTETKCKTGAN
SSSRKKGLAEPRSLTKTNLILIENTNRIEIELSFHIDIPSTQHRSSKGSR
RPTNARKPGSFRKWIPIRRVHNRMDKLTLTROFGIQFGSLGGIGKGFWNY
IISIHTDTEERVLY*

La seconde région ouverte a3 la traduction est particuliérement
intéressante car elle se trouve intégrée dans l'intron 2 du
rps12 et en phase avec le 3éme exon du rps/2, Nnous avons alors
pensé aux maturases internes aux introns mitochondriaux, qui
codent pour les enzymes respcnsables du splicing. Malheureuse-
ment, il n’'existe pas d'homolcgie notable entre 1’ORF 143 et
les maturases connues. Nous dennons tout de méme la séquence
de cette protéine possible, qui commence & la position 6786

du fragment Hd906.

Figure 23 : ORF 143

10 20 30 40 50
MROKIFFLRKFDSELRYVQGPIWKEFQRFSLTLSVSTNNSKCLDFFRIGP
SQIAMIRSTLHYFGNPRTQSYGYVKYRISNPSRKRGGTDTQFQVSKQNSI
LDIIDTYRILWKAVFDESRMYGLEGDLSYLSRSTLOQYGAKKPK*

Nous devons signaler que l'usage des codons est relativement
différent de la normale {Figqure 35) et que la chance que

1'ORF 143 soit traduite est minime. Nous discutons ce point
particulier aprés l'analyse de la G-périodicité (Figure 35).

3.3.5 Le géne mpl20

Le géne /20 code pour la protéine ribosomique L20. Cette
protéine est l’'une des protéines impliquée dans l'assemblage
de la sous-unité 50S du ribosome et se fixe directement sur
1’ARN ribosomique 23S. Nous donnons la ségquence partielle de
la protéine car il nous mangue encore 9 codons qui n’étaient
pas présents dans les clcnes séguencés. Nous avons d’ailleurs
constaté avec surprise que la partie 3’ du géne était beaucoup
moins bien conservée que ne l'est le sps7.
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La séquence ayant été vérifiée avec soin, nous pcuvons ncus
poser la question de savoir $i ce géne de soja est fonction-
nel ou non. Une seconde possibilité envisageable est que le
clone M13 contenant la région terminale du géne ait une délé-
tion car le clone considéré est un clone de plus de 1000
nucléotides. Constatons toutefois que la similitude existant
entre le géne de tabac et celui de soja plaide pour une meéme
fonction.

Figure 24 : Séquence partielle du 20 et de la protéine L20
Nous soulignons la présence des sites Sacl et
HinDIII gqui interrompent le géne.

M T R I K R G Y I * % R * % * % & * % % % * * * * * *
AR KRRBRTI KTIIZ RLTFASSTFHZBRGA
atgaccagaattaaacgggeatatatAGCTCGGAAAAGAAGGACAAAAATTCGTTTATTTGCATCAAGTTTTCGAGGAGC
10 20 30 40 50 60 70 80

* ok ok ok % ok % *x k k k * *k R % * * *k Kk * % * * *k *k *

B § R L TRTTITUGQQOQZKTIIKALV S A B RDUERDZRK
TCATTCAAGACTTACTCGAACTATTACTCAACAGAAAATAAAAGCTTTGGTTTCGGCTCATCGGGATAGAGATAGGAAAA
90 100 110 120 130 140 150 160

x % % % * R * * * T %x * * % *x * . A E R G * § * § * *

mK R D F R GL ¥WI SRIWNWAYVY IRGDHNTIIKUVY?YIZYS

~-r

3

AAAGAGATTTTCGTGGTTTATGGATTAGTCGAATAAATGCAGTAATTCGCGGGAATATTAAAGTATATTATATTTATAGT
170 180 190 200. 210 220 230 240

R * I H DL * K R * L * % % % % * [, * % % % % § N R *
N L VY SLYTGUOQQW¥ L L NU RIEKTIWUVAOQTIOSGZWITLIEKOQN
AATTTAGTATATAGTCTATACACGGGGCAATGGCTTCTTAATCGTAAAATAGTTGCACAAATAGCTATATTAAAACAGAA

250 260 270 280 290 300 310 320
* % Y * * § * E % % * E V W K E S T R I I *
Cc L. * M I A NDTITIU KTIEKNPILZRILYSSGCK V *
TTGTCTTTTTATGATTGCCAATGATATCATAAAAACCAAAAATCCCCTTAGACTTTACTCCGGGAAGGTATAGATTGTCT
330 340 330 360 370 380 390 400

La L20 nous intéresse par le fait qu'rlle fait partie des pro-
téines directement utiles & l’assemblage du ribosome et gui ont
été démontrée en interaction avec 1/ARN 23S. Il est intéressant
de noter que parmi les protéines utiles dans l'assemblage du
ribosome et en interaction avec 1’ARN 16S : Les S4, S7, S8 et
§15 sont codée par le chloroplaste alors que seule la S17
semble étre d'origine nucléaire.

Au niveau de 1’ARN 23S et impliqué dans l’assemblage de la
sous-unité 50S du ribosome, les protéine L2, L20 et L23 sont
d'origine chloroplastique tandis que les autres protéines de
premiére importances (L1, L3, L4, L9 et L24) sont codées
semble-t-il par le noyau..
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34 DISCUSSION 1 : Quelques aspects du cis- et du rans- splicing

L'étude de la maturation des ARN confronte & une controverse
les chercheurs qui cherchent & entrer dans le domaine du
splicing. Les définitions ne sont pas éncore toutes standar-
disées. C’est pourquoi, nous ferons téférence aux définitions
gue pour notre part nous acceptons.

Les types de splicing bien définis sont

Le type eucaryotique (Breathnach et Chamben, 1981; Shapiro et
Senapathy, 1987}, qui est utilisé pour le processing des ARNm
synthétisés {par la RNA polymérase II) d’origine nucléaire

' L 20 T T ) ..DIT TTTTT !
AG GTGﬁGT Intron CC$TCCCCCCECAG G

le groupe I (Michel et Dujon, 1983; Burke ecral. 1987} répond
initialement 3 la présence des séquences hautement conservées
suivantes dont l’ordre 5’ & 3’ est conservé, mais ot la dis-
tance gui les sépare peut varier

»+ *YTCANNGACTA:+++~ et -+« TNANGANATAGTC:: .-

Nous observerons gue la présence d'une structure secondaire
associée aux introns du groupe I peut étre plus importante gque
la structure primaire (Burke eal 1987),

les introns du groupe I1I (Michel et Dujon, 1983), parmi
lesguels se rangeront les introns que nous avons séquencés,
sont caractérisés par une structure secondaire (Figure 26)
caractéristiqgue et un consensus de début d'intron bien con-
servé. Leurs structures devraient répondre au schéma suivant

Bl B Bl [IZ1 1= I—F 1z
'GTGCGY—RGAU-ACGGAG—RAG—TGGAG—RGGG—RA’

Nous n'entrerons pas dans la définition du groupe III, car il
n‘existe pas encore unanimité quant a sa définition. Ce groupe
3 été utilisé dans des cas totalement différents et sans rap-
ports les ung avec les autres ! (Yamada et Shimaji, 1987;
Shinozaki ol 1986b)., Ce dernier article parlant dfailleurs
des introns du rpsi2 et les classant dans le "groupe III",

mais cette classification est prématurée. '

3.4.1 Cas des introns du rsi2

Le premier critére qui puisse permettre de repérer la limite
entre les parties codantes et non codantes d’un géne est de
voir comment il est possible de placer les limites de 1'intron
de maniére 3 ce que la protéine codée ait une similarité maxi-
male avec une protéine homologue (une protéine du méme géne,
mais appartenant 3 un autre organisme).
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Le second critére est de chercher les consensus connus gui mar-
guent généralement le début ou la fin d'un intron. Cherchant un
intron chloroplastique, nous nous sommes d'abord référé au con-
sensus 5'-GYGYG (Koller eral. 1984) définis-

sant la limite 5' de 1l'intron. Ce consensus est compatible avec
le début d’'un intron du groupe II 5/-GTGCGY tel qu’il était
déterminé. Cela nous a poussé a chercher une structure secon-
daire spécifique de ces introns.

Figure 25 : Structure d'intron du groupe II pour l’intron 2
du rpsi2 de soja (Gheinemar) et de tabac
{ Nicotiana tabacinm)

s.m g;g nucléotides
A A
A-T
€-G ;TCATA
C-G T G A A
T-A A A G A
A-T AGG G T TG ATATCTT
T-A ¢V a A A A-T c T
T T G A . C A G-C T C
c G A A A-T C-GT TG
T T-A 8 T-A T A T-A
T A C-G TTCA CA-TA T-GT C-G
T A C-G tT A TC-G A-T T-2
A A ,T:Ga A G T-A T-A A-T
G A AG A-T T-A G-C G—CC
A-T C-G C-G A-T Cc-G AR
T-A C-G T-A A-T Cc-G G-C
G-C T-G C-G G-C G-C G-C
T-A T-A A-T A-T A-T G-C
EXON_2 'GYGCGT-GGAT-ACGGAT-AA  AC-GTGGAA-TGG GA-TAC’ EXON 3
1 c T
TYPE II =1 1z =i =1 1=l 1z
" GTGCGY-RGAT-ACGGAG-YA G-TGGAG-YGG G-YA'
1 1
Légende : La séguence du sps/2 de soja {G.m) est donnée en .

lettres majuscules. Les nucléotides différents dans
le cas de la ségquence de tabac (N.t) sont ajoutées
en lettres minuscules (Fromm cral. 1986).

Le rapport avec le consensus général des introns du
groupe II (Michel et Dujon, 1983) est donné.

: représente 0 nucléotides

Nous pouvons d'ailleurs vérifier que les limites d’introns ob-
servées ont de bonnes chances d’'étre justifiées en comparant
les séquences des protéines S12 4 Escherichia coli, Q' Euglena gracilis,

de Nicotiana tabacum et de Glveine mar, mais nous en parlerons lors de
la discussion II axée sur le ribosome §(4.5).
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Nous nous sommes alors intéressé de plus prés a la structure
des introns de type eucaryotique et du groupe I. L’étude du
splicing est beaucoup plus avancée pour ces deux groupes et
nous pouvons peut étre ainsi mettre en évidence des caracté-
ristiques passées inapergues. En partant d’articles de re-
vues, (Cech, 1983; Padgett oa/. 1986) nous nous sommes inté-
ressé aux différentes séquences importantes pour le splicing
que ce soit dans les cas du groupe I, II, ou de type nuclé-
aire., Le splicing de tous les types d’'introns, bien que pos-
sédant des méchanismes différents, semble &tre des processus
gue l’on puisse mettre en relation (Cech, 1986). Nous avons
alors particuliérement cherché si les introns chloroplastiques
du groupe II présentaient des structures ot la bordure en 5’
de l'intron €tait complémentaire a une séquence de la partie
3' du méme intron.

3.4.2 Etude de la complémentarité de la limite 5’ des
introns du groupe II avec une séquence de la partie
3' de 1l’intron.

Dans le cas du splicing de type nucléaire, il existe un site de
branchement situé entre 16 et 64 nucléotides en amont du site de
splicing en 3’ de 1'intron (Teem e af. 1984).

La région entourant le site proprement dit est bien conservée et
complémentaitre aux premiers nucléotides de la partie 5' de
l'intron (Padgett cial. 1986).

GG’ GUGAGUA UACUUAUCC-———CAG'C

Nous avons alors cherché si une structure de méme type, mais
complémentaire & la séquence des introns du groupe II était
observable. Nous nous sommes fixé les limites approximatives
de 16 & 64 nucléotides en amont du site de splicing en 3°
comme distances optimales pour trouver une telle structure

et avons étudié une série d'introns chloroplastiques présentés
plus loin (Figure 27). L’'analyse a révélé gu'il existait ef-
fectivement complémentarité. Nous avons en méme temps remarqué
une légére particularité des transons chloroplastiques connus
vis a vis des introns.
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Figure 26 : Comparaison des séquences trés conservées liées
3 la formation de lariat dans les introns des
messagers nucléaires (Padgett oral 1986) avec
une structure possible dans le cas des transons
chloroplastiques connus et d’une série d'introns

ARN-m nucléaires ARN-m chloroplastiques
57: GG 'GUGAGUA-— 5': AU 'GUGCGACucGu— rEle
NN N || Transon 1
3 CCUAUUCAU— 3': GGCAUGUACucUa G.m
1T 0
site de branchement ? site de branchement ?
5¢: UA 'GUGCGuuosuA— rESIZ
NOLEEEErE intron 2
3. GGCAUGUAcccu— G.m
,T
? site de branchement ?
Distance: 20-40 bases avant le 29-55 bases avant le
site 3’ de 1l'intron site 3’ de l'intron
Limites : (16-64) Limites : inconnues

Recherche sur 12 génes
de plantes supérieures
(Figure 27)

Nous avons ainsi retrouvé des séquences trés conservées et fai-
sant partie de la boucle n°®5 (avant derniére structure secon-
daire) du schéma pour les introns du groupe II de Michel et
Dujon (1983). Il est intéressant de noter que cette boucle a
non seulement une structure secondaire, mais aussi une struc-
ture primaire trés conservée, ce gui peut éventuellement indi-
guer gu‘une fonction plus particulére peut lui étre impartie.

Nous formulons alors une premiére réserve : La structure gue
nous observons posséde effectivement une complémentarité avec
la partie 5’ de l'intron, mais elle posséde déjad une structure
secondaire relativement stable puisgu’elle est comprise dans
la boucle n®5 des introns du groupe II. Il est alors difficile
de savoir si l’'interaction montrée (Figure 26) entre la partie
5’ et la boucle n®°5 est possible invivo.

Cette premiére objection théorigque ne permet pas, pourtant, de
rejeter ni l’hypothése d’un appariement, ni celle de la forma-
tion d’un site de branchement. Van der Veen eral. (1987) pro-
posent en effet un mécanisme & peu prés similaire pour un in-
tron mitochondrial du groupe II de levure, impliguant une
séquence comprenant la fin de l’exon et le début de l'intron.
L'interaction proposée met en jeu une zone également appariée
dans le modéle de Michel et Dujon (1983), cette fois-ci la
boucle n®6. L’appariement ne serait donc pas plus impossible
avec une séquence interne & la boucle n®5 gu'avec la boucle
n®6. L'ARN étudié par ces auteurs est d’ailleurs, dans le cas
précis, un ARN subissant le self-splicing, donc un ARN possé-
dant toutes les qualités regquises pour supprimer lui-méme son
intron.

-68-



yNI-vgqsd-o3
£NI-Yqs5d-n3
INI-v¥qsd-n3
INI-vgsd-o3
zX-2q9sd-o3
1X-2qsd-n3

NI-VUl3-—WZ
NI-¥Ui1j-Ho
NI-IUl3-nZ
NI-IUI3-W5

ANI-8Ypu-1n
ANI-gYpu-1N

NI-ad3je-an

NI-g39d-1N
NI-915d1-1N
NI-ZT8d3-18
NI-ZTS4i-Wo
NI-Z1Sdi-au

UL-ZTS543-HD
mh|-mmh|ez
HL-Z1sda-daun
YI-TVvISd-8D
HL-TYIsd-8D

(freavay juesaad) xew auTSA(D : WO {186T "T1% 312 yood} slem ®aZ : WZ
uoijul : NI {9g6T ‘"TE® 38 TYL20UTYS) Wnoeqe)y BULTIODTIN © IN (986T °"Te 312 ewedyo} eydiowdAyod eviueysael :© g
uosueal : Hl {S86T ‘TOYDTMW 32 A9TT@W) STTT2e1b PU3aTBna : o3 (£86T “Te 1319 X904} TTIpaieyuiaa seuomopluweylyd : ¥
> 'Y LM 5 'Y i ¥
Vv 'L M 5 'L ¥ L ‘D &
WV LLLOVLLLIYYNYYDLL * """ """ """ [+ R VYOV LLLLIVIVOOVOHLOL ZELOYDVVIDINDLLIV-VVYVLIVLVOLOLLOYOVD LLLLOVVVYI™ ~ " YVIOVVYVILLIOWVIVHIOLD, HIVLIIOVY
SAVLLDLOVYIODILIEDLE """ [ LIVLOVYVYIDVIILYID LELIVLODLOLIVIVI-VWVDVINIVLISLIIJOVY YVVIVVVYVY' ° * OLYVLOLYOLILLVVLIOODOLS  OVVVILLLY

+INLI1OYILIOVLIILLIYOY LYV LLOOVYOVVLLLLLOVVLVIV LOVYLIVELOVYILVVYLD
+DYLLLIVIDIVIOVLIINLIOVVVLOVVVYL" * ~ 0" - YDIOVVIVLVLLLLIDOVIODVYVVYYD
¢ I¥LLIDY LOVYYYVOOLLLLIVLLLIL """ " * o VYIVILLILILLIVIODOLVYYLO
AIMVLLLOYIDIOLL "ttt oo 0 T LLLOSVOVVLLD

STTIOVED VRAISNI .0 SNOULINI 53 5V

HLOLDDOVILLDDIDDIDOVOVSLIDIDDVIDD” * * §T " © * DLLYDIVIDIDILLY LLOVDDHDHDDD
«LDLIDOVILLIOOHIODDIDOVOVILODODDOOLD ™ " " pT "~ ° DLLODIVIILOLIVILLDVODODDHDD
« NILLOVILLYDIVODOODDOVLODIINDOLLD " * * T * * "YYVYOHDIIDLDDDIVHDHLYOHDVVODD
DI LLOVLLLYVOIVODDLOOVLOLOVOSLLD ™~ " 27~ ~ “VYWYVDI2DLD92LVNDIVOOVYIDD
+BBAXRINLIILEOLLIODD

JLLOVOVILLLLVYY OV LOOLLIVIVLILIOVD
VILYDDLLLLYLIVVILLLLLELLOVONYDO YOV L
JILIVIOV LILLLLOIL-VVV - LODWVIVLSIIOVY
JALLDIVV ODLLO LOVD - LLLOELOVOL LLLYYONY
ELD 1 ZDOV

LIS LOLYDVY LOLLD-VVVDLY DOV LOVIVOOND
SELDILOLIDVILOLLO-VVVDLY OIVLOVIVIOVD
LD OLIYOIN I DOLLOVHHODOWVIVL OV D DIDIVND
JLIEDDILIYOIN LOLIOV INODIVVIOVLIOVI OOOND
DLLSADLDD HIOHILD YPUDAVHIVLOVIULDVD

YVVIVIVIV S W~ YWILINYVOVLIVVOLOLOLS, DSIVVOLY

VOVLLLLIL® ° ° OLLVYV LIV LIOVVLODOLS , WWIVIVYL

VVYVLLVIV '~ " LLOLVIVIYOSILIVINDIOLS . 3DIVIOVY

YOLLLLILL® ° ° LLESIVVVYLLIOLLDJOLD . VYV LODV],
MIEILD

VOOLLLILD ™ ° " DOV LINODODLILODLODOLLY VO OLIILD
VOOLLLI2LD ™ 7 " OOVLINDDDLLODLODDLLY . VOOLLOLY
WNOLLOVOVY " * * HO3L22DLHLLOO1O2 1LY, VIVOLIOD
VOOLLOYOY ™ ~ "¥vOHDLIDDLOSLLODLODD1LY . ¥V LYDOIDIOD
¥OOLL I DADLLODID DlLY.

VNE)} XV SANEIIN]T SHOHIMNI S3d 5V
INODLLLINYDIIOVIOOVOLLOOVILLDDLD 0L " """ """ "~ DLOVYOVVVOVOVODLYVYOL ILEDDOVIDIVD LY LO-VVVDLVOYILOLODIWD OVILELDVOLY ' ° " IVVVOVOILLOD LLODDDLS . ¥YDOYYDOY
SONODDLLLIOLODINNDDY - " f "ttt [« DIOVYOVYVYOVOVILYVVOL JLILODOVIDIVIIDLO-VVVDLVYOYOLOLDIIOVD OVIIOVDIV™ ~ " IVVVOVOILLODILLODIDLD , VOOVYDIY
AINDLLLOVLIOIWVIVYYVYYOOIYY -~ " """ " * - 0° * HOVVVODLLLLYVODOLVLLYDOOVYOND DLLODLLLOLVDLIVO-YYVDHOLVVDIVYVYIIOVD VOLOIDVOL® ° * WWOLLLYLILLOLLOVOIDLS . 1DLOYDDD
SANNDADLYLODDIY Tttt Tt [ DA LLOVSHDHODVOVIL JIIDAOVIVINILILO-YIVHLIVOVIOVLIOIDOND LLOOHLLLLL™ © " ¥OLLYVLIVLLOLIOVOLOED . LOVOLY
GINYODDINYDINOYL - "7t Tttt [ R 2IVILLOLLOLOOSDODDOVI JLLIDIVIYLIDLIID-WVSYDHIVYIIVIOOIIND DLOLLLLLY " 7 * vOOYOVOOWYILLIYOSOLS . JYVOOVVY
JOVLIDIVIDLVONDDOLLL: " " """ttt [ A 2IVIVOLLLDLYOVODOVDD LLDDDOVIOLY LODLO-VVVDLIVODIJLVLODDIONY ¥DDOOLOLL™ * ' DAV LIDLLIYOVIOLLOYDLD , VIDLLDOD
«ONALDOOVIDINOVODLLL " "ttt [ R DININOLLLOLVIOVIOOVDHD LLODDOVISIVLOILD-VNVILVOIILIYLIOOIOVY VYODLOLILL ™ ~ " JLVLIIOLLVOVLOLLIDDDLS , V1D11 905
GOVIDDONDDINYYY " Tt T T e [ R VYVIVOVOOOVSD LELODOVLOIVOOIIN VUWVDLLODIIVEDDDINY YVVILOLYOD ™ ' JIVVIVILILYLVIOLEDODLD , V1D LLODD
Y
A X - B
P A ¥ ¥ S SNOYLINI S3d Svo~ "~ """ """ ikt g ALEDDOVEALY ELH-YYVDING  Zaliakoovd qx DLOLD,
7. ¥ S IVHENED SOSNASHNOQD """ttt o - | ZLE DLOVERLY L NIVD ¥ JLAdIHMIDIVH
=B # ¢ S SHOSEVEL S30 Svo " Tttt HEE I EZELEIODOVEOIVD AV-VVVOIHE OLELMISVE p: ¢} Ok OV2ODLL.
2LLLLOYYILOLOLYLLOYD -~~~ T [« LODDWVILOVIODLOVOVIONL DLLODOV LDAIVOLIIY “WWVDLOVVIINIVIOOVD DVDOVYOLL® * * INJLVOVIOLLODLIVOIOLD, LVID1LODD
DOLLLLZVILDLOLNLIONYD® * n """t [+ R LO9OYVLOVIOOLOVIVLOL JIXIOOOVILOLVI LAY -VYVDEOOVILYLODDOVD DYDOVVYDLL -~ " I¥OIVOVLILIDDIOVOIOLS , INISLODD
1 ALELLOVN D LOILIVLLOVY - - - - 270 7 [+ D LOOVLLIVVOVOLOVYVLOL LLLODOVIOWO IVEV-VYVVDLYYTDLVEDOIINY OVOIWVOLL™ ° - ¥YILVVVLILIOLLOVDDIOED , LY LOLOTD
SOVNVLO D LOVV LLIVVYYOYVONYY - -~ -~~~ 7" [+ R JLELIVVVIVVVILLLOOWYLL JE2990VIOLVIOLLIV—VYVVDLOVIDLOLDDIIND ILINVOVYY ™ ° ¥ IVIOOVOVVIIVIVIODLD, ©DLOVVILL
SONDROIVLDD IVVVOVVYVYVYLYYY -~ "~ " * or-"°°" VYV LLVIVYVYVYILLIVOOVIOVILL JLESOOVIOIVOOIEI-YNVVVTDIOLVIOOIOND LLOOHLOVOL™ ° - L¥SOYVIVVYRLIOVIONLS, 3 ODDIN VY
(53QILOFTIONN 26-97 * NOX3,T ¥.ndsSnr IONVLISIA TZEPS9LE6 6BLISPETT

. HOHIN] I1 3dEl 30 SMNOHIN] S3T FUNLONELS .+ HOXH

SAZAMRSEO STIO3Y SAND1AND : VHAL 30 13 SINIZLOEd 30 SANDILSVYIdOHCIED SINID S JNVIWOWHAIRI I1 3JEL 30 SNOUAMI S3C ISETVNY : tZ einbry



La conservation des ségquences et la conservation des distances
de ces séquences par rapport a l’extrémité 3’ de l’intron don-
nent 3 notre avis une indication qu’une fonction importante
pourrait appartenir au consensus observé. Les observations de
Koller ecral. (1985), (1987) ajoutent que des ARN circulaires
correspondant a la taille des introns du groupe II existent
invive et sont visibles au microscope électronique. 11 est
évident que la microscopie ne permet pourtant pas de distinguer
si 1’ARN est tefermé sur lui-méme par la présence d’'une complé-
mentarité de ses nucléotides, ou s’il forme un lariat.

Le lariat est une structure circularisée d’un ARN possédant un
site de branchement et fermé sur lui méme au moyen d’une liaison
covalente. Les comparaisons que nous avons effectuées, montrent
gque certaines caractéristiques des ségquences internes aux in-
trons chloroplastiques du groupe I1 sont étonnament proches de
ce que l’on attendrait du domaine entourant les sites de bran-
chement de type nucléaire. Nous pouvons penser que le site de
branchement proposé dans la Figure 26 est soit fonctionnel, soit
cryptique. La conservation de ces ségquences en ces positions
particuliéres apporte de toute maniére un élément intéressant.
Les introns chloroplastiques du groupe II ont certaines carac-
téristiques structurales qui peuvent les rapprocher phylogéné-
tiquement des introns de type nucléaire,

Cette analyse des introns, nous a d’autre part apporté des ren-
seignements supplémentaires concernant les consensus de début,
de boucle 5 et de fin d’introns des génes en mosaique subissant
du mans et du cis splicing. Nous avons voulu vérifier si les
transons chloroplastiques connus sont différemment délimités
que les introns. Nous présentons les résultats dans la Figure
suivante (Fig. 27), ol nous avons indiqué la complémentarité
des nucléotides par la numérotation :

(1:1), (2:2), ... , (9:9).
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La premiére constatation que nous avons faite est gque la boucle
No 5 interne aux ARN messagers des introns de type II se situe
entre 26 et 52 nucléotides en 5' de l’extrémité 3' de l'intron.
Nous avons observé une seule exception, pour le géne ndiB
{NT-ndhB-INp) {Shinozaki eral. 1986), ou la distance observée

est de 121 nucléotides, ce qui est méme plus grand que la dis-
tance existant dans le cas des introns internes aux ARN de
transfert. Nous avons alors analysé la séquence de tabac dans la
région du ndiB et avons observé qu'ad la distance "réglemen-
taire”, il existe une possibilité de splicing plus convaincante.
Nous avons appris entre temps (Shinozaki, communication person-
nelle) qu'il existe une erreur dans la localisation de cet in-
tron. Nous n’avons pas réussi a obtenir de précisions quant a
son emplacement exact, mais nous pourrons bientdt vérifier dans
la littérature si notre supposition (NT-ndhB-INv) est exacte.

Figure 28

Sites de splicing du géne ndhB de tabac

DV Y E G
++ +GACGTATACGAAGGA' GTGCGGTTCG. . . .Intron. ... GAGCCGTGTGAGATGAAAGTCTCATGCACGGTTT T
< ,

VRNZPLU FD*SDSPTUPVV A FL S VT
GAATGAGAGAAAGAAGTGAGGAATCCTCTTTTCGAC ' TCTGACTCTCCCACTCCAGTCGTTGCTTTTCTTTCTGTTACTT
notre proposition

S K V A A § A S A TURTIVF DI PF Y F S S NEWH L
CGAAAGT&GCTGCTTCAGCTTCAGCCACTCGAATTIIEGAT'ATTCCTTTTTATTTCTCATCAAACGAATGGCATCT...
"L proposition publiée

Nous avons aussi effectué l'analyse des introns d’ Euglena
graciliy et des introns internes aux ARN-t Ile et Ala. Ces
résultats sont intéressants, car ils permettent d'apprécier la
divergence qui peut exister au niveau des séquences impliquées
dans un splicing correct des introns et donnent une idée de
l*évolution paralléle qu‘ont subi ces séguences. Il est frap-
pant gque chez les plantes (Eugléne excepté), les distances et
les consensus soient aussi bien ccnservés.

Ces observations militent en faveur d’une fonction a garder.

Nous envisageons ici, la formation de lariat. Nous pensons gu‘il
faudrait tester cette hypothése, peut-é&tre en effectuant ant une
"primer extension” qui utilise une amorce synthétique hybridant
avec une séquence en 3' de l'adénine mentionné (Figure 26}. 11
devrait y avoir un arrét de la transcriptase inverse au site de
branchement. Nous proposerions d'utiliser 1'intron 2 du mpsi2,

qui devrait se préter a une telle analyse, puisqu’il est detecté,
méme au niveau des Northern et que la "maturation de 1l’intron"
semble compléte.
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3.4.3 Les introns internes aux ARN-t Ile et Ala

Nous avons remarqué que les séquences des introns sont trés
bien conservées entre les différentes plantes supérieures.

La Figure 25, dé&ja, nous a démontré que les différences exis-
tant entre les introns 2 du :mps/2 de soja et de tabac sont
insignifiantes, si ce n’est gque nous n’observons la présence
d’'une ORF (région ouverte & la traduction) de 143 acides ami-
nés que chez le soja. (cf. résultats corollaires §{(3.3)). Mais
la similarité entre les différents introns ne s'arréte pas a
ce seul exemple. Nous avons comparé les introns qui interrom-
pent les génes mwn/ et wnd Que nous avons séquencés et qui
codent pour les ARN-t Ile et Ala, avec les génes homologues de
mals (Koch eral 1981) et de tabac (Takaiwa et Sugiura, 1982a).

Figure 29 : Comparaison des introns interrompant les ARN de
transferts Ile et Ala de Zcea mays. Givcine max. et de
Nicotiana 1abacum. 11 existe complémentarité entre
les région (a:a') et (b:b’). La structure (b:b')
correspond 8 la boucle 5 des introns du groupe II,

29a) ARN-t Ile

a

Z.m I GC
G.m GGGCTATTAGCTCAGTGGTAGAGCGCGCCCCTGATAATTGCGTCGTTGTGCCTGGACTGT
N.t G

\
Z.m G C A GA
G.m GAGG ACTCTCAGCCACATGGATAGTTTAATGTGCTCATCGGCGCCTGACCCTGAGATGTG
N.t G C
Z.m C T A s
G.m GATCATCCAAGGCACATTAGCATGGCGTACTTCTCCTGTTTGAACCGGGGTTTGAAACCA
N.t C C
Z.m AAAC C C G
G.m AACHOABATTATCCTCAGGAGGATAGATGGGGCGATTCAGGTGAGATCCAATGTAGATCCA
N.t «Ah~» CC G
Z.m A —f—> G GG G
G.m ACTTTCTCTITCACTCGTGGGATCCGTGATCCGGGCGATCCGREGGAGGA ACCACCACGGCT
N.t A e G Ad
Z.m C G C
G.m CCTCTCTTCTCGAGAATTCATACATCCCTTATCAGTATATGGACAGTTATCTCTCGAGCA
N.t C G C
Z.m G CT G T4—H—> CATC
G.m CAGGTTTAGGTTITGGCCTCAATGGAAAAAAACAADGGAGCACCTAACAACGTAALNTTCA
N.t L G AAAAT CATC
Z.m A A A
G.m CAGACCAAGAACTACGAGATCGCCCCTTTCATTCTGGGGTGACGGTGGGTTCGTACCATT
N.t A A

-72-



Z a6
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~ 3

=]

cC GCA T c cC
CGAGAATTTTTTTCATGCTTTTCCCGGGCTCTGGAGAAAATTGCAATCAATAGGATTTTA
CCG < i) —

C T Lb TG
CTAATCCTTCCTTCCCGAAAGGAAGAACGTGAAAAATTCTTTTTCCTTTCCACAGGGACC
“— bb >

G L= Ta4 GC
AGGAGATTGGATCTAGCCATAAGAAGAATAGAATGCTTGGCTGATAAATAACTCACTTCT
< A fr— >

C A G G G
TGGTCTTTGACCCCCTCAGTCACTACGAACGCCCCCGATCAGTGCAATGAGATGTGTCTA
< ab >

GA CA
TTTATCTATCTCTTGACTCGAAATGGTGG AMGAGCAGGTTTCGAAAAAGGATCTTAGAGTG
o i

G cC T G C
TCTAGGGTTGTGCCAGGAGGGTCTCTTAATGCCTTCCTTTTTCTTCTCATCGGAGTTATT
G c T
b
cC G G GGG G 4 G A
TCACAAAGACTTGCCATGGTAAMLAGAAGAAGGGGG AAACAAGCACACTTGGAGAGCGCA
G A4G G

\ / b’
GG G G
GTACAACGGATAGTTGTATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAATCGCTCCCGAAAAGGAATCT
G

/ a'
TC G A C
ATTGATTCTCTCCCAATTGGTTGGACTGTAGGTGCGATGATTTACTTCGCGGGAGAGGTC
C A Cc

A
TCIGGTTCAAGTCCAGGTTGGCCCA
A

Zeamavs + (Koch eral 1981)
Nicotiana wbacim : {(Takaiwa et Sugiura 19B2a)
Glvcine maxy : présent travail
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29b) ARN-t Ala

GGGGATATAGCTCAGTTGGTAGAGCTCCGCTCTTGCAATTGGGTCGTTGCGATTACGGGT

C
TGGATGTCTAATTGTCCAGGCGGTAATGATAGTATCTTGTACCTGAACCGGTGGCTCACT

G T
TTTTCTAAGTAATGGGAAAGAGGACCGAAACATGCCACTGAAAGACTCTACTGAGACAAA
G G
AA A G

ABGACGGGCTGTCAAGAACGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTTGGTCAGATCTAGTATGG
aa T

A C c C C
ATCGTACATGGACGGTAGTTGGAGTCGGTGGCTCTCCTAGGGTTTCCTCATTTGGGATCC
c C C C A T

C T T C
ATGGGGAAGAGGATCAAGCTGGCCCTTGCGAACAG ATTGATGCACTATCTCCCTTCAACC
T C

“—~4> GG A T
CTTTGAGCGAAATGTGGCAAAAG AANADGAAAAAGAATCCATGGACCGACCCCATCGTCT
AAAAG GG A A

C TTC <44—T TAT
CCACCCCGTAGGAACTACGAGATCACCCCAAGGACGTC ALAMGGCATCCAGGGGTC AMGCG
C TIC

(4 ATA T GT A A GCG C
GACCCGACCADLDATAGAACCCTGTTCAAAAAC OGGAACGCATTAACTATCCGCTCTCAGGG
GACC T T G G T

G CAGTAAGGGT GAAGGGCAATCACTCGTTCATAAAACCAGCATTCATAAGT
TTCGACA 688084 ACGGAT CCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
TCAGGGT «4-GAAGGGCAATGAC TCATTCTTA Obr >

TARGATCARAGAGTCGGGCGGAAARAGGGGAGAGLTC GTTCTCCTG
NNINNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNENNNNY CCCGTTCCTGAL A AAA 8 AOTAGCT
< O >

T C CCTTAGAAT TTTG
GGAATCTCCGGAACCACAAGAATAAALLAL AMGGGATTCCAACTCAGCACCTTTTGAAAAD
< 06— —>-GTTAGAAT GATG

A
GATTTTGAGAAGAGTTGCTCTTTGGAGAGCACAGTACGATGAAAGTTGTGAGCTGTGTTC
A

C T ccC GAGG
GGGGGGGAGTTATTGTCTATCGTTGGCCTCTATGGTAGAATCAGTCGGG AL 8ACCTGAGAG
GGAA

GCGGTGGTTTACCCTGTGGCGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTTATCTCCA

Zeamavs ¢ (Koch eral. 1981)
Nicoiana tabacum + {Takaiwa et Sugiura 1982a)
Ghcinemax : présent travail
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La plupart des changements ponctuels existant entre les diffé-
rentes séquences se situent au niveau du remplacement d’'une base
pyrimidique par une autre base pyrimidique ou des bases puriques
entre elles. Cette constatation, nous fait penser que quelques
unes de ces différences pourraient provenir de la méthode de
séquengage (Maxam et Gilbert, 1977) utilisée pour la détermi-
nation des séquences de mais et de tabac et qui permet parfois
des erreurs d'interprétations de la séquence.

Nous remarquerons gue la séquence de soja est sur certains
trongons plus proche de l'une ou de l'autre des séquences, et
que la longueur des introns interrompant les génes wnl et mmnd
est identique a celle du mals et plus grande que pour le tabac.

Une autre observation intéressante est que bon nombre des délé-
tions observées chez l'une des trois plantes, consiste en la
suppression d'une partie de séquence dupliquée chez les autres.
Nous donnerons comme exemple le plus frappant, un fragment de
séquence interne a l'intron de 1'ARN-t Ile qui illustre parti-
culiérement bien le phénoméne de duplication observé

$ $
Z.m TGG GAGCA GAGCA
G.m TGG TGGAS GAGCA
N.t TGG 64484848 GAGCA

Nous constatons sur le méme fragment une duplication du motif
GAGCA dans le cas du mals et du motif TGG pour le soja. Seule
la séquence de tabac ne contient aucune duplications a l’en-
droit considéré. Nous observons également quelques séquences
qui sont peut-é&tre imputable au hasard, a des traces laissées
par le passage de transposons ou témoins de recombinaisons
passées. Il existe en effet deux copies de ces génes, ce qui
pourrait favoriser la formation de crossing-over. Nous ne ti-
rerons pourtant pas trop de conclusions concernant ces dupli-
cations car il se pourrait qu’il y ait encore quelgques fautes
dans les différentes séquences.

3.4.4 Les consensus
Pour terminer, nous constaterons que l’analyse des séquences
par ordinateur permet de nous donner la position des débuts
d'introns internes aux ARN messagers en cherchant

transons 2 : 5'~-GTGCGACNKYG

introns : 5'-GTGYGuunYR

Les fins d’introns et de transons sont recennaissables par la
présence du motif spécifique des introns de type II qui est
situé de 20 & 60 nucléotides avant l’extrémité 3’ de l’intron
(Figure 27). Le choix du site de splicing est limité ensuite

par le probléme de la phase du message et de la présence de

transens 7 : YYTNCB'-S'

introns :  YYYNAY'-3'
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Nous remarquons qu'en faisant des recherches sur les fichiers
contenant les séquences complétes publiées, il est certaine-
ment possible de trouver encore des sites de splicing.

Par exemple un site typique de splicing avec une structure
secondaire de boucle 5 est clairement démontré par le program-
me ANALYSE en position 45435 sur le brin complémentaire de 1la
séquence de tabac et mériterait d’'étre étudié de plus prés.

3.5 DISCUSSION II : Quelqgues corrélations existant entre le
ribosome et sa fonction

Le ribosome est l’unité qui dans la cellule a pour rdle de lire
les ARN-messagers et de fabriquer les protéines avec un optimum
d'efficacité et de fidélité. Les plastoribcsomes sont de type
procariotiques. La constante de sédimentation des ribosomes est
dfenviron 705. Chez Escherichiacoli, Ils sont constitués d'une

petite scus-unité (30S) composée d’une molécule d'ARN riboso-
mique 165 entourée de 21 protéines et d’une grande sous-unité
{505) contenant les ARN ribosomiques 55, 23S et 31 protéines.
Cette liste n’est pas exhaustive car ces études ont principale-
ment &té menées sur une bactérie (Wittman, 1983) et d'autres
protéines devraient étre ajoutées dans le schéma, comme la
protéine L36 codée par le géne secX (Markmann-Mulisch e al

en scumission).

Les protéines ribosomiques scont nommées en fonction de leur ap-
partenance a la petite (S=small) ou & la grande (L=large) sous-
unité du ribosome., Un chiffre est adjoint, qui indique la tail-
le relative de la protéine. Par exemple, la protéine S12 sera
la 12éme protéine, en taille, de la petite sous-unité du ribo-
some d’ Escherichia coli. Nous faisons en effet toujours référence

aux tailles des protéines ribosomiques homologues (de fonction
identique), appartenant a la protéine d’E.coli.

La protéine ribosomique 57 est l'une des & protéines de la
sous-unité 305 du ribosome se liant directement & 1’ARN 165 et
impliquées dans l’assemblage du ribosome (Held e al. 1974).

Elle est la seule protéine a interagir directement avec la ré-
gion 3’ de 1'ARN 16S. La situaticn de la protéine par rapport
& la structure secondaire de 1’ARN a é€té définie plus précisé-
ment par Wiener et Brimacombe (1987). Spacialement, elle se
situe dans la "téte" de la sous-unité 305 et semble avoir un
role plutdt structural.

La protéine ribosomique S$12 est connue pour &tre liée & la
fonction de la traduction, depuis que des mutations (Ozaki
eral. 1969; Funatsu et Wittmann, 1972) ont &té lccalisées
dans cette protéine, qui donnent une résistance a la strep-
tomycine.
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3.5.1 Comparaison des protéines S7 et S12 de différents
organismes.

Il est intéressant de comparer la structure primaire des quel-
gques protéines 57 et S12 connues, afin d’observer si un rapport
structures-fonction peut étre établi. Nous vérifierons visuel-
lement dans un premier temps par le programme DIAGON, que les
génes S7 et S12 donnés comme homologues, sont suffisemment si-
milaires pour autoriser une méme appellation.

Figure 30a : Comparaison diagonale des protéines S7 et 512
de soja avec les protéines homologues de E.cofi
Une similarité est significative si 1l'oeil voit
apparaitre une diagonale,

S12 E. coli S7 E. coli

§  Emmbeeeieieed S bbb bbbk
] i > )
2
s
s 0
o ]
j a
a
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Figure 30b : Comparaisons de différentes protéines S12 d’'origine

E.gracilis
G.max
E.coli

T.thermophila

G.max

N.tabacum

E.gracilis
G.max
E.coli

T.thermophila

G.max

N.tabacum

E.gracilis
G.max

E.coli

G.max

N.tabacum

chloroplastique et des parties conservées de la
protéine ribosomique d’origine nucléaire de
Tetrahyimena thermophila

10 20 30 40 50
PTLEHLTRSPRKKIKRKTKSPALKGCPQKRAICMRVYTTTPRKPNSALRK
L bbb b BeE b b LTI
PTMKQLIRNTRQPIRNVTKSPALRGCPQRRGTCTRVYTITPRKPNSALRK

|1 LUE L b B LITERLE L
ATVNQLVRKPRARKVAKSNVPALEACPQKRGVCTRVYTTTP%KPNSALRK
LI ]

. GIESKOPNSAVRK

PTMKQLIRNTRQFIRNVTKSPALRGCPQRRGTCTRVYTITPEKPNSALRK

LT RN R L LY VR I TEEE
PTIKQLIRNTRQPIRNVTKSPALRGCPQRRGTCTRVYTITPRKPNSALRK

60 70 80 90 100
VTRVRLSSGLEVTAYIPGIGHNLQEHSVVLIRGGRVKDLPGVKYHVIRGC
LTI I EEEEER L P Ty
VARVRLTSGFEITAYIPGIGHNLQEHSVVLVRGGRVRDLPGVRYHIVRGT
LTI rr 6 b R T LT T
VCRVRLTNGFEVTSYIGGEGHNLQEHSVILIRGGRVRDLPGVRYHTVRGA

b .
CVRVLL. .. .. .VGDIPGVRFKVV. ..
VARVRLTSGFEITAYIPGIGHNLQEHSVVLVRGGRVEDLPGVRYHIVRGT

|||!!llllll||||lll!ll| BN R RN A RN AR
GFEITAYIPGIGHNLQEHSVVLVRGGRVEDLPGVRYHIVRGT

110 1290
LDAASVENRENARSKYGVEKPEKPK*

bEE b T
LDAVGVKDRQQGRSKYGAKKPK*

LT b
LDCSGVKDRKQARSKYGVKRPKA*

LDAVGVKDRQQGRSKYGAKKPK*

LEPYLERELE LRI ]
LDAVGVKDRQQGRSKYGVKKPK *

Escherichia coli (Post et Nomura, 1980)

Euglena gracilis {Montandon et Stutz, 1984)

Nicotiana fabacurn (Fromm eral. 1986; Torazawa erol. 1986)
Terahvinena thermophila (Nielsen eral. 1986)
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E.gracilis
G.max
E.coli
G.max

N. tabacum

E.gracilis
G.max
E.coli
G.max

N. tabacum

E.gracilis
G.max
E.coli
G.max

N.tabacum

E.gracilis
G.max
E.coli
G.max

N.tabacum

Comparaison des protéines ribosomigues §7

10 20 30 40 50
SRRRRAKRKKRIISQDPIYNSTLASKVINKILLNGKKTLAQYIFYETMKNIQ

S e RS
SRRGTAEEKTAKSDPIYRNRLVNMLVNRILKHGKKSLAYQIIYRAMKKIQ

| | | | l I LA
PRRRVIGQRKILPDPKFGSELLAKFVNILMVDGKKSTAESIVYSALETLA

SRRGTAEEKTAKSDPIYRNRLVNMLVNRILKHGKKSLAYQIIYRAMKKIQ

PEREELE TTEEER RV R R T b
SRRGTAEKKTAKSDPIYRNRLVNMLVNRILKHGKKSLAYQIIYRAVKKIQ

60 70 80 90 100
EIYKKDPLDILRKAIKNASPQMETRKRRIGGTIYQVPVEVKEDRGTSLAL

KN f (Er |1
QKTETNPLSVLRQAIRGVTPDIAVKARRVGGSTHQVPVEIGSTQGKALAL

l I AR A bil
QRSGKSELEAFEVALENVRPTVEVKSRRVGGSTYQVPVEVPVRRN ALAM

QKTETNPLSVLRQAIRGVTPDIAVKARRVGGSTHQVPVEIGSTQGKALAI

||||||||Ilill|i||||||l AR A AR RN AN
VLRQAIRGVTPDITVKARRVGGSTHQVPIEIGSTQGKALAI

110 120 130 140 150
KFIIEKARERKGRGISTKLKNEIIDASNNTGEAVKKKEEIHKTAEANKAF

| 1 1 I NN
RWLLGASRKRPGRNMAFKLSSELVDAAKGSGDAIRKKEETHRMAEANRAF

AN TV bbb b e
RWIVEAARKRGDKSMALRLADELSDAAENKGTAVKKREDVHRMAEANKAF

RWLLGASRKRPGRNMAFKLSSELVDAAKGSGDAIRKKEETHRMAEANRAF

VUEE B LI bR bR LR R it
RWLLAASRKRPGRNMAFKLSSELVDAAKGSGDAIRKKEETHRMAEANRAF

SNMKF*

AHFR*
|||

AHYR*

AHFR*

1)
AHFR*

1980)
1984)

Escherichia coli (Post et Nomura,
Euglena gracilis {(Montandon et Stutz,
Nicotiana wabacm (8hinozaki eral. 1986)
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Nous remarquons que les séquences des protéines S12 et 57 de
tabac et de soja sont pour ainsi dire identiques (respecti-
vement 98% et 94% des acides aminés sont conservés). Les
plantes supérieures paraissent une fois de plus reliées
étroitement entre elles sur le plan génétique.

Par contre, le résultat de la comparaison des deux protéines
ribosomiques de soja (plante supérieure) avec les protéines
d’Eugléne et de la bactérie Escherichia coli apporte beaucoup

plus d’informations. La liberté laissée aux mécanismes de
l’évolution est semble-t-il beaucop plus faible dans le cas
de la 812 (72 et 70% de similarité) que dans celui de la S7
(42%). Ces résultats pourraient 3 notre avis refléter 1'im-
portance qu’a la protéine 512 au niveau de la fonction du
ribosome, alors que la S7 n’aurait qu’un rdle structural, ou
la structure secondaire, l’hydrophobicité, l'hydrophilicité
sont plus conservés gue la structure primaire. Le rdle
structural de la S7 ne doit pas étre négligé pour autant,
puisgu’elle est l'une des protéines qui se lie directement
avec 1'ARN 16S. Les protéines S9, S19, 814 et 510 ne peu-
vent s’adjoindre a la petite sous-unité du ribosome que si
la S7 est déja présente (Wittmann, 1973}.

Nous pouvons d’ailleurs confirmer gue la structure générale
est conservée en comparant les profils d’hydrophilicité de
différentes protéines S7. Cette analyse donne simultanément
une bonne idée des régions antigéniques de ces protéines
(Hopp et Wood 1981) et qui permet de deviner d’ou provient
l’immunocorrélation existant entre la protéine chloroplasti-
que et la protéine bactérienne (Bartsch 1985).

Figure 31 : Comparaison des profiles d’hydrophilicité
des protéines S7 de soja et de E coli
{programme PRPLOT)

Glyveine may. protéine S7
2.5 - 2.5

T

Escherichia coli, protéine §7

TN
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3.5.2 Rapports structure-fonction

51 nous résumons les seuls liens bien connus entre les
ségquences présentées. et la fonction du ribosome, nous
trouvons que

Toutes les protéines S12 présentées dans la Figure 30b, sont
de type str , c’est & dire sensibles a la streptomycine.

Cet antibiotique a la particularité de se lier au ribosome
et d’abolir une synthése normale des protéines le codon
n’étant plus reconnu avec la méme fidélité. Des mutations

au niveau du /2 affectent surtout l’acide aminé lysine du
codon 42 et/ou 87, et lorsque cet acide aminé est changé

par asparagine, arginine, ou thréonine, le ribosome acqguiert
la résistance a la streptomycine (Ozaki eral 1969;

Funatsu et Wittmann, 1972).

Pour la protéine 87, Les expériences de crosslinking induit
par lumiére ultraviolet (Zwieb et Brimacombe, 1980) et par
méthode chimigue (Wower et Brimacombe, 1983) prouvent que
l’acide aminé méthionine 114 4’ Escherichio coli est a la

proximité directe de l’uridine 1240 de 1’ARN 16S. Nous
remarquerons que ce méthionine est conservé, mais en posi-
tion 115 des séquences protéiques de soja et de tabac.
L’'Eugléne n'a pas gardé cet acide aminé mais il est inté-
ressant de remarquer que ce méthionine est proche d'une
région mieux conservée et ou la conservation d’une fonction
n’'a peut étre pas permis a l’évolution une divergence plus
grande que celle qui existe actuellement.

3.5.3 Comparaison de la structure des opérons conte-
nant le mpsf2

Un autre aspect intéressant est la disposition des génes
ribosomiques considérés dans les différents opérons.

S5i le chloroplaste a réellement une origine endosymbiotique
telle que le propose Schwartz et Dayhoff (1978), nous nous
attendons & ce que non seulement, les protéines codées
soient similaires, mais gue l'agencement des génes soit
identigue. Nous avons comparé la structure des génes

d'’ Escherichia coli, d'Eugléne et du soja.
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Figure 32

: Comparaison de l'environnement et de
de différents génes rps/2

str opéron d' E.coli

la structure

— rpsl2

rps?

fus

tuf

ARN messager aprés cis- et pans- splicing

exons 1 2

—— rpsl2

rps?

organisation des génes chloroplastiques d’E.gracilis
exon) exon2 exond

—— rpsl2 tps? tuf D—

opéron i-mpsi2 de G.nav

exeon? intren  exen3
—  rpsl2 ]]—— rps? —

opéron S-rpsi2 de G.max

57—rpsl? (excnl)
D Crpl20 —

La situation présente de ces différents génes, fait penser
gu'une origine commune est éventuellement possible. L'Eugléne
dans le cas précis est un organisme intéressant car son ADN
chloroplastique semble se situer évolutivement parlant entre
la bactérie et la plante supérieure. Mais il reste tout de

méme le probléme des introns !
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Le géne Tufi, codant pour le facteur d'élongation Tu, est
interrompu par des introns trés courts et n’entrant pas dans
les groupes habituels (Montandon et Stutz, 1983). Le mps/2 au
niveau des plantes supérieures est un géne subissant du ci-

et du wrans- splicing. Cela pose le probléme de savoir d'ol

ces introns proviennent !

Nous nous trouvons face 3 une question pour laguelle nous
n'avons pas de réponse définitive. Les introns sont-ils des
vestiges du passé ou appartiennent-t-il 3 des organismes
hautement évolués ?

Nous penchons, ainsi que le propose Darnell cral (1986),
pour la théorie qui veut que le géne évolué soit celui sans
introns de la bactérie. En effet, un certain nombre de cons-
tatations peuvent laisser croire que les bactéries avec
leurs temps de génération trés court (de 20 minutes a quel-
gues heures) ont eu tout le temps et les pressions de l’en-
vironnement nécessaires pour perdre les introns inutiles.
Il est évident gue le temps de génération d’environ 20 ans
de l’Homme au niveau de la procréation ne favorise pas une
évolution rapide. Mis a part ces considérations hautement
spéculatives, il y a de plus en plus d'évidence qu’une
chimie des ARN a lieu sans la présence de protéines.

L’ARN, qui sert de génome aux rétovirus (Bishop, 1978}, qui
peut rendre les ribosomes résistants & la streptomycine
{Montandon eral. 1986), qui sert d’enzyme dans le phénoméne
du splicing (zZaugg et Cech, 1985), qui participe & la bio-
synthése de la chlorophylle {von Wettstein eral. 1987),

sont autant d'exemples que les ARN peuvent avoir des acti-
vités enzymatiques et pourraient limiter le nombre des mo-
lécules de nature différentes qui aurait été nécessaires a
l'origine de la vie.

Nous convenons gque les introns pourraient avoir eu une cer-
taine utilité dans la duplication de domaines intéressants
des protéines (tels les sites de fixation du GTP,...) au
cours de 1l’évolution, mais cela n’exclut pas que le spli-
cing puisse étre considéré comme une religue du passé.

3.5.4 L’ARN 165 : structure et fonction.

Puisqgue la région gue nous avons séquencée comprend le géne
codant pour 1’ARN 165, 1l nous parait nécessaire de souligner
l'importance, jusqu’ici négligée, de 1’'ARN lui-méme dans le
processus de la traduction. Nous présenterons gquelgues
ségquences dont l’importance semble maintenant confirmée,

La premiere structure essentielle est la structure secondaire
située dans le voisinage immédiat du €912 de 1'ARN d’'E. coli
(Montandon eral. 1986). Cette structure est en effet direc-
tement impliquée dans les phénoménes de la traduction, puis-
que un changement du €912 en U donne au ribosome la résistan-
ce a la streptomycine. Si nous comparons la structure de
cette région pour E.coli souche sauvage et le soja, nous
observons une identité des régions conservées, qui permet de
prévoir que le soja est sensible 3 la streptomycine.
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Comparaison de la structure secondaire

de la résistance 3 la streptomycine.

Figure 33
E.coli
912
4

Une autre
1'ARN 1685
de toutes
des génes

G.max

responsable

analyse récemment publiée propose que le rdle de
dans la traduction ne s’arréte pas la. Une analyse
les séquences codantes pour des messagers au niveau
nucléaires actuellement séquencés (Trifonov, 1987)

fait remarquer gu’il existe une G-périodicité au niveau du
premier nucléotide de tous les codons. Une analyse paralléle
au niveau des génes chloroplastiques connus, est sur le point
d’'étre publiée (Goloubinoff, communication personnelle) et
démontre qu’il en est de méme pour les génes codant pour les
protéines ribosomiques chloroplastiques uniquement. D&s lors,
il était intéressant de vérifier si les structures C-périodi-
ques observées au niveau de 1'ARN 165 par Trifonov et qu’il
proposait comme un mécanisme de sécurité de lecture "proof-
reading" étaient présentes dans 1'ARN 16S codé par le chloro-
plaste de soja.

Figure 34

E.c Région (498)
G.m (441)
E.c (1392)
G.m (1331)
E.c (1522)
G.m {1451)

Nous avons ainsi une

AAGCACCGGCUAACUCCGUGCCAGCAGCCGCGGUAAU

‘ ¢ ¢ ‘ ¢ ‘ ¢

AAGCAUCGGCUAACUCUGUGCCAGCGGCCGCGGUAAG

GUACACCGCCCGUCA (1408)
I T )
GUACACCGCCCGUCA (1345)

CUGCGGUUGGAUCACCUCCUU (1542)
T ¢ 4 ) ) L

GUGCGGCUGGAUCACCUCCUU (1471)

Comparaison des régions C-périodiques de 1'ARN 168

(534)

¢

(477)

conservation de la structure "CnnCenC"gui
donnerait une meilleure fidélité de la traduction et pourrait
éventuellement permettre au ribosome de mieux repérer le ler
nucléotide du codon et de 1l’'empécher ainsi de perdre la phase
du message. Remarguons gue la région 1530 (chez E.coli) est

la partie 3’ de 1'ARN ribosomique contenant la ségquence CCUCC
complémentaire au site de fixation des ARN-m procariotiques
(Shine et Dalgarno, 1974),.
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Une vérification de l'usage des codons nous montre gue la
G-périodicité des séquences codantes est observable pour les
génes ribosomiques de soja également. Le score du ,ps/i2 n'est
pas trés élevé, mais le début du géne de soja (ainsi gue
celui d’'Ecoli) possédent presgue une anti-périodicité, c'est
a dire gqu'ils ont plus de G en seconde position du codon
qu‘en premiére position.

Nous devons signaler gue le début du geéne psbd, qui est un
géne dont l'expression est induite par la lumiére, présente
également une anti-périodicité. Ce simple fait peut faire
présumer que la G-pericdicité des ARN-m ne soit pas le seul
mécanisme de vérification de la phase du message existant.

Figure 35 : Usage des codons et G-périodicité

rps?

CODON POS.1 CODON POS.2 CODON POS.3 TOTAL
% A 31.41 30.12 44.23 35.25
¥ T 15.38 24.35 31.41 23.71
£ G 32.05 20.51 12,17 21.58
¥ C 21.15 25.00 12.17 19.44
$ A+T 46.79 54.48 75.64 58.97
% G+C 53.20 45,51 24,35 41.02
rpsi2

CODON POS.1 CODON POS.2 CODON POS.3 TOTAL
% A 32,23 28.09 38.84 33.05
% T 14.87 23.96 31.40 23.41
% G 28.92 24.79 12,39 22.03
¥ C 23.96 23.14 17.35 21.48
% A4T 47.10 52.06 70.24 56.47
% G+C 52.89 47.93 29.75 43.52

ndtB (@ partir du ler Méthionine possible)

CODON POS.1 CODON - PCS.2 CODON POS.3 TOTAL
$ A 30.97 21.23 31.85 28.02
8 T 29.64 42 .47 36.28 36.13
% G 23.00 15.92 14,18 17.69
% C 16.37 20.35 17.€9 18.14
% A+T 60.61 63.71 68.14 64.15
% G+C 39.38 36.28 31.85 35.84
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ndhB début selon Shinozaki eral. (1986)

CODON POS.1 CODON POS.2 CODON POS.3 TOTAL
3 A 29.75 - 20.66 32.23 27.54
T 28.09 40.49 35.53 34.71
$ G 28.09 17.35 15.70 20.38
$ C 14.04 21.48 ' 16.52 17.35
% A+T 57.85 61.15 67.76 62.25
$ G+C 42.14 38.84 32.23 37.74

ORF 143 interne 3 l'intron du rpsi2

CODON POCS.1 CODON POS.2  CODON POS.3 TOTAL
$ A 36.11 33.33 34.72 34.72
¥ T 26.38 27.717 27.717 27.31
3 G 19.44 20.13 20.83 20.13
% C 18.05 18.75 16.66 17.82
% A+T 62.50 61.11 62.50 62.03
% G+C 37.50 38.88 37.50 37.96

L’usage des différents nucléotides 3 l'intérieur du codon est
relativement particulier dans le cas de 1'ORF 143. Le pourcen-
tage de thymine, adénine et de cytosine en position 1 et 2 du
codon varie passablement face aux autres génes analysés. Nous
pensons que cette analyse donnerait plutdt du poids a 1’hypo-
thése que 1'ORF 146 contenue dans 1'intron 2 du smps/2 n’est

pas traduite. Il ne faut pourtant pas négliger que les ORFs
située dans les introns ont souvent un usage des codons par-
ticulier car la structure secondaire d’'un intron de type I ou
de type II doit étre conservée.
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4. CONCLUSION

Les ARN jusqu’ici un peu ignorés et considérés comme des
intermédiaires dans leurs fonctions de messagers et de sque-
lettes structuraux des ribosomes prennent aujourd'hui une
grande importance (Cech et Bass, 1986). Ils sont désormais
connus pour avoir parfois une activité catalytique. Si
1'ARN-enzyme pose beaucoup de questiaons non encore résolues,
la chimie relative aux ARN permettrait par contre d’esquis-
ser une théorie de l’origine de la vie un peu plus conmpléte.

L’étude comparative des génes ms7, rps/2 et ml20 nous aura
donné un certain nombre d’enseignements.

Nous reléverons la conservation des séquences internes et
externes aux parties codantes des génes de plantes supéri-
eures (tabac, soja), qui est sensiblement plus élevée dans
les régions répétées inverses que dans les régions uniques.
Non seulement les réarrangements seraient plus fréquents
dans les régions uniques (Palmer et Thompson, 1982), mais
les mutations locales semblent également plus fréquentes.
Nous avons en effet observé, entre le tabac et le soja, une
similarité de 94% au niveau des protéines S7 codées dans les
régions répétées inverses et seulement de 69% au niveau de
la partie connue de la L20. Remarguons gue les divergences
entre les deux séguences au niveau des parties non codantes
de 1'ADNct de ces région est encore plus frappante.

Le géne rps/2 pose un certain nombre de questions. La notion
de géne comme d’'une unité biologique de 1'hérédité n'est
absolument plus vérifiée au niveau de 1'ADN. Les génes du
trypanosome sont divisés et possédent un "leader" commun a
différents messagers (Sather et Agabian, 1985), le géne
chloroplastique msi2 et le géne pslAl de Chlanvdomonas (Kick eral
1987) démontrent que parfois les génes sont divisés et que
les ARN fabriqués & partir de deux unités de transcriptians
subissent un rans splicing délivrant un ARN messager unique
et fonctionnel. L‘unité du géne ne se trouve plus au niveau
de 1'ADN, mais uniguement au niveau de 1’'ARN messager ma-
ture. Nous pourrions tenter de donner une nouvelle défini-
tion du géne en termes moléculaires (modifiée de Darnell
eial. 1986} et qui serait :

Le géne est la somme des séquences d’acides nucléiques
(généralement une séquence d’ADN) qui codent pour un
polypeptide ou un ARN fonctionnel.

Nous convenons bien volontiers que le probléme du trans
splicing reste posé. Les analyses de structure des introns
semblent indiquer que le rons splicing n’est pas aussi
différent du s splicing classique qgue ce gue l’on aurait
pu attendre. L’'analyse de la transcription démontre néan-
moins un mangue d'efficacité ou une régulation différente
du rans splicing par rapport au cir splicing appligué aux
ARN du rps/2, Si les méchanismes chimigues sont en passe
d’étre résolus au niveau des génes nucléaires, 1'étude du
splicing dans le chloroplaste n’'en est gqu’ad son début.
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Il se pose maintenant les questions de savoir s’il y a réel-
lement formation de lariat ou non, s‘il existe du self-
splicing irwvive ou si la maturation des ARN est catalysée par
des protéines. Il reste a étudier de plus prés les différents
précurseurs du rpsi2 et a tenter de comprendre si la sépara-
tion du géne en deux trongons a une utilité dans la régu-
lation de la quantité des transcrits. Nous savons gque la
protéine S7 4’ Escherichia coli est une protéine régulatrice
autogene (Dean erol. 1981) et fonctionne comme un répresseur
de la traduction de son propre ARN. Par contre, le géne rps7
de soja ne posséde pas de structure directement reliée au
site de fixation de la protéine S7 d'E.co/i sur son ARN-m.
Ceci nous fait penser que l’'un des mécanismes de régulation
possible serait éventuellement au niveau du nars splicing
dont l'efficacité semble modulée en fonction de l’état
physiologique des feuilles. Les feuilles d'une plante en
pleine croissance ont sembl-t-il une quantité d’ARN rps/2
mature plus grande gue les plantes entre deux périodes de
croissance.

L’importance toujours plus grande des ARN est aussi démontrée
par l’étude du ribosome et de sa fonction. Il est frappant de
constater que parmi les derniers résultats concernant le ri-
bosome, plusieurs sont particuliérement liés & la structure
de 1'ARN 16S. La sensibilité ou la résistance du ribosome &
l1’égard de la streptomycine dépend de la structure de cet ARN
(Montandon etaf. 1986). La bonne lecture des ARN messagers
semble dépendre de la C-périodicité de trois régions spacia-
lement relativement proches (Trifonov, 1987}. Les données
récoltées avec le soja ne contredisent aucunement les con-
clusions de ces travaux et il est possible que la chimie des
ARN nous réserve encore gquelgues surprises.

En conclusion, nous pouvons constater qu’'il y a encore de
guoi occuper bien des vies si l’on désire élucider toutes
les guestions qui se posent et vont se poser & propos du
ribosome, de sa fonction et de la régulation de sa biosyn-
thése.
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6. ANNEXE

6.1 Mode d'emploi détaillé des programmes ANALYSE et HEID

Une part non négligeable de notre travail ayant consisté &
programmer, et a mettre au point un syséme informatique d’ana-
lyse des séquences d’ADN, d'ARN et de protéines. Nous présen-
tons le mode d’emploi des programmes que nous avons mis au point,

Nous adjoindrons un listing des deux programmes et sur demande,

nous enverrons une bande magnétigue contenant les programmes
et le mode d’installation.

Remarque

Le mode d’emploi pouvant étre obtenu séparément, La numérota-
tion des pages suit une numérotation particuliére
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INTRODUCTION

Description des résultats obtenables par ANALYSE

Pour faciliter le travail d’analyse des données récoltées au la-
boratcire, ou simplement comparer celles-ci avec les résultats
catalogués dans une base de données telle gque celle de 1’European
Molecular Biology Laboratory (EMBL}, il est maintenant impensable
de travailler sans l’'informatique.

Les programmes suivants sont rédigés en BASIC dans la version 2.3
implantée par Digital sur des ordinateurs VAX 750 et 785, Ils ont
£té prévu relativement faciles & modifier en fonction des besoins
spécifiques des utilisateurs (voir notes aux programmeurs ...)

Le programme "ANALYSE" contient en fait quatre programmes qui
fonctionnent avec plusieurs types de fichiers d’entrées. Les fi-
chiers d'ADN peuvent étre selon le format de 1'EMBL (Ces données
sont obtenables a 1’EMBL, Postfach 10.2209, 6900 Heidelberg, Ger-
many) ou entrées dans des fichiers de formats quelconques, {mais
sans commentaires). Les séquences 4'ADN que l’on désire analyser
doivent &tre préférentiellement entrées en majuscules. Les sé-
guences notées en lettres minuscules sont considérées par le pro-
gramme comme appartenant 3 un ADN témcin dont la séquence est ho-
mologue, mais hétérospécifique. Les T-tracks sont comparés a ce
type de séquences, le brin complémentaire est construit, mais les
autres options du programme n’analysent pas les parties en minu-
scules. Celd permet par exemple de remplacer les trous de la sé-
guence qgue l'on est en train de déterminer par la séguence connue
dfun autre organisme, de faciliter ainsi le repérage de T-tracks
et d’obtenir des analyses ou seuls les sites de restrictions des
parties séquencées sont présents et 1'ADN traduit.

Les options du programme recoupant les programmes de Staden sont
une adaptation des procédures décrites comme

SEQLST, TRANSQ, SEARCH Staden, (1977)
TRANDK, TRNTRP Staden, (1978)
TRANMT, DIAGON Staden, (1980)

Nous avons par contre des possibilités d'impressions nettement
plus étendues, et la possibilité dfaccéder aux fichiers de 1’'EMBL
celad méme si certains fichiers ne sont pas mémorisables dans une
seule variable VAX (> 65’535 caractéres). Nous pouvons paralléle-~
ment profiter de possibilités d’analyse plus étendue, comme la
recherche de "N-track"™ a l’écran, la transcription autcmatique
des séquences codantes répertoriées dans les fichiers d'ADN de 1°
EMBL et la fabrication de fichiers de protéines du type de 1'EMBL
{NBRF-PIR Protein sequence database), wutilisables dans d’autres
programmes. Par exemple, le programme HEID décrit plus loin (per-~
met la comparaison de protéines) et le programmer PRPLOT (donne
une analyse de la protéine du point de vue de 1l’'hydrophobicité,
les régions en alpha-hélice et en béta-sheet), sont 100% compati-
bles avec les fichiers de protéines ainsi créés.
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Une option du progamme ANALYSE est de déterminer le %(G+C) d’une
séguence donnée et permettre une analyse statistique relative au
contenu en chacun des nucléotides, et en fonction de la position
dans le codon. Un complément au programme facilite le calcul des
températures de fusion et de renaturation des hybrides ADN:ADN en
fonction de la force ionique du tampon ou selon la concentration
en tampon SSC.

La derniére possibilité, largement dépendante du type de terminal
et surtout de l’imprimante graphique utilisée, permet de comparer
graphiquement deux protéines.

Finalement, nous conseillons PRPLOT, qui est un excellent complé-
ment au systéme de programme gue nous avons mis au point. PRPLOT
est une version généralisée de l’algorithme décrit par Hopp et
Woods, (1981) et distribué par -

National Biomedical Research Foundation
Georgetown University Medical Center

3900 Reservoir Road, Washington D.C. 2007
Programmeur: David G. George
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DESCRIPTION DES FICHIERS D'ENTREE COMPATIBLES

Pour que le programme puisse interpréter les données inscrites
dans différents types de fichiers, il faut respecter certaines
régles. 5i la plus compléte fantaisie est possible au niveau des
fichiers d'ADN (pourvu gu’ils ne contiennent que la séquence), il
n’'en est pas de méme pour les autres types de fichiers, gui sont
construits selon des regles strictes. Le programme est adapté aux
fichiers suivants.

1.1 Les fichiers d'enzymes de restrictions

Les fichiers d’enzymes de restriction peuvent étre de plusieurs
types. Les fichiers prévus pour les programmes de Staden (1977}
sont directement utilisables dans le programme et sont construits
de la maniére suivante

- TYPE DE STADEN

ALUI/AGCT//

BALI/TGGCCA//

BAMHI/GGATCC//
BANI/GGTACC/GGTGCC/GGCGCC/GGCACC//
CLAI/ATCGAT//

DDEI/CT-AG//

DRAT/TTTAAA//
HINFI/GAATC/GAGTC/GATTC/GACTC//
XHOII/GGATCC/AGATCT/GGATCT/AGATCC//

La seule simplification réellement prévue par Staden est le rem-
placement de "G ou A ou C ou T" par "-". Le programme nous permet
donc dfutiliser cette simplification, méme si, dans notre cas il
est plus simple d’utiliser "N" qui est la notation soutenue par
17EMBL.

Les fichiers de références pour les enzymes de restrictions peu-
vent également &tre ceux distribués par 1'EMBL. Deux types de
de fichiers sont utilisables, gui, correspondent aux formats des
fichiers PFEIFF.ENZ et PFEIFFER.ENZ. Ces fichiers simplifient au
maximum la notation des sites de restrictions en utilisant le
code de 1'EMBL :

R PURINE (A,G)
M : A ouC

D : AouGoucT T
B : CouGoulT

PYRIMIDINE (C,T) S : CouG
A oulT :

A ouCoulTT
AouCouGoulTl

< =

A ouC ou G

ZmEW
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Type PFEIFF.ENZ (ancien standard) :

star activity of EcoRI

4110 AA'TT -

6111 AAA'TTT - currently no enzyme with this specificity known
6112 GAA'TTC - EcoRl and other enzymes

6113 CAA'TTG - currently no enzyme with this specificity known
6114 TAA'TTA - currently no enzyme with this specificity known
4120 GA'TC - Sau3A and other enzymes

6121 AGA’'TCT - Bglil

6443 CTT'AAG - AflII

6444 TTT'AAA - Dral and other enzymes

5110 AA’NTT - currently no enzyme with this specificity known
5120 GA’NTC - Hinfl and other enzymes

5130 CA'NTG - currently no enzyme with this specificity known
5140 TA’NTA - currently no enzyme with this specificity known
5210 AG’NCT - currently no enzyme with this specificity known
5220 GG'NCC - Sau96I and other enzymes

5221 GG'WCC - AflI and other enzymes

7222 RGG’NCCY - Drall

9332 CACN'’ NNGTG - Dralll

9411 GAANN’NNTTC - Asp700 and other enzymes

9531 GCCNN'NNNGGC - Bgll

9532 GGCCNN*NNNGGCC - Sfil

9611 CCANNN'NNNTGG - Bst¥I and other enzymes

9631 ACCNNN'NNNGGT - HgiEll

1001 "CCTC:GAGG' - MnlI

1002 'GAAGA:TCTTC’ -~ MboII and other enzymes

1003 "GACGC:GCGTC* - Hgal

1004 "GATCC:GGATC’ - Binl, BthIT

1005 "GATGC:GCATC’ - SfaNI

1006 'GGATG:CATCC’ - Fokl and other enzymes

1007 "GGTGA:TCACC' - Hphl

1008 *CAARCA: TGYTTG' - Tthlllll

1009 "CTCCAG:CTGGAG' - GsbI, Gsul

1010 *YGGCCG:CGGCCR’ - GdilIl

1011 " SACCSA:TSGGTS' - Taqll

Ce typé de fichier

est trés pratique

car facilement complétable

et facilement lisible sans l’aide d’un programme. Il n’est momen-
tanément plus soutenu par 1’EMBL, mais reste intéressant. Les
reperes fixes du programme sont un chiffre quelconqgue en début de
-ligne, la fin de la séquence qui est délimitée par "-", ainsi que
l'emploi du séparateur ":" qui est utilisé lorsque les séquences
ne suivent pas de palindrome. Enfin, le nom de l’enzyme est cher-
ché & droite du signe "-" par le programme.
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TYPE PFEIFFER.ENZ et nouveau standard :

Aacl GGA'TCC - cut position not determined
Aael GGA'TCC - cut position not determined
Aatl AGG'CCT - cut position not determined
Aatll GACGT'C - 3'overhang

Abrl C'TCGAG - 5'overhang

Acel GT*MKAC - 5’overhang

TthHBBI T'CGA - 5'overhang

Tthllll GACN'NNGTC - 5'overhang, conflicting data on recognition sequence,
Tthillll CAARCANNNNNNNNNNN : ' NNNNNNNNNTGYTTG - 3'overhang
Ttnl GG'CC - cut position not determined
Ttrl GACN/NNGTC - cut position not determined
Vhal GG'CC - cut position not determined
XamI GIC'GAC - cut position not determined
Xbal T’CTAGA - 5'overhang

Xeyl C'CCGGG - 5'overhang

Xhol C’TCGAG -~ S5'overhang

XholIl R'GATCY - 5'overhang

Xmal C’'CCGGG - 57'overhang

Xmall CTG'CAG - cut position not determined
XmaIll C’'GGCCG - 5'overhang

XmnI GAANN’NNTTC - blunt ends

Xnil CGA’TCG - cut position not determined
XorI CTG'CAG - cut position not determined
XorIl CGAT'CG - 3'overhang

Xpal C'TCGAG - D'overhang

Le type de ce

fichier est le nouveau standard de 1'EMBL. Chague

année, les fichiers des enzymes de restrictions sont remis a jour
par 1'EMBL et sont obtenables & Heidelberg. Les repéres fixes du
programme sont le nom de l‘enzyme au début de chague ligne, le
site reconnu dont le début est aligné en position 14, la fin de
la séquence délimitée par "-", et du séparateur de séguences ":"

Nous avons délibéremment évité d'utiliser le code établi par
Staden (1979) lorsque la séquence est incertaine et qu’un certain
nombre d’'insertion-délétion est probable. Il est plus avantageux
d'utiliser le code présenté ici ou d’utiliser l’option gqui fait
appel & la recherche de "N-track" (réaction de séquence du.T ou
de n'importe nucléotide), lorsgqu’une séquences est recherchée.
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1.2 Les fichiers d'ADN

Les fichiers d'ADN peuvent &tre gquelconques ou du type de l'EMBL.

Les fichiers quelcongues

Nos fichiers personnels (quelconques) sont des fichiers é&dités
dans n'importe quel éditeur implanté sur VAX. Les séquences sont
éventuellement entrecoupées par des espaces blancs et la longueur
des lignes n'est pas limitée. La seule exigence est qu’'il n'y ait
pas de commentaires insérés dans le fichier, sinon ces commentai-
res sont traités et analysés comme s’il failsaient partie de la
séguence.

Nos fichiers ne sont pas limités dans le nombre de caractéres par
ligne. En comparaison, les programmes de Staden, ne supportent
pas plus de 60 caractéres/ligne dans les fichiers d'ADN et créent
des erreurs gui ne sont pas signalées lorsque cette limite est
dépassée.

Les fichiers de l'EMBL

Les fichiers d'ADN de 1’'EMBL ont une structure extrémement bien
fixée, dont on peut voir un exemple sur la page suivante.

Le premier travail du programme dans les analyses est de repérer
si le fichier d’ADN est du type de 1'EMBL de par la présence dans
la premiére ligne du fichier de l'identificateur "ID". Le début
de la séquence est ensuite repéré par le "SQ" de la ligne précé-
dant directement la séquence. Le programme détermine ensuite les
positions de début et de fin de la' région & analyser, pour ne
garder en mémeire que les lignes indispensables. Le repérage est
rendu plus rapide par le fait que chaque ligne contient 60 nuclé-
otides. La fin du fichier est remarquée grace a 1l’identificateur

l!//l'f.

Lors de la traduction automatique du fichier. un pointeur cherche
les lignes "FT CDS" (CoDing Sequences), repére lorsque 1le brin
codant est le brin complémentaire "(C)" et traduit la régicn in-
diquée tout en notant dans le fichier final, de quelle protéine
il s’agit ainsi que la position de la premiére et de la derniére
position de 1'ADN traduite. Une option spéciale permet d'ouvrir
directement wun fichier .COD indispensable au fonctionnement du
programme PRPLOT. '

Finalement, le programme ANALYSE peut étre utilisé accessoirement
pour rendre les fichiers de 1'EMBL compatibles avec les program-
mes de Staden. Dans ce cas, il suffit de demander la création du
fichier contenant la séguence que l‘on veut analyser et de deman-
der sous la guestion IMPRESSION PARTICULIERE que la sortie se
fasse SANS NUMERQTATION et sur 60 CARACTERES/LIGNE.
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TYPE ADN_HEIDELBERG

ID
XX
AC
XX
DT
DT
DT
XX
DE
DE
XX
Ky
XX
05
oc
oc
XX

RT
RT
RT
RL
XX

RT
RL
XX
cC
XX
FH
FH
FT
FT
FT
FT
FT
XX
5Q

//

CHGMO1 standard; DNA: 1438 BP.

X00152;

05-NQV-1985 (minor modification)
08-JUL-1985 (minor modification)
08-AUG-1984 (first entry)

Soybean chloroplast psb A gene
coding for photosystem II thylakoid membrane protein

membrane protein.

Chloroplast Glycine max (soybean, saja, Sojabohne)
Chloroplastida; Spermatophyta; Magnoliopsida; Rosidae; Fabales;
Fabaceae,

[1] (bases 1-1438)

Spielmann A., Stutz E.;

"Nucleotide sequence of soybean chloroplast DNA regions which
contain the psb A and trn H genes and cover the ends of the large
single copy region and one end of the inverted repeats";

Nucl. Acids Res. 11:7157-7167(1983).

(2] (bases 1-1438; enum. 1 to 1438)
Spielmann A., Stutz E.;

b
Submitted (14-MAY-1984) to the EMBL data library.
Data kindly reviewed (14-MAY-1984) by A. Spielmann and E. Stutz

Key From To Description
265
148
172

1094

1348

1323
152
177

1115

1351

CDS
SITE

PRM |
SITE *
REVISION

psh A gene

-35 region

-10 region

stem-loop structure

TAGATGT [1] revised to TAGT by [2]
1438 BP; 286 G; 523 T;

Sequence 383 A; 246 C;

CCACTAGAAT
ACTCATTTTT
CATACTTACT
GAATAACAAG
GATTAAATGA

ATGGCTTTCA
GTAATTAATA
GAACGTAATG
GGATAAAATT
TTTGATATTG

TAATATATCG
AATGAATGAA
ATGGATATTG
TCCTCAAATT
ACCAAGATTT

ACTTAAATGG
CCTGGGCTGA
CTCATAATTT
TGGATCTTAA
CCCCTTTACT

AAATTCTATA
ATGAGGTAAA
GTATTGGTTG
TTCTAATTCT
TACCATGACT

TTTCAATTTC
TATTATTAAC
CCCTCTAGAT
GGTAGATTAG
TTTATTTATT

TATAGAATTA
AAAGTAAATT
ACACTGGTAT
AGATAATTTT
GCAATTTTAG

AACCAATCCG
CGAGCTAACC
CTAGCTGCGA
TTTTTGAAAG
TGATTAGTAA

TAGCGATCCA
CGGATAAATC
ATAAGTCATG
GGTGCTTGGG
AGAGACGCGA

TAGTTGATAG
TTGGTATGGA
TCGACGCTCC
TAAAAGGCAA
TCTTTTTATT

TAGAAAATAA
TAAATAAGAG
TTATACTGTT
AGTCCCTGAT
GAGCGAAAGC

TCAAGGTCGT
AGTAATGCAT
ATCTATTAAT
TATCAACTTT
TATAAATA

-A7-




MODE D'EMPLOI ET EXEMPLES D'UTILISATIONS

Le programme une fois lancé par la commande S$RUN ANALYSE , est
utilisable en deux langues soit : anglais ou frangais.

I1 est possible d’effectuer des analyses & l'écran et sans sortir
du programme, de continuer 1’'analyse avec le sauvetage de résul-
tats dans un fichier. D‘une maniére générale, la fagon élégante
de sortir du programme est de presser la touche "return" le nom-
bre de fois nécessaire. Les options rencontrées sont alors par
défaut considérées comme rejetées,

Détail non négligeable, plusieurs personnes peuvent utiliser le
programme en méme temps et avec les mémes fichiers de données.
Ceux-ci restent protégés contre l’écriture mais toujours ouvert a
la lecture.

Nous donnons quelques exemples d’utilisation du programme.
Analyses & l’écran

b

EXEMPLE D'UTILISATION : Sous-programme ANALYSE

English version / version Francaise 7 f
POUR OBTENIR : REPONDRE

Calculs, relations entre Tm, %GC et XMissmatch 1
Calcul du %GC a partir d’une sequence 2
ANALYSE : T-tracks, traduction, restriction ... 3
DIAGON : comparaison graphique de fichiers 4

CHOIX = 7 3

Nom du Fichier + ? hind.906
LE FICHIER EST DE TYPE :QUELCONQUE
Fichier 1lu )
POSITION DE LA PREMIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ? 1
POSITION DE LA DERNIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ?
AAGCTTCATCC... ...GGTTCAAGCTT

RESULTATS A PRESENTER A L’'Ecran OU DANS UN Fichier
- Recherche de N-tracks - Brin complementaire

- Recherche de sequences - Traduction .
- Sites de restrictions - Visualisation du gel
- Aide memoire - Restriction
- Recherche de sequences
Travail a 1’Ecran ou dans un Fichier ? E
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EXEMPLE D’UTILISATION : Modes d'emplois accessibles a 1’écran

MODE D'EMPLOI DU PROGRAMME

SEQUENCE SELON LA POSITION

RECHERCHE DE N TRACKS A L'ECRAN

RECHERCHE DE SEQUENCES A L'ECRAN

RECHERCHE DE SITES DE RESTRICTIONS :

7 M

AIDE : RECHERCHE : SEQUENCES, N-TRACKS, SITES DE RESTRICTION
ACIDES AMINES : CODE A UNE LETTRE, EQUIVALENCE

W= O X

70

ACIDES AMINES : CODE A UNE LETTRE

A=Ala B=Asx C=Cys D=Asp E=Glu F=Phe
G=Gly H=His I=Ile K=Lys L=Leu M=Met
N=Asn P=Pro Q=Gln R=Arg S=Ser T=Thr
V=Val V=Trp Y=Tyr Z=Glx *=STOP

7 EQUIVALENCE
IL EST POSSIBLE D'UTILISER UNE TABLE DfEQUIVALENCE ENTRE LES A.A.
SUIVANTS :
Lys/Arg,
Ser/Thr,
Asp/Glu,
Val/Ile/Leu

? N-tracks

MODE D’EMPLOI :

POUR RECHERCHER UN N-TRACK, IL SUFFIT DE TAPER LA SEQUENCE
EN REMPACANT LES ESPACES VIDES PAR UN <.>
ex : TTTT.TT.T..TT. recherche les T-TRACKS correspeondants
ainsi que les A-TRACKS .AA...A.AA.AAAA.

? Restr.
LES FICHIERS D'ENZYMES DE RESTRICTIONS SONT :

R1

R2

RENZYM :  ENZYMES DU LABGRATOIRE

BOTA: [STUTZ]PFEIFFER.ENZ : ToUS LES ENYMES, TOUS LES ISOMERES
BOTA:{STUTZPFEIFF.ENZ : UN ENZYME PAR SITE DIFFERENT

Leg 2 derniers fichiers sont mis a jour a Heidelberg, mais sont
inutilisables avec les programmes de STADEN !!!

?s
LE PROGRAMME EST CAPABLE DE RECHERCHER DES SEQUENCES EN UTILISANT
LE CODE SUIVANT ( PRECONISE PAR HEIDELBERG ):

R : PURINE (A,G) Y : PYRIMIDINE (C,T) S : CouG

M: AoucC V:AouT K:GoulT

D: AouGoulT H: AouCouT V:AouCouG

B: CouGoucT N - -t AouCouGoulT
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Le retour au programme est ensuite fait en pressant "return”

EXEMPLE D’UTILISATION : Recherche de positions a 1/écran

POSITION (0), N-TRACK (1), SEQUENCE (2), RESTRICTION (3) ? O
Voulez-vous travailler avec 1’Ancienne numerotation ou la Nouvelle ?
Mode d’emploi du programme.

M, AouN7H

Il est possible d’utiliser, soit la numerotation ‘'Normale’
c'est a dire, ou le 1 de la numerotation correspond
AU DEBUT DU FRAGMENT que 1‘on a DEMANDE EN DEBUT DE PROGRAMME.

soit la numerotation ‘Ancienne’ :
c'est a dire, ou la numerotation correspond A LA NUMEROTATION
DU FICHIER INITIAL et non pas celle du fragment analyse.
M, Aou N 7N
POSITION 7 1
AAGCTTCATCCTGGTCATGGACAGATCACCCAGGTT 1

POSITION ? 555555

TCACTGTAGGAATTGGGTTCAAGCTT 8777
’ ' position du fichier !

POSITION ? 450

Donc 8777 est la derniére

CACGACACTTGTATAGCTCTCCCACAACCCGTTTTCACGGTTTAGGCTGCTCCCATTCGTC 430

POSITION ?

EXEMPLE D’/UTILISATION : Recherche de N-tracks

MODE D’EMPLOI DU PROGRAMME

SEQUENCE SELON LA POSITION
RECHERCHE DE N TRACKS A L‘ECRAN
RECHERCHE DE SEQUENCES A L'ECRAN :
RECHERCHE DE SITES DE RESTRICTIONS :
71

Wy~ O X

MODE D’EMPLOI :

POUR RECHERCHER UN N-TRACK, IL SUFFIT DE TAPER LA SEQUENCE

EN REMPACANT LES ESPACES VIDES PAR UN <.>

ex : .TTTT.TT.T..TT. recherche les T-TRACKS correspondants
ainsi que les A-TRACKS .AA...A.AA.AAAA.

SEQUENCE ? .TTT..TTT..

ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

bl |t | | 2634

GCCCCATCTATCCTCCTGAGGATAAGTTTGGTTTCAAACCCCGGTTCAAACAGGAGAAGTA
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EXEMPLE D’UTILISATION : N-tracks (suite)

LA b [111 11]] 8108
ATTCTACAAGAATTTTTATGAAAGCCTTTCATTTGCCTCTCTTCGATGGAAGTTTTATTTT

AR
ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE

1] L T T O O O 3068
GCTTCTTTTTGGGTGTGAAGCAGTGTCAAACTAAACTACCCAACAAGCATTAGCTCTCCCT

EIEN

| AENN IR 3495
TATCACCGGCAGTCTGCTCAGGGTTCCAAACTAAATGTTGGCAACTAAACACGAGGGTTGC

i
SEQUENCE ? .C.C.C.C.

ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

NN | NAERNIN | |11 | 2788
AGGCACAACGACGCAATTATCAGGGGCGCGCTCTACCACTGAGCTAATAGCCCGTCGTGCG

Il

N RN Il 1 5710
GAAGGGTGCATAACCGCATGGATAAGCTCACACTAACCCGTCAATTTGGGATCCAATTCGG

I
| NI |1 b 7266

GTTATAAAAAAACGGATTCCTCCTTTCACGCTCATGTCACGGCGAGGTACTGCAGAAGAAA
L

ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE

SEQUENCE ?

Si les gels présentent des régions contenant des arte-facts et si
l1'on hésite entre 5 et 6 "T" par exemple, il est avantageux de
laisser la séquence ouverte sur l’'un de ses cbtés : En demandant
" SEQUENCE ? TTTTT..... ", le nucléotide placé avant le pre-
mier "T" peut &tre "T" ou "."

-

EXEMPLE D’UTILISATION : Recherche de séquences a 1’écran

MODE D'EMPLOI DU PROGRAMME
SEQUENCE SELON LA POSITION
RECHERCHE DE N TRACKS .A L'ECRAN
RECHERCHE DE SEQUENCES A L'ECRAN :
RECHERCHE DE SITES DE RESTRICTIONS :
? 2

RECHERCHE SUR LES DEUX BRINS : Oui ou Non 7 O
SEQUENCE ? GYGYGG

. e

Wk = O
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Lors de la recherche de ségquences & l’écran, il est donc possible
d'utiliser le code de 1'EMBL (présenté en page 3) et qui permet
des recherches de consensus. Si l’une des séquences cherchées
n'est pas présente dans le fichier, ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE
ou ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE est affiché, sans étre
suivi d’aucune séquence. §i la séquence a chercher contient des
"N" ou des "-", le temps de calcul dépendra essentiellement du
nombre de fois que 1'on trouve la séguence précédant le premier
"N" ou le premier "-" dans le fichier considéré. La recherche de
GYGYGNNNT sera trés rapide mais celle de ANNNCRCRC sera lente.

EXEMPLE D'UTILISATION : Recherche de séquences a 1'écran (suite)

SEQUENCE ? GYGYGG
ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE

ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE
ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE
CCACGC
TCAATTCAAGAGTTCTTATGTGTTTCCACGCCCCTTCGAGACCCCGAAAAAATGGACAAAT
AGTTAAGTTCTCAAGAATACACAAAGGTGCGGGGAAGCTCTGGGGCTTTTTTACCTGTTTA
ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

TCTACCACTGAGCTAATAGCCCGTCGTGCGGCTCCCGOGGGRGCCCGCTATGCCAAAAGCAA
GTGCGG

AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTT
GTGCGG

ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE
CCGCAC
TCTCCCTGAAAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTCCAGTACGGCTACCTTGTTACGACTTC
AGAGGGACTTTTCCTCCACTAGGTCGGCGTGGAAGGTCATGCCGATGGAACAATGCTGAAG
ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

TTTCACCCCCATCCATGTCGCCCCOGTGTGGCGACATGAGACAAAAGTAGCTCCTATCAAC
GTGTGG

GAGTCTGGGCCTCGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCTCTCGGACCAGCTACTGATCA
GTGTGG

GTGAATCGCTAGAAACATGTAAAGTGTGTGGCTAACCCAATAACGAAAGTTTCGTAAGGGA
GTGTGG

ANALYSE DE LA SEQUENCE COMPLEMENTAIRE

CCACAC
CATCAAGTTCCCGTTGAAATAGGATCCACACAACGAAAAGCACTTGCCATTCGTTGGTTAT
GTAGTTCAAGGGCAACTTTATCCTAGGTGTGTTCCTTTTCGTGAACGGTAAGCAACCAATA

SEQUENCE ?

5114

2819

3701

3122

2907

4293

6736

7551
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EXEMPLE D’UTILISATION : Sites de restrictions (écran)

MODE D'EMPLOI DU PROGRAMME
SEQUENCE SELON LA POSITION
RECHERCHE DE N TRACKS A L'ECRAN
RECHERCHE DE SEQUENCES A L'ECRAN
RECHERCHE DE SITES DE RESTRICTIONS :
?73
RECHERCHE DES SITES DE RESTRICTION :
FICHIER DES ENZYMES DE RESTRICTIONS
Nom du Fichier 2 : ? RENZYM
Fichier lu
ENZYME= HINDIII
AAGCTT

PR

P

W =OXE

-

ANALYSE DE LA SEQUENCE DONNEE

AAGCTTCATCCTGGTCATGGACAGATCACCCAGGTT 1
AAGCTT

ATTCATCACTGTAGGAATTGGGTTCAAGCTT 8772
AAGCTT

ENZYME= ?

Pour créer un fichier contenant des résultats d’analyses, il est
possible aprés des recherches & l’écran de revenir au menu prin-
cipal par des "return". Il est bien entendu possible d’accéder
directement a cette option en entrant dans le programme...

EXEMPLE D'UTILISATION : Travail dans un fichier (TRADUCTION)

Travail a 1'Ecran ou dans un Fichier ? F

Fichier de Sortie : 7 SEQ.RES

TRADUCTION: PRESENTEE AU DESSUS DE LA SEQUENCE, SEPAREMENT, NON ? P
Voulez-vous travailler avec l’Ancienne numerotation ou la Nouvelle ?
Mode d’emploi du programme.
M, & ou N7 N

CODE STANDARD A 1 LETTRE

CODE STANDARD A 3 LETTRES

CODE MITOCHONDRIAL A& 1 LETTRE
CODE MITOCHONDRIAL 4 3 LETTRES
71

o b =

PREMIERE POSITION = ? 1
DERNIERE POSITION = ?

0K
PREMIERE POSITION = ? 2
DERNIERE POSITION = ? 400

0K
PREMIERE POSITION
DERNIERE POSITION
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Lorsque la DERNIERE POSITION n'est pas indiguée, la séquence est
traduite jusqu’d la fin du fichier. Lorsque la PREMIERE POSITION
n‘est pas indiquée, le programme passe a l’‘option suivante, ici
la traduction du brin complémentaire.

EXEMPLE D’'UTILISATION : Traduction (suite)

TRADUCTION DU BRIN COMPLEMENTAIRE : Oui ou Non ? 0
UTILISATION DE LA NUMEROTATION DU BRIN 1 OU DU BRIN COMPLEMENTAIRE 2 7 1

PREMIERE POSITION = ? 1

DERNIERE POSITION = ?
oK

PREMIERE POSITION = ?

DERNIERE POSITION = ?

d’un gel de séquence est parfois trés pratique.
pat leurs T-tracks est facilité si les ré-
"A" sont visualisables face & une séguence

La visualisation
Le repérage de clones
actions du "T" et du
donnée.

EXEMPLE D'UTILISATION : T-track (fichier)

VISUALISATION D’ON GEL DE SEQUENCE : Oui ou Non 7 O

G-tracks : Qui ou Non ? N
A-tracks : Oui ou Non 7 0O
C-tracks : Oui ou Non ? N
T-tracks : Oui ou Non ? O

EXEMPLE D’UTILISATION : Restriction (fichier)

RECHERCHE DES SITES DE RESTRICTIQN :
Hode d’emploi, Tous, Nom, Sequence, <RET> ? T
FICHIER DES ENZYMES DE RESTRICTIONS
Nom du Fichier 2 : 7 BOTA:[STUTZ]PFEIFF.ENZ
Fichier lu

EcoRI*  AATT

EcoRI GAATTC

Sau3s  GATC .
Bgllil AGATCT

ScrFI CC-GG

Aorl CCAGG

Sfil GGCC———-- GGCC
BstXl CCA-—=-—- TGG
HgiEIl ACC—==-~~ GGT
MnlI CCTC

Mnll GAGG
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EXEMPLE D'UTILISATION : Recherche de séquences (Fichier)

RECHERCHE DES SITES DE RESTRICTION :
Mode d’emploi, Tous, Nom, Sequence, <RET> 7 §
SEQUENCE= 7?7 GYGYG
RECHERCHE SUR LES DEUX BRINS OQui ou Non : 7 N
TEXTE PARTICULIER A PLACER SOUS LA SEQUENCE : Oui ou Non : 7 O
TEXTE : ? GYGYG~CONSENSUS
GYGYG-CONSENSUS  GCGCG
GYGYG-CONSENSUS  GCGTG
GYGYG-CONSENSUS  GTGCG
GYGYG-CONSENSUS  GTGTG
RECHERCHE DES SITES DE RESTRICTION :
Mode d’emploi, Tous, Nom, Sequence, <RET> ?

Au niveau de l’impression, nous pouvons choisir le nombre de nu-
cléotides imprimés par ligne, ainsi que le type de numérotation
désiré. La NOUVELLE numérotation commence par 1, tandis gque 1'
ANCIENNE numérotation commence & l’endroit choisi au tout début
du programme {et suit la numérotation de l'ancien fichier).

EXEMPLE D/ UTILISATION : Modes d'impression

MODE D’ IMPRESSION PARTICULIER : Oui ou Non 7 ©

Numerotation dans le fichier de sortie : MNouvelle, Ancienne ou Inexistante 7 N
Nomhre de nucleoctides/ligne (50-130) : ? 60

NOM DU FICHIER DES RESULTATS : SEQ.RES;

1.1.5 Présentation des résultats

La présentation des résultats dépend des choix effectués lors de
l’utilisation du programme. Voici quelques sorties possibles avec
un choix de 60 caractéres/ligne.

QUELQUES EXEMPLES DE SORTIES

GAATGGCAGAGGCAAATAGAGCTTTTGCACATTTTCGTTAATCCATGAACAGGGATTCTA

lll R || N !

! HY L1 |
GAATGGCAGAGGCAAATAGAGCTTTTGCACATTTTCGTTAATCCATGAACAGGGATTCTA

7710 7720 7730 7740 7750 7760

ProLeuThrArgProLeuProMetSerArgArgleulleleuGlnGlnAlaArgGlyGln
CCCTTAACCAAGCCACTGCCTATGAGTCGCCGGCTCATTCTTCAACAGGCACGCGGTCAG
10 20 30 40 50 60
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QUELQUES EXEMPLES DE SORTIES (suite)

Fichier [-]hind.906 21-Aug-87 11:36 AM
Fichier des enzymes de restrictions bota:|[stutz]pfeiff.enz

P L TK®P?PL P M S5 RIRULTIULOQOQ ARG
P * P S HCUL * V A G S F F NI RIH A
L NQ A TATYESUPAHBS STGT R
CCCTTAACCAAGCCACTGCCTATGAGTCGCCGGCTCATTCTTCAACAGGCACGCGGtcag
GGGAATTGGTTCGGTGACGGATACTCAGCGGCCGAGTAAGAAGTTGTCCGTGCGCCagte
G * G L ¥w Q RHTA AUPENIZ KTLTLTCA
R L W AV A * 5§ DG A *x EE V P VR
K VL GGSGIULURUBRSMR*TCATRP

CCCTTAACCAAGCCACTGCCTATGAGTCGCCGGCTCATTCTTCAACAGGCACGCGGtcag

10 20 30 40 50 60
Cfrl0I MboIl Thal .
HinFI Hpall
Nael

Nous ne sommes pas limités aux exemples donnés, la présentation
est modifiable a volonté.

1.1.6 Traduction automatique des fichiers d’ADN de 1'EMBL
en fichier de protéines

Pour la traduction automatique des fichiers de 1’'EMBL (NBRF-PIR
Protein sequence database), nous prendrons en exemple la traduc-
tion des séquences codantes de 1'ADN chloroplastigue complet de
tabac. '

EXEMPLE D'UTILISATION : Traduction automatique (Fichiers EMBL)

POUR OBTENIR : REPONDRE

Calculs, relations entre Tm, %GC et %Missmatch 1
Calcul du %GC a partir d‘une sequence 2
ANALYSE : T-tracks, traduction, restriction ... 3
DIAGON : comparaison graphique de fichiers 4

CHOIX = 7 3
Nom du Fichier t 7 [STUTZ.ADN]CHNTXX.DAT
LE FICHIER EST DE TYPE :ADN-HEIDELBERG
Fichier 1lu

POSITION DE LA PREMIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ? 1
POSITION DE LA DERNIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ?

ATTENTION ! NOUS N’AVONS QU’'UNE PARTIE DU PICHIER !
ANALYSE DES POSITIONS 1 A 65001

RESULTATS A PRESENTER A L’Ecran 0OU DANS UN PRichier
- Recherche de N-tracks - Brin complementaire

- Recherche de sequences - Traduction
- Sites de restrictions - Visualisation du gel
- Aide memoire - Restriction

Recherche de sequences
Travail a 1’Bcran ou dans un Pichier 7 F
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EXEMPLE D’/UTILISATION : Traduction automatique (suite)

Fichier de Sortie : 7 CHNTXX.SEQ

TRADUCTION: PRESENTEE AU DESSUS DE LA SEQUENCE, SEPAREMENT, NON
TRADUCTION: AUTOMATIQUE DU FICHIER D'HEIDELBERG

Voulez-vous créer un fichier .COD pour pouvoir utiliser le programme
le programme PRPLOT, Oui ou Non

70

CODE STANDARD A 1 LETTRE 1

CODE STANDARD A 3 LETTRES 2

CODE MITOCHONDRIAL A 1 LETTRE 3

CODE MITOCHONDRIAL A 3 LETTRES 4

71

A 7724 8020 ORF98
0K

A 34462 35523 PSII D2 protein (psbD)
QK

A 35471 36892 PSII 44kd protein (pshC)
0K

A 37586 37774 ORF62 (membrane protein ?)

B : 56769 55273 (C) ATPase beta subunit (atpB)
0K

LE FICHIER EST DE TYPE :ADN_HEIDELBERG

ATTENTION ! NOUS N’AVONS QU’'UNE PARTIE DU FICHIER !

ANALYSE DES POSITIONS 64327 A 129327

B : 66860 66741 (C) PSII component {psbF)
OK

B 153646 151901 (C) ORF581
oK
Fichier de sortie : CHNTXX.SEQ

Les fichiers créés par la traduction automatigue des séguences de
1‘EMBL sont du type présenté dans la figure suivante. Précédant
chaque séquence, il existe un identificateur ">" et un code qui
dans notre cas est un chiffre., La ligne suivante indique le nom
de la protéine, les limites de 1’ORF dans le fichier d'ADN et le
brin codant (B : est le brin complémentaire). Pour des raisons
pratiques, la longueur des lignes (510 caractéres) est racourcie
dans notre exemple. Remarquons qu’‘il est possible de sortir une
{ou des) protéines dans un fichier éditable (132 caractéres) en
utilisant le programme HEID. -

FICHIER DE SORTIE DU TYPE DE L'EMBL (protéine)

>P1-7724
A 7724 8020 ORF98
VGSKKKKYFLFTLLTFPFLISITOSKCNYLSKNKKSVMLNTFSLIGICLNSTLFSSSFFFGKLPEAYAFLNPIVDIMPVI
PLFFFLLAFVWQAAVSFR*
>P1; 34462
A 34462 35523 PSII D2 protein (psbD)

MTIALGKFTKDENDLFDIMDDWLRRDRFVFVGWSGLLLFPCAYFAVGGUFTGTTFVTSUYTHGLASSYLEGCNFLTAAVS
TPANSLAHSLLLLWGPEAQGDFTRWCQLGGLWTFVALHGAFGLIGFMLRQFELARSVQLRPYNATAFSGPIAVFVSVFLI
YPLGQSGWFFAPSFGVAAIFRFILFFQGFHNWT LNPFHMMGVAGVLGAALLCAIHGATVENTLFEDGDGANTFRAFNPTQ
AEETYSMVTANRFVS. ..
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Le fichier .COD, fabriquable en méme temps que les séguences sont
traduites, est utiles dans le cas ou le programme PRPLOT va étre
utilisé ultérieurement. Le fichier .COD contient les codes d’ap-
pel de chacune des protéines traduites.

FICHIER .COD : compatible avec PRPLOT

1724
34462
35471

1.1.7 Traduction de séquences particuliéres en créant un fichier
de protéines compatible EMBL

I1 est utile de pouvoir disposer de fichiers de protéines compa-
tibles avec la "NBRF-PIR Protein sequence database”. Lorsque la
traduction est demandée SEPAREMENT, un tel fichier est créé avec
la possibilité d’ouvrir un fichier .COD permettant d'utiliser le
programme PRPLOT.

Lorsque les séquences a analyser ne sont pas forcément codantes
et contiennent des codons stop, nous avons la possibilité de de-
mander "//" comme identificateur de fin de la zone transcrite,
Cette option permet de trouver d'éventuels pseudogénes ou des
ségquences dont le rdle a été perdu, au moyen du programme HEID.

FICHIER .COD : compatible avec PRPLOT

TRADUCTION: PRESENTEE AU DESSUS DE LA SEQUENCE, SEPAREMENT, NON ? §
Voulez-vous créer un fichier .COD pour pouvoir utiliser le programme
le programme PRPLOT, Oui ou Non

70

Voulez-vous travailler avec l’Ancienne numerotation ou la Nouvelle ?
Mode d’emploi du programme.

M, Aou N7?A& :

Voulez-vous le caractére : // : & la fin de la séquence 7

Celui-ci rends possible la recherche de pseudogénes. Oui ou Non ? N

CODE STANDARD A 1 LETTRE

CODE STANDARD A 3 LETTRES
CODE MITOCHONDRIAL A 1 LETTIRE
CODE MITOCHONDRIAL A 3 LETTRES
71

PREMIERE POSITION
DERNIERE PQSITION

OK

FR Ve S

71
? 231

nn
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1.2 Le sous-programme CALCUL T¥ :

Le calcul des températures de dénaturation et de renaturation des
ADN en fonction des conditions ioniques est facilité par 1’emploi
du programme, qui tient compte de formules dispersées dans la
littérature. Il est particuliérement pratique lors du choix des
conditions d’hybridation ou de lavage d’'hybrides ADN:ADN.

Nous utilisons les formules suivantes :

(1)

(2)

(3

(4)

(5)

Tm = 0.41 + %(G+C) + 69.37 + 13.3 - log (X)
si 0.5 <X <2

Tm = 0.41 + %(G+C) + 69.37 + 15.7 - log (X)
si  0.125 ¢ X < 0.5

ol Tm représente la température de dénaturation de 1’ADN
X exprime la concentration en SSC

(Gillis et al., 1970)

Tor = 1.24 + Tm - 38.8
o0 Tor est la température de renaturation optimale
(Gillis et al., 1970)
1% formamide réduit le Tm de 0.72°C
{Mc Conaughy et al., 1969)
L’augmentation de 1% du nombre de missmatch entre
paires de bases descend le Tm du duplex de 1°C

{(Bonner et al., 1973)
(Tm)uz - (Tm)ul = 18.5 +« log (uz2/p1)

ou u1 et w2 sont les forces ioniques respectives
des deux solutions.

{Schleif et Wensink,

(6) w =172 + JCi - 2i?

ou u represente la force ionique,
Ci la concentration de chaque ion, Zi sa charge

(Weil, 1979)
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Le programme propose une série d'options que nous présentons :

PROGRAMME Tm : Menu

: CALCUL DU %(G+C) A PARTIR DU Tm

: CALCUL DU Tm A PARTIR DU %(G+C)

: CALCUL DE LA TEMPERATURE DE RENATURATION OPTIMALE

: CALCUL DU % DE MISSMATCH

: CALCULS EN CONNAISSANT LA FORCE IONIQUE

: CALCUL DU %(G+C) A PARTIR DU Tm COMPARE AVEC LE Tm DE E.coli
: FORMULES UTILISEES

¢ CALCUL DE LA FORCE IONIQUE CONNAISSANT GC ET Tm

: SORTIE DU SOUS-PROGRAMME

ORI U LN

Les choix 1 @ 3 sont 1iés 3 l'emplci de tampon SSC. Les relations
mathématiques ont été expérimentalement vérifiées pour des con-
centrations comprisent entre 0.125 xSSC et 2 x5SC. Un calcul
d'erreur est intégré au programme, ce qui permet d’avoir une idée
précise du caractére relatif des résultats lorsque la concentra-
tion devient faible,

Les calculs en connaissant la force ionique (5) permettent égale-
ment de calculer la force ionique & partir de données expérimen-
tales. Dans ce cas, il faut effectuer la dénaturation d’un ADN
dont le %(G+C) est connu, qui permet (aprés observation du Tm au
spectrophotométre, par exemple) de déterminer la force ionigue du
tampon utilisé, puis le %(G+C) des ADN inconnus. Remarquons qu'il
est possible, bien gque déconseillé, de faire 1l'hybridation de
1'ADN témoin dans du tampon Nx et les hybridations des échantil-
lons dans une dilution différente du tampon initial (Mx).

Le choix n°7 permet d’obtenir 1les références mathématiques et la
la bibliographie attenante. Cette option permet €galement de se
remémorer rapidement les formules utilisées.

1.3 Sous-programme CALCUL_GC

Basé sur l'observation de Staden et Mc Lachlan (1982), démontrant
que la différence de structure entre les régions codantes et non
codantes de 1'ADN, ce sous-programme permet de chercher pour une
séquence donnée, le pourcentage en chacun des nucléotides, et-en
fonction de la position dans le codon. Nous obtenons ainsi une
indication supplémentaire tendant & déterminer si une ORF est
probablement transcrite et traduite ou ncn.

La sortie des résultats se fait & l’écran sous forme de tableau
qui permettent une analyse plus avancée.
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PROGRAME GC : Exemple avec fichier complet et géne rps7 de Soja

POSITION DE LA PREMIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : 7 1
POSITION DE LA DERNIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : 7 8777

AAGCTTCATCC. .. ...GGTTCAAGCTT

CODON POS.1 CODON POS.2  CODON POS.3  TOTAL
A 28.03 28.82 27.54 28.13
T 29.25 24.67 26.24 26.72
G 19.44 22.04 21.51 21.00
c 23.26 24.45 24.69 24.14
a+T 57.28 53.49 53.79 54.85
G+C 42.71 46.50 46.20 45.14

32 3 8 M e e

AUTRE REGION A ANALYSER ? Qui ou Non ? O

2 3¢ 8 3 5 O

POSITION DE LA PREMIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ? 7274
POSITION DE LA DERNIERE SEQUENCE DU FICHIER 1 : ? 7741

ATGTCACGGCG. .. ...ATTTTCGTTAA
CODON P0OS.1 CODON P0OS.2  CODON POS.3  TOTAL
A 31.41 30.12 44,23 35.25
T 15.38 24,35 3l.41 23.71
G 32.05 20.351 12.17 21.58
C 21.15 25.00 12.17 19.44
A+T 46.79 54.48 75.64 58.97
G+C 53.20 45,51 24.35 41.02

AUTRE REGION A ANALYSER ? Qui ou Non ? N

1.4 Sous-programme DIAGON

Nous avons mis au point un programme permettant de comparer gra-
phiquement 2 séquences de protéines. Le probléme posé par un tel
programme est qu’il faut l’adapter au systéme spécifique utilisé,
Nous avons du tenir compte des spécificités de notre imprimante
matricielle graphique PRISM 80 (travaillant sur B bits) et du
terminal CIT 101 (Captronix), n’'acceptant que 7 bits significa-
tifs. 11l s'en est suivi quelgues problémes de liaisons, gue nous
avons réglés au mieux. Comme nous pouvons étre amené @& manipuler
une matrice contenant 4 millions de caractéres, nous avons opti-
malisé le programme au maximum. Nous gagnons du temps et de la
place en travaillant directement au niveau des bits et plus au
niveau des caractéres (stogquage de 7 points graphiques par carac-
ctére)., Cette analyse n’'étant pas facilement transposable sur un
autre systéme, de par l’absence de commandes standards entre les
différentes marques d’'imprimantes, nous permettons une sortie de
secours du programme qui crée’ un fichier ou "0" correspond a
l'absence de point et "1" & la présence d’'un point. Nous avons
aussi prévu gue le programme soit relativement facilement adap-
table en connaissant un minimum de BASIC.

Le principe de l'analyse effectuée est d’aligner 2 séguences res-
pectivement sur un axe X et wun axe Y et d'imprimer un point de
coordonnée (X,Y) chaque fois que 2 acides aminés sont identigques.
Ainsi apparaissent des diagonales 1la& ou les séquences sont loca-
lement identiques. Dans l'exemple qui suit, les points ont été
remplacés par des "*", Le cas normal présenterait plus de 500 pts
par ligne sur la largeur d'une feuille A4.
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DIAGON : Principe

MSRRVALERMT...
M * *
g
R * % *
T *
R * * *
v *
A *
L *
E *

PROGRAMME HEID
INTRODUCTION

Le programme est prévu pour comparer une séquence protéigue, face
a toutes les séqguences déja publiées et stoquées dans un fichier
de protéines de référence et en particulier contre les fichiers
d’'Heidelberg (European Molecular Biology Laboratory). Il est éga-
lement possible de chercher des séquences consensus telles que
des sites actifs ou des domaines communs & plusieurs protéines en
permettant une insertion dont la taille variable est déterminée
lors de l’analyse. Les ségquences sont finalement triées en fonc-
tion du pourcentage d’homologie existant dans la zone contigud au
domaine analysé.

Nous autorisons les équivalences suivantes lors de l’analyse

Table 1 Lys = Arg

Ser = Thr
Asp = Glu
Val = Ile = Leu
Table 2 Cys
Lys = Arg = His
Ala = Gly = Pro = Ser = Thr
Val = Ile = Leu = Met
Phe = Trp = Tyr
Asp = Asn = Glu = Gln

Couplé avec le programme analyse, il est donc possible de compa-
rer la séquence d'une protéine particuliére contre toutes les
protéines codées par les ADN chloroplastiques, mitochondriaux ou
viraux dont les ADN sont séquencés et intégrés & la base de don-
née de 1'EMBL,
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DESCRIPTION DES FICHIERS D'ENTREE COMPATIBLES

Le fichier contenant la protéine & cocmparer avec toute la base de
donnée est de type guelcongue., Seule la ségquence protéique décri-
te en code 3 une lettre et terminée par une "*" marquant la posi-
tion du codon "stop" doit se trouver dans le fichier. Les espaces
blancs sont supprimés par programmation, ce gui permet une totale
liberté de mise en page.

Les fichiers de références sont du type de 1’EMBL (cf page 17).

MODE D’EMPLOI ET EXEMPLES D'UTILISATIONS

Recherches de séguences & l'écran avec sélection des protéines a
sortir dans un fichier éditable et imprimable (132 caractéres]).

Notre premier exemple consiste en la recherche de séquences par-
ticuliéres mémorisées dans un fichier de protéines du type de
1'EMBL. Le programme permet également de travailler simultanément
avec les fichiers PROTEIN.SEQ et NEW.SEQ du systéme PIR-NBRF.

Le programme est appelé par

$RUN HEID

EXEMPLE D'UTILISATION : programme HEID

English version / version Prancaise 7 F

Recherche de sequences dans des fichiers du type d’'Heidelberg : H
Comparaison de proteines entre elles (domaines, sites actifs) : C 7?7 H
RECHERCHE par Fichier cu Sequences ? §

Par defaut, les fichiers de references sont PROTEIN.SEQ et NEW.SEQ
Desirez-vous 1l‘analyse d'un autre fichier, Oui ou Non ? O

Nom du fichier ? DISKSBOTA:[STUTZ.PROT]TARC.;

FICHIER DISKSBOTA:[STUTZ.PROT]|TABC.; LU

CHAQUE FOIS QUE LA QUESTION ‘STRING : ?' EST POSEE,

IL EST POSSIBLE DE DEHANDER L’/IMPRESSION DES DERNIERS
RESULTATS SORTIS EN REPONDANT ‘SORTIE’

LES SEQUENCES DE PROTEINES SONT A CHERCHER EN MAJUSCULES,
LES NOMS DES PROTEINES SONT 4 CHERCHER EN HINUSCULES

FIN DU PROGRAMME PAR ‘TERMINE’

STRING : 7 cpqr

STRING : ? CPQR

B : 72326 72213 (C) ribosomal protein S$12 {5'rpsl2), exon-1
MPTIKQLIRNTRQPIRNVTKSPALRG CPQR RGTCTRVY

STRING : ? 5S4

B : 48133 47528 (&) ribosomal protein S4 (rpsd)
MSRYRGPRFKKIRRLGALPGLTNKKPRNGSDLRNQSRSGKKSQYRIRLEERQKLRFHYGLTERQLLKYVRIA
RKAKGSTGQVLLQLLEMRLDNILFRLGMASTIPAARQLVNHRHI LVNGRIVDIPSYRCKPRDIITAKDEQKS
RALIQISLDSSPHEELPNHLTLHPFQYKGLVNQIIDSKWVGLKINELLVVEYYSRQT*

STRING : ? TERMINE
NOM DU FICHIER DE SORTIE : SORTIE.;
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Remarquons que la recherche peut se faire sur la séquence, sur le
code, ou sur le type de protéine., I1 est parfaitement possible
avec l’option SORTIE de créer un fichier regroupant toutes les
protéines contenant une séqguence particuliére ou tous les enzymes
identifié par le mot "polymerase". Il faut tout de méme étre at-
tentif au fait que si dans le fichier original le titre donné est
"Polymerase", le programme qui différencie les lettres majuscules
des minuscules, ne sortira pas d'homologie avec "polymerase"

POLYMERASE # polymerase £ Polymerase

Comparaison d’une protéine inconnue face aux -protéines répertor-
iées d'une base de donnée.

La fagon la plus rapide de repérer si une protéine présente une
homologie avec d’autres protéines connues est de créer un fichier
contenant celle-ci représentée en code a une lettre et de la com-
parer aux séquences contenues dans les fichiers de références de
1’EMBL. Il est également possible de se référer a un fichier
construit a8 l'aide du programme ANALYSE et contenant les proté-
ines codées par un ADN particulier.

La "Longueur minimale du MATCH" choisie lors de l’analyse, déter-
mine la longueur du fragment gqui doit étre 100% identique pour
gque la protéine du fichier de référence soit gardée. Il est pos-
sible de filtrer les résultats en précisant le "Nombre minimal de
MATCH" pour gque l'homologie soit considérée comme suffisante.

EXEMPLE D'UTILISATION : HEID, comparaison de séquences

English version / version Prancaise 7 F

Recherche de sequences dans des fichiers du type d'Heidelberg : H
Comparaison de proteines entre elles (domaines, sites actifs) : C 7 H
RECHERCHE par Fichier ou Sequences 7 F
NOM DU FICHIER : 7 CHGMJM.SEQ
FICHIER CHGHMJM.SEQl LU
Longueur minimale du MATCH (MIN.=4) : 7 4
Nombre minimal de MATCH (MIN.=1) : 7
IMPRESSION DE LA Position (P) DE LA Sequence (S) OU DES DEUX (2):
NOM DU FICHIER DE SORTIE ?
Par defaut, le programme entre les fichiers PROTEIN.SEQ et NEVW.SEQ
Desirez-vous l’analyse d'un autre fichier, Qui ou Non ? N
FICHIER DISKSBOTA:[STUTZ.PROT]PROTEIN.SEQ LU
FICHIER DISKSBOTA:[STUTZ.PROT]NEV.SEQ; LU
NOM DU FICHIER DE SORTIE : SEQ.RES;

REMARQUE IMPORTANTE : Lorsque le fichier des protéines de réfé-
rence a été fabriqué par ANALYSE, 1le programme permet de choisir
le CARACTERE DE TERMINAISON DES SEQUENCES A COMPARER : * ou [/
Il est en effet possible de comparer une séquence protéique a des
séquences contenant des codons stop et de trouver ainsi d’éventu-
els pseudogénes si le caractére de terminaison est //
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Lors de la recherche de domaines il est 2 priorités & respecter

1°) Travailler avec un nombre minimum de protéines dans le
Fichier_2 (du type de 1'EMBL)

2°) Demander le BOX 1 d'homologie le plus grand possible,
principalement si le nombre de protéine est élevé |

En respectant ces conseils, le temps calcul reste raisonnable.

HEID utilisation : comparaison de séquences (domaines)

Recherche de sequences dans des fichiers du type d’Heidelberg : H
Comparaison de proteines entre elles (domaines, sites actifs) : C 7?7 C

FICHIER DE SORTIE des resultats :
NOM DU FICHIER DE SORTIE 7

La recherche se fait de la facon suivante :

deux sequences bordures, separees par un espace variable d'une
proteine du FICHIER_1 sont comparees avec toutes les proteines
du FICHIER 2. Les sequences selectionnees sont sorties, classees.

Le CONSENSUS est-il deja connu, Oui ou Non ? N
REM: La SEQUENCE 1 doit etre sans commentaires !
FICHIER 1 contenant la proteine de reference .
NOM DU FICHIER : ? BOTA:CHGMJIM.SEQl

FICHIER BOTA:CHGMJM.SEQLl LU

LONGUEUR DE BOX_l: 7 4 LONGUEUR DE BOX_Z: 7?7 2
Distance MINIMUM entre les 2 BOXES : 7 O
Distance MAXIMUM : 71

REM: Le FICHIER_2 est de type proteine d’Heidelberg (EMBL) !

Il est recommande d'utiliser un sous-fichier et nen le fichier
PROTEIN.SEQ d'Heidelberg en entier !!!

ATTENTION LE TEMPS CALCUL !!!!!!
FICHIER 2 contenant les sequences de la banque de donnee ...
NOM DU FICHIER : 7 BOTA:[STUTZ.PROT]TABC.;
CARACTERE DE TERMINAISON DES SEQUENCES A COMPARER (*) QU (//): 7 *

IL EST POSSIBLE D'UTILISER UNE TABLE D'EQUIVALENCE ENTRE LES A.A.
SUIVANTS:

TABLE 1 Lys/Arg, TABLE 2 Cys,
Ser/Thr, Lys/Arg/His,
Asp/Glu, Ala/Gly/Pro/Ser/Thr,
Val/Ile/Leu Asp/Asn/Glu/Gln,
Val/Ile/Leu/Met,
. Phe/Trp/Tyr
EQUIVALENCE : 1 ou?2 ouNon 7N

Analyse en fonction du Pourcentage d'homologie dans la region

exterieure aux boxes, Oui ou Non 7 O

Nombre de position a verifier de chaque cote (0-10): ? 10

Pourcentage minimum d’homologie pour que le resultat soit imprime : 7 70

NOM PU FICHIER DE SORTIE : SEQ.RES;
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Présentation des fichiers sortis par HEID

EXEMPLE DE SORTIE :

HEID, recherche de séquences

LE FICHIER CHGMIM,SEQZ EST COMPARE AVEC :

. PROTEIN.SEQ

Code Gene Nbre a.a.

RIECTK 305 ribosemal protein 57 - Escherichia coli 12 177 GKKS RRVG RVGG VGGS GGST QVPV VPVE HRMA
Position dens 1a proteine de reference : 33717 78 79 80 85 86 140
Position dens notre proteine ! 34 78 79 80 81 86 87 142

R3EG? Ribosomal protein 57 - Euglena grecilis chloroplast 5 155 DPIY QVPV VPVE KKEE AEAN
Position dans la proteine de reference : 14 85 86 136 144
Position dans notre proteine : 15 86 87 1317 145

R3IECY 305 ribosomal protein 59 - Escherichia coli 2 128 LVNM KARR
Position dans le proteine de reference ! 53 119
Position dans notre proteine : 22 7%

Lors de la recherche de domaines (ici sur le fichier contenant

toutes les protéines codées par 1'ADN chloroplastique de tabac)

le fichier de sortie contient
lrutilisateur.

La distance entre la zone 1 (

la distance

tous les paramétres précisés par

__} et la boite d’Homologie 1 (++)
entre la boite d’'Homologie 2 (++} etla zone 2 (__)

est nulle tandis que la distance 4 est précisée.

EXEMPLE DE SORTIE

: HEID, comparaison de domaines

Code

98889

98889

98889

Protéine

Seguence de reference ...
B : 98889 98347 (C)

Seguence de reference ...
B : 98889 93347 (C)

Seguence de reference ...
B : 98889 98347 (C)

ORF180 (ndhB) (mitochondrie NADH dehydr MAITEFLLFV LTAT.O

FUTWR e

MAITEFLLFI LTAT.0.LG GMFLCGANDL 19
LG GMFLCGANDL 19

MAITEFLLFI LTAT.l1.GG MFLCGANDLI 19

ORF180 (ndhB} (mitochondris NADH dehydr MAITEFLLFV LTAT.1.GG MFLCGANOLI 19

AITEFLLFIL TATL.0.GG MFLCGANDLI 19

ORF180 (ndh3} (mitochondria WADH dehydr AITEFLLFVL TATL.0.GG MFLCGANDLI 19
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