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REStJME 

L'origine de replication du génome chloroplastigue de 
l'algue Euglena gracilis avait été placée dans le fragment 
BgI 2 du génome. Ce fragment contient une séquence répétée 
avec un nombre variable de copies. 

L'analyse des 9.1 Kpb d'ADN, séquence voisine à cette 
origine de replication, se trouvant entre la région 
ribosomique et l'origine de replication, nous a permis de 
trouver : 

Un gène tRNA Leu (anticodon CAA) probablemente 
monocistronique, gui est transcrit dans le même sens que les 
gènes ribosomiques. La taille de cet ARN est de 80 b pour 
l'ARN mature et 790 b pour un ARN précurseur que nous avons 
identifié. Ces tailles ont été trouvées: par "Northern",par 
hybridation et dégradation à la nuclease SI, et par "Primer 
Extension", utilisant de l'ARN chloroplastique total. 

- Une nomologie de petites séquences entre l'ARN précurseur 
et l'ARN de la "RNAse P RNA" de E.coli. 

- Une nomologie de séquence de 77 % entre le gène de tRNA Leu 
d'Euglena gracilis et les gènes tRNA Leu des plantes 
supérieures. 

- Un ORF, région ouverte à la traduction, de 350 aa. Cet ORF 
est transcrit avec une taille de 0.9 Kb. Il pourrait coder 
pour une protéine de taille maximale 41 KDa. Aucune nomologie 
importante avec d'autres protéines connues a été trouvée, 

- Des séquences "consensus", ARS, pouvant répliquer le 
Plasmide dans la levure. Ces séquences se trouvent dans une 
région riche en A-T, 82 %, qui contient beaucoup de séquences 
répétées de 10 nucleotides. Dans des conditions non 
dénaturantes, cette région présente un retard de migration. 

L'activité DNA polymérasique a été testée dans les 
chloroplastes d'.Euglena gracilis. Cette activité est de type 
a-like DNA polymerase. "In vitro", elle est active en 
présence d'ADN activé de thymus de veau. 

D'après les différents méthodes utilisées pour la 
purifier, nous observons que cette activité reste associé à 
la fraction membranaire chloroplastigue. 
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I N T R O D U C T I O N G E N E R A L E 

L'algue Euglena gracilis Z est une algue unicellulaire 
flagellée qui appartient à l'ordre des £uçrle.nidae. Elle se 
multiplie par division binaire. Sa croissance est dépendante des 
conditions de culture. Elle pousse à l'obscurité avec une source 
muni de carbone réduit, (hétérotrophe), ou à la lumière sans 
carbone réduit, (mixo-autotrophe). On peut synchroniser la 
division de telles cellules, en cultures. Toutes ces conditions 
ont fait de l'algue Euglena gracilis Z, un matériel "courant" 
dans les laboratoires de biochimie et de biologie moléculaire. 

Chaque cellule a entre 10 et 20 chloroplastes, contenant 
approximativement 30 molécules d'ADN circulaire d'environ 44 pm 
de circonférence (Manning et al,1972a). Ce qui correspond à une 
taille d'environ 143 + 2 Kb d'après des analyses faites au 
microscope électronique par Manning et al,(1971). 

La composition en nucleotides du génome chloroplastique est 
de 75 % de molecule A-T et 25 % de molecule G-C, mise en évidence 
par un gradient de ClCs (Brawerman and Eisenstadt, 1964), ou par 
des analyses chimiques (Crouse et al,1974). Ce rapport de 
nucleotides varie entre les différents fragments d'ADN 
chloroplastiques, de 12 à 60 % de G-C,(Stutz et Vandrey,1971). 
Cette variation est due à la présence ou l'absence de gènes dans 
les fragments analysés. 

Les gènes des ARN ribosomiques ont des séquences très riches 
en G-C, par contre la présence d'introns riches en A-T provoque 
une diminution du pourcentage. 

Des gènes d'ARN de transfert sont très riches en G-C dans sa 
partie structural. En général les séquences voisines de ces gènes 
sont riches en A-T (80 % ) . 

L'ADN chloroplastique d'Euglena gracilis Z ne contient pas 
deux grandes régions répétitives inversées, comme c'est le cas 
chez Chlamydomonas reinhardii et beaucoup d'autres plantes 
supérieures par exemple le maïs, l'épinard, le soja et le tabac. 
Son ADN se distingue par sa région ribosomique organisée en 3 
cistrons (Gray et Hallick,1978);(Jenni et Stutz,1978);(Rawson et 
al,1978), alors que l'algue Chlamydomonas, le tabac, et le maïs 
n'en contiennent que deux dans les grandes régions répétées. 

Des analyses par des enzymes de restriction ont démontrés 
que le modele est identique à partir de plusieurs préparations 
d'ADN. Exception faite, pour le fragment BgI Z (cf. annexe II) 
qui présente une bande diffuse par migration (Jenni et ai,1981). 
Ce fragment, de taille variable, a été clone par Schlunegger et 
al,(1983). C'est dans cette région Z qu'a été placée par analyses 
au microscope électronique (Koller and Delius,1982; Ravel-Chapuis 
et al,1982) l'origine de replication du génome chloroplastique 
d'Euglena gracilis, (seule origine de replication). 
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La replication ou duplication de l'ADN est un processus de 
synthèse d'ADN nécessaire, à la conservation de l'information 
génétique. 

L'origine de replication est une région d'ADN chromosomal 
contenant l'information nécessaire à l'initiation et la 
régulation du processus de replication. La connaissance des 
mécanismes biochimiques de replication permet de mieux étudier 
la régulation du cycle cellulaire. 

Nous savons que la replication est un processus semi-
conservatif et semi-discontinu (Heselson et Stahl,1977), qui 
commence sur une séquence spécifique du chromosome appelée 
"Origine de Replication". Chez les enterobactéries, on a localisé 
une seule origine de replication (ori-site), tandis que les 
eucaryotes en ont beaucoup (Kornberg 1982). Ces origines doivent 
exister pour permettre l'initiation de la replication à plusieurs 
sites sur le chromosome. 

La replication peut avancer soit d'une manière uni­
directionnelle, soit le plus souvent de manière bidirectionnelle. 
La replication bidirectionnelle se fait: 
- à des vitesses parfois différentes sur les deux brins, 
- en additionnant des nucleotides de façon continue sur un des 
deux brins; "leading strand", 

- en formant des petits morceaux d'ADN: fragments d'Okazaki 
(Okazaki and Okazaki 1969) sur l'autre brin; "lagging 
strand", qui seront ligués par la suite. 

La replication a besoin d'un double brin d'ADN comme matrice 
et d'une petite amorce d'ARN pour que la DNA polymerase puisse 
débuter. 

La DNA polymerase est capable de synthétiser de l'ADN à partir 
de déoxyribonucléotides. Plus spécifiquement c'est la DNA 
Polymerase III (E. coli), qui est responsable de la 
polymérisation. A elle toute seule, elle n'est pas capable 
d'initier une fourche de replication. Il lui faut tout un 
ensemble de protéines pour faire démarrer ce processus. 

Les enzymes les plus importants sont: 
- la primase, qui synthétise les amorces d'ARN nécessaires 

pour initier les fragments d'Okazaki; 
- une exonucléase, pour dégrader les amorces d'ARN; 
- la ligase, qui unit les fragments d'Okazaki; 
- la DNA hélicase, qui écarte l'ADN double brin; 

Des protéines, les "single-strand binding proteins", s'attachent 
aux simples brins pour les stabiliser. 

L'initiation de la replication d'un ADN double brin peut être 
visualisée au microscope électronique par l'apparition de boucles 
dans l'ADN. Ces régions appelées "ori" (origine de replication) 
ont été séquencées chez certains organismes. Elles contiennent 
des séquences directement ou inversement répétées. Leur ADN 
présente une forme cruciforme, (par analyse des structures 
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secondaires à l'ordinateur). Cette forme pourrait être reconnue 
comme site d'initiation à la synthèse d'ADN par le complexe 
protéinique. 

L'Origine de replication se trouve sur une séquence 
spécifique décrite dans plusieurs Plasmides. Elle est placée 
d'une manière précise chez Escherichia coli (Oka et al,1980), 
et moins précise chez beaucoup de plantes supérieures et chez 
l'algue Chlamydomonas. 

Le but de ce travail était: 

- de mieux connaître l'origine de replication du chloroplaste de 
l'algue Euglena gracilis. Pour cela nous avons clone et séquence 
les régions voisines à la région variable, contenu dans le 
fragment BgI Z. Le fragment BgI Z avait déjà été clone et 
séquence en partie, par Schlunegger et Stutz,(1984). Les régions 
voisines vont nous permettre d'analyser 9 Kpb d'ADN qui ont, 
peut-être, des structures liées à l'origine de replication. 

- de trouver une activité DNA polymérasique du chloroplaste. 

Par ces deux aspects, nous devrions mieux comprendre "la 
replication du génome chloroplastique de l'Euglena gracilis71. 

Ces deux aspects sont traités dans les parties: 

- Analyse de la région voisine à l'origine de replication. 

- Caractérisation préliminaire d'une activité DNA 
polymerase. 
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P r e m i è r e jpaar-fc. dL e z 

ANALYSE DE L'ADN DE LA REGION 
VOISINE A L ' ORIGINE DE 
REPLICATION 

I.INTRODUCTION 

L'initiation de la replication du chromosome est placée sur 
une séquence particulière, appelée Origine de replication qui se 
trouve dans 1'ADN parental. Cette région est reconnue par les 
protéines qui vont démarrer la replication. Elle a la fonction 
de contrôler le cycle de replication 

Chez Escherichia coli le chromosome est répliqué 
bidirectionnellement, à partir d'une seule séquence "Ori C" (Bird 
et al,1972). Ce fragment d'ADN qui contient l'"Ori C", montre 
une replication autonome dans d'autres Plasmides (Hiraga,1976). 

Cette origine de replication a été localisée dans un fragment 
de 422 pb, qui contient 1 ' information pour 1 ' initiation et la 
régulation de la replication (Sugimoto et al,1979). Par deletions 
de séquences, le plus petit fragment contenant 1'information 
complète est de 245 pb (Oka et ai,1980). 

Cette séquence est très conservée chez les Enterobactériacés. 
Elle contient beaucoup de petites séquences répétées et 
inversement répétées qui peuvent former des structures 
secondaires. Par exemple; la séquence "GATC" répétée 14 fois, ou 
d'autres séquences de 9 nucleotides, reconnues par la protéine 
"dna A": TTAT A/C CACA. Séquences que nous retrouvons aussi che2 
d'autres Plasmides, avec une forte affinité pour la protéine "dna 
A". 

Chez les chloroplastes des plantes supérieures, des origines 
de replication ont été détectées au microscope électronique pour, 
le maïs et le petit pois (Kolodner and Tewari,1975 a,b). Elles 
ont été testées dans la synthèse "in vitro" d'ADN, en présence 
de la DNA polymerase du petit pois. Ces deux origines de 
replication ont une forte activité comme amorce dans la synthèse 
d'ADN par rapport à d'autres régions du chromosome testées, 
(Meeker et al,1988);(Gold et alt1987). 

Une des origines de replication du maïs présente une certaine 
nomologie avec l'une des deux origines présentes chez 
Chlamydomonas reinhardii. Chez Petunia hybrida, deux régions 
"ARS" (indispensables pour répliquer un plasmide d'une manière 
autonome dans la levure) ont été trouvées. L'une d'elles présente 
une forte nomologie au fragment BgI Z de l'ADN chloroplastique 
d'Euglena gracilis, (Haas et al ,1986). 
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Chez les algues, les origines de replication ont été trouvées 
chez Chlamydomonas reinhardii et chez Euglena gracilis. 

Dans Chlamydomonas, deux origines de replication ont été 
trouvées. Ces deux origines ont été détectées au microscope 
électronique (Wadell et al,1984). L'nOri A" est placée 10 kb en 
amont de l'extrémité 5' du gène gui code pour l'ARN ribosomique 
16s, et l'nOri B" 16.5 Kb en amont du même gène. La replication 
est bidirectionnelle. Des analyses, dans différentes espèces de 
Chlamydomonas, ont démontré des séquences Ori de 420 ph, 
homologues. Les extrémités de ces régions portent des séquences 
répétitives, spécifiques de l'espèce (Wang et al,1984) 

La séquence de la région "Ori A" est très riche en A-T et 
forme des structures secondaires de type cruciforme. Elle 
contient un ORF qui pourrait coder pour une protéine de 136 
aa.(Wu et al 1986). 

Chez l'algue .Euglena gracilis la seule origine de replication 
a été trouvée en utilisant le microscope électronique. Elle a été 
trouvée en amont du gène supplémentaire 16s par Koller et 
Delius,(1982) et en même temps par Ravel-Chapuis,(1982). 

Cette région avait déjà été remarquée par Jenni et al (1981) 
pour avoir une taille variable, (cf. schéma 1.1). Il l'avait placée 
dans le fragment BgI Z,(annexe II). 

Schéma 1.1 Région voisine des opérons ribosomigues dans l'ADN 
chloroplastique d'Euglena gracilis. 
rA, rB, rC: trois cistrons ribosomiques. 
Il et 12: régions inversement répétées. 
Pvu II, Sal I, Eco RI, Bam HI: enzymes de restriction. 

LT 
Sali P vu D 

EtoRI 

1 
BomHJ 

Z region 

?0 LQ 60 80 kb 

La boucle qui pourrait contenir l'origine de replication a 
été placée par Koller and Delius,(1982) entre les deux régions 
inversement répétées II et 12, (schéma 1.1). Ces deux régions ont 
été trouvées en amont des opérons ribosomiques Koller and 
Delius,(1982a). Cela a été déterminé en effectuant diverses 
mesures du "loop" de replication, au microscope électronique, 
dans les fragments Pvu II, Sal I, Bam HI et EcoRI. 
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La distance entre, l'extrémité 5' du gène supplémentaire 16s 
et l'origine de replication, est de 6800 pb. Ce calcul a été 
fait en fonction de la distance entre les régions palindromiques 
I1, I2 et le gène S16s, (cf.schéma 1.2). 

Le travail de Ravel-Chapuis et al,(1982) au microscope 
électronique, montre que l'origine de replication se trouve 5Kb 
en amont de l'extrémité 5' du gène supplémentaire 16s. La mesure 
des boucles de replication est faite, après des hybridations de 
la région avec l'ARN ribosomique 23s. 

Le clonage et l'analyse des différences de taille de la région 
contenant l'origine de replication ont été réalisés par 
Schlunegger et 81,(1983). L'analyse au microscope électronique 
des clones pEgcHl et pEgcH2, montre une différence de taille de 
200 pb entre les deux régions inversement répétées, (cf. schéma 
1.2). Ces deux clones contiennent la région variable du fragment 
BgI Z, et la région adjacente au gène supplémentaire 16s. La 
différence correspond à la variation de taille entre les deux 
clones pEGCHl et pEGCH2, qui a été démontrée par migration sur 
gel. 

Pour différencier l'ADN double brin du simple brin au 
microscope électronique, une incubation à 37°C avec la protéine 
"T4 gène 32" est nécessaire. Cette protéine "single strand 
binding protein" s'attache à l'ADN simple brin en lui conférant 
une certaine épaisseur. 

Le fragment BgI Il-Hind III qui contient la région Z (région 
variable) a été séquence par Schlunegger et Stutz,(1984). Ces 
auteurs (cf.schéma 1.2) ont trouvé une séquence répétée de 54 
paires de bases, avec un nombre variable de copies. Le contenu 
en A-T est de 87 %. 

La partie gauche de cette région contient un ORF (open reading 
frame). La partie droite contient un pseudogène tRNA Trp. 

Schéma 1.2 Carte de la région voisine à la région Z. 

K G 1 Z l 
45 * «.7 • 6.1 1 nt0054) • 43 

^ — — G s m & ä • • ]•« vw*—^ • ••' 
si6S t — • • • < 

ikbp 

BgIII „ - ' ^ - ,Hind ItI 

IR ORF Z-region ptrnW IR 

Des structures cruciformes "stem-loop" peuvent être formées 
dans la partie droite de la région Z. Ce type de structures est 
décrit par Zyskind and Smith, (1980), comme une région susceptible 
d'être reconnue par les protéines qui initient la replication. 
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En analysant ces résultats, ces auteurs ont postulé que la 
région Z de taille variable contient l'origine de replication du 
chloroplaste de l'algue Euglena gracilis* 

En fonction de tous ces résultats, le but de notre travail a 
été: 
- d'analyser la région voisine à l'origine de replication; 

- par séquençage du fragment BgI Z, 
- par séquençage du fragment BgI Gl. 

A partir de ces 9 Kb séquencées le but était d'analyser: 
- la transcription possible de l'ORF connu, 
- la transcription du gène tRNA Leu trouvé après 

séquençage, 
- la présence des structures secondaires dans cette 
séquence, (ARN), 

- les séquences connues type: séquence promotrice, 
séquence ARS, ORI,... etc. 

- les homologies avec d'autres séquences 
chloroplastiques connues. 
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XX.MATERIEL ET METHODES 

Dans ce travail, nous avons utilisé des techniques déjà 
décrites dans les thèses et les travaux de licence effectués dans 
ce laboratoire. Les techniques de Biologie Moléculaire sont 
tirées des protocoles de "Molecular Cloning" (Maniatis et 
al, 1982). Les techniques de culture d'euglènes, d'isolation d'ARN 
chloroplastique, et d'isolation des Plasmides ne sont pas 
décritées en detail. Nous avons simplement indiqué les travaux 
de référence et les modifications éventuelles. 

XX . X MATERXEX. BIOLOGIQUE 

La souche Z(ICC) de cellules Euglena gracilis utilisée 
provient de l'Université d'Indiana aux Etats-Unis, d'où le nom 
"Indiana Culture Collection". 

Le clonage a été effectué avec les souches de cellules HB 
101 et JM 83 pour les Plasmides pBR322 et pUc8. Les souches sont 
dérivées de E. coli K12 (Boyer,1969). 

Le clonage et le séquençage selon Sanger et al,(1980) ont 
été fait dans le bacteriophage M13, sous les formes: mp8, mp9, 
mpl8 et HIpIg1 et la bactérie hôte, était le souche JM 103 ou TGl. 

XX - 2 CULTURE D' EUGLENES 

La souche d'euglène est maintenue à la lumière, à 21°C, sur 
agar incliné, milieu "Difco Euglena broth". Chaque semaine des 
précultures liquides d'Euglena gracilis sont faites. Les 
précultures sont obtenues par inoculation de 1 'algue dans un 
milieu de Hutner. Milieu modifié selon Vasconcelos et al,(1971) 
par diminution de la concentration de la vitamine B12 (50 ng/1). 

La culture d'euglènes est préparée en inoculant 3 litres d'un 
même mi 1 ieu Hutner, avec 5 ml de préculture en phase 
exponentielle de croissance. Cette culture est placée à la 
lumière, à 21 °C, sous agitation pendant 5 jours. La récolte donne 
en moyenne 23 grammes de cellules pour 3 litres de culture (poids 
humide). 

Nous avons ajouté du Chloramphenicol, 2 g/litre de culture, 
12 h avant la récolte des cellules. Le chloramphenicol diminue 
la dégradation des ARNs, "processing" (McGarvey et al,1988). 
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X I - 3 X S O L A T X O N D ' ARJNT 
CHLOROPLASTIQUE TOTAL 

La purification des chloroplastes s'est faite selon la 
méthode décrite par Ortiz et al,(1980). 

La trypsine a été utilisée pour affaiblir la paroi 
cellulaire. Un broyage mécanique léger a fini la lyse des 
cellules. Pour séparer les chloroplastes intacts des noyaux, des 
cellules intactes et des chloroplastes brisés, un gradient de 
Percoli 10-80 % a été utlisé, sur un coussin de 80 %. Méthode 
décrite dans la thèse de Bernard Rutti,(1982). 

L'ARN chloroplastique total a été isolé de ces chloroplastes 
selon la méthode de Sagher et al,(1976) décrite aussi dans la 
thèse de Rutti,(1982). 

L'isolation s'est faite par extraction des acides 
nucléiques, puis par extractions phénol-chloroforme pour éliminer 
les protéines et par précipitations et lavages des acides 
nucléiques. 

Le traitement à la DNAse (RNAse libre de Wormington) a été 
effectué de la même manière que dans la thèse d'Etienne 
Roux,(1984). L'acide aurintricarboxilique (ATA), inhibiteur des 
RNAses n'a pas été utilisé. 

Lors de l'utilisation de 1'"ATA", nous devons passer les ARNs 
sur colonne Sephadex G-IOO avant le traitement à la DNAse. Comme 
la colonne Sephadex G-IOO, retient les ARNs de petites tailles 
(ARNs qui nous intéressent) nous avons préféré ne pas utiliser 
1'"ATA". 

Le rendement moyen obtenu est de 100 /ig d'ARN/g de cellules 
ou 750 ßq d'ARN/1 de culture. 

L'ARN est dissout dans l'eau bidistillée traitée au DEP et 
conservé à -70°c. 

II - 4 CLONAGE 

La région d'ADN chloroplastique, nous intéressant est 
comprise dans les fragments BgI 2 et BgI G1- Ces deux fragments 
ont été clones dans le vecteur pBR3„. Le vecteur est modifié avec 
le fragment Eco P du DNA chloroplastique d'euglène qui contient 
un site unique BgI II. Les deux fragments ont été clones dans 
notre laboratoire par B.Schlunegger. Le fragment BgI Z est 
inséré dans le plasmide appelé pEgcB6 et le fragment BgI G1 dans 
le plasmide PEgCG1. 

Nous avons reçu le plasmide qui contient le fragment Hind III 
de 6 Kb inséré dans pBR322 (Schlunegger et al, 1983), appelé 
pEgc54, (cf schéma IV.2). 
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IX.5 ISOLATION DE PLASMIDES 

Cette méthode est tirée d'un cours SKMB (Billeter et 
Weber ,1976). Elle est décrite en détail dans la thèse de 
Rutti,(1982). 

Nous citons ici les étapes les plus importantes: 

- Culture des cellules dans un milieu L (10 g/1 triptone, 5 g/1 
extrait de levure, 170 mM NaCl). Les cellules utilisées étaint 
la souche HBlOl de E. coli, résistante à la présence 
d'antibiotiques, ampicilline (20 pq/ml). 

- Amplification des Plasmides par l'adjonction de chloramphenicol 
surtout dans le cas de pBR322. 
Le plasmide pUc8 nous donne un nombre suffisant de copies par 
lui-même. Le chloramphenicol est ajouté quand la culture de 
cellules a atteint la phase de croissance exponentielle 
(Clevell,1972). 

- Lyse des bactéries avec SDS 2 % (Godson et Vapneck,1973). 

- Précipitation des débris cellulaires selon Hirt,(1967) et 
extractions phénol-chloroforme pour éliminer les protéines. 

- Traitement à la RNAse après la précipitation au PEG, ce qui 
permet d'éliminer l'ARN et de concentrer l'ADN. 

- Dénaturation alcaline selon Currier et Nester,(1971) et 
extraction du phénol dans un milieu à haute force ionique permet 
d'éliminer l'ADN bactérien et d'isoler l'ADN plasmidial super­
hélice. 

II-6 ANALYSE DE L*ADN, 
SEPARATION , EICECTROELUTION 

L'ADN clone a été caractérisé par digestions avec différents 
enzymes de restriction. 

Les enzymes de restriction qui reconnaissent une séquence 
de 6 nucleotides coupent relativement peu l'ADN. Ces enzymes ont 
été utilisés pour la séparation de grands fragments d'ADN et le 
sous-clonage. Ces emzymes sont: 

-BgI II -CIa I -Hind III 
-Bam HI -Hinc II -Xba I 

D'autres enzymes de restriction reconnaissant des séquences 
de 4 nucleotides, coupent l'ADN beaucoup plus souvent. Ces 
enzymes ont été utilisés pour déterminer la carte de restriction 
des clones. Ils ont aussi été utilisés pour insérer des fragments 
dans le vecteur M13. Ces enzymes sont: 
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-AIu I -Hae III -Rsa I 
-Dde I (5 bp) -Hha I -Sau 3A I 
-Dra I (6 bp) -Hinf I -Taq I 

Ces enzymes ont été fournis par Boehringer Mannheim, Biolabs 
New England, et Toyobo Biochemicals. Nous avons suivi pour chaque 
enzyme les conditions de digestion décrites par les fournisseurs. 

Dans les cas de digestions preparatives le temps 
d'incubation est plus long, la concentration d'enzyme est 
d'environ 0.5 unités d'enzyme/jig d'ADN. Il ne faut pas que la 
quantité d'enzyme dépasse le 1/10 du volume de la réaction. 

Les différents fragments d'ADN obtenus par digestion, ont 
été séparés par électrophorèse, sur gel d'agarose, pour les 
fragments dont la taille est supérieure à 1 Kb, et sur gel de 
Polyacrylamide quand les fragments sont plus petits. 

Pour la préparation des gels, nous avons suivi la méthode 
décrite dans "Molecular Cloning" par Maniatis et al,(1982), en 
utilisant selon les besoins des gels grands ou petits, verticaux 
ou horizontaux. 

Le tampon utilisé pour 1'électrophorèse est: 
- le tampon TA (Tris acide acétique 40 mM, Acétate de Na 20 mM, 
EDTA ImM, pH=7.8) pour les gels d'agarose migrant lentement, 20 
volt-14 h.; 
- le tampon TBE (Tris 130 mM, Acide Borique 90 mM, EDTA 25 mM, 
pH=8.8) pour les minigels d'agarose migrant à 120 volt, et pour 
tous les gels de Polyacrylamide. 

L'ADN est visible au rayons UV (365 nm) après coloration au 
Bromure d'Ethidium (Sharp et al,1973)• 

L'élution des ADN,après digestions preparatives,a été faite 
par la méthode d'électroélution (Maniatis et al,1982). Nous avons 
d'abord utilisé la méthode classique avec des sacs à dialyses et 
l'extraction du phénol, puis nous nous sommes servi de l'appareil 
Bio-Trap (Schleicher et Schuell). Cet appareil a deux membranes 
différentes: BT2 qui laisse passer les acides nucléiques, et BTl 
qui les retient.Par une précipitation à l'éthanol ou à 
l'isopropanol, selon le volume, le rendement par cette méthode 
est meilleur. Dans le cas où il resterait du BrEt il faut 
procéder à une extraction isoamylalcool (Maniatis et al, 1982). 

Pour éluer de petits fragments d'ADN séparés par gel de 
Polyacrylamide, des oligonucleotides par exemple, nous avons 
utilisé la méthode de Maxam and Gilbert,(1977). Avec un papier 
fluorescent Kieselgel 60 F254 à la lumière U.V. de 254 nm. 

Nous coupons l'ADN qui absorbe ces rayons et qui par 
conséquent ne fluoresce pas. Le tampon d'élution contient: (0.5 
M Amonium Acetate, 1 mM EDTA,0.1 % SDS). 
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II - "7 TRÀNSFERT D * ADN SUR. PAPIER 
NITROCELLULOSE 

Après séparation des fragments d'ADN sur gel d'agarose, nous 
pouvons conserver un rèplica du gel, en le transférant sur papier 
de nitrocellulose selon la méthode de Southern,(1975). 

Nous avons suivi le protocole décrit par Schleicher and 
Schuell,(1987). Après dénaturation de l'ADN, on le transfère sur 
papier nitrocellulose BA85 par capillarité avec du tampon 2OxSSC. 
L'ADN a été fixé aux rayons UV, à une énergie de 120000 /ijoules 
(UV Stratalinker) 

II.e CLONAGE DE SOUS-FRAGMENTS 

Pour obtenir de grandes quantités des fragments: 
- Hind III de 1.0 Kb, 
- Hinc II de 1.2 Kb, 
provenant du clone pEgcB6 digéré par les enzymes de restriction 
Hind III et Hinc II, nous les avons insérés dans le vecteur pUc8. 
Le vecteur avait été digéré par les mêmes enzymes et les 
extrémités avaient été déphosphorylées à la phosphatase alcaline 
de veau (CIP), (Chaconas et Van Sande,1980). 

Les fragments ont été ligués séparément au vecteur, par 
l'enzyme T4 DNA ligase, (Weiss et al,1968). 

Le rapport du nombre de molécules lors de la ligation est de 
1:3, vecteur:insert, en présence de MgCl3, 10 BiM, et ATP, 1 mM. 

La préparation des cellules compétentes HB101 est faite 
selon la méthode de Hanahan, décrite dans "DNA Cloning",(Glover 
1985), protocole 3. Les cellules compétentes proviennent de 
colonies de la souche HBlOl mises en culture dans le milieu SOB 
(Tryptone 2 %, extrait de levure 0.5 %, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, 
MgCl3IO mM, MgSo, 1OmM), et traités avec le tampon RFl (KCl 100 
mM, MnCl2 50 mM, Acetate de K 30 mM, CaCl2 10 mM, glycerol 15 % 
à pH=5.8) pendant 2 h. puis avec le tampon RF2 (MOPS 10 mM, KCl 
10 mM, CaCl2 75 mM, glycerol 15 %, pH=6.8) pendant 15 minutes 
avant d'être congelées dans l'azote liquide, et stockées à -70°C. 

Les cellules sont transformées avec les clones obtenues 
après ligation, pendant 45 minutes à 4°C, chauffées à 42*C 
pendant 2 minutes, puis maintenues à 37°C pendant 1 h dans le 
milieu SOB. Elles sont ensuite placées dans une boîte de Petri 
contenant du milieu L+Ampiciline pour obtenir les colonies des 
cellules recombinantes. 
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XX - 9 ANALYSE DES RECOMBINANTS 

L'analyse des recombinants peut se faire par la méthode de 
mini-lysat. Cette méthode est une extraction de Plasmides en 
petites quantités selon Birnboim et DoIy,(1979). Elle se 
développe en conditions de lyse alcaline. On termine par une 
digestion de l'ADN par des enzymes de restriction qui permettent 
de vérifier le ou les clones qui ont l'insertion. Insertion de 
taille connue. 

Au cas où la différence de taille entre les insertions n'est 
pas appréciable, ou que le nombre de recombinants est trop élevé 
pour utiliser cette méthode, nous pouvons analyser les 
recombinants par la méthode de Benton et Davies,(1977). 

Cette méthode consiste à prendre une boîte de Petri,contenant 
nos colonies recombinantes, de la mettre en contact avec un 
filtre de nitrocellulose. Une fois les colonies transférées, les 
filtres sont traitées au NaOH. On termine par une neutralisation 
et une fixation de l'ADN aux U.V. Les filtres sont ainsi prêts 
à être hybrides à une sonde spécifique marquée avec du "P, 

La méthode de Hoggness (Grunstein et Hoggness,1975) que 
nous avons utilisée au début de cette thèse est plus sensible, 
parce que les colonies poussent en une nuit sur papier filtre. 
Les colonies sont lysées avec du NaOH et la proteinase K utilisée 
dégrade les protéines. Il faut ensuite laver les filtres à 
l'éthanol et les faire cuire à 80*C pendant 2 h, sous-vide. Nous 
pouvons alors hybrider les filtres avec une sonde spécifique 
marquée radioactivement par l'une ou l'autre des méthodes 
décrites dans le chapitre 11.11. 

XX-XO SEQUENGAGE DE X.'ADN 

Nous avons séquence nos fragments d'ADN chloroplastique 
selon la méthode de Sanger et al,(1980). Dans cette méthode, on 
utilise l'enzyme DNA Polymerase I (fragment Klenow) et un mélange 
de déoxynucléotides et didéoxynucléotides. Quatre réactions sont 
faites et chacune contient un des quatres didéoxynucléotides . 
Soit ddATP, soit ddCTP, soit ddGTP, soit ddTTP, 

Les didéoxynucléotides arrêtent la synthèse du brin 
complémentaire à différents longeurs. 

Les quatres réactions permettent de déchiffrer la séquence 
complète de tout le fragment (Sanger et al,1977). 

Pour obtenir une matrice simple brin de notre fragment, 
nous utilisons le bacteriophage M13 (Messing et ai,1982) dans ses 
formes mp8 et mp9. Ce bacteriophage a l'avantage de permettre 
d'obtenir un double brin pour le clonage et un simple brin pour 
la réaction du séquençage. Le bacteriophage Ml 3 possède une 
partie du gène de la ß-galactosidase dans le "poly-linker" qui 
est le complément de la partie du gène ß-galactosidase qui se 
trouve dans les souches de E.coli JM103 ou TGl. L'induction avec 
de l'IPTG et le colorant BCIG donnent des colonies blanches et 
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bleues. Les colonies blanches ont une insertion dans le 
"polylinker" ce qui empêche le gène de la Ô-galactosidase de 
s'exprimer. Les colonies bleues n'ont pas d'insertion, ce qui 
permet l'expression du gène ß-galactosidase. 

11.10.1 Clonage dans le vecteur Ml3. 

Le mode opératoire du clonage dans le vecteur Ml3 et le 
sequençage avec des didéoxinucléotides est décrit dans le manuel 
"M13 cloning and sequencing" (Amersham,1983). 

Le vecteur M13 mp8 a été digéré par l'enzyme Hinc II, 
déphosphorylé avec de la phosphatase alcaline de veau, purifié 
par électrophorèse sur gel d'agarose à M , et élue avec le 
système Elu-Trap, (cf.ch.II.6). 

L'ADN chloroplastique a été coupé à l'aide de différents 
enzymes qui nous donnent soit des extrémités nettes: AIu I, Dra 
I, RSA I, soit des extrémités cohésives Hinf I, Dde I. Lors que 
les extrémités sont cohésives, elles sont alors remplies par la 
DNA Polymerase I, Klenow, enzyme qui est inactivée à 70*C pendant 
15 minutes. 

La ligation du vecteur et des fragments d'ADN a été faite 
avec l'enzyme T4 DNA ligase dans un rapport 1:3, 
vecteur : fragment. La présence de spermidine et du BSA améliore 
le rendement de la ligation (Montandon P.E. communication 
personnelle). 

L'insertion des fragments de taille supérieure à 1 Kpb se 
fait en digérant le vecteur et le fragment à insérer par les 
mêmes enzymes. Les extrémités du vecteur sont dephosphorylés à 
la phosphatase alcaline de veau. 

Nous avons préparé des cellules compétentes JM103 et TGl à 
partir d'un milieu 2xTY en présence de Calcium (tampon TCN). Ces 
cellules sont transformées avec l'ADN ligué. Les agents IPTG et 
BCIG sont ajoutés avant de les étaler dans une boîte de Petri 
sur un milieu "Minimal Agar"(Amersham,1983). 

Nous repiquons les plaques incolores en milieu liquides 
2xTY. Ceci permet d'isoler la forme simple brin selon la méthode 
de Messing et al,(1981). Les étapes sont: 

-Culture de la plaque 6 h. 
-Récolte des surnageants avec le phage. 
-Précipitation au PEG. 
-Extraction au phénol-éther. 
-Précipitation à l'éthanol. 

Nous obtenons en moyenne 200 ng d'ADN simple brin. 
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II.10.2 Réaction de séquence. 

La réaction de séquence s'amorce, grace au "primer",le 
pentadecamere: 

5'-TCCCAGTCACGACGT-3' 

qui hybride avec la matrice M13 au début du "polylinker". Les 
déoxinucléotides et didéoxinucléotides ont été fournis par la 
maison Boehringer, de même que l'enzyme DNÀ polymerase Klenow, 
1' a"PdATP a été fourni par Amersham, England à une concentration 
de 400 Ci/mmole et l'urée ultra-pure provient de la maison Merck. 

Dans la réaction de T-track le rapport que nous avons 
utilisé entre déoxitimidine et didéoxitimidine est de 1:1, alors 
que pour la réaction de séquence les rapports sont les suivants: 

dGTP mix:ddGTP 0.3mM 2:1 
dATP raix:ddATP O.lmM 2:1 
dCTP mix:ddCTP 0.3mM 3:1 
dTTP mix:ddTTP 0.5mM 2:1 
Le gel de séquence a été préparé avec du Polyacrylamide 6 % 

et de l'urée 8 K dans le tampon TBE. La migration est faite à 
30 mA;pendant 2h30 pour la réaction de T-track et pendant 2h30 
et 6h00 pour la réaction de séquence. Une telle séquence permet 
de lire entre 250 et 300 paires de bases d'un clone. Quand une 
séquence nous paraît intéressante au-delà des 250 premières pb, 
nous avons fait un troisième gel de 5 % de Polyacrylamide, 
migrant pendant 8 h. 

Nous avons utilisé les films Kodak XAR-5 pour exposer le gel 
fixé à l'acide acétique 10 % , et l'éthanol 20 %. Une nuit suffit 
habituellement pour obtenir une bonne exposition. 

XX-IX MARQUAGE DE X. ' ADN 

La radioactivité utilisé pour marquer l'ADN est soit 
a"PdATP ou gamma-32PATP, selon le type de marquage choisi. 

II.11.1 Le marquage des extrémités à la Polymerase I. Klenow. 

Le remplissage des extrémités cohésives avec des nucleotides 
par la DNA Polymerase I Klenow peut être employé pour marquer 
l'ADN. Nous utilisons alors le déoxinucléotide a"PdATP. Ce 
marquage est utilisé pour le plasmide pBR3„, ayant été digéré par 
l'enzyme Hinf I. Ce plasmide est ensuite utilisé comme référence 
de taille. 
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II.11.2 Le marquage oar "nick-translation". 

Cette méthode est basée sur l'utilisation de l'enzyme DNA 
Polymerase I Kornberg, et une DNAse I. La DNAse enlève plusieurs 
nucleotides à différents endroits, "nicks", alors que la DNA 
Polymerase I va réparer ces trous (nicks), en rajoutant des 
nucleotides, dont Ot32PdATP (Maniatis et al, 1982). 

La réaction se fait en présence des nucleotides (dNTP-dATP 2 
mM) et le dATP marqué. Cette réaction est maintenue à 14°C 
pendant 2 h. Nous purifions l'ADN marqué par la centrifugation 
sur une petite colonne Sephadex G-50 (Maniatis et al,1982). 

II.11.3 Le marquage d'un ADN simple brin. 

Pour trouver des sondes spécifiques à partir des ADNs simples 
brins préparés par le clonage dans le phage Ml 3, nous avons 
synthétisé le brin complémentaire au phage en présence de 
a"PdATP (Montandon et al,1987). 

Le fragment est ensuite sorti du vecteur par digestion, 
coupant de chaque côté de 1'insert. Cette sonde double brin peut 
être utilisée après dénaturation, 15 minutes à 100°C. 

Pour obtenir une sonde simple brin il suffit de couper le 
double brin d'un seul côté de !'insert. Le simple brin est 
récupéré par dénaturation, migration sur gel Polyacrylamide et 
éléctroélution selon la méthode de Maxam and Gilbert,(1977). En 
fonction de la taille de 50 à 500 nucleotides nous obtenons des 
sondes plus ou moins marquées, mais toujours très spécifiques. 

Le mode opératoire est décrit en détail dans la thèse de 
J.M.von Allmen,(1987). Les différents échantillons ont été 
dénaturés à 100"C pendant 10 minutes,afin de bien séparer les 
deux brins et de pouvoir obtenir la sonde simple brin. 

Le gel a été exposé sur un film Kodak XAR-5 avec un écran 
"Cronex lighting-plus" de Dupont Corp, pendant 20 à 30 minutes. 

11.11.4 Marquage terminal d'un oligonucleotide. 

Les oligonucleotides sont marqués avec la Polynucleotide 
Kinase, en présence de gamma-"P-ATP. La radioactivité est 
incorporée à l'extrémité 5' de !'oligonucleotide (Maniatis et 
al,1982). 

L'oligonucléotide est d'abord purifié sur gel Polyacrylamide 
20 %. Il est visualisé à l'aide du papier Kieselgel 60 et élue 
par la méthode de Maxam and Gilbert, (1977). L'oligonucléotide est 
incubé avec 15 unités d'enzyme polynucleotide Kinase en présence 
de gamma-P"dATP radioactivité, et purifié par centrifugation et 
par colonne Sephadex G-50. 
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X I - X 2 G E X , O ' ARJST , T R A N S F E R T S U R 
1ST X T R O C E L L U L O S E " JSTORX1JiEFtISr " 

L'ARN chloroplastique d'Euglena gracilis a été separé par 
électrophorèse (Roux,1984), puis transféré sur papier 
nitrocellulose et hybride. 

L'ARN a été dénaturé au glyoxal (Mc Master et Garraichsel,1977) 
avant d'être charger sur un gel agarose 1,2 %. La migration s'est 
faite dans du tampon NaH3PO4, pH=6.7, pendant la nuit, avec un 
système de circulation du tampon (Maniatis et al,1982). Le gel 
est coloré dans un bain de 10 /ig/rol àe Bromure d'Ethidium et 
décoloré par la suite dans le tampon d'électrophorèse. L'ARN a 
été transféré sur papier nitrocellulose BA83 par capillarité 
selon le protocole décrit par Schleicher and Schuell,(1987). 

L'ARN est fixé à la nitrocellulose au moyen de rayons U.V. 

XX - X3 HYBRIDATIONS DES ACXDES 
NUGLEXQUES 

II.13.X Hybridation sur filtre ADN-ADN ou ADN-ARH. 

L'ADN marqué radioactivement (simple brin ou double brin 
dénaturé), va nous permettre de repérer des molécules d'ADN ou 
d'ARN fixées sur filtre de nitrocellulose. Des molécules double 
brin vont se former par association des simples brins chauds 
avec les simples brins dénaturés fixés à la nitrocellulose 
(Maniatis,1982). La spécificité de l'hybridation dépend de la 
solution d'hybridation et de la température d'incubation. 

Le protocole est décrit par Schleicher and Schuell,(1987). 

Les hybridations sont faites avec des sondes homologues aux 
fragments d'ADN ou d'ARN étudiés. Dans ce cas les conditions 
d'hybridation sont les mêmes pour l'ADN-ADN et l'ADN-ARN. 

Tampon d'hybridation: 
i 

. -50 % Formamide desionisée 
-5x SSPE 
-2x Denhardt 
-0.1 % SDS 
-100-200fig/ml ssDNA 

Nous ajoutons 0.1 ml de; solution/cm2 de filtre à hybrider. 
Une préincubation de 2 à 6 h, à 42°C est faite. Nous ajoutons 
ensuite la sonde radioactive à la solution de hybridation dans 
un rapport de l-5xl05cpm/ml. L'hybridation dure 20 h à 42°C. 
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Les filtres sont lavés avec : 

-2x SSC + 0.1 % SDS 200C 15' 
-2x SSC + 0.1 % SDS 42°C 15'x2 

Ils sont exposés humides avec des filins XAR-5. 

Les conditions d'hybridation avec un oligonucleotide sont 
différentes (Schleider and Schuellr1987). 

La solution de préhybridation est: 

-6x SSPE 
-5x Denhardt 
-0.1 % SDS 

La solution d'hybridation est: 

-6x SSPE 
-Ix Denhardt 
-0.1 % SDS 
-100-200 pq/ml ssDNA 

La température d'hybridation est calculée en fonction du 
nombre de bases A-T et G-C que nous avons dans !'oligonucleotide. 

TH= T1,-5* C = 2(A-T) + 4(G-C) -5°C 

Les hautes températures et les fortes concentrations ioniques 
ne peuvent pas être utilisées; cela pourrait déstabiliser 
l'hybride. 

Le lavage du filtre est fait dans les conditions suivantes: 

-6x SSPE + 0.1 % SDS 20°C 2x 15' 
-6x SSPE + 0.1 % SDS TH Ix 1 ' 

11-13.2 Hybridation liquide ADN-ARN et traitement a la nuclease 
SI-

Nous utilisons ce type d'hybridation (Berck et Sharp,1977) 
avec des sondes très spécifiques, préparées par marquage d'un 
simple brin, qu'on hybride à l'ARN chloroplastique total. Par la 
suite les hybrides sont traités à la Nuclease SI. Cet enzyme 
digère les acides nucléiques simple brin, c'est-à-dire les 
extrémités de l'ADN et l'ARN qui n'ont pas hybride. Une analyse 
par gel d'électrophorèse permet de trouver la taille exacte de 
l'hybride. Les protocoles simplifiés (Maniatis et al,1982) ont 
été préparés selon la méthode de Favaloro et ai,(1980). 
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Nous avons précipité ensemble 15 ßq d'ARN chloroplastique et 
50 ng d'ADN double brin et resuspendu dans 30 y.1 de tampon 
d'hybridation : 

-PIPES 40 mM 
-EDTA 1 mM 
-Nacl 0.4mM 
-Formamide 80 % 

L'ADN a été dénaturé à 100°C pendant 15 minutes et hybride 
à 42*C pendant 3 h. Température déterminé par le contenu du G-C 
dans la sonde, 30 %. 

La degradation de simplejbrin ce fait à 32*C en présence de 
l'enzyme Nuclease SI, pendant 30 minutes dans 300 ̂ l de tampon: 

-Na Acetate pH=4.6 ' 50 mM 
-ZnSO, 4.5 mM 
-NaCl 280 mM 
-ssDNA 20 /xg/ml 
-Nuclease SI 100-1000 u/ml 

Nous stoppons la réaction en ajoutant 50 ßl de: 

-NH,Acetate 4.0 M 
-EDTA 0.1 mM 

Les échanti1Ions sont précipités à 1'Isopropanol et 
resuspendus dans 3 /il de TE + 3 ̂ l "formamide dye" (colorant pour 
séquençage) 

Nous avons analysé la taille,des hybrides marqués,sur un gel 
de Polyacrylamide 6 à 8 %, 150 volt, 4 h. Les gels ont été fixés 
dans la même solution que les gels de séquence et exposés à un 
film XAR-5. 

La même méthode avec des sondes simple brin a été utilisée 
pour éliminer toute renaturation de la sonde, qui pourrait gêner 
à l'analyse des résultats. 

Quand les sondes sont ttès grandes (plus de 500 bp) nous 
analysons les hybrides sur gel Agarose 1.5 % neutre et sur gel 
Agarose Alcalin (Maniatis et al,1982). 

Le gel alcalin est préparé avec du tampon (NaCl 50 mM, EDTA 
1 mM). La migration est effectuée à 15 volt/cm. Le gel est 
ensuite fixé dans du TCA 7 %, pendant 30 minutes, séché et exposé 
comme un gel de séquence. 
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11-14 PRIMER EXTENSION 

La réaction de "Primer • Extension" nous permet de savoir 
exactement où débute un ARN messager. Nous l'avons employée pour 
vérifier la taille estimée d'après les analyses à la Nuclease 
SI. 

Cette méthode est réalisée en présence de Transcriptase 
inverse. Enzyme qui utilise une amorce radioactive, hybride à 
I7ARN messager pour construire un cDNA jusqu'au moment où il n'y 
a plus de matrice (ARNm). La méthode a été décrite par Goldenberg 
et Hauser,(1983). 

Cette réaction a été faite en uti1isant comme amorce des 
oligonucleotides marqués, ou des fragments simple brin que nous 
avons synthétisés à partir d'un fragment inséré dans le 
bacteriophage M13. 

i 

Nous préparons l'hybridation avec 1.6 pmol d'oligonucléotide 
marqué ou 2 pi d'amorce simple brin. Nous ajoutons 15 M9 d'ARN 
chloroplastique total et 1.4 fil du tampon 1Ox RT dans un volume 
final de 10 pi. 

Le tampon 1Ox RT a la composition suivante: 

-Tris HCl pH=8.3 à 37*C 500 mM 
-MgCl2 60 mM 
-KCl 1 M 
-DTT 10 mM 

L'hybridation est incubée à 650C pendant 5 minutes, refroidie 
une première fois à 42°C pendant 120 minutes, puis une deuxième 
fois à 37°C pendant 60 minutes et finalement incubée à 0°C 
pendant 15 minutes. A ce moment nous ajoutons: 

-10X RT 4.6 /il 
-KCl IM 3.4 /il 
-dNTPmix 10 /il 
-H2O 3 2 /il 
-Reverse Transcriptase 10 u. 

nous faisons alors une incubation à 25°C 5 minutes, puis à 37°C, 
15 minutes. 

Une "chase" a été faite avec : 
i 

-dNTP "chase" ; 16 /il 

pendant 15 minutes à 37°C. 

Nous stoppons la réaction avec: 

-EDTA 0.5 M pH=8.0 2 /il 

Pour dégrader l'ARN nous ajoutons du NaOH 100 mM et incubons 
à 100°C pendant 3 minutes en neutralisant par la suite avec 100 
mM HCl. 
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Nous précipitons la réaction avec 2 volumes d'Isopropanol en 
présence de 500 mM Amonium Acétate et 5 ßq de tRNA. Après 30 
minutes de précipitation nous faisons un lavage à l'ETOH 100 %. 
Le cDNA est remis lentement en suspension dans 2 fil de Tris HCl 
20 mM et 2 ßl de "formamide dye" sont ajoutés. Les échantillons 
sont chauffés 3 minutes à 100°C avant d'être chargés sur un gel 
d'acrylamide 6 % + Urée 8 M. Le gel est fixé comme un gel de 
séquence et exposé avec un écran intensifiant à -700C pendant une 
semaine pour obtenir un signal. 

Composition du dNTPmix: 

-dGTP 50 mM 
-dATP 50 mM 
-dCTP 50 mM 
-dTTP 50 mM 
-Tris HCl pH=8.3 à 37°C 
-H3O bidistillée 

Composition dNTP "chase": 

-dGTP 50 mM 
-dATP 50 mM 
-dCTP 50 mM 
-dTTP 50 mM 
-1Ox RT (-DTT) 
-H2O bidistillé e 

X X . X S A N A L Y S E D E S S E Q U E N C E S A 
X. * O P t D X N T A . T E U F t 

Différents programmes informatiques ont été utilisés pour 
analyser tous nos résultats de séquence. Le programme "ANALYSE", 
(von Allmen,1987) à principalement été utilisé pour l'analyse: 
de la séquence, des enzymes de restriction et de la traduction. 
Les programmes "SEQUENCE ANALYSIS SOFTWARE PACKAGE", (Genetics 
Computer Group,1989) ont été utilisés pour la recherche 
d'homologies avec les banques de séquences, et pour dessiner les 
structures secondaires des ARNs. 

6.8 ßl 
3.4 ßl 
6.8 ßl 
6.8 ^l 
5.0 Ml 

971.2 Ml 

10 Ml 
10 Ml 
10 Ml 
10 Ml 
100 Ml 
860 Ml 



22 

X X X - R E S U L T A T S -
A N A L Y S E D U R E C O M B I N A N T 
E > E G C B G 

Nous avons r e ç u l e c l o n e pEGCB6 de B . S c h l u n e g g e r . E l l e en 
a v a i t s é q u e n c e une p a r t i e : e n t r e l e s s i t e s B g l I I - H i n d I I I , 2 . 6 
Kpb. 

X X X . X C L O N A G E DXJ P E G C B 6 

Nous avons d'abord vérifié qu'il s'agissait bien de son 
clone; composé du vecteur pBR322, et des fragments d'ADN 
chloroplastique Eco P et BgI 2. BgI Z étant inséré dans le site 
unique BgI II du Eco P. 

Figure III.I Carte circulaire du plasmide pEGCB6. 

Plusieurs digestions et doubles digestions avec les enzymes 
Eco RI1 BgI II, et Hind III, BgI II-Hind III et BgI II-Eco RI nous 
démontrent l'identité du clone. 
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Figure III.2 Profil des digestions du clone pEGCB6. 

Kpb 5 4 3 2 1 M 

8.7 • 

6.3 • 

4.3 • 

1.0 • 

Gel Agarose 1.2%, migration à 20 mÀ pendant 16 h. 
Coloration au Bromure d'Ethidium. La taille des fragments 
est donnée en Kpb. 

M) Marqueur de taille: Phage Lambda digéré avec Hind III 
23.1, 9.64, 6.68, 4.36, 2.32, 2.02, 0.56. 

1) pEGCB6 digéré avec Hind III: 7.46, 3.13, 1.5, 1.0. 
2) pEGCB6 digéré avec Eco RI: 8.74, 4.36, 
3) pEGCB6 digéré avec BgI II et Hind III: 4.38, 2.75, 2.6, 

1.5, 1.0, (0.38). 
4) pEGCB6 digéré avec Eco RI et BgI II: 6.35, 4.36, 1.9, 

0.5. 
5) pEGCB6 digéré avec BgI II: 6.74 , 6.35. (digestion 

partial) . 
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La digestion Eco RI, sépare le vecteur pBR322 (4.3 Kpb) de 
l'inserta total (8.7 Kpb) col. 2 fig.III.2. La digestion BgI II, 
sépare 1'insert BgI Z (6.3 Kpb) du vecteur et le fragment Eco P 
(6.7 Kpb), col. 5. La digestion Hind III et la double digestion 
BgI II-Hind III nous confirment la présence du fragment de 1.0 
Kpb à l'intérieur de BgI Z, col. 1 et 3. 

Ces résultats montrent: 

- que nous avons bien le fragment BgI Z inséré dans le site BgI 
II du plasmide pBR322, modifié avec Eco P. 

- que le fragment BgI Z contient un fragment Hind III de 1.0 Kpb. 

Le fragment Hind III 1.0 Kpb se trouve à la suite du site de 
restriction Hind III séquence par Schlunegger et Stutz, (1984). 
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X X X - 2 C L O N A G E D U S O U S - F R A G M E N T 
M X l S I D X X X D E X - O K p b 

Nous avons utilisé le vecteur pUc8 pour cloner le fragment 
Hind III de 1.0 Kpb. Ce vecteur de taille 2670 pb, a un site 
unique Hind III dans le "polylinker", position 397. Il contient 
aussi un gène qui lui confère la résistance à l'Ampiciline. Il 
est capable de se répliquer 100 à 200 fois dans une cellule. 

Pour le clonage le vecteur pUc8 a été digéré par l'enzyme 
Hind III et les extrémités ont été déphosphorylées à la 
phosphatase alcaline de veau. Le fragment Hind III de 1.0 Kpb a 
été élue, après une digestion Hind III du plasmide pEGCB6. Nous 
avons ligué le fragment et le vecteur et transformé des cellules 
E.coli souche JM 83 en présence d'ampiciline. Les colonies 
recombinantes ont été testées par minilysats. Une des colonies 
qui contient l'insertion Hind III de 1.0 Kpb a été retenue. Nous 
l'avons appelée 12. Ce clone pEGCHI2 a été produit en grande 
quantité, comme matériel de départ. 

Figure III.3 Carte circulaire du plasmide pEGCHI2 

Pour obtenir la carte de restriction du fragment Hind III-I2 
nous avons ; 
- elué l'insert Hind III-I2 à partir du matériel de départ, 
pEGCHI2, 
- analysé les fragments obtenus après digestion et double 
digestion par: 
AIu I, Dra I, Hinf I et Rsa I, Dra I + AIu I, Dra I + Rsa I, 
Dra I + Hinf I (cf. fig.III.4). 
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Figure III.4 Profil de digestions du clone pEGCHI2. 

A-Légende: Migration sur gel Acrylamide 5 et 8%, 
électrophorèse dans du tampon TBE, pH= 8.8, à 20 mA, pendant 

16 h. 
Taille des fragments donnée en pb. 
M) Marqueur de taille pBR322 digéré par Hae III. 
587,540,504,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,64... 
1) pEGCHI2 non digéré. 
2) pI2 digéré avec Hind III et Hinfl 
3) 12 • " Hinf I : 550, 450, 
4) pI2 • " Hind III et AIu I 
5) 12 • " AIu 1:430, 380, 250, (1000) et (700) 

digestion partielle. 
6) pI2 digéré avec Hind III et Rsa I 
7) 12 • " Rsa I: 560, 380, 150 
8) pI2 digéré avec Hind III et Dra I 
9) 12 " " Dra I: 430, 300, 180, 90, (1000 non digéré) 
B - Migration sur gel Acrylamide 8%, électrophorèse dans du 
tampon TBE, pH=8.8, à 15 mA pendant 16 h. 
Taille des fragments donnée en pb. 
M) Marqueur de taille pBR322 digéré par Hae III 
1) pI2 digéré avec Hind III et Dra I 
2) 12 " " Dra I et AIu I: 420, 300, 180, 80 
3) 12 • " Dra I et Rsa I: 270, 240, 180, 150, 90 
4) 12 " " Dra I et Hinf I: 430, 240, 180, 90 
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Certaines des digestions décrites, ont été insérées dans le 
site Hinc II du bacteriophage M13mp9. Le séguençage de la région 
a été fait par la méthode Sanger,(cf. chll.10); selon le chemin 
suivant: 

Figure III.5 Carte de restriction et chemin de séguençage du 
fragment 12. 
(les positions sur la carte de restriction 
correspondent à la séguence totale, montrée dans 
l'annexe 4. Les chiffres sur le chemin de 
séguençage correspondent au numero du clone.) 

(Linear) MfìPPLOT of: 61zarr.Dat ck: 9964, 7323 to: 8485 February E1, 1990 16:41. 
74Be 7608 78B6 S&W S2?B 8 W 
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En analysant la séquence du fragment Hind III-I2, nous trouvons 
la séquence typique "5'-GTTC--B'" de la région "TF loop" des 
tRNAs. 

Les ARNs de transfert sont des ARNs de petites tailles, 70 à 
90 nucleotides. Ils peuvent prendre une structure secondaire en 
feuille de trèfle, ayant 4 zones d'apparieraent entre bases, les 
"stems", et 3 boucles, les "loops". Le "TF loop se caractérise 
par une pseudouridine à la place d'une uridine. Le "TD loop" a 
une dihydrouridine. Le troisième est l'"anticodon loop". Ils ont 
aussi un "extra-loop" de différente taille pour chaque tRNA. 

Dans le fragment Hind III-I2, la séquence du tRNA commence 
en position 8373 de la séquence complete (annexe IV), et se 
termine au site Hind III. Cette région correspond aux 26 dernières 
bases des tRNAs. Numérotation dérivée du tRNA Phe de levure 
adoptée au "Cold Spring Harbour Symposium on tRNA" 1979; 
compilation de Gauss et al,(1979). 

3'-AAATGGAAGCTGGCCTGAGCTTGGCCGTTC-5' 

Nous avons analysé les séquences des "TF loop" et "TF stem" 
des tRNAs chloroplastiques d'euglène, décrites par Hallick et 
al,(1984). Nous avons trouvé une certaine homologie avec la 
séquence de notre région "T F". 

Cela pourrait bien être le tRNA Leu décrit par Kuntz et al, 
(1982). Ce tRNA Leu hybride avec le fragment Eco RI B du génome 
chloroplastique d'euglène (cf. annexe I). 

Pour finir la séquence du tRNA et vérifier qu'il soit complet, 
nous avons clone le fragment voisin à 12. 
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XXX.3 CLONAGE DU SOUS-FRAGMENT 
HXNG XX DE X.2 Kpb 

Dans le clone pEGCB6, nous avons cherché un fragment de taille 
raisonnable, qui contiendrait la suite de la séquence du tRNA. 

Nous avons choisi l'enzyme Hinc II, qui permet un clonage 
facile dans le vecteur pUc8. Cet enzyme sépare un fragment de 1.2 
Kpb, qui contient 500 nucleotides du fragment HindIII-I2,(schéma 
III.I). 

Pour éliminer les fragments provenant de pBR322 et Eco P, du 
pEGCB6, nous avons: 
- elué le fragment BgI II-Hae III de 5 Kpb du clone pEGCB6. 
- digéré ce fragment de 5 Kpb par l'enzyme Hinc II. 

schéma III.I Emplacement du fragment Hinc II. 

BgI Z 

BgIII HaelII 

i 1 

H Hi H Hi 

Enzymes de restriction: H: Hind III 
HirHinc II 
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Figure III.6 Diaestion du fragment BglII-HaellI de 5 Kpb. 

KDb 3 

Gel d'Agarose 1.2 %, migration 20 mA pendant 14 h. 
M) Margueur de taille: Phage Lambda digéré avec Hind III 

23.1, 9.64, 6.68, 4.36, 2.32, 2.02, 0.56 Kpb. 
1) Fragment de 5 Kpb BgI II-Hae III 
2) " w digéré par Hinc II, 3.2, (1.2) x2 Kpb. 
3) n M « H i n d I I X / 2.8, 1.5, 1.0 Kpb. 

La digestion du fragment de 5 Kpb, BgI II-HaeIII, avec l'enzyme 
Hinc II (colonne 2) nous donne: 
- un fragment de 3.2 Kpb, correspondant à la région variable du 

clone, 
- deux fragments de 1.2 Kpb, dont l'un contient le site Hind III 

du tRNA, (cf. schéma III.I). 
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Les fragments Hinc II de 1.2 Kpb ont été ligués au vecteur 
pUc8. Ce vecteur avait été digéré par Hinc II et déphosphorylé. 
Des souches JM83 de E. coli ont été transformées avec ces clones. 
Les colonies obtenues ont été transférées sur filtres, préparés 
selon Grunstein et Hogness (cf.ch. 11.9). L'hybridation de ces 
filtres à la sonde Hind III-I2 a permi de repérer plusieurs 
clones* 

L'analyse par ntinilysats de certains de ces clones, a toujours 
donné un insert de 1.2 Kpb. Nous avons appelé pEGCHIc, le clone 
choisi. 

Figure III.7 Carte circulaire du Plasmide pEGCHIc 
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Figure III.8 Filtre d'hybridation et profil du minilysat du clone 
pEGCHIc 

B 
L M 1 2 3 4 Kpb 

A) Filtre hybride selon Hogness, exposition 1 nuit 
sonde 12 db, marquée par "nicktranslation". 

B) Gel Agarose 
L) Marqueur de taille: Phage Lambda digéré avec Hind III 
23.1, 9.64, 6.68, 4.36, 2.32, 2.02, 0.56 Kpb. 

M) Marqueur de taille: Vecteur pBR322 digéré par AIu I 
910,659,655,521,403,281,257,226,136,100, pb. 

1) pEGCHIc non digéré 
2) w digéré par Pvu II. Fragments 2.3, 1.5 Kpb. 
3) • " Hinc II. " 2.6, 1.2 Kpb. 
4) Eco RI et Hind III.2.6, 0.7, 0.5 Kpb. 

Les digestions des minilysats: 

La digestion Pvu II, ajoute 300 pb du vecteur à l'insert, 
col.2,fig.III.8.B. La digestion Hinc II, nous sépare 1'insert de 
1.2 Kpb du vecteur 2.6 Kpb, col.3. La double digestion nous 
confirme le site de restriction Hind III dans !'insert, col.4. 



33 

Une carte de restriction du fragment Hinc H-Ic a été faite 
par différentes digestions et à l'aide des 573 premiers pb déjà 
séquences (cf.fig.III.5). 

Les 708 pb restants ont été séquences par la méthode Sanger. 

Figure III.9 Carte de restriction et chemin de séquençage du 
fragment Ic. (Les positions sur la carte de 
restriction correspondent à la séquence totale, 
annexe IV.Les chiffres sur le chemin de séquençage 
correspondent au numéro du clone.) 

RIuI 
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H l n d ) I I 

H i n f l 
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Sau3AI 
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Xbaf < 

(Linear) HRPPLOT of: filzarr.Dat ck: 9964, 7826 to-
Î98B 82B8 B4ee 

—t— 

918E March 28, 1990 

seee 
1 1 : 3 2 . 
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-V-
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BG' CT 
AT'CG riT 
TTT'fiSfl 
r 6CGCu 
ft'AGCT T 
fi'flnT £ 
AT'RC" 
'ÛfiTC 
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X3 R4 
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A13 113 15 
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Liste des enzymes de restriction: 
A: AIu I R: Rsa I 
E: Hae II S: Sau 3AI 
H: Hind III X: Xba I 
I: Hinf I 

Nous avons trouvé par séquençage et vérifié par digestion le 
site de restriction Hae II en position 8922 de la séquence total 
(cf.annexe 4). Ce site sépare les fragments Hae II D et Hae II 
J du génome chloroplastique d'euglène, et pourrait servir de 
point de repére pour d'autres travaux dé clonage (Hollingsworth 
et al,1984). 
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X X X - 4 A N A L Y S E D E I - . A S E Q U E N C E D U 
G E N E -fcJRJSTA X . E U G X N E 

Le gène tRNA a comme anticodon la séquence 5'-CAA-3' qui code 
pour l'acide aminé: la Leucine. Cet anticodon correspond au codon 
UUG sur l'ARN. La séquence correspondant au tRNA mature contient 
79 bases. Cette séquence est coupé par 1'enzyme Hind III en 
position 48 depuis l'extrémité 5'. (Monfort et al, 1986). 

Figure III. 10 Structure secondaire du tRNA Leul. 
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Le résultat de notre séquençage et 1'hybridation faite par 
Kuntz et al,(1982) d'un tRNA Leucine, nommé tRNA Leu I, avec le 
fragment Eco B du ADNcp montre qu'il s'agit du même tRNA. 

Ce codon 5 UUG 3' est utilisé, par exemple: 

-1 fois par le gène rpsl2 du ADNcp d'euglène (Montandon et Stutz, 
1984); gène qui code pour la protéine S12 de la petite sousunité 

du ribosome. 
-1 fois par le gène psb F du ADNcp d'euglène (Cushman et al, 
1988b), gène qui code pour le cytochrome b559 associé au 
Photosystème II. 
-14 fois par le gène psa A du ADNcp d'euglène (Cushman et al, 
1988a). 
-32 fois par le gène psa B du ADNcp d'euglène (Cushman et al, 
1988a) 
Les gènes psa A et psa B codent pour les deux grandes protéines 
du centre réactionnelle du Photosystème I (P700). 

Mais nous ne pouvons pas affirmer que le codon 5'UUG 3' est 
forcément apparié à l'anticodon 5'CAA, (tRNA Leu I) ou à 
l'anticodon 5'UAA, (tRNA Leu 2) , selon la régie de flottement qui 
permet une souplesse dans 1'appariement de la troisième base. 

X X X - 5 E T U D E C O M P A R A T I V E D E Li=S. 
S E Q X J E N C E DXJ t R N A L E U A V E C 
D ' A U T R E S -fcRNAs-

Nous avons comparé la séquence du tRNA Leu I, anticodon CAA, 
avec: 
- le tRNA Leu 2, anticodon TAA, du fragment Eco I du génome 
chloroplastique d'euglène, séquence par Keller et Stutz,(1984); 
- le tRNA Leu 3, anticodon TAG, du fragment Eco G, séquence par 
Orozco et Hallick,(1982). 

- le tRNA Leu, anticodon CAA de deux plantes supérieures. 

Sans compter "1'extra-loop", le degré d'homologie est: 
- de 84 % avec le tRNA Leu 2, 
- de 50.6 % avec le tRNA Leu 3, 
- de 77% avec le tRNA Leu de plantes supérieures, ayant le 

même anticodon, par exemple: 
- Glycina max chloroplaste L327 (Pillay et al, 

1984), 
- Zea mays chloroplaste L321 (Steinmetz et al, 

1983). 

L'homologie entre les régions voisines des gènes tRNA Leul 
et tRNA2, tombe à 30%. 

On constate aussi une nomologie au niveau de la séquence du 
"TF loop" entre les tRNAs Val, Ala, GIy (Hallick et al, 1984) 
et le tRNA Leul. 
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XII-e ANALYSE DE LA 
TRANSCRIPTION DO GENE tRNA 
LEUCINE 

En sachant que le gène tRNA Leul peut interagir avec le codon 
5'UUG, qui est utilisé par les protéines chloroplastiques, nous 
avons : 
- analysé sa transcription, 
- déterminé la taille de son transcript. 

L'analyse de la transcription a été faite par hybridation de 
l'ARNcp total au fragment Hinc H-Ic, après: 
- avoir fixé sur filtre de Nitrocellulose de l'ARN 
chloroplastique, 

- et avoir marqué le fragment Hinc H-Ic, par "nicktranslation". 

Les conditions d'hybridation était de 42°C et en présence de 
50 % de formamide. 

Un signal faible a été obtenu pour un ARN d'environ 100 pb, 
et un puissant signal pour un ARN de 0.8 Kb (cf fig.ill.12). 

Des hybrides de la même taille ont été obtenus en utilisant 
comme sondes: le clone Xba3 du M13 digéré une fois par l'enzyme 
Hae II, et une autre fois par l'enzyme CIa I. Sondes obtenues par 
marquage d'un ADN simple brin (cf. chapitre 11.11,3). 

Compte tenu dé la spécificité des sondes, nous pouvons postulé 
que la bande à 0.1 Kb correspond au tRNA Leu mature et la bande 
à 0.8 Kb correspond à un ARN précurseur du tRNA Leu. 

Il faut signaler la différence du rapport d'intensité entre 
le transcrit du tRNA Leu et le transcrit d'ARN précurseur quand 
nous avons utilisé une sonde double brin marquée par 
nicktraslation (cf fig.llI.12-A), ou une sonde simple brin (cf 
fig.III.12-B,C)„ La différence entre les hybridations avec les 
sondes: Xba 3 digéré par Hae II (cf fig.III.12-B), et Xba 3 
digéré par CIa I (cf fig.III.12-C), corresponde à les différents 
temps d'exposition. 

fig.llI.12-A
fig.III.12-B
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Figure III.12 Hybridation du gène tRNA Leu avec l'ARNcp. Northern 

B 

0. 8 • ^ ^ ^ . 

40.8 I 
0.1 • 

~~" «0.1 

Ä: Gel Agarose 1.2%, migration à 25 volt. 14 h. Exposition 1 nuit 
avec écran. Sonde: fragment 1.2 Kpb HincII-HincII marqué par 
"nicktraslation". Tailles des hybrides 0.1 et 0.8 Kb. 

B: Gel Agarose 1.2%, migration à 25 volt, 20 h. Exposition 2 
jours sans écran. Sonde: fragment simple brin du clone Xba3 
digéré par Hae II, 600 b. Taille des hybrides 0.1 et 0.8 Kb. 
C: Gel Agarose 1.2%, migration 100 volt, 6 h. Exposition 4 jours 
avec écran. Sonde: fragment simple brin du clone Xba3 digéré 
par CIa I, 290 bp. Tailles des hybrides 0.1 et 0.8 Kb. 

Les flèches indiquent les positions de l'ARN ribosomique 23s, 16s 
et 5s dans chaque filtre. 

Pour vérifier la taille du précurseur, des sondes simple brin 
de la région contenant le brin codant du tRNA Leu, ont été 
préparées ( cf schéma III.2). 

Ces sondes ont été hybridées, en phase liquide, à l'ARNcp 
total, et digérées à la Nuclease SI. Les fragments double brin 
obtenus, correspondent aux différentes tailles de cet ARN. Une 
migration sur gel Acrylamide 5%, permet de calculer ces 
différentes tailles. 

Les sondes sont obtenues à partir : 
- du clone Xba 3 digéré par l'en2yme Hae II (600 b) qui contient 
le gène tRNA et surtout la région voisine en 5'. 

- du clone Xba 3 digéré par l'enzyme CIa I (290 b) qui contient 
essentiellement le gène tRNA Leu. 

- du clone AIu 1 digéré par l'enzyme Hinf I (350 b) qui contient 
la partie 3' du gène et la région voisine en 3'. 
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Un contrôle a été fait, montrant que les fragments simple 
brin ont bien été dégradés (cf. fig III.13, col.3) 

Figure III.13 Hybridation tRNA Leu,Traitement à la Nuclease SI. 
Premier gel. 

1 2 3 M 

1. Sonde Xba 3, digérée par l'enzyme CIa 1(290 b). 
2. Sonde hybridée avec l'ARNcp et digérée à la Nuclease SI. 

Fragments protégés: 290, 150 et 80 pb. 
3. Sonde non hybridée, complètement dégradée. 
M. Marqueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite 

insertion ).517,506,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48,(les 
fragments 256, 62 et 48 appartiennent à l'insertion). 

Gel d'acrylantide 8%, migration à 50 volt, 14 h. Exposition 1 jour 
sans écran. 

Les résultats montrent que la sonde Xbal-Clal (schéma III.2) 
est protégée dans toute sa longueur,bande à 290 pb, et donne en 
plus un fragment protégé de 80 pb. Ce fragment doit correspondre 
au tRNA mature. Une bande d'environ 150 pb est aussi protégée. 
Nous observons une traînée de dégradation de la sonde apparu 
après l'élution. 

L'analyse d'une région plus grande a été faite avec les 
sondes : 
- clone Xba 3 digéré par Hae II, et 
- clone AIu 1 digéré par Hinf I,(cf. schéma III.2). 

290 * 

150 • 

80 • 
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Figure III.14 Hybridation du tRNA Leu. Traitement Nuclease ST 
Deuxième gel. 

1 2 3 4 5 M 

Probe . 

550 . 

520 I 
I 
> * 

U 

M 
M 

Probe — 

33Ci 

280 

1 

I I 

» < 

Ui 

fc * 

fc-4 

%—* 

fc~J 

M 

_517 
= J 0 6 

.396 
344 

298 

256 

.220 

»-» 154 

130 

8 0 . I w-l! 
4 8 

Gel d'acrylamide 5%, migration 50 volt. 14 h. exposition 2 jours. 
1. Sonde Xba 3 digérée par Hae II (600 b). 
2. Sonde " " " hybridée et traitée à la 

Nuclease SI. Taille des fragments protégés: 80,(520) et (550) 
pb. (La bande à 390 pb appartient à la sonde, une faible bande 
à 130 pb est aperçue). 

3. Sonde AIu 1 digérée par Hinf I (350 b). 
4. Sonde n u n hybridée et traitée à la 

Nuclease SI. Taille des fragments protégés: environ 130, 280, 
330 pb. 

5. Sonde AIu 1 non hybridée, mais digérée à la Nuclease SI. 
M. Marqueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite 

insertion ).517,506,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48,( les 
fragments 256, 62 et 48 appartiennent à l'insertion). 
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Les résultats de la fig.III.14 montrent que: 
- la sonde Xbal-Haell, de 600 b donne deux fragments 
faiblement protégés de 550, et 520, et le fragment de 
80 pb, bien protégé. 

- la sonde Alul-Hinfl, de 350 b, donne des fragments 
protégés de: 130, 280 et 330 pb. 

Remarque: ces deux sondes se superposent (cf. schéma III.2). 

L'interprétation de ces résultats permet de postuler que la 
taille maximale pour l'ARN précurseur est de 815 pb. 

Le fragment protégé par la sonde Alul-Hinfl de 20 pb, ne se 
voit pas dans ces résultats,(fig.III.14). Nous l'avons trouvé 
dans un gel plus concentré en acrylamide, 8% (cf fig III. 15, col 
2)-

Figure III.15 Hybridation du tRNA Leu. extrémité 3'. 
Gel 8 % acrylamide. 

M 1 

Sonde 

*_20pb 

1. Sonde AIu 1 digérée par Hinf I (350 pb). 
2. Sonde " " " hybridée et traitée à la 

Nuclease SI. Taille des fragments protégés:20,130,280,330 pb. 
M. Marqueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite 

insertion).517,506,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48,(les 
fragments 256, 62 et 48 appartiennent à l'insertion). 

Gel Acrylamide 8% ,migration à 60 volt, 14 h. Exposition 1 jour. 
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Avant d'avoir fait des hybridations avec de l'ADN simple brin, 
nous en avions fait avec des sondes d'ADN double brin. Les 
conditions d'hybridation étaient les mêmes, (milieu liquide, 
42°C). Le traitement à la nuclease SI, après dénaturation de la 
sonde, était aussi maintenu. 

Les bandes obtenues sur gel ayant les mêmes tailles que les 
sondes peuvent provenir aussi bien d'une hybridation ADN-ADN ou 
ADN-ARN. Cela ne nous permet pas de dire quels sont les 
transcrits les plus grands, pour estimer la taille du précurseur. 
D'où 1'idée d'utiliser une sonde simple brin. Nous présentons 
quand même les résultats obtenus. 

Figure III.16 Hybridation des tRNA avec des sondes double brin. 

1 M pb 

* W 

W-«150 

1. Sonde Xba 3 double brin (290 pb). Fragments visibles 290, 150, 
80 pb 

2. Sonde Rsa 21 double brin (150 pb). Fragments visibles 15O1 
130,120,30 pb. 

M. Marqueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite 
insertion).517,506,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48 pb 
(les fragments 256, 62 et 48 appartiennent à l'insertion). 

Gel Acrylamide 8% ,migration à 40 volt, 16 h. Exposition 1 nuit. 

Les résultats sont les suivants: 
-bandes à 290, 150 et 80 pb pour la sonde Xbal-Clal, colonne 1, 
-bandes à 150, 130, 120 et 30 pb pour la sonde Rsal-HindIII. 

Le doublet observé sur la colonne 2, de 30 pb, peut provenir 
de l'hybridation de la sonde avec le tRNA Leul et avec le tRNA 
Leu2, car 1'nomologie entre les deux tRNAs est de 84 %. 

Une autre observation montre que les résultats obtenus 
avec la sonde double brin Xbal-Clal, sont identiques à ceux 
obtenus avec la même sonde simple brin, (cf. fig.III.13) 

Pb 

290 • 

150» 

1 3 0 * 

110 • 

8 0 » 

t 

d o u b l e t » i 
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Schéma III.2 Résultats des études de transcription du tRNA Leu. 

0.5 

R 
_L_ 

X HY HC 

8034 

Kpb 

N 

9116 

3'tRNALeu5' 

NUCLEASE SI 

oligonucleotide UtMA pronoteur 

consensus 

A:350 b 
330 b 
280 b 
130 b 
20 b 

150 b 
130 b 
30 b 

B: 150 pb 

C:290 b 
290 b 
80 b 

D:600 b 
550 b 
520 b 
80 b 

R 
Sites de restriction: A-AIu I, C-CIa I, 

N-Hinc II, R-Rsa I, 
Y-Hind III, 2-Hae II, 

= = = = = ADN 
ARN protégé 

Sonde ADN: A fragment AIu I-Hinf I, simple brin. 
B fragment Rsa I-Hind III, double brin. 
C fragment Xba I-Cla I, simple brin. 
D fragment Xba I-Hae II, simple brin. 

H-Hinf I, 
X-Xba I, 
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D'après les résultats obtenus (schéma III.2) nous estimons 
qu'un précurseur d'environ 815 b et un tRNA mature de 80 b 
existent. La polarité de transcription du gène tRNA Leul est la 
même que celle de l'opéron ribosomique. Le tRNA Leul n'a pas 
d'introns.Les positions 8034 et 9116 correspondent à la séquence 
complete (annexe IV). 

La taille des transcrits, des tRNAs Leu cloroplastiques 
d'Euglena gracilis sont: 
- tRNA Leul: 80 b. 
- tRNA Leu 2: 85 b (Gruissem et 31,1983), 
- tRNA Leu 3: 87 b (Greenberg et al,1984). 

Les hybridations avec les sondes, Alul-Hinfl et Rsal-
HindlII, (cf. schéma III.2) montrent une dégradation de l'ARN en 
3'. 

Maturation des ARN de transfert. 

Le "processing" en 5', des gènes tRNA d'euglène, a été 
décrit comme une activité "RNAse P like". La dégradation en 3' 
fait intervenir d'autres RNAses, (Greenberg et Hallick,1986). 

Des essais "in vitro" ont été fait par Robertson et al, 
(1972), sur des ARNs d'Escherichia coli. Les essais montrent que 
l'endonucléase "RNAse P" est responsable du "processing" en 5' 
des tRNAs. 

Bikoff et Geffer, (1975) ont purifié les enzymes responsables 
de la maturation des tRNAs. Les enzymes sont: 
- l'ARN-polymerase ADN-dépendante, qui catalyse la formation 
d'une molécule d'ARN, 

- une endonucléase qui hydrolyse la molécule d'ARN, 
- l'endonucléase "RNAse P" qui catalyse la maturation de 
l'extrémité 5' de l'ARN, 

- la ribonucléase RNAse P III qui dégrade spécifiquement 
l'extrémité 3' du précurseur. 

Il semble que certains tRNA chloroplastiques proviennent 
d'un même transcrit. Chez Euglena gracilistil y a des "clusters" 
de gènes de tRNA qui sont transcrits ensembles, et qui subissent 
plusieurs étapes de "processing", afin de séparer les différents 
ARNs. Le gène tRNA Leul est monocistronique, il n'est pas proche 
d'autres gènes. 

Afin de connaître le début de la transcription tRNA Leul, 
nous avons fait une "primer extension" dans la région 5' du gène. 
L'amorce a été préparée par la méthode de marquage d'un simple 
brin. Cette amorce correspond au fragment Hinfl-Clal (cf.schéma 
III. 2) de 23 b + 36 b du M13. La fin de la réaction avec la 
Transcriptase inverse n'étant pas très nette, nous avons vérifié 
cette "Primer Extension" avec une amorce synthétique. 

Amorce synthétique 17 mer: 5' -GGTGTTACTTCTGTGCG- 3' 

Cet oligonucleotide hybride avec le brin codant pour l'ARN en 
position 8658-8674,(cf.fig.III.19). 
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!.'oligonucleotide 17 mer a été marqué en position 5' 
terminal, en utilisant du gamma-"P ATP, Il a été hybride à l'ARN 
chloroplastique total qui contient le tRNA précurseur. 

Par la technique de Northern nous avons vérifié 
l'hybridation. Elle nous a donné un fort signal de 800 pb, RNA 
précurseur, et aucun signal pour le tRNA mature. 

Figure III.17 Hybridation de I7OlJaOnUcIeQtJdB avec le ARNcp. 

<«0.8 Kb 

Sonde: oligonucleotide 17 mer. 
Taille de l'hybride 0.8 Kpb. 
Gel Agarose 1.2 %, migration à 25 volt,16 h. Exposition 2 
jours avec écran. Hybridation à 470C sans formamide. 
Les flèches correspondent à la migration de l'ARN 
ribosomique 23s et 16s. 

La transcriptase inverse incorpore 176 nucleotides à partir 
de !'oligonucleotide. La taille a été mesurée par la réaction de 
séquence qui a migré sur le même gel. Réaction de séquence faite 
à partir du clone Hinf 16 et de la même amorce, 17mer. 



46 

Figure III.18 Réaction de "primer extension" 

B A 
1 2 3 GACT 

U 

A: 
B; 

Gel Acrylamide 8 % + urée. Migration 30 iuA, 2 h. 
Séquence: Hinf 16 + oligonucleotide, GACT-T 
Primer Extension: oligonucleotide + RNAcp total. 
Exposition: 1 semaine + écran pour la "Primer Extension". 

1 nuit sans écran pour la séquence d'ADN. 
séquence du clone Hinf 16. 
1, réaction de "primer extension" avec 8 ̂ g ARN, 
2, n " avec 15 ßg ARN, 
3, " " sens ARN. 
Le précurseur du tRNA Leu I aurait une taille de 790 

nucleotides. L'extrémité 5' du précurseur serait la position 8850 
de la séquence total,(fig.III.20). 



Schéma III.3 Transcrit du tRNA Leul. 

3 'tRNALeU5 ' oligonucleotide UUtA p*OMt*ur 

nmmaxmimtemf&mMMntäcrrnamGi 11i1 ibCTOfinCCTfiTA*! i bici i iwsweTWiTcrflencHCft 
G^Tt^AmATCAnAAAmTAj^TmMTCCA^^ 

3009 6019 5029 8039 0*9 8059 8069 80793' 8069 809= 

UTTaLI 111HII11 (AGTTTUTiMI i U11 I A ^ r C T A T A n « n H Î T n ^ T^TWTnWrTn T ^ T ^ n ATCT<WWtìÌWWWIW 
AWT6AAWSA^TCAAA6TfinAAA^^ IU I IfiST 

8109 8119 8129 8159 8149 8159 8169 8179 8189 8199 

ATATCAACTAnSTTTTGTAAGATTÏWTCT^^ 

T f l T A m W T A « f i f l A f l C A n n A W n r a T 6 ^ 
8209 . 8219 8229 8239 «249 8259 8269 8279 6289 8299 

TAAftfl6ACCSTrTEaTTmMTCTAG*W^ 
ATTTTCT6SqWCTAAAfflnASaTCT6TATATA^ RNA, 

6309 8319 "6329 8339 8349 8359 8369 8379 8389 8399 

AASOTATSCATCTSATTTTSWTCAOm 
TTCSMTftCETAi^AAAAOTAGTSTSCAC^ 

BWt 8419 6429 8439 6449 8459 8469 8479 8489 8499 

AWTCTtWnAGTmTSSTmAGaATTTmASW 

5509 8519 8529 6539 8549 8559 6569 8579 6589 8599 

TTLm^MKMKKKMUXMCCSnMTTCiXTGTbUMr0I I L I I IASCTbTTALI ICIbIbUATTCTDWGTCTtCTMTECTTTT 
AAGftMTSCAnAtma^TTTETTTCSWnM^ 

5609 8619 8629 8639 8649 6659 6669 8679 868? 6699 

SCTGCACGAnxmAOATATtTanOTA&TTCft^^ 
CEftCST6CTASCAAflT6STATHGA6SfiCA6TCAASSTASTT̂  

6709 6719 8729 6739 8749 8759 8769 8779 8789 8799 

TnTTTMUi i l I l u ISAmAWTTTTTTCAnAGmATTTTGm^ 

m4AMTTAAAAAAA6ACTSMTAnaAflW^ 
6309 8819 8829 8839 684951 8359 6869 8879 8889 6899 

TCGTGTCTACTATmACACGAflGCGCTGGTT^̂  
«ÖCACAT6HTfiW*TBTBCTTC6C6A^ 

B909 8919 8929 6939 8949 8959 89Ó9 8979 8989 8999 

TCA56AmO^TCCTtANOTATAAAT^ 

^CaAA«ÄTA56rtSTATÖTATnAGAAC£TTXTACCSTTTAAGCm6^^ 
9009 9019 9029 9035 9049 9059 9069 9079 9039 9099 

AWCEH 
JTTÖCÄH 

9109 
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Nous avons trouvé une séquence "consensus", séquence qui 
pourrait avoir une fonction de promoteur chez les tRNA du 
chloroplaste d'Euglena gracilis (Gruissem et al,1983). Cette 
séquence se trouve à environ: 240 pb en amont de l'extrémité 5' 
du précurseur, et 640 pb de l'extrémité 5' du tRNA mature. 

5' - GT A/T NTA A/T A/T A - 3' "séquence consensus" 

5' - GT T TTA T T A - 3' position 9094 de la 
séquence totale 

Dans les autres tRNAs chloroplastiques d'Euglena, on trouve 
cette séquence: 
- 10 à 50 nucleotides en amont de l'extrémité 5' des gènes tRNA, 
- en début du "cluster" quand les gènes sont transcrits ensemble. 
Mais on ne la trouve pas chez le gène tRNA A qui est cotranscrit 
avec les gènes ribosomiques 16s et 23s. 
Cela suggère le rôle promoteur de cette séquence dans la 
transcription. 

Il nous reste à connaître le rôle d'un si long précurseur. 
Nous avons étudié la possibilité que cet ARN fasse partie 
intégrante de la "ribonucléase P RNA". 
La "RNAse P RNA" est une endonucléase capable de couper 
l'extrémité 5' des tRNAs précurseurs. Elle est associée à une 
molécule d'ARN ayant une fonction catalytique. Nous savons que 
cet enzyme est présent chez les chloroplastes d' .Euglena 
gracilis, mais nous ne savons pas, si 1 'ARN associé est codé 
dans le chloroplaste, ou s'il est importé du cytosole. 

Cette molécule d'ARN a une taille de 377 nucleotides chez 
Escherichia coli (Reed et al,1982),(Sakamoto et al,1983) et de 
401 nucleotides chez Bacilus subtilis (Reich et al,1986). Une 
nomologie de 43 % a été trouvée entre les deux molécules (James 
et al,1988). Une structure secondaire de l'ARN commune aux deux 
bactéries nous montre deux centres importants. Des fonctions 
différentes à ces deux centres ont été trouvées par l'analyse de 
mutations ponctuelles des deux régions, chez E. coli (Shiraishi 
et Shimura, 1988). Une mutation du nucleotide 89, (remplace A-*G), 
inhibe l'attachement de la protéine RNAse P. Une mutation du 
nucleotide 329 élimine la fonction catalytique de l'ARN, la 
vitesse de la réaction diminue 400 fois. 

La première mutation change la structure secondaire de 
l'ARN, entre les positions 89 et 239. L'activité catalytique 
reste intacte, mais l'interaction avec la protéine est annulée. 
Cette constatation amène les auteurs à postuler que la région 
89-239 contient des sites d'attachement à la protéine. 

Par une analyse comparative de l'ARN de E.coli et B. 
subtilis, Shiraishi et Shimura(1988) ont déterminé des séquences 
conservées dans la région 90-239, ces séquences pourrait 
correspondre à des sites d'attachement de la protéine RNAse P. 
Nous avons cherché ces séquences chez notre précurseur du tRNA 
Leu: 
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GUGCC position 
GUGCC 
UUGCC 

AGUGCCACAG 
AGUGCCACAG 
AGUGCAGAAA 

GGUAAACCCC 
GGUAAACUCC 
GGUAAACGAU 

tt 

» 

it 

» 
it 

ti 

n 
n 

88 
89 

8400 

178 
124 
8570 

226 
229 
8717 

B.subtilis 
E.coli 
cp E.gracilis 

B.subtilis 
E.coli 
cp E.gracilis 

B.subtilis 
E.coli 
cp E.gracilis 

Nous trouvons la première séquence, dans le tRNA Leu mature, 
et les deux autres dans l'ARN précurseur. L'homologie se trouve 
sur le brin codant pour l'ARN. La distance gui sépare les trois 
séquences est de: 

138 nucleotides dans B.subtiles 
140 nucleotides dans E.coli 
315 nucleotides dans cp E.gracilis. 

D'autres séguences conservées entre ces deux bactéries, 
n'ont pas été trouvées chez le chloroplaste d'euglène. Une 
analyse de toute la région donne un faible taux d'homologie. La 
différence de taille entre les molécules d'ARN de E.coli, 
B.subtilis et E.gracilis nous fait inutile l'essai de schématiser 
les homologies de la région. 

Nous avons essaie de dessiner la même structure secondaire 
de l'ARN de la RNAse P de E.coli, dans la molécule de l'ARN 
précurseur de E. gracilis à partir des séquences identiques 
trouvées. Nous ne trouvons pas le même schéma. Nous ne pouvons 
pas postuler qu'il s'agit de l'ARN de la "RNAse P RNA", seulement 
qu'il y a une nomologie des séquences. 

Nous avons voulu dessiner à l'ordinateur la structure de ce 
tRNA Leu et de son précurseur. En prenant la taille minimum du 
gène, nous avons constaté que la structure qui consomme le moins 
d'énergie, ne nous donne pas la forme en trèfle, connue pour tous 
les ARNs de transfert. En analysant le dessin de tout le 
précurseur nous ne trouvons aucune forme de trèfle. 

Figure III.21 Structure secondaire du tRNA Leu et son précurseur. 
(Page suivante). 
Les positions 3183 et 3729 correspondent à les 
positions 8060 et 8850 de la séquence totale, 
(annexe IV). 
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IXX - *7 AUTRES STRUCTURES 

PRESENTES EKT AMONT DE XA 
R E G I O N O R I 

SEQUENCES ARS 

Nous avons analysé le reste de la séquence du clone et nous 
pouvons constater la présence d'une séquence ARS consensus, en 
position 7854. Cette séquence ARS correspond à la séquence 
décrite par Stinchcomb et alt(1980). Séquence necesaire pour 
répliquer d'une manière autonome dans la levure le Plasmide qui 
la contient. 

séquence "consensus" 5' A/T TTTATPuTTT A/T 3/n 

Nous trouvons aussi deux séquences consensus ARC décrites 
par Vallet et 31,(1984), en position 7765 et 7672 (brin 
complémentaire). C'est à dire, des séquences du chloroplaste de 
Chlamyâomonas reinhardi, capables de répliquer dans la levure le 
Plasmide qui les contient. 

La région de l'ADN qui contient ces séquences, entre le site 
Hind III (7384) et la région en aval du tRNA Leucine (8200) est 
très riche en A+T. Pourcentage de 82 % en moyenne. 

séquence ARS 5' TTTATGTTTA 3' pos.7854 
ARC 5' ATTTATTTTA 3' pos.7765 
ARC 5' TTTTATTTTA 3' pos.7672 

Nous avons analysé la capacité ARS de cette région. Cette 
analyse est décrite dans le chapitre III. 

SEQUENCES ORF. 

Dans la région en amont du tRNA Leucine, et à la fin de la 
région séquencée, nous trouvons deux séquences qui peuvent être 
ouvertes à la traduction (ORF). 

Le premier ORF pourrait être transcrit dans le sens opposé 
à la transcription des gènes ribosomiques. Il débuterait en 
position 9037, et aurait au minimum 23 aa. 

Le deuxième ORF serait transcrit dans le même sens que les 
gènes ribosomiques. Nous avons trouvé la fin de la séquence 
codante en position 8911. Le début n'a pas été trouvé. Dans cet 
ORF possible nous pourrions lire 65 aa. 

Nous avons cherché une homologie de ces séquences ORF, avec 
la séquence des ORFs de tabac, et avec d'autres séquences de la 
banque EMBL. Il n'existe pas d'homologie, significative. 
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La transcription de la région Hinc II-Hinc II, inséré dans 
le plasmide pEGCHIc, ne donne aucun transcrit additionnel à 
celui du tRNA avec une sonde Hincll-Hinc II de 1.2 Kpb, ou une 
sonde plus petite (cf.schéma III.1). 

Un séquençage de la région comprise entre le site Hae II 
et le site BgI II, jusqu'à la fin du clone BgI Z 
(Hollingsworth, 1984) pourrait nous donner la taille de ces ORFs. 
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X V - R E S U L T A T S . 
A N A L Y S E D U 3REOOJMBXlSrA1IMT 

F > E G C B G X 

Nous avons reçu le fragment d'ADN BgI II Gl purifié par 
E.Roux (Travail de thèse, 1984). Après séquençage, il a trouvé 
l'extrémité 5' du gène ribosomique supplémentaire 16s. 

X V . X C L O N A G E DTJ £ > E G C B G X 

Nous avons inséré ce fragment dans le Plasmide pBR322. 
Plasmide modifié avec le fragment chloroplastique Eco P, qui a 
un site de restriction BgI II unique. Les extrémités du plasmide 
coupés par l'enzyme BgI II sont dephosphorylées avec l'enzyme 
Phosphatase alcaline, puis liguées aux extrémités du fragment BgI 
Gl de 5 Kpb. La transformation a lieu dans les cellules HBlOl de 
E.coli. Nous analysons les colonies par la méthode des 
minilysats. Les colonies, qui après une digestion avec BgI II, 
donnent un fragment de 7.4 Kpb (pBR322 + Eco P) et un fragment 
de 5 Kpb (BgI Gl) sont sélectionnées. Elles sont mises en 
culture pour obtenir le plasmide pur en grande quantité. 

Figure IV.1, Carte circulaire du recombinant pEGCBGl 
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Nous vérifions le recombinant par gel après l'avoir digéré 
par les enzymes BgI II et Eco RI. 

Figure IV.2 Digestion test du recombinant pEGCGl. 

,4.7 

M: marqueur de taille, phage Lambda digéré par l'enzyme Hind III, 
23, 9.4, 6.6, 4.7, 2.2, 2.0, 0.5 Kpb; 

1: pEGCBGl digéré par BgI 11:7.4, 4.7 Kpb; 
2: pEGCBGl, digéré par Eco RI: 7.7, 4.3 Kpb; 
3: pEGCBGl, non digéré. 
Gel Agarose 1 %, migration à 80 volt, 1 h. Coloration au BrEt. 

Nous avons digéré le plasmide pEGCBGl par l'enzyme Hind 
III. Nous avons obtenu 3 bandes avec une estimation de taille de 
3, 1.7 et 0.3 Kpb. 

L'arrangement des fragments Hind III sur la carte est donne 
au schéma IV.1. 

Schéma IV.1 Carte de la région. 

H G X Z 

BgIII BgIII 

5' O / 

HindIII HindIII 

Nous savons que le fragment BgI Gl de 3 Kpb est placé à côté 
du fragment BgI Z. La digestion du clone, pEGCH54, par l'enzyme 
BgI II donne 2 fragments de 3 Kpb qui comigrent dans le gel. Le 
petit fragment 0.3 Kpb ne peut pas être placé du côté du gène 
ribosomique S16s (BgI H). Car il n'y a pas de sites Hind III dans 
la séquence de 595 pb de la région 5' du gène ribosomique. 
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Nous avons fait d'autres digestions enzymatiques avec des 
enzymes qui ne coupent pas souvent (séquence reconnue de 6 
nucleotides). Nous avons trouvé les sites uniques Xba I, Hha I, 
et Hae III. Ces trois sites se trouvent tout près du site Hind 
III. Site qui nous donne le fragment Hind III-Bgl II de 3 Kpb. 

Figure IV.3 Analyse du Bal Gl par digestions. 

À) Gel Agarose 1.5 %. Migration 38 volt,14 h. Coloration BrEt. 
L: marqueur de taille, phage Lambda digéré par l'enzyme Hind III, 

23, 9.4, 6.6, 4.7, 2.2, 2.0, 0.5 Kpb; 
1: Gl 5 Kpb, digéré par Hind III, 3.0, 1.7, 0.3 Kpb; 
B) Gel Agarose 1.8 %, 35 volt, 15 h. 
L: idem; 
M: Marqueur de taille, pBR„2 digéré par Hae III. 

587,540,504,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,64.pb 
2: Gl 5 Kpb digéré par Xba I: 3, 1.9 Kpb; 
3: Gl 5 Kpb digéré par Hha I: 2.7, 2, 0.2 Kpb; 
4: n n Hind III (digestion partielle); 
5: " " Xba I et Hha I: 2.75, 1.6, 0.4, 0.2 Kpb; 
6: " • Hind III et Xba I: 3, 1.5, 0.3 Kpb; 
7: • • Hind III et Hha I: 2.75,1.2,0.4,0.3,0.2Kpb; 
C) Gel Agarose 1.8 %, 35 volt, 15 h. 
L: idem; 
M: idem; 
8: " • Dde I: 1.7, 1.5, 1.3, 0.3 Kpb; 
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I V : 2 S E Q U E N C A G E D E X A P t E G X O N 
H X N D X X X — B G L X X , 3 K p b 

Nous avons élue le fragment Hind III-Bgl II de 3 Kpb; à 
partir d'une digestion preparative du clone pEGCBGl, et aussi à 
partir du clone pEGCH54 digéré par BgI II et CIa I. La digestion 
CIa I ajoute 4 pb du vecteur pBR322 au fragment de 3 Kpb (schéma 
IV.2). 

Figure IV.4 Carte circulaire du recombinant pEGCH54. 

Schéma IV.2 Carte du plasmide pEGCH54. 

H B C H C H 

pEGCH54 pBR322 

H= Hind III 
B= BgI II 
C= CIaI 
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Figure IV.5 Diaestion test du recombinant pEGCH54. 

Minigel Agarose 1% 
C: pEGCH54 digéré par CIa I, 6.4, 4.0 Kpb; 
CB: pEGCH54 digéré par CIa I et BgI II: 6.4, 3.0, 1.0 Kpb; 
L: marqueur de taille, phage Lambda digéré par l'enzyme Hind 

III, 23, 9.4, 6.6, 4.7, 2.2, 2.0, 0.5 Kpb; 

Le fragment élue à partir du clone pEGCH54 nous permet de 
faire la jonction des deux fragments: BgI Gl et BgI Z. 

Nous avons encore digéré ce fragment de 3 Kpb par les 
enzymes suivants Dde I, AIu I et Hpa II pour obtenir les sous-
fragments: 

Dde I: 1.7, 1.4 Kpb. 
AIu I: 2 x 1.5 Kpb. 
Hpa II: 2 x 1.5, 0.5 Kpb. 

Les fragments d'ADN ont été traités à la polymerase "Klenow" pour 
obtenir un remplissage des extrémités. Nous avons ligué tous les 
fragments obtenus aux extrémités du bacteriophage M13, digérés 
par l'enzyme Hinc II. Nous avons transformé des cellules JM 103 
avec ces clones. Les colonies recombinantes ont été analysées 
par T_track, puis séquencées, comme décrit dans les méthodes. 

D'autres digestions: Dra I, Hinf I, Sau 3A, Taq I et Hha I, 
ont été utilisées pour sequencer ce fragment de 3 Kpb. 
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Figure IV.6 Profils de restriction du Gl 3 Kob. digéré par 
différents enzymes. 

A) Gel Acrylamide 3.5 %. Migration 50 volt,14 h. Coloration BrEt. 
M: Marqueur de taille pBR3„ digéré par Hae III. 
587,540,504,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,6^b; 
1: Gl 3Kpb, digéré par AIu I: 1.9, 1.7 Kpb (3 Kpb digestion 

partielle) 
2: " " Dra I: 1.5, 0.8, 0.38, 0.23, 0.2, 0.1 Kpb; 
3: " • Hinf I: 1.2, 0.55 X 2, 0.5, 0.25, 0.15 Kpb 
4: • " Mae I: pas de sites; 
5: " " Sau 3A: 1.1, 1.0, 0.6, 0.4, 0.2 Kpb; 

B) Gel Acrylamide 3.5 %, 40 volt, 15 h. Coloration BrEt. 
M: Marqueur de taille pBR322 digéré par Hae III. 
587,540,504,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,64pb; 
6: Gl 3Kpb, digéré par Taq I: 1.0 x 2, 0.7, 0.55, 0.2 Kpb; 



59 

Le séquençage ne correspondait pas à la taille de 3 Kpb. 
Cette différence de taille, nous à fait supposer l'existence de 
régions répétées. Par clonage et séquençage de fragments plus 
petits, nous avons distingué ces régions. 

Les extrémités du fragment BgI II-Hind III ont été clonées 
dans les vecteurs M13 mp8 et M13 mp9. Les vecteurs avait été 
coupés par les enzymes Hind III et Bam HI- L'enzyme Bam HI est 
compatible avec l'enzyme BgI II. 

-BgI II 5'-A4GATCT-3' 
-Bam HI 5'-GiGATCC-3' 

Le fragment de 3 Kpb a été inséré dans le sens Hind III-Bgl 
II (cf. brin - annexe 1) dans le vecteur M13mp8. Il a été inséré 
dans l'autre sens, dans le vecteur M13mp9 (schéma IV.1). Ainsi 
les deux extrémités du fragment peuvent être séguencées avec le 
"primer universel 17mern. 500 nucleotides de ces extrémités ont 
été séquences, sur gel de Polyacrylamide 5 % et urée. La 
migration la plus longue a duré 8 h. 

Les digestions du clone pEGCBGl, et des fragments BgI II 5.0 
Kpb, Hind III-Bgl II 3.0 Kpb et BgI II-Hind III 1.7 Kpb par 
1'enzyme Dde I, nous ont permis de placer les trois grands 
fragments Dde I 1.7, 1.5, i.i Kpb sur le fragment Gl (schéma 
IV.3). 

Schéma IV.3: Arrangement des fragments Ddel dans Ie fragment Gl 
5.0 Kpb. 

B 
1 . 7 

I 1 . 7 

H I 

I 

i 

1 . 5 

3 . 0 

I 

B 

1 . 1 
D D 

B: BgI II 
H: Hind III 
D: Dde I 
Taille des fragments en Kpb. 
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Figure IV.7 Détermination des fragments Dde I dans le fragment 
Bal Gl. 

Gel Agarose 1.2 %. Migration 120 volt,30 minutes.Coloration BrEt 
L: marqueur de taille, phage Lambda digéré par l'enzyme Hind 

III, 23, 9.4, 6.6, 4.7, 2.2, 2.0, 0.5 Kpb; 
1: pEGCBGl digéré par Dde I;2.0, 1.7, 1.5, 0.7,... Kpb; 
2: Gl 4.7 Kpb digéré par Dde I: 1.7, 1.5, 1.1 Kpb; 
3: Gl 3.0 Kpb n " : 1.5, 1.1, 0.4 Kpb; 
4: pBR322 + Eco P digéré par Dde I: 2.0, 0.7, Kpb; 
5: Gl 1.7 Kpb BglII-HindIII digéré par Dde I: 1.5,...Kpb; 

Les fragments Dde I ont été ligués séparément dans le 
vecteur M13. Le séguençage des 300 pb de chague extrémité des 
insertions a permis: 

- de positionner des séquences déjà connues, 
- de confirmer la présence d'une région répétée de 920 pb. 



Figure IV.8 Carte de restriction du fragment Gl de 3Kpb. 
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Figure IV.9 Stratégie utilisée pour l'obtention de la séquence 
Gl de 3 KPb. 
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I V . 3 S E Q t T E N C A 1 O E D E 3L.A R E G I O N G l 
1 - 7 K£>fc> E T IDE L A R E G I O N 
I N T E R N E H I N D I I I — H I N D I I I 
D E O - 3 ICp>fc> 

Le fragment de 1.7 Kpb du clone pEGCBGl a été élue après 
digestions BgI II-Hind III. Ce fragment a été ensuite digéré 
séparément, par les enzymes suivants: Hinf I, Dra I, Rsa I, AIu 
I, Tag I • Les fragments obtenus ont été insérés dans le 
bacteriophage Ml3 et séquences 

Le fragment Dde 1.7 Kpb, est décalé de 160 pb du fragment 
1.7 Kpb BgI II-Hind III, vers BgI Z (schéma IV.3). 

Les digestions du fragment Gl 5.0 Kpb par les enzymes Hind 
III, AIu I et Dde I, nous ont permis de cloner et sequencer le 
petit fragment Hind III de 300 pb. Le pourcentage de réussite 
d'insérer le fragment de 300 pb est relativement grand, puisque 
nous obtenons un seul petit fragment de 0.3 Kpb et plusieurs 
supérieures à 1 Kpb. 

Figure IV.10 Carte de restriction de la région Gl 1.5 e t 0.3 
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Figure IV. 11 S tra tég i e de secruencaqe. 
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I V . 4 À J S T A J O Y S E D E L ' O R F 3 5 0 

La fin de la séquence ouverte à la traduction (ORF), se 
trouve à l'extrémité du fragment BgI Gl (Figure IV.12). Le reste 
de la séquence se trouve dans le fragment BgI Z, publié par 
Schlunegger et Stutz, (1984). L'extrémité 3' de 1^0RF se trouve 
à la position 4985 et est constitué d'un codon stop TAG. 

Cette séquence ouverte à la traduction, 1050 pb, pourrait 
coder pour une protéine de 350 acidesaminés, avec un poids 
moléculaire maximal de 41 KD. 

Nous avons comparé la séquence de l'ORF 350 avec les 
séquences des banques EMBL, et SWISSPROT. Aucune nomologie 
significative n'a été trouvée. 

Figure IV.12 Séquence et traduction de l'ORF 350. 
B1)I H 

CAMiCCfiTlHIC^nÄiÄnGGA 
6mAGGT«GGGGGTGT«HT6TCAACaAOT 

M U H H P « M « 1 H l t C K U l f I U H I i 8 ? 
^I 

CAAATCCATCCCCüVSnAI^ 
4959 4969 4979 4999 4999 5009 5019 5029 5039 5049 

ATTTGHCCGGSTSCTSACATmraX^^ 
TAAACTGGCCWEACTGTAAa^ 
! O E P A S M S O U P Y V F G T O l T P N f 0 l l l D N S V P 0 6 f i 

AmGACCGGSTöCTGAC£n6HCTGCO£T^^ 
5059 50Ó9 5079 5069 5099 5109 5119 5129 5139 5149 

TTmACMmCfiGCAAnflaTATG^^ 
AAAAATGCCAAA(OTnAAC6TATAŒTAATC^^ 

K V T E A I A ï A « f i V C M 5 l ï F f i T Q V I t t K « V - I F T f t P T 

TmTAC66TTTCAGt^n6CATAT6CAnAGCT^ 
5159 5169 5179 5189 5199 5209 5219 5229 5239 5249 

TAACCATAAAGTGCHAATGAACXCTCTASGTCATA^ 
finGCTAmCAC6AAnACnSSGAWT€CŒTC^ 

L H t T S L S 6 E L D Y 6 £ E L L I K 0 F 0 T S « F D P K F l S F 

TAAraTAAABTBCnMTGAACCCTtt 
5259 5269 5279 5289 5299 5309 5319 5329 5339 5349 

TCTTCA6Cm6AHÄCmGn(^TA6HAG5AATfim 
AGHASnGAAACTTTBAiVfcAAGCTAÏCnœnA^ 
D E V K F S O E I S P I N V P D Q S S K L D D E S R H D E S N D N k : 

TaTCAAanGAAACTTOTTCGATAGAAGWTAmÄ^ 
5359 5369 5379 5359 5399 5409 5419 5429 5439 5*49 
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mGATWTGAHAAAAGAGAAAA^ 
AA^AGTACTttTmCTCmmCTTCKTT^^ 

O D H N f S . F F S A L î K S 3 E K L V G F F K F A F N F A C Y G S 

m5ATCAT6AnAAAAGAGAAAAAASAASCa^TT^ 

. 545? 5469 5479 5489 5499 5369 5519 5529 5539 5549 

AAAACTAAnKCATMnACSBCAATm^ 
TTTT6AnAAT«ÏÏAnAATGCC6nM^ 

F S I V M ] V A I K S ! f t U S Y f I U K K U t t A K L S H 

AAAACTAAnAOaTAAHA(SGCAATTTTBl̂  
5559 5569 5579 5539 5599 5609 5619 5629 563? 5649 

mTTCAAAAmCAHmAGAAAmCAACSGACHGAnACnnAATC^ 
AAAAAGTmAAACTAAAAATCmAAAGHSOHBAACTA^ 
N K U ( H S I E V S K ! V U T R U V O f L F N C Y I A Y O ! 

TTmCAAAATTTtATTTTTAGAAAmCAACGGACTT« 

5659 5669 5679 5689 5699 5709 5719 5729 5739 574? 

TATAAlTTTTCSAAAnATCAATAAA 
ATAnAAAAAGCnTAATAGnATTTCSlJIIHLl 111 IbAAjWHAGCAAAAAAflftftVlATEATA^ IUJI1 I I I IJAAHTAA 

Y H S l I L l A L L F V K P D N U n i R L F N R l F f I L H 

TATAATnnC6AAAnATCAATAAAGCtWVV \̂VVVCTnTGGATCGI 1111111111 IACTATCCnASAAAAncaAASGAAAAAAAnAAAn 

57S9 5769 5779 5789 5799 5809 5819 5829 5839 5B49 

GTAAAAAMTAAACTAGTAnAACTAAÎ ^ 

CAI 111 ICIAnTGATUTAAnGATTbmAmAAAATAnAnAAACAAALl 11111 IATmATTnAACGTAA££TCCATt£GTTGCnATAGCT 

Y f S L S T N V l l Y I U Y N T O F f Y U I A N C T A ' L S Y R 

GTAAAAAGATAAACTAGTAHAACTAACAAATAAAT̂ ^ 

5859 5869 587? 5889 5899 5909 5919 5929 5939 5949 

HAAnAAAATASAmTACTnAAHATATAGTTOTAAAAO^ 

AAnAAnnATaAAAATSAAAnAATATATCAASTAnnCTCACAIIH Uloi 111AAAGAnTCnTATGTAGCATnTTAGTAmTACnATA 

N I l I 5 « V * : i î Y K M f S H l F V f H R F F Y K T F I Hi F U I * 
SJff* 

HAAnAAAATAGAnHACHTAAnATATAuTTCATAAAA^ 

5959 5969 597? 598= 5999 6009 6019 6Û29 6039 6049 

AAGAAATCGmTTmGCTmAAnTTCmACCTAnTCTATSAATGT 
TTCmAGCAAAAttAAttAAAAHAAAAS^ 

S I T U U L U U N R N I 

AAGAAATCGnnnnGCnTTAfitnTCnTACCTATnCTATGAHTGT 
6059 Ôôû9 6079 60Ö9 6099 6109 
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La transcription de l'ORF a été analysée par l'hybridation 
des filtres d'ARNcp total à une sonde spécifique double brin. La 
sonde est le fragment BgI H-CIa I du pEGCH54, 960 pb,(cf. schéma 
IV.4). L'hybridation nous donne deux bandes à 1.6 et 0.9 Kpb. 

Figure IV.13 Northern de la région ORF 350. 

B 

* N 1.6Kb • 

0.9KT-1P m <°-9Kb 

A:Gel Agarose 1.2%.Migration 20 volt, 16 h. Exposition 10 jours 
sans écran. Sonde BgI H-CIa I marquée par "nicktranslation". 

B:Gel Agarose 1.2%. Migration 25 volt, 16 h. Exposition 3 jours 
avec écran. Sonde BgI H-CIa I marquée par "nicktranslation". 

Les flèches correspondent à l'ARN ribosomique. 

L'analyse des résultats de l'hybridation (cf. figure IV.13) 
montre que la région de l'ORF 350 est transcrite. Le sens de la 
transcription est le même que celui du gène tRNA Leu et des gènes 
ribosomiques. La taille du transcrit est de 0.9 Kpb, avec 
probablement un précurseur de 1.6 Kpb. 

Pour mieux caractériser ces hybrides par analyse à la 
nuclease SI, nous avons préparé des sondes simple brin de la 
région. 



Figure IV.14 Analyse à Xa Nuclease SI de la région ORF 350. 

A B C a b c M Pb 

800 

430 

«250 

Gel Acrylamide 5 % 40 volt. 16 h. exposition 1 jour. 
A: sonde Hinf 18, 760 n simple brin. 5'ORF; 
B: sonde Hinf 1, 506 n simple brin. 3'ORF; 
C: sonde Hinf 3, 230 n simple brin. pTRNA; 
a: région protégée de la sonde A, éventuelle bande à 800 n; 
b: régions protégées de la sonde B, 430 n et 250 n; 
c: pas de région protégée pour la sonde C. 
M: Marqueur de taille PBR322 digéré par Hae III. 
587,540,504,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,64Pb 
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Schéma IV .4 Ar rangemen t d e s s o n d e s de l a r é g i o n ORF 350 . 

I 1 1 
0 1 2 

^ mmmm •— 
ORF 350 5 ' région v«l«ble ptRNA 

I 1 1 1 1 1 
BgIII Hinfl CIaI Hinfl H H 

B ^ _ C 

L'hybridation de l'ARN avec la sonde B (cf. schéma IV.4) et 
la digestion à la nuclease SI donne 2 fragments de 430 et 250 n. 
Par contre la même expérience avec la sonde A ne donne qu'une 
bande de 800 n (cf. figure IV.14). Les sondes sont partiallement 
dégradées. 

La différence de taille entre l'ADN (1150 pb) et l'ARN (0.9 
Kb) de 1'0RF 350, pourrait s'expliquer par une dégradation de 
l'ARN. Cette dégradation se ferait du côté 3' de l'ARN. Puisque 
nous obtenons deux bandes avec la sonde B (côté 3') et une seule 
bande avec la sonde A (côté 5'). 

Par contre nous pouvons affirmer que la région se trouvant 
du côté droit de la région variable (schéma IV.4), n'est pas 
transcrite. Cette région contient un pseudo tRNA Trp (Schlunegger 
et Stutz 1984). Les "Northerns" et l'analyse à la nuclease SI 
n ' ont pas donné d'hybrides entre 1'ARNcp total et la sonde 
spécifique "C", Hinf 3 (cf. schéma 4). 

Voici l'analyse à l'ordinateur de la protéine à partir de 
la séquence ORF 350. Cette protéine compte 350 aa, elle a un 
poids moléculaire de 41 KD. L'analyse a été faite pour voir s'il 
pourrait s'agir d'une protéine membranaire (p.ex. thylacoidale) 
qui a des domaines typiquement hydrophobes (transmembranaires). 

L'ordinateur tient compte: 
-des caractères acide ou basique, hydrophobe ou hydrophyle des 
aa, 
-des structures en hélice a ou en feuillet B. 

Le rapport hydrophobe se calcule en prenant des fenêtres 
de: -9 aa. selon Kyte et Doolittle (1982) 

-20 aa selon méthode de Goldman et al (1986) 

Il y a deux pics hydrophobes aux alentours des aa 40 et 160, 
et deux pics hydrophiles au niveau des aa 200 et 300. 



Figure IV.15 Profil de la protéine. 
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I V . 5 À N A J L - Y S E D E T . ^ R - E G X O N T 
R E P E T E E 

Schéma I V . 5 Rég ion Gl 3 Kpb. 

I 1 i 1 
1920 4990 

5 ' 3 ' 

I HMMMMMHi H H H M U H H H 
HindIII Rl Ri R2 BgIII 

La région répétée (Rl) est très riche en A+T; 77.6 %, avec 
un pourcentage de A presque double à celui des T- Elle contient 
plusieurs éléments répétitifs. L'intervalle entre les deux 
régions répétées (Ri ), a un pourcentage en A+T de 70 %, avec 
beaucoup plus de T. Le rapport A/T est: 1.7 dans la région Rl et 
0.7 dans la région Ri. 

Tableau IV.1 Pourcentage de nucleotides: 

A% 
T% 
G% 
C% 
A+T% 
G+C% 

Rl 
2695 à 3610 

48.69 
28.93 
8.73 

13.64 
77.62 
22.37 

Ri 
3610 à 3965 

28.93 
41.85 
11.23 
17.97 
70.68 
29.21 

Deux séquences "consensus" (ARS), "autonomously geplicating 
Sequences in Yeast", (Stinchcorab et al ,1980), ont été trouvées 
dans la région répétée, là où il y a un pourcentage en A+T de 87 
%. Ces séquences ont été trouvées aux positions suivantes: 

5' A/T TTT ATPu TTT A/T 3' séquence "consensus" 
5' T TTT ATA TTT T 3' 2917 4190 
5, T T T T A T A T T T T 2' 2971 4244 

Ces séquences sont encadrées par 2 séquences ARC consensus. 
Les séquences ARC ont été décrites chez le chloroplaste de 
Chlamydomonas reinhardii par Vallet et al,(1984). Les Plasmides 
qui contiennent ces régions ont la capacité de se répliquer d'une 
manière autonome dans la levure. 

5' A TTT ATT TTT T 3' 2717 3988 
5' A TTT ATT TTT T 3' 3117 4390 
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La séquence consensus ARS (Broach J R et al,1983) est une 
séquence présente dans plusieurs régions du génome de la levure. 
Insérée dans un plasmide, elle peut lui donner la possibilité de 
se répliquer d'une manière autonome dans la levure (Struhl, et 
31,1979). Le plasmide peut contenir le gène leu 2 ou ura 3. En 
utilisant des cellules de levure mutants pour les gènes leu- ou 
ura-, nous obtenons un système simple de sélection des colonies. 

Tableau IV.2 Conditions de replication dans la levure. 

Plasmide insère Levure 
gène leu2 ou ura3 séquence ARS milieu sélectif 

+ + nil 
+ -

+ + 

Dans un milieu sélectif, sans leucine ou uracile, les 
colonies ne contenant pas le plasmide ne poussent pas, tandis que 
les colonies qui contiennent le plasmide poussent faiblement, et 
les colonies qui contiennent des séquences ARS actives, insérés 
dans le plasmide ont un taux de croissance très élevé. 

Des séquences ARS ont été trouvées chez beaucoup 
d'eucaryotes, (Stinchcomb et 31,1980) et chez quelques 
procaryotes. On les a trouvé aussi dans la mitochondrie de la 
levure (Blanc and Dujon 1982), dans le chloroplaste du tabac 
(Uchimiya et 31,1983) et dans le chloroplaste de l'épinard (Briat 
and Dalraon 1986). Chez l'épinard, l'emplacement des séquences 
consensus ARS est aussi proche de l'opéron ribosomique, dans des 
régions répétées inverses. 

Chez Chlamydomonas reinhardii, Vallet et al,(1984) ont 
trouvé dans le chloroplaste, quatre régions qui hybrident avec 
la séquence "consensus" ARS. Trois des régions sont groupées dans 
un fragment riche en A+T (74 % ) , avec plusieurs éléments 
répétitifs. 

D ' autres séquences ARS ont été trouvées dans les 
chloroplastes de Chlorella ellipsoidea, Elles sont proches aussi 
d'une région riche en A-T (Yaroada et al,1986). 

Nous allons tester si les séquences ARS détectées dans le 
fragment BgI Gl de 5.0 Kpb du génome chloroplastique d'Euglena 
gracilis sont actives ou non dans la levure. 
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I V . e T E S T D ' A C T I V I T E D E 3L-A. 
R E P I . X C A T X O N A U T O N O M E D A N S 
X.A. X.E\7XJR.E , E N P R E S E N C E D E S 
R E G I O N S BCSX- G X E T B G I . 2 

Les cellules utilisées pour la transformation sont les 
levures "strain CW40" ( Mata, ade2, his3, leu2, ura3, trpl, canl-
100), sensible à l'absence d'uracil. Le vecteur est le Plasmide 
pEMBLYi32 qui contient le gène ura 3. 

Ce plasmide a été obtenu à partir du pEMBLYi21: dans lequel 
on a remplacé le "polylinker" du plasmide pUC9 par celui du 
pUC19, et auquel on a enlevé le site Pst I du gène ura3 
(communication personnelle de P.Linder). 
Le plasmide pEMBLYi21 s'obtient à partir du pEMBL9 (4 Kpb) avec 
le gène ura 3, inséré dans le site CIa I, (Struhl et al 1979). 

Pour obtenir des récombinants en grande quantité nous avons: 
- digéré le vecteur pEMBLYi32 par l'enzyme Bam HI et 
déphosphorilé les extrémités, 

- séparé les fragments BgI Gl (5 Kpb) et BgI Z (6 Kpb) du 
plasmide correspondant, 

- ligué les vecteurs aux fragments chloroplastiques, 
- transformé des cellules E.coli XLl Blue avec les 
recombinants. 

- analysé les colonies blanches par minilysats. 

Figure IV.17 Carte circulaire des Plasmides recombinants. 
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Nous avons demandé à M.Patrick Linder du Biocentre à Bale, 
qui travaille sur les levures, d'en transformer avec les deux 
Plasmides pEMBLYi32Gl et pEMBLYi32Z. 

Voici les résultats: 

Tableau IV.3 Resultats de la transformation de la levure. 

Transformation 1 
pEMBLYi32 
PEMBLYÌ32 

Gl 
Z 
(1 
(0 

5 
6 
Mgr 
Mgr 

Transformation 2 
PEMBLYÌ32 
pEMBLYi32 

Gl 
Z 

(1 
(1 

2 
2 
Mgr 
Mgr 

ADN) 
ADN) 

ADN) 
ADN) 

»500 

75 
2 

19 

115 
C 

colonies 
colonies 

> col 
col 

./13 
•/ 0 

14 col. 
col. 

Levure: souche CW04 (Mata, ade2, his3, leu2, ura3, trpl, canl-
100) préparée pour la transformation avec ClLi. 

La deuxième transformation a été moins efficace. 

Voici les étapes lui permettant d'obtenir et d'analyser 
l'ADN du plasmide pEMBLYi32Gl après transformation: 

Repiquage et mise en culture de 12 colonies transformées. 
Seulement 9 ont poussé. Isolation de l'ADN et introduction dans 
la bactérie MC1061. Les colonies bactériennes obtenues ont été 
repiquées pour préparer du plasmide. Les digestions du plasmide 
par Hind III et Eco RI, nous donnent les mêmes fragments que 
l'ADN parental. 

Les mêmes analyses ont été faites avec le plasmide 
pEMBLYi32Z, mais là les résultats sont moins concluants. On n'est 
pas sûre que la carte de restriction du plasmide après la 
transformation, soit identique à celle du parental. 

La conclusion est que le clone pEMBLYi32 Gl peut se répliqué 
d'une manière autonome dans la levure. 

Nous avons encore testé la capacité replicative du plasmide 
pEMBLYi32 Gl, délété de la région du gène supplémentaire 16s, 
(cf. annexe III). 

On a obtenu une telle deletion par: 

- digestion du plasmide pEMBLYi32Gl par Hind III, nous 
obtenons:(cf. schéma IV.1) 

- une bande de 1.7 Kpb, 
- une bande de 0.3 Kpb, 
- une bande de 8 Kpb,(vecteur + insertion BgI II-
HindlII, 3 Kpb, contenant Rl et R2), 
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- ligation des extrémités des fragments obtenues après la 
digestion, 

- transformation des cellules MC1061 avec le produit de la 
ligation, 

- analyse de l'ADN des clones récombinants: 
- 2 clones avec l'insère 1.7 Kpb, 
- 1 clone avec l'insère 0,3 Kpb, 
- 13 clones avec la bande 8 Kpb religuée sur elle-
même. 

P. Linder a transformé la levure CW04 avec ces 16 Plasmides. 
Il a obtenu des colonies pour tous les clones, parce que la 
région qui contient les séquences ARS est présente dans tous les 
clones. Le nombre de colonies n'est pas dépendant des insères, 
mais plutôt de la purification de l'ADN. 

Un contrôle négatif avec deletion de la région répétée 
pourrait être fait par la suite. 

Pour 1'instant nous pouvons affirmer que le recombinant 
contenant la région de 3 Kpb avec les séquences ARS est capable 
de se répliquer d'une manière autonome dans la levure. Le reste 
de la région Gl n'a pas d'influence sur cette replication. 
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I"V . 7 ANALYSE OES STRUCTURES 
D'ADN ASSOCIES A-XJ "ARS" 
DANS LA REGION REPETEE 

Nous savons que les régions répétées ont plus de A que de 
T, (cf. tableau IV.1). Les séquences poly A sont souvent 
associées à des séquences ARS. De telles structures pourraient 
donner de l'ADN courbé, "bent DNA". 

L'ADN courbé est conditionné par la présence de plusieurs 
séries de nucleotides (A)s_5 qu'on trouve avec une périodicité de 
10 à 11 pb. Approximativement un tour de la double-hélice d'ADN 
(Snyder M et al,1986). 

De telles structures "bent DNA" ont été trouvées à proximité 
des séquences ARS chez le bacteriophage Lambda et le virus SV40. 
Ces structures sont nécessaires pour que les séquences ARS soient 
actives "in vivo". 

Chez les plantes supérieures, des séquences ARS ont été 
trouvées chez le tabac, le pétunia, le maïs et la tomate. Elles 
sont encadrées par d'autres séquences différentes, mais qui sont 
aussi nécessaires pour l'activité ARS (Eckdahl et al, 1989). Ces 
structures chez les plantes, ont probablement le même rôle que 
chez les animaux et les levures, c'est-à-dire dans l'initiation 
de la replication. 

L'ADN courbé se caractérise par sa différence de mobilité 
électrophorétique dans un gel Polyacrylamide à faible voltage. 
La migration de ces fragments est plus lente que d'autres 
fragments de la même taille. Le retard est mesuré par le rapport 
entre la migration espérée et la migration obtenue du fragment. 
Des valeurs supérieures à 1.2 ont été relevées. Ces valeurs 
correspondent à des fragments susceptibles de contenir des 
séquences d'ADN courbées. 

K - migration espérée 
migration observée 

Nous avons testé la migration de la région 3 Kpb Hind III-
BgI II du clone pEMBLYi32 Gl 

Le fragment de 3 Kpb est coupé par les enzymes de 
restriction Dde I et AIu I, (sites de restriction schéma IV.6). 
Le résultat de ces digestions est montré sur la figure IV.18. Les 
références de taille sont le vecteur pBlueScript KS+, digéré une 
fois par le enzyme Hinf I, et une autre fois par la double 
digestion Dde I-Bam HI. Le plasmide a aussi une origine de 
replication. Cet origine se trouve dans une région susceptible 
d'être retardée. 



Schéma IV.6 Emplacement des séquences ARS. 

3Kpb 

Rl 

ARS cotweiiEUs 
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A: AIu I 
D: Dde I 

H: Hpa II 
S: Sau 3A I 



Figure IV. 17 Profil de migration, gel unidiirtensionnel l. 
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AIuI Dde I p B s 

1270 

1546 

1165 

1074 

3 3 9 

517 

456 

396 

3 56 
291 

pBS: pBS KS+ digéré par Hinf I, 1074, 517, 456, 396, 356...pb 
AIu: Gl 3Kpb " " AIu I, 1270 x 2, 399, 86 pb 
Dde: Gl 3Kpb " " Dde I, 1548, 1165, 291, 66 pb 
Les flèches indiquent la migration espérée des fragments 
Gel Acrylamide 3.5 %, 2v/cm, 18 h, 20°C. 

La Figure IV.17 montre que les fragments Dde I 1.5 et 1.1 
Kpb sont retardés. Le petit fragment de 291 pb en dehors des 
régions répétées, présente une migration normale. Les valeurs K 
calculées sont les suivantes: 

Fragments Dde I: 1548 pb - K=I.33, 1165 pb- K=I.41, 291pb 
fragments AIu I: 1270 pb-» K=I.23, 339 pb- K=I. 16. 

K=I. 0 

Le deuxième fragment AIu I de 1270 pb a une migration plus rapide 
que le marqueur. 

Les deux régions répétées Dde I 1.5 Kpb et 1.1 Kpb ont été 
digérées séparément par l'enzyme Hpa II. Le fragment Gl 3 Kb a 
été digéré par Sau 3A. Résultats de ces digestions colonnes 2, 
4 et 6 de la figure IV.18. Pour les sites de restriction voir 
schéma IV.6 
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Figure IV.18 Profil de migration, gel unidimensionnel 2. 

5 4 3 2 1 

2 9l_ 

IS6. 

pBS KS+ digéré par Hinf I, 1074, 517, 456, 396, 356...pb 
Gl 3 

Gl 3 

Gl 
Gl 
Gl 

Kpb 

Kpb 

,5 Kpb 
Kpb 
1 Kpb 

Gel Acrylamide 4%, 2 v/cm, 20°C, 20 h. 

Sau 3A 867 pb K= 1.26, 728 pb K= 1.68, 
571 pb K= 1.26, 406 pb K= 1.07 

n AlU I 1270 pb x 2, 339pb K= 1.13 
186 pb K= 1.0 

• Hpa II 1045 pb K= 2.0, 503 pb K= 1.14 
" Dde I 1.5 Kpb, 1.1 Kpb, 291 pb K= 1.0 

Hpa II 705 pb K= 1.13, 459 pb K= 1.13 
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Les fragments Sau 3A (cf.Figure IV.18) sont tous retardés 
sauf celui de 406 bp. Le petit fragment AIu I1 186 pb (col.3 
fig.IV.18), en aval des régions répétées, n'est pas non plus 
retardé. Les deux régions répétées ont une migration plus lente 
que celle des standards. 

Nous avons testé le comportement de ces fragments dans des 
conditions normales d'electrophorèse à température élevée. 

Figure IV.19 Contrôle de migration, conditions dénaturantes. 

Gel Agarose 1.5 %, 10 v/cm, 40 min. 
KS: pBS KS+ digéré par Hinf I1 1074, 517, 456, 396, 356...pb 
1.1: Gl 1.1 Kpb digéré par Hpa II, 705 et 459 pb. 

Nous constatons que les fragments migrent à la même vitesse 
que les standards. 

Afin de savoir si les séquences ARS migrent encore plus 
lentement que le reste de la région répétée, nous avons digéré 
le fragment Dde 1.1 Kpb par les enzymes Sau 3A et Hpa II, et le 
fragment Dde 1.5 Kpb par l'enzyme Hinf I. 
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Figure IV.20 Profil de migration, gel unidimensionnel 3. 

taf Pb 

2 0 0 • 

A p B S c*l 1.1 

• G i l l col 2 3 

A G I 1 5 cal 4 

"» • I 

Gel Acrylamide 5 %, 40 v/cm, 4°C, 27 h. 
1: pBS KS+ digéré par Hinf I1 1074, 517, 456, 396, 356...pb 

Gl 1.1 25, 
08, 

" " Hpa II-Sau 3A: 459 pb K= 
390 pb K= 1.18, 270 pb K= 

" " Hpa II: dig. partial 1.1, 
705 pb K= 
459 pb K= 

• " Hinf 1:645 pb K= 1.0, 540 pb K= 
215 pb K= 1.7, 155 pb K= 

5: Gl 1.5 Kpb, 
6: pBS KS+ digéré par Dde I-Bam HI: 1102, 744, 540, 409, 166pb. 

Gl 1.1 

Gl 1.5 

2, 
25; 

2, 
7, 

Nous vérifions ici avec les deux régions répétées que la 
partie la plus retardée n'est pas la partie ARS, mais la partie 
adjacente. Colonne 2 fragment de 459 pb, colonne 4 fragments 215 
pb et 155 pb de la fig. IV.20. 

Nous avons représenté dans le schéma IV.7 tous les fragments 
analysés, avec leurs valeurs K. 
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Schéma IV.7 Analyse des structures d'ADN associés au région 
contenant les séquences ARS. 
(Migration retardée pendant 1' électrophorèse) 
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Nous avons aussi essayé de voir un retard de migration, dans 
un gel bidimensionnel, selon les références de Anderson (1986). 
Cela a été fait par migration de nos échantillons standards (pBS 
KS+ digéré par Hinf I et pBS KS+ digéré par Bam HI-Dde I) avec le 
fragment Dde 1.1 Kpb digéré par l'enzyme Hpa II, dans deux gels. 

- Le premier est un gel d'agarose 1.5 % en tube (0.4x13 cm). La 
migration se fait dans du tampon TBE avec un voltage maximum de 
40 volt (3.5 v/cm), à 20*C. Ce gel sépare les bandes d'ADN. 
- Le deuxième est un gel de 5 % d'acrylamide, à la surface du gel, 
on a déposé le gel en tube. Le contact a été fait entre les deux 
gels avec de lfagarose 1.2%. La deuxième migration a duré 16 h, à 
40 volt (3.5v/cm), et à 4°C. 

Figure IV.21 Premier gel bidimensionnel. 

Standard: 
pBS KS+ digéré par Hinf I, 1074, 517, 456, 396, 356...pb 
pBS KS+ digéré par Dde I-Bam HI: 1102, 744, 540, 409, 166 pb 

Echantillons retardés: 
Gl 1.1 Kpb digéré par Hpa II: 705 et 459 pb. 
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Les deux fragments d'ADN chloroplastique ont migré plus 
lentement. La photo montre que le fragment de 705 pb est à la 
hauteur du fragment de 1.0 Kpb du standard, celui de 459 pb est à 
la hauteur du 744 pb du standard. On constate en plus qu'ils sont 
en dehors de la ligne des standards 

La même expérience a été faite avec moins de matériel et avec 
un gel d'acrylamide plus concentré, 7 %. Le but était d'améliorer 
la résolution du gel, afin d'avoir des points et non des tâches 
d'ADN. 

Figure IV.22 Deuxième gel bidimensionnel. 

Standard: 
pBS KS+ digéré par Hinf I, 1074, 517, 456, 396, 356...pb 
pBS KS+ digéré par Dde I-Bam HI: 1102, 744, 540, 409, 166 pb 

Echantillon retardé: 
Gl 1.1 Kpb digéré par Hpa II: 705 et 459 pb. 

Gel Agarose 1.5 %, 40 v/cm, 20"C, 4 h 
Gel Acrylamide 7 %, 40 v/cm, 4°C, 20 h 

La migration plus lente des fragments de 705 et 4 59 pb ne 
s'aperçoit pas. 
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Tous ces résultats montrent: 
- un retard de migration des régions répétées dans des conditions 
non dénaturantes. Aucun retard ne se voit, si la migration se 
fait à plus de 30 "c. 

- une migration normale de l'extrémité Hind III du fragment Gl de 
3 Kpb, dans des conditions non dénaturantes. 

- une migration faiblement ralentie (K=Ll), pour l'intervalle 
entre les deux régions répétées. 

Le plus important retard de migration n'a pas été trouvé pour 
les séguences ARS, mais pour la région en amont, dans le sens de 
la transcription du ORF 350. 

Nous observons aussi un faible retard de migration pour le 
fragment de 517 pb du standard pBS KS+ digéré par Hinf I, K= 1.1. 
Dans ce fragment se trouve l'origine de replication du plasmide. 

Avant même d'avoir fait ces expériences, un retard de 
migration avait eu lieu, pour les fragments contenant les régions 
répétées. La migration était faite sur gel acrylamide 3.5%, pendant 
la nuit à 40 volt, donc sans élévation de la température (figure 
IV.3). La taille des fragments avait été alors surestimée par 
rapport à celle obtenue ultérieurement par séquençage. 

Il aurait été intéressant de visualiser par ordinateur, la 
double hélice d'ADN de notre séquence. L'image aurait peut-être 
montré une double-hélice courbée. Cette analyse ne peut pas se 
faire dans notre laboratoire. 

La relation qui existe entre la région ARS et 1'origine de 
replication n'est pas tout à fait claire. Nous savons que Ravel-
Chappuis et al, (1982) ont placé l'initiation de la replication 
dans la région ARS, après des analyses au microscope électronique. 
D'autre part Koller et Delius,(1982) ont placé l'origine de 
replication plutôt dans la région Z de taille variable (cf.schéma 
1.2). 

Chez le chloroplaste d 'Euglena gracilis l'origine de la 
replication reste sur la région variable Z. Maintenant on sait en 
plus qu'il y a, 1 Kpb en aval, des régions répétées riches en A+T. 
Ces régions contiennent des séquences ARS actives, c'est a dire une 
fonction réplicative, et une raobi1ité plus lente dans des 
conditions non dénaturantes. 

Dans les régions Rl et R2 nous trouvons des petites séquences 
répétées. Ces séquences répétées, (figure IV.23) sont: 

- un grand sous-fragment de 31 nucleotides (A), 
- cinq séquences de plus de 10 nucleotides (B,C,D,E,F), 
- des séquences plus petites (<10n). 
On retrouve le même type de séquences dans la région ARS de 

Chlamydomonas (Vallet et al, 1984). 
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F igure IV.23 Analyse des séquences r é p é t é e s dans l a r ég ion R l . 

2651 GTTTTAATAA AAACATGCCA 6TTTTTCCTG 6AACCATTGA AlEcATAATA 

2701 AAATCTCCCA TAAATAAAAA AATAAATCAT TTTTTGAAAA CCTCAAAACT 

2751 CCATATCTCC ATTATGCAAA AAAAAAAAAA AAAT6AAAAA AAAAAHTGC 

o - ± - * 
2801 AAACCATTCA ATTCGAACTT GC6ACCCACT ACGATGAAGT AACATAATCA 

2Ô51 CAACGATTCC AAAHAAGGA AHTTTTTTC TATAATAATA AGHTHTtâ 
. F 

2901 AAAAAAATGA GT6TGÂAAAA TATAAAAACT TAATTGftAAA AAAAAATAAT 
B B 

2951 AACAAATAAC AACTHHAA AAAATATAAA AAAATA5ATC AnAAAATAT 

3ÖÜ1 ATCHAACTA ACAATHCGT TGTAGGHAA ATTHAAAAA ATCCCGAAGT 

3051 AAAHGCAAG AACTCTGGAA TCAAGAAAAA TATATAfifiTA AAflfiAATAfir 
c 

3101 ACA6TTHGC HAAGAAAAA AATAAATHC TGAATAAATA CTCCTAAAAA 
c 

3151 TCATAAATAA AAAT6TAAGA AAAATGCHT HHGATGAA TAATAAGHA 

3201 AAAATCCTCA AAAACTACCG AATCCT6TCT TAATAAAAAC AATGCCAAH 

3251 HTACCCG6C ACTAHGAAT 6CATAAAAAC CTCCCATAAA TAAAATCACC 

3301 6CCHHTAG AACATCCCCC CTAHTfifiTA ÛAûAAaaAAA AAAAAATGAÙ 
_A 
D — 

3351 AAAAAAAAT6 CAAAACCCAA AATTC6AGCT GTCGTACTAA AHACGATAC 

3401 TGAAAAT6TA GTACCACATA GTCTACAAAG GCAHHTTT HTTCTAAAA 
F 

3451 AAATAATAAA AAAAAHGAC C T A H H T A T ATAAAAAACC ATGTGHAAA 
E 

3501 GAAATAATAT TACGTATAAA AAACGTAGTG ACTACTAATA ATTATGTATC 
3551 AAGTTAHTA ATACATAAAA AATTTAATAT AÎTGATATTT TTCTTTGAAA 

3ÓÙ1 TC6AAAATA~G]TAT6TATTGA CATCAGAGGT AATTTTTTTA CTCCTCD5TT 
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IV- 8 ANALYSE DE LA TRANSCRIPTION 
DE LA REGION REPETEE-

Nous avons analysé par Northern le clone BGL Gl en utilisant 
2 sondes différentes. La première sonde est le fragment BgI Gl de 
5 Kpb, marqué avec aP"dATP par "nicktranslation". Cette sonde nous 
donne deux hybrides importants de la taille de 1.5 et 1.1 Kb. Nous 
savons que la sonde contient l'extrémité 5' du gène S16s.La taille 
de l'ARN 16s chloroplastique des euglènes est de 1.5 Kb. 

Nous avons préparé une sonde plus petite, ne contenant pas 
l'extrémité 5' du gène S16s. Cette sonde est le fragment Dde I de 
1.1 Kpb qui contient la région répétée R2. 

Le résultat de l'hybridation donne de nouveau une bande de 
1.1 Kb et une bande plus petite de 0.6 Kb. 

Figure IV.24 Northerns de la région Gl. 

o, _ A B 

«0.5Kb 

«1 SKb 

.1 1Kb 

A: Sonde Gl 5 Kpb, hybrides 1.5 et l.l Kb. Exposition 1 nuit. 
B: Sonde Gl 1.1 Kpb, hybrides 1.1 et 0.6 Kb. n 1 nuit. 
Dans les deux filtres les conditions de gel ont été: 1.2% Agarose, 
migration à 25 volt pendant 16 h, hybridation à 42°C, avec 50% de 
formamide. 

Ces deux bandes (1.1 et 0.6 Kb) pourraient correspondre à deux 
transcrits quelconques du génome chloroplastique, car, en analysant 
la séquence, nous n'observons pas de régions susceptibles d'être 
traduites. L'hybridation se serait faite par nomologie de certaines 
séquences, par exemple celles riches en AT. 
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La structure secondaire possible du transcrit de la région ARS 
est la suivante: 

Figure IV.25 Structure secondaire du transcrit de la région ARS. 
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V . D I S C U S S I O N 

En analysant la séquence obtenue 9,1 Kpb du génome 
chloroplastique se trouvant entre la région ribosomique et 
l'origine de replication (cf. annexe III et IV), nous avons trouvé 
les structures suivantes. 

Le gène tRNA Leucine. 

Un gène tRNA Leu I, dont l'anticodon CAA est utilisé par les 
protéines chloroplastiques. 

La "règle du flottement"(wobble), dit qu'il y a une certaine 
souplesse, dans l'appariement avec la troisième base du codon. 

ARN messager tRNA 
codon anticodon 

A - U 
G - C / U 

Le codon UUG est reconnu par les deux tRNA Leu, anticodons 
CAA et UAA. Ceci permet de dire que le codon UUG, est lu par un des 
deux tRNA Leu, mais pas qu'il est forcément lu par le tRNA Leu I 
(anticodon CAA). 

Le gène tRNA Leu d'Euglena gracilis, présente une forte 
identité de séquence avec d'autres tRNAs des plantes supérieures 
(même anticodon). Identité de 77 % avec le maïs et le soja, de 75 
% avec le tabac. Ceci montre une forte conservation tout au long 
de l'évolution de la séquence des tRNAs. Cette identité est plus 
forte entre les gènes tRNAs des plantes supérieures, 95 % entre 
maïs et soja. 

Il est important de remarquer que le gène est transcrit dans 
le même sens que les gènes r ibosomiques et est monoci stroni que. 
Les résultats par "primer extension" ou par hybridation et 
traitement à la nuclease SI, montrent une certaine quantité d'ARN 
mature et peu d'ARN précurseurs. Par contre par Northern, il y a 
beaucoup d'ARN précurseur. 

L' ARN précurseur du tRNA Leu d'euglène montre une certaine 
homologie avec l'ARN faisant partie de la "RNAse P RNA", des 
bactéries E.coli et B.subtilis,. Cette homologie existe dans la 
région où l'enzyme s'attache à l'ARN. En2yme responsable de la 
maturation des tRNAs. 

D'où l'hypothèse que ce long ARN précurseur, interviendrait 
dans la maturation des ARNs de transferts avec l'enzyme RNAse P. 
On sait que cet enzyme est actif dans les chloroplastes d'euglène, 
(Greenberg et Hallick,1986). Reste à démontrer cette hypothèse. 
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Les homologies entre la région séquence et d'autres plantes, 

D ' autres homologies ont été trouvées dans les 9 -1 Kpb 
séquences du génome chioroplastique d'euglène. Des homologies 
entre : 

- les régions voisines à l'extrémité 5' des gènes tRNA Leu du tabac 
et de l'euglène. Le gène tRNA Leu du tabac pris en considération 
se trouve entre les positions 96507 et 96424 du génome 
chloroplastique. 

- Le pseudo-gène tRNA Trp d'euglène, trouvé en 5' du gène S16s, 
et le tRNA Trp du tabac. L'homologie est de 64.9 % sur 174 
nucleotides. 

- Le pseudogène tRNA Trp d'euglène sur le fragment BgI Z, et le 
gène tRNA Trp du tabac, en position 68880 à 68807- Dans ce cas 
l'homologie continue encore 1350 nucleotides après le gène, à un 
taux de 50.9 %. 

Dans cette région homologue nous trouvons chez le tabac, un 
gène qui code pour le tRNA Pro, position 69117 ne se trouvant pas 
chez l'euglène, (annexe VI). 

Chez le chloroplaste d'-Eug/lena gracilis, le gène tRNA Trp 
est transcrit avec d'autres gènes tRNAs dans le même sens que 
l'opéron ribosomique. 

Le fait que la ma j eure partie de cette région ne soit pas 
codante et soit homologue au tabac, le fait que l'acide aminé 
Tryptophane soit codé seulement par un seul codon UGG et la théorie 
que tous les chloroplastes sont dérivés d'un ancêtre procaryote 
photosynthétique proche des cyanobactéries (Tomoka et 
Sugiura,1983), nous fait penser que la région en amont du pseudo­
gène tRNA Trp chez le chloroplaste d'euglena gracilis, est plus 
ou moins conservée tout au long de l'évolution. 

La séquence ouverte à la traduction ORF 350. 

L'analyse faite sur l'ORF 350 montre qu'il est transcrit. Il 
reste à savoir pour quelle protéine ce gène code. Ces analyses 
pourraient être faites: 

- en insérant la séquence codante dans un vecteur 
d'expression, 

- en transformant des cellules, E.coli, avec cette 
construction. 

La protéine produite en grande quantité devrait avoir un poids 
maximal de 41000 Da. Cette protéine pourrait être mieux 
caractérisée par des analyses ultérieures (pH, comportement face 
aux différentes méthodes de purification). 
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Les séquences ARS. 

L'analyse de la région de 9.1 Kpb, montre des séquences 
typiques en relation avec la replication de l'ADN chloroplastique. 
Ces séquences sont: des séquences ARS actives, des séquences 
directement répétées et des structures d'ADN associées aux ARS. 
Toutes ces séquences se trouvent dans les régions répétées, riches 
en A-T. 

Nous pouvons postuler que cette région joue un rôle important 
dans la replication. Bramhill et Kornberg,(1988) affirment que 
chaque origine de replication a ses propres séquences riches en A-
T. 

Les protéines: "dna A", "dna B" et "dna C", s'attachent à ces 
séquences, (9 et 13 nucleotides chez E.coli). 

La protéine "dna A" permet d'initier la replication. Après 
séparation des deux brins d'ADN, les protéines "dna B" et "dna C" 
forment le "preprinting complexe" où viendra se placer la future 
fourche de replication. 

Les séquences répétées riches en A-T, sont souvent trouvées 
dans la région Rl et R2 du clone pEGCBGl. 

La région qui contient les ARS, joue sûrement un rôle 
important dans la replication de l'ADN chloroplastique. D'ailleurs 
Ravel et Chappuis (1982) avaient déjà remarqué des boucles de 
replication dans cette région. Nous pouvons postuler que toute la 
région BgI Gl, placée entre l'opéron ribosomique et la région Z de 
taille variable, a une relation avec la replication. 

L'activité ARS pourrait être mieux localisée, en faisant des 
deletions dans la région répétée. La localisation serait faite à 
partir de la plus petite séquence capable de répliquer un plasraide 
dans la levure, (Blanc,1984). On pourrait tester ces séquences dans 
les Ori-test procaryotiques. 

Reste à savoir si d'autres séquences ARS se trouvent dans le 
reste du génome dans des régions riches en AT, et si ces régions 
sont actives. Cette analyse pourrait se faire en préparant des 
sondes qui contiennent les séquences "consensus" ARS actives. Ces 
sondes seraient hybridées au reste du génome chloroplastique 
d'euglène. On testerait l'activité de ces hybrides, comme on l'a 
fait avec nos séquences ARS actives. 

Il nous reste à dire, en accord avec Kornberg (1988b) que 
beaucoup de questions à propos de la replication restent encore 
sans réponse. Chez le chloroplaste d'euglena gracilis nous avons 
un peu avancé sur les structures de la région voisine à l'origine 
de replication, sans pouvoir répondre à toutes les questions du 
mécanisme de la replication. 
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CARACTERISATION D ' UNE ACTIVITE 
DNA-POLYMERASIQUE OES PROTEINES 
CLOROPLASTIQUES 

I. INTRODUCTION 

Actuellement nous savons que le réplisome est un grand 
complexe enzymatique, composé d'ADN et d'un grand nombre d'enzymes 
et de facteurs protéiques. 

Un certain nombre de ces composants ont été purifiés chez 
Escherichia coli, cette bactérie est utilisée comme modèle pour 
une meilleure connaissance du système de replication. On connaît 
la séquence Ori C, et certaines protéines ayant une fonction 
importante dans ce complexe. Kornberg (DNA Replication 1988b) est 
parvenu à décrire 25 molécules indispensables à la Replication qui 
pourraient former le complexe appelé: "réplisome". 

Chez les procariotes trois types de DNA polymerases ont été 
décrites: 
- la DNA polymerase I qui joue un rôle important dans la 
réparation de l'ADN, 

- la DNA polymerase II, pas bien connue, 
- la DNA polymerase III holoenzyme, est responsable de la 
polymérisation des nucleotides au cours de la replication. 

Cette enzyme fait partie du réplisome, complexe protéinique 
déjà décrit dans l'introduction générale. 

Chez les cellules eucaryotes, trois types de DNA polymerases 
ont été détectés ; a, ß, et gamma-DNA polymerases. Elles ne 
correspondent pas exactement aux protéines procaryotiques. 
Les a et ß DNA polymerases sont actives dans le noyau et la gamma-
DNA polymerase dans les organelles: mitochondries, et chloroplastes 
(cell.végétale). Les trois protéines ont été séparées par 
Chromatographie, type phosphocellulose et DEAE-cellulose. 

Tableau 1.1 Caractérization des DNA polymerases a. ß et gamma 
du germe de blé. (Litvak et al, 1984) 

poids moléculaire 
Activité 

matrice poly rAdT 
Inhibition 
Aphidicoline 50 ng/ml 
ddTTP (ddTTP/TTP=IO) 
BrET 10 MM 
N-ethylmaleimide ImM 

a 

110 

-

83 
0 
10 
61 

B 

50 

-

0 
66 
5 

94 

gamma 

140 

+ 

O 
78 
65 
55 
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La polymerase a est reconnue pour sa fonction réplicative, 
elle a aussi une fonction réparatrice d'ADN, Elle est active "in 
vitro" en présence d'ADN activé de thymus de veau. Cette matrice 
est un ADN traité à la DNAse, qui a des trous dans sa séquence et 
est susceptible à une réparation. 

La matrice poly rAdT est une petite amorce d'ADN riche en AT, 
gui pourrait être reconnue comme une origine de replication. 

La présence de dideoxynucléotides (ddTTP) montre une forte 
inhibition de la fonction polymérasique, parce que les 
dideoxynucléotides arrêtent la synthèse des longs brins d'ADN. 

Chez les plantes supérieures un certain nombre d'expériences 
ont été faites sur la synthèse de l'ADN. Des protéines avec une 
activité DNA-polymérasique ont été purifiées à partir de 
chloroplastes du tabac (Heinhorst et al,1985) et du petunia (Haas 
et al,1987). 

Chez l'épinard une activité gamma-like DNA polymerase, a été 
purifiée de chloroplastes (Sala et al,1980) et une a-DNA polymerase 
a été purifiée, provenant du cytoplasme (Misumi et Weissbach,1982). 

Chez le maïs Zimmermann et Weissbach (1982), ont détecté une 
activité réparatrice de l'ADN à partir d'un extrait soluble de 
chloroplastes. Cette activité est dépendante de la présence de 
ions magnésium et de désoxyribonucléotides. Chez le petit pois, 
McKown et Tewari (1984) sont parvenus à purifier une DNA polymerase 
d'une taille de 90'000 daltons. L'activité de cette protéine "in 
vitro" est dépendante de la présence d'ADN activé de thymus de 
veau. Elle est inhibée à 90% par le Bromure d'Ethidium, et à 74% 
par le N-ethylmaleimide. 

Une activité gamma-like polymerase est détectée chez le 
chloroplaste de Petunia hybrida (Oveerbeeke et al,1984), semblable 
à celle détectée dans les chloroplastes d'épinard. En analysant le 
DNA marqué radioactivement "in organello", ces auteurs ont trouvé 
que tout le génome chloroplastique avait été marqué. 

Chez Chlamydomonas CW15 une DNA polymerase a été purifiée. 
Cette DNA polymerase est active "in vitro" en présence d'une 
matrice poly (rAdT12), (Keller et Ho,1981). Plus concrètement chez 
Chlamydomonas reinhardi, Wu et alt(1986), ont testé la région de 
l'origine de replication du chloroplaste par un système "in 
vitro". Ce système a montré que la région Ori A est utilisé comme 
matrice dans la synthèse d'ADN. L'expérience a été faite en 
présence de ddCTP qui stoppe la réaction de la polymerase à 
différentes longueurs d'ADN synthétisé. 

Chez l'algue Euglena gracilis deux DNA polymerases A et B ont 
été purifiées (McLennan et Keir,1975). Ces protéines ont une taille 
de 190'000 Da pour la polymerase A et 240'000 Da pour la polymerase 
B. Si les deux réagissent "in vitro" en présence d'ADN activé, la 
poi. A semble montrer une meilleure activité en présence de polydAt 
et la pol. B en montre une meilleure en présence de matrice polyA-
oligodT10 (McLennan et Keir,1975). 
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Pour les chloroplastes d'Euglena gracilis, le seul travail 
publié jusqu'à présent, montre l'incorporation de 32P1, pendant la 
maturation des chloroplastes. Cela permet de mesurer la synthèse 
d'ADN (Walfield et Hershberger,1978). Ces auteurs ont démontré une 
incorporation de radioactivité dans tout le génome chloroplastique 
sans différence appréciable. 

Connaissant la région de l'origine de replication du 
chloroplaste de l'algue Euglena gracilis Z, le but de ce travail 
est de caractériser autant que possible l'activité DNA 
polymérasique dans le chloroplaste. 

Cela s'est fait par: 

- la mesure de l'activité DNA polymérasique "in 
organelle", 

- la préparation des extraits de chloroplastes actifs 
pour le test de la DNA polymerase "in vitro", 

- purification autant que possible de cette activité. 
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XX. MATERIEL ET METHODES 

XX-X CULTURE O'EUGLENES 

La souche 2 de l'algue Euglena gracilis a été utilisée pour 
préparer des cultures d'euglènes en grandes quantités. Les 
conditions de cultures étaient: milieu mixo-autotrophe, température 
21°C et lumière constante. Ces conditions nous permettent d'obtenir 
des chloroplastes ayant une forte concentration en protéines 
fonctionnelles. 

Les cellules d'euglène ont été synchronisées par des cycles 
répétés; lumière 14 h-obscurité 10 h, selon Richards et Manning 
(1972). Les cellules ont été récoltées pendant la phase obscure, 
après une heure d'obscurité. 

La "Cellule de Thoma" a été utilisée, pour compter le nombre 
de cellules par culture et vérifier que la division cellulaire ait 
bien lieu pendant la phase obscure. Un changement de morphologie 
s'observe aussi entre ces deux phases. 

phase obscure = forme arrondie 
phase lumière = forme allongée 

La "Cellule de Thoma" a aussi servi à compter les 
chloroplastes, une fois isolés. 

XX . 2 XSOLEMENT DES CHLOROPLASTES 

Pour la séparation des chloroplastes, la même méthode que 
celle utilisée pour purifier l'ARN chloroplastique a été utilisée 
(cf. première partie ch.II.3). On s'arrête après l'étape de 
séparation des chloroplastes dans un gradient Percoli 10-80 %. 

Les chloroplastes obtenus seront utilisés; une partie pour 
des tests "in organelle", le reste pour la purification de 
protéines. Les chloroplastes intacts peuvent être congelés dans 
l'a20te liquide et conservés à -70°C. 

XX . 3 DOSAGE IDE LÀ CHLOROPHYLLE 

Le dosage de la chlorophylle est réalisé selon la méthode de 
Arnon,(1949). Cette méthode consiste à prendre 50 ul des 
chloroplastes, à les diluer dans 10 ml d'acétone 80 %, et à les 
filtrer. Le contenu de la "chlorophylle a" peut être déterminé en 
mesurant l'absorbance à 663 nm du filtrat. Une valeur de 1.0 
d'absorbance correspond à 2.5 mg chlorophylle/ ml chloroplastes. 
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Par cette méthode, nous pouvons aussi mesurer la quantité de 
chlorophylle dans la culture de cellules. Le dosage se fait avec 
0,4 ml de culture de cellules dilué dans un volume final de 10 ml 
avec acétone 80 %. En fonction des valeurs obtenues, nous pouvons 
savoir si les chloroplastes sont ou non en division. 

Le taux de chlorophylle double durant la phase éclairée, parce 
que c'est dans cette phase qu'a lieu la duplication des cellules. 

II. 4 TEST D'ACTIVITE DE LÀ DNA 
POLYMERASE 

Les chloroplastes isolés intacts sont resuspendus dans le 
tampon H. 

Le tampon H est composé des produits suivants: 

-Tris HCl pH=8.o 
-Sorbitol 
-NaCl 
-MgCl2 
-DTT 

50 mM 
330 mM 
5 mM 
10 mM 
2 mM 

Les chloroplastes sont dilués à raison de 1 ml de tampon par 
5 grammes de cellules récoltées. 

On a démontré la synthèse d'ADN dans les chloroplastes nin 
organello", par la méthode de Oveerbeeke et al,(1983). 

Le test standard d'activité pour la synthèse d'ADN est réalisé 
avec 50 /il de suspension de chloroplastes dans un même volume de 
milieu réactionnel (selon Oveerbeeke) composé de: 

-Tris HCl pH=8.0 
-MgCl2 
-DTT 
-ATP 
-dGTP 
-dCTP 
-dTTP 
-Cr32PdATP 

50 mM 
10 mM 
2 mM 
4 mM 

100 MM 
îoo w 
100 JiM 
1 MCi 

Nous avons ajouté: 

-KCl 120 mM 

d'après la méthode de Tewari et al,(1984). 

La réaction est maintenue à 37*C aux différents temps: 

0', 30' "in vitro" 
0', 5', 10', 15', 20', 30', 60', 90', "in organello" 
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Elle est stoppée par l'addition de 1/10 de volume de solution stop 
composé de: 

-Tris HCl pH=8.0 
-EDTA 
-Triton X-100 

50 EtM 
20 mM 
10 % 

et est amenée à O0C. 

La moitié de la réaction a été déposée sur un filtre 
Schleicher & Schuell n 597. L'ADN a été précipité avec du TCA 5 % 
froid, lavé deux fois 20 minutes dans du TCA 5 % (10 ml par 
filtre), rincé à l'éthanol 100 % pour éliminer les restes de TCA, 
rincé à l'éther pour éliminer la chlorophylle qui pourrait fausser 
le comptage, et mis à sécher. 

Les filtres secs, ont été trempés dans 2 ml de liquide à 
scintillation (toluène + 4 g/ 1 PPO + 0.1 g/ 1 POPOP) et le nombre 
des cpm incorporés a été compté. 

Le test de la DNA polymerase selon McKown et Tewary (1984), 
a aussi été fait. Dans cette méthode les chloroplastes sont dilués 
dans le tampon STM qui a la composition suivante: 

-Sucrose 
-Tris HCl 
-MgCl3 

pH=8.0 

-2-Mercaptoethanol 
-PMSF 

onnel est 

-Tris HCl 
-MgCl2 
-KCl 
-ATP 
-dGTP 
-dCTP 
-dTTP 
-Q32PdATP 

0.5 M 
50 mM 
5 mM 
10 mM 
0.2mM 

composé des produ: 

pH=7.0 50 mM 
12 mM 
120 mM 
1 MM 
1 ^M 
1 MM 
1 MM 
1 uC: 

Pour le test "in vitro" et "in organello", la réaction a été 
maintenue à 37 °C. Nous avons ensuite stoppé la réaction comme 
indiqué dans la méthode d'Oveerbeeke. Le lavage et le comptage 
sont identiques à ceux décrits antérieurement. 

Les différences dans le test "in vitro" sont: 

-le temps d'incubation, 30 minutes 
-l'adjonction d'ADN exogène. 

Deux sortes de matrices ont été ajoutées: 
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- De l'ADN de thymus de veau activé, (Act. ctDNA), 
préparé avec de la DNAse, enzyme qui coupe l'ADN double brin, selon 
la méthode de Hübscher (1977). Cette matrice va nous permettre de 
détecter préférentielleraent une activité DNA polymerase a. 

- Une matrice poly rAdT, est utilisée pour détecter 
une activité du type DNA polymerase gamma. 

Les deux types de matrices exogènes sont utilisées à une 
concentration de 20 ng/Ml« 

IX . 5 EXTRACTION DES PROTEINES 
CHLOROPLASTIQUES 

Ici nous décrivons les différentes méthodes utilisées pour 
casser les chloroplastes et obtenir des fractions de protéines 
solubles. Ces protéines contiendraient une DNA polymerase active 
ou, à défaut, nous allons purifier des extraits chloroplastiques 
avec une activité DNA polymérasique. 

II.5.1 Purification d'après la méthode de Tewari. 

Nous avons suivi le protocole de purification de la DNA 
polymerase chloroplastique du petit pois, (Kown et Tewari,1984). 

A 4 ml de chloroplastes dans le tampon STM, nous ajoutons: 

-Triton X-IOO 0.5 % 
-DTT 0.5 mM 
-PMSF 0.5 mM 

la réaction est maintenue à 4°C pendant 30 minutes. Le Triton X-
100 détruit la membrane chloroplastique. 

La solution est ensuite homogénéisée 6x, à la main, avec le 
potter type Thoma A. Une centrifugation à 6500 rpm pendant 20 
minutes nous permet de récolter la fraction protéinique soluble. 
Cette fraction est déposée dans une membrane de dialyse face au 
tampon STM à 4 " C pendant la nuit, cela afin de diminuer la 
concentration de Triton. Une partie de la fraction est chargée sur 
une colonne DEAE (Whatman DE 52) de 2.5 x2.0 cm et équilibrée avec 
du tampon Phosphate: 

-K3HPO4 + KH3PO4 10 mM pH=7.5 

Après un premier lavage de la colonne avec du tampon KP 50 
mM, nous ajoutons du tampon 350 mM pour éluer les protéines. 
Celles-ci sont récoltées par fractions de 1 ml. L'absorbance des 
fractions est mesurée à 280 nm, celles qui contiennent des 
protéines sont à nouveau dialysées pendant la nuit avec du tampon: 

KP 10 mM + DTT 0,5 mM + PMSF 50 pq / ml 
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et centrifugées à 7000 rpm pendant 20 minutes pour obtenir les 
fractions solubles. 

II.5.2 Extrait chloroplastique préparé en utilisant la Yeda 
Press. 

En utilisant la Yeda Press et en imposant deux fois une 
pression de 50 atm., nous avons cassé la membrane chloroplastique 
sans devoir utiliser de détergents. 

Les chloroplastes sont resuspendus dans le tampon H, auquel 
on ajoute du sel jusqu'à une concentration finale de: 

-MgCl2 10 mM 
-NaCl 5 mM 

pour mieux précipiter les membranes thylacoidales. Les 
chloroplastes ainsi brisés sont centrifugés à 1'5OO rpm pendant 10 
minutes Le surnageant et le culot sont testés, pour déterminer 
l'activité polymérasique. 

II.5.3 Purification d/après la méthode de Hallick. 

Pour montrer une activité DNA-polymérasique, nous avons 
utilisé la même méthode que celle utilisée par Hallick pour 
démontrer une activité RNA polymérasique du chloroplaste d'euglène 
(complexe actif de transcription) (Ruslow et Hallick,1982). Nous 
aimerions obtenir un extrait de chloroplastes ayant une forte 
concentration en protéines fonctionnelles, liées à l'ADN. 

Les chloroplastes purifiés par gradient de Percoli sont 
resuspendus dans 4 volumes de tampon "Hallick": 

-Tris-HCl pH=7.6 
-2-Mercaptoethanol 
-Glycerol v/v 
-EDTA 
-Triton X-100 
-PMSF 

50 mM 
40 mM 
25 % 
4 mM 
1 % 

200 MÇf/mI 
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Schéma II.l Procédé de Purification de l'activité polvmérasiaue 
selon la méthode de Hallick. 

Chloroplastes intacts 

Homogénéisation avec Triton 

Centrifugation 12000 rpm. 

/ \ 

Culot (repris) Surnageant Sl 

Centrifugation 5*000 rpm J 

Culot Surnageant S2/ 

\ / 
Sl + S2 

/ V 
Chromatographie Concentration 

Concentration activité V 
/ \ ^ 

Cellule Amicon Ultracentrifugation Ultracentrifugation 
* 6Cto00 rpm J 160̂ DOO rpm 

' 1 . \ 
Précipité y Précipité 1 

Surnageant Surnageant 

La solution chloroplastique est homogénéisée avec le Potter, 
à la main 5 fois. Une fois lysée, elle est centrifugée à 12000 rpm 
pendant 30 minutes dans le rotor HB4 de la centrifugeuse SORVALL. 

Le test d'activité est fait avec le surnageant, le culot et 
avec le mélange des chloroplastes lysés. Les mêmes fractions sont 
testées mais préparées à partir de 0.5 % de Triton. En fonction 
des résultats le culot est resuspendu dans 500 fil de tampon Hallick 
et recentrifugé pour essayer de récupérer la partie de l'activité 
restée dans le culot. Un deuxième surnageant S2 est obtenu. Son 
activité est testée une fois seule, et une autre fois avec le 
surnageant Sl (cf. schéma II.l). 
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Les deux surnageants mélangés sont amenés à une concentration 
de 0.1 M de sulfate d'ammonium, correspondant à la concentration 
de sel de la colonne où l'activité sera séparée. 

L'étape suivante est une purification par Chromatographie dans 
une colonne (2.5 x 60 cm) remplie avec 300 ml de résine Sepharose 
4B de la maison Pharmacia. Le tampon utilisé pour équilibrer la 
colonne à la composition suivante: 

-Tris HCl pH=7.6 
-(NHJ2SO4 
-2-Mercaptoethanol 
-Glycerol v/v 
-EDTA 
-PMSF 

50 mM 
100 mM 
40 mM 
25 % 
4 mM 

200 /ig/ml 

Le surnageant traité au sulfate d'ammonium est centrifugé à 
20000 rpm pendant 30 minutes, afin d'éliminer les débris qui 
pourraient boucher le filtre de la colonne. 4 ml de surnageant 
sont chargés sur la colonne, mise en marche avec un débit de 250 
fil par minute. Nous collectons des fractions de 5 ml. Les fractions 
ayant une concentration de protéines détectables aux U.V. sont 
testées pour leur activité replicative et concentrées. 

La méthode de concentration est la suivante: 

- Par une cellule Amicon, avec une membrane XM-100 
résistante au Triton, et une pression de 2 atm, les 
fractions sont concentrées 10 fois pendant 5 heures. 

- Par ultracentrifugation, dans le rotor Ti 65, les 
protéines sont sédimentées à 60000rpm pendant 4 h. Le 
précipité est resuspendu dans le tampon de colonne sans 
Triton. 
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II.5.4 Purification selon Wu. f1986K 

La méthode décrite pour l'algue Chlamydomonas reinhardii est 
une purification partiel d'un extrait chloroplastique, pour tester 
"in vitro" la replication de l'ADN. Voici les étapes suivies pour 
préparer l'extrait: 

Chloroplastes intacts 

Homogénéisation avec Triton 1 % 

Séparation Centrifugation 

Culot Surnageant 

Extrait salé Précipitation 20 % 
\ sulfate d'amonium 

Centrifugation 

/ \ i 
Culot Surnageant Surnageant 

\ \ 
Précipitation 55 % Précipitation 45 % 

sulfate d'ammonium sulfate d'ammonium 

• i 
Précipité Précipité 
Dialyses Dialyses 

Culot + Surnageant 

Les chloroplastes sont brisés avec du Triton 1 % et 
centrifugés à 10'000 rpm pendant 7 minutes pour séparer les 
membranes thylacoidales des protéines solubles. 

La fraction merobranaire est traitée avec une concentration 
élevée de sel (High Salt Extract) selon Orozco et al.(1985). Les 
culots de chloroplastes brisés gui contiennent cette fraction 
membranaire sont récoltés et resuspendus dans 1 ml de tampon 
composé de: 

-Hepes KOH 
-MgCl2 
-DTT 
-PMSF 

20 mM 
5 mM 
1 mM 
1 mM 
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Pour l'extraction nous avons ajouté du: 

-Glycerol 15 % 
-NaCl 1 mM 

Après agitation pendant 30 minutes et centrifugation pendant 30 
minutes à 30'000 rpm, nous avons récolté le surnageant 
correspondant à 1'extrait salé des membranes thylacoidales. Le 
surnageant est précipité au sulfate d'ammonium, jusqu'à 55 % de 
saturation. 

Les protéines précipitées après une centrifugation à 20'000 
rpm pendant 15 minutes sont resuspendues dans un volume minimal 
de tampon tricine, composé de: 

-Tricine KOH pH=8 
-KCl 
-EDTA 
-DTT 
-PMSF 
-Glycerol 

50 mM 
50 mM 
0.5 mM 
0.5 mM 
0.5 mM 
5 % 

Une dialyse durant la nuit dans un même tampon est réalisée 
pour éliminer le sulfate d'ammonium. 

La fraction soluble des protéines chloroplastiques est aussi 
précipitée au sulfate d'ammonium, 20 % de saturation et centrifugée 
10 minutes à 15'000 rpm; le surnageant est à nouveau précipité avec 
45 % de saturation de sulfate d'ammonium. Le culot de cette 
deuxième précipitation est resuspendu dans le tampon tricine, et 
dialyse la nuit avec le même tampon. 

Le test sur l'activité replicative est réalisé sur un mélange 
de 4 /ig de protéines de l'extrait des membranes thylacoidales et 
40 ̂ g des protéines solubles, le tout dans 25 ^l de réaction. 

XI.6 DOSAGE DES PROTEINES 

La méthode décrite par Lowry et al (1951) nous a permis de 
déterminer la concentration des protéines dans nos extraits, en 
utilisant une courbe étalon, faite à partir de la protéine sérum-
albumine de boeuf. Comme la concentration des protéines de nos 
échantillons est faible (moins de 20 pq) nous avons effectué un 
microdosage en utilisant 0.2 ml de l'échantillon au lieu des 0.5 
ml indiqués dans le protocole. Nous avons diminué les réactifs 
dans les mêmes proportions. 

Le dosage Bio-Rad microassay a aussi été utilisé pour faire 
une courbe étalon entre 1 à 5 /ig de protéines. Ce test nous permet 
de faire des dosages de protéines solubles, sur des fractions 
contenant des quantités maximales des produits suivants: 
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-0.1 % Triton X-100 
-1.0 M 2-Mercaptoethanol 
-5.0 M NaCl 
-1.0 M DTT 

X X . ~7 E L E C T R O P H O R E S E S l X R G E X . 
D ' A C R Y L A M I D E 

Nous avons préparé des gels dénaturants de Polyacrylamide 
contenant du dodecylsulfate de sodium selon la méthode de Laemmli 
et Favre (1973). Les concentrations sont de 15 % Polyacrylamide 
pour le gel de séparation et 6 % pour le gel de concentration. 

Les protéines standards sont les suivantes: 

Poids moléculaires 
-Serum albumine de boeuf 67'000 
-Catalase 60'000 
-Ovalbumine 43'000 
-Desoxyribonuclease I 31'000 
-Carboanhydrase 29'000 
-Chymotrypsinogène 25'700 
-Ribonuclease 13'700 
-Cytocrome c 12'500 

Le gel est coloré avec une solution de bleu de Coomasie, et 
décoloré, ensuite par agitation dans une solution de methanol et 
acide acétique. 
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XXX . X ACTIVITE DNA POLYMERASIQUE 
" J_ri organello" 

Nous avons préparé douze isolations de chloroplastes intacts, 
que nous avons toujours testées pour être sûrs d'avoir un bon 
matériel de départ. 

La vitesse d'incorporation d'Ct32PdATP dans les chloroplastes 
est constante pendant les 30 premières minutes, après, elle diminue 
jusqu'à 60 minutes où se trouve le maximum d'incorporation 
accumulé. 

Graphe I I I . I Incorporation de ctP3adATP en fonction du temps dans 
les ch lo rop las tes . 
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La vitesse d'incorporation maximale de la réaction est donnée 
en moles de Ct32PdATP par minute: 5,17 x 10'J pmol/min, et la 
radioactivité accumulée au bout de 60 minutes de réaction est de 
2,05 x 10"* pmol, ce qui correspond à 7,3 XlO"3 pmol de aP32dATP/mg 
de protéine. 
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Le test d'activité DNA polymérasique fait selon Tewari 
(cf.ch.II.5.1) et Overbeeke (cf,ch.II.4) donne des résultats 
différents. Par le test de Tewari, les chloroplastes ne sont pas 
actifs (cf graphe III.2). 

Graphe III.2 Activité DNA polymérasique selon les méthodes de 
Oveerbeeke et Tewari. 
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Nous avons aussi testé l'effet de la température pendant 60 
minutes sur 1'incorporation d'a"PdATP. Cette incorporation est 
deux fois plus importante à 25°C et 30°C qu'à 37*C. 

Graphe III.3 Test d'activité DNA polymérasique en fonction de la 
température. 
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Les cultures synchronisées sont aussi testées. Le nombre de 
cellules et la quantité de chlorophylle des cultures sont 
contrôlées après trois jours. La quantité d'ADN incorporée dans 
les chloroplastes, en fin de croissance exponentielle est la même 
pour une culture synchronisée et pour une culture en lumière 
continue. 

Graphe III.4 Cultures synchronisées d'euglène* 
/ig chlorophylle / ml de culture 

* nombre de cellules / ml de culture 

/igchloro-
phylle/ml 

cellules/ml 

Une analyse de l'ADN chloroplastique, après incorporation 
de la radioactivité "in organelle" , a été faite par Bernard Rutti 
(communication personnelle). L'ADN extrait du chloroplaste, coupé 
par les enzymes de restriction BgI II, Hind III et Eco RI, et 
1'autoradiographie du gel de séparation d'ADN montrent que tous 
les fragments sont marqués à parts égales, pour de l'ADN extrait 
après une heure d'incubation en présence d'aP"dATP. 

Ce qui voudrait dire que: 
- Soit il y a une activité réparatrice de l'ADN chloroplastique, 
- Soit il y a une activité DNA polymérasique qui a répliqué tout 
le génome en une heure. 
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X X I - 2 P U R I F I C A T I O N O E X. ' A C T I V I T E 
D N A P O L Y M E R A S I Q U E 

Nous présentons ci-après les résultats de l'activité DNA 
polymérasique après purification. 

Nous avons tenté de casser les chloroplastes par 
décongélation.. La fraction des protéines solubles est séparée de 
la fraction des protéines membranaires par centrifugation. Les 
résultats de l'activité DNA polymérasique sont: 

- Une activité dans le culot (fraction protéines membranaires), 
en présence d'une matrice d'ADN activé de thymus de veau, 

- une activité est aussi présente dans le culot, sans adjonction 
d'ADN activé de thymus de veau. 

Ces résultats montrent que la méthode de décongélation n'est 
pas assez puissante pour casser des chloroplastes intacts, 
puisque l'activité est aussi forte avec ADN exogène que sans ADN 
exogène. Nous avons trouvé des chloroplastes intactes au 
microscope. 

L'augmentation d'incorporation de la radioactivité est due 
à l'adjonction d'ADN exogène (augmentation de 29 % ) . 

Les chloroplastes ont été cassés par la Yeda-Press. La 
fraction des protéines solubles a été séparée de la fraction des 
protéines membranaire par centrifugation. 

Les résultats montrent une faible activité DNA polymérasique 
pour la fraction des protéines membranaires. Cette activité est 
dépendante d'une matrice d'ADN activé de thymus de veau. Ils 
montrent aucune activité pour la fraction des protéines solubles, 
en présence d'ADN exogène, même après purification de cette 
fraction sur colonne DE52. 

Les protéines des deux fractions sont analysées par gel. Ce 
gel montre une très forte concentration de protéines de petites 
tailles dans la fraction membranaire. 

Les chloroplastes actifs "in organello", ont été brisés par 
la méthode Tewari (cf, ch.II.5.1). Aucune activité DNA 
polymérasique a été détectée dans les fractions des protéines 
solubles. Même après purification sur colonne DE52. 

La méthode ayant donné les meilleurs résultats est celle 
décrite par Hallick (cf.en.II.5.3). La concentration de Triton 
pour casser les chloroplastes était de 0.5%. 

Les résultats montrent: 
- Une bonne activité DNA polymérasique de la fraction membranaire 
en présence d'ADN exogène. 

- Une activité DNA polymérasique de la fraction des protéines 
solubles (Sl + S2), toujours en présence d'ADN, exogène (cf.schéma 
II.1). 
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Un contrôle a été fait ne montrant aucune activité DNA 
polymérasique en l'absence d'ADN exogène. Tous les chloroplastes 
ont donc été cassés, (cf.graphe III.5), mais l'ADN endogene n'est 
pas polymérisé "in vitro". 

Graphe III.5 Activité DNA polymérasique des extraits 
de protéines, préparés selon la méthode de Hallick 
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La purification des fractions, protéines solubles (Sl + S2) 
par colonne Sepharose 4B, n'a donné qu'une faible activité DNA 
polymérasique. Cette activité a été trouvée pour des protéines 
sortant dans le "volume mort" de la colonne. 

L'activité DNA polymérasique des fractions solubles (Sl + 
S2) a été concentrée par centrifugation à 60'000 rpm (365'000g). 
Cette activité DNA polymérasique, obtenue dans le culot, est 
conservée dans du glycerol 50 %. 
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La dernière méthode essayée est celle décrite par M.Wu pour 
les fractions isolées de Chlamydomonas reinhardii. Dans cette 
méthode le culot et le surnageant sont purifiés séparément pour 
ensuite être mélangés (cf .ch.ll.5.4). Cette méthode n'a pas donné 
d'activité; il nous a été impossible de solubiliser le culot- Le 
culot étant obtenu par précipitation en présence de sel 
concentré. Le mélange des deux fractions ne donne pas d'activité 
mesurable 

X I I . 3 A C T I V I T E DISTA. P O L Y M E R A S I Q U E 
"d_n v i t ro" 

A partir des extraits chloroplastiques les plus actifs, 
culots récoltés à 60'000 rpm, selon la méthode de Hallick, nous 
avons fait plusieurs expériences permettant de détecter: 
- une bonne activité de l'extrait en présence d'ADN activé de 
thymus de veau, 

- une faible activité sans adjonction d'ADN exogène, 
- une très faible activité avec la matrice poly rAdT. Il y a 
une inhibition de l'activité en présence de cette matrice. 

Nous avons testé les inhibiteurs décrits par Overbeeke, en 
présence de la matrice ADN activé de thymus de veau: 

- le Bromure d'éthidium, à une concentration de 100 ^M inhibe 
complètement l'activité DNA polymérasique en présence d'ADN 
exogène; 

- le N-Ethylmaleimide à concentration de 2 mM a un effet 
d'inhibiteur partiel. 

Tableau III.I Activité DNA polymérasique "in vitro". 

Culot 60'0OO rpm + ADN activé 3.7 ^g 
Culot 60'000 rpm - ADN activé -
culot eo'ooo rpm + poly rAdT 2 ßg 
Culot 60'000 rpm + NEM 2 mM 
Culot 60'000 rpm + BrEt 100 ßM. 

% 

100 
21.1 
12-3 
60.5 
5,7 
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I V . D I S C U S S I O N 

A partir des chloroplastes, nous avons testé "in organello" 
une activité DNA polymérasique. 

La vitesse d'incorporation aP"dATP est constante pendant les 
30 premières minutes. Après, cette vitesse diminue et la réaction 
s'arrête après 60 minutes (cf. graphe III.I). 

A la température de 25 et 30°C l'incorporation aP33dATP est 
maximale par rapport aux autres températures testées. Nos 
expériences ont été faites à 37°C, car l'activité DNA 
polymérasique des extraits chloroplastiques chez les plantes 
supérieures est testée à 37°C. A cette température l'ADN double 
brin est plus facilement séparé en simple brin. 

Nous n'avons trouvé une activité DNA polymérasique positive 
"in vitro", qu'en présence d'ADN activé de thymus de veau. Cette 
activité pourrait être une activité "a-like polymerase" du même 
type que celle trouvée chez l'épinard (Amileni et al,1979). 

Aucune activité DNA polymérasique n'a été trouvée en 
présence d'une matrice polyrAdT. Matrice déterminant l'activité 
"gamma-like polymerase" chez les eucaryotes (Sala et al,1980). 

L'activité DNA polymérasique trouvée est inhibée en présence 
de Bromure d'éthidium et partiellement inhibée en présence de N-
ethylmaleiroide,(cf. tableau III.1). 

Ayant trouvé, en présence d'une matrice d'ADN activé de 
thymus de veau, une activité DNA polymérasique inhibée par le 
BrEt et partiellement inhibée par le N-ethylmaleimide, nous 
sommes de plus en plus amenés à croire que l'activité trouvée 
est une activité de type "a-like polymerase", (cf. tableau 1.1). 

Cette activité n'est pas trouvée, comme espéré, dans la 
fraction soluble mais dans la fraction membranaire. 

Les essais pour solubilizer l'activité DNA polymérasique de 
la fraction membranaire n'ont pas donné de résultats. 

Les raisons possibles sont: 

- le replisome (où se trouve l'activité DNA polymérasique) est 
un complexe enzymatique attaché aux membranes, 

- ou le replisome se dissocie, lorsqu'on le sépare des membranes. 
Par exemple un traitement trop fort, qui dissocierait le 
complexe, et les protéines séparées n'auraient plus d'activité 
polymérasique. 
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- ou les conditions idéales pour extraire l'activité DNA 
polymérasique, avec adjonction des autres enzymes n'ont pas 
été trouvées. 

La seule méthode pour obtenir une activité DNA polymérasique 
des chloroplastes d'euglènes "in vitro" a été: 

- de concentrer l'extrait des membranes, séparé de l'extrait 
soluble par centrifugation à haute vitesse, ou 

- de préparer un culot par centrifugation à 60'000 rpm à partir 
des surnageants obtenus à basse vitesse de centrifugation. 

Il serait intéressant de tester, si une activité "primase" 
existe dans ces mêmes extraits chloroplastiques. Le complexe 
"primase" construit l'amorce d'ARN pour que la DNA polymerase 
puisse commencer la synthèse d'ADN. 

Cette expérience pourrait être faite, "in vitro", par 
adjonction de: 
- ribonucleotides (ATP, GTP, CTP, UTP), 
- désoxyribonucléotides (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),et 
- ADN simple brin exogène comme matrice ( Hübscher,1983 ). 

L'activité "primase" serait montrée par une augmentation de 
l'incorporation de radioactivité, par rapport à l'incorporation 
due à l'activité DNA polymérasique seule. 

Pour montrer où commence la synthèse d'ADN "in vitro", 
l'incorporation de radioactivité, dans les expériences faites, 
a duré trop longtemps (cf.en.III.1). Le génome a été entièrement 
marqué, soit par une activité réparatrice, soit une activité 
polymérasique. 

Montrer quelle activité a été trouvé, pourrait se faire: 

- Par une expérience d'incorporation de radioactivité "in 
organello" à des périodes de temps assez courts. 

- ou par la même expérience que celle décrite par (Wu et al,1986) 
chez Chlamydomonas reinhardii. L'adjonction de ddCTP, à 
différentes concentrations, arrêterait la synthèse de longs 
brins d'ADN. Par isolation de l'ADN radioactif synthétisé, nous 
pourrions peut-être trouver le site d'initiation de la 
replication. 

Cette expérience faite "in organello" pourrait être aussi 
faite "in vitro" par adjonction d'ADN exogène; les clones pEGCBGl 
ou pEGCB6 par exemple (cf.ch.III et IV). Ainsi nous pourrions 
déterminer si c'est dans la partie répétitive avec les séquences 
ARS ou dans la région Z de taille variable que se trouve 
l'origine de replication (cf.annexe3). 
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ANNEXES 

I) Carte de restriction du génome chloroplastique d'Euglena 
gracilis. 

II) Carte de restriction du génome chloroplastique d'Euglena 
gracilis . Enzymes: BgI II, Eco RI, Bam HI, Sal I, Pst I, 
(Travail de licence M.Fasnacht). 

III) Carte de la région voisine à l'origine de replication. 
Fragments BgI Gl et BgI Z. 

IV) Séquence total de la région analysé, 9106 pb. 

V) Carte de réstriction de toute la région analysé, 9106 pb. 

VI) Carte du génome chloroplastique du Nicotiana tabacum. 
(Shinozaki et al, 1986) 

VII) Séquence comparative des régions voisines au pseudogène tRNA 
Trp d'euglène et les gènes Trp et Pro de tabac. 
(La position 1430 du fichier OREGR (Euglena gracilis), 
correspond à la position 6418 de la séquence total, annexe 
IV). 
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IV) 1 

51 

101 

151 

AGATCTAGTH AHTTATSAGG CAnAGCAAA CGTHCCATC TGTTAHCCT 

CACCCAASCG CAGAHCTIA CATATJHCTC ACCC6TCCGC CACTAAAnA 

CTAnGCTAG TAAmCGTT CAACHGCAT GTGTTAAGCA TACCGCCAGC 

GTTCACCCT6 A6CAAG5ATC AAACTC6TCA HTCC ÂAAC ATCAAAGHb 

S 16s 

201 GTCAAATCCT HCACCCTCT TGGTGACCAA GCAA5GGGCA CATTTACTAT 

251 AATGTGTACA CTAAAAI ^ C 6CnTSTASS AHCGAACCT ACTACATCAG p t R N A W 

301 6THTGGAGA CCTACGCCn ACAATHTAA C6AAAAGCAA TATTTAGCTA 

351 T6CnAACAC ATGCAA6TT6 AACGAftAGGC THAATCCAC GACCCTACCT p t R N A I 

401 TTATCAAASA TAHCCATAA TA/fâCAGHA ACGTCGHTC TAAAGAGHG 

451 AACAT6THT HATCTCAH TACAHHGA TAHCAAGGA TATHGAGH 

501 GACAAAAATT ATC6CATCAT AATGATAAGT ATTGTHAAT nCAGTAAAT 

551 CCH6GAHT CHAACTACT AAAGGATAAA AGCCTTHAA AHGCAAATA 

601 AGATTCGAAA AAATCGAHA AATATCTATB HCACTSCCT AAAATTSAAA 

651 AATACCHAT TTHGACCAT ATHA6ATffi ATTCATAAAT ATCCAACAH 

701 CAHAASTAC THGGTAHA TGTGAHCAT TAAiMHAAT TTHTATHC 

751 ACACCTAATC TC6TACHAA ATATATGTH CAHAAHGA CGHCAATAG 

801 CGTCGCCCH ATATACAAAA HCTGAAGGT H H C T T m CAAACAGTAA 

851 CATABCATH TCTATGTCCC CHHTTCAC TAAHCAATC ATCCTHCH 

901 CCAAAGSAAG ATAHGAAAA TATHGACCA TATHHAAG AAHGAHCC 

951 GAAGCCATGA AAnTGCTGA AGCACCACAA AGHAAATAT HTGTHTAT 

1001 T6AAATAGTC GASCAAATCT HCTCATTGT TAACTCT6GC CTATAAAHT 

1051 TAGAATCAAT ASATATATCG AAAAAAHTG CCAATHAGT ATCGACHCT 

1101 HAATAAAAT ACGAATGCAC ATGAGGGTCC ACCTGHCTA TGAAAHCTC 

1151 6TACTAACGC ATAATCAACT AATCCATAH TAACCTCAAT AGTGAGAATA 

1201 CHATCAAAA TCCTGATAAG GTACHCCH AATATHACT CCCTATAA6T 

1251 THTAATAAG TCAATHTAA ATHAHAAT HAATAASGT AAAAA6TAGG 

1301 CAAACTCACT ATACTCCATC AAAAAAAACG CCAAHAHC TACAAAHGA 

1351 CAHGATAAA AAABCATATT TAAATAAGTG ATAGAATAAT CACATHTCC 

1401 AT6ACACTAT ATHTAAHA ATCGATHH TTGACAC6CT HAAGAAAAA 

U 5 1 TAHCTACH CTACTACGH TAAAATAAT6 CCCATTHCA ATGATAAAAA 



1501 AAAAAAGCTT TCAACTAAAT TTTTG6TCAG 6TTTTTnCA TCATAnGTG 

1551 CTTTATAA6A ACAATATTTT TTATAAATn mTTACTGT TAAAnGAAT 

1601 ATTmGTAT TAnTAAAn T m C T T C n TmGTCATA CTnCTCCCT 

1651 ATATÂAAAAT CAAAAACAAG GCAATGAAGA CCGAATCTGC CGTAAATCGA 

1701 CATTTTCACA AGCTCTmT CTAAAGTm TGAACCAnA TATCTAACTG 

1751 ncnCACCA TAAATTTCTT TBnCACTAA A6TATATAAT TCAAATnAT 

1801 CAATTmTA TTmTGCTT mCTAGAAA AAAAATAAGA AGCAmCCA 

1851 CAAAAATCCA GnAAAATCC CAGTmTAT AAnATCGn mTAAASAA 

1901 n A T G m A T AAAACnAGA AGCnGCnA AATAAAAAAA TATTAGAAAT 

1951 ATTAGAAm GAGATACTAT mCTAATAC TGC6ACnCA 6ATATATACT 

2001 TCAACAACAT AGAAC6AAGT nîAnGCAT CGmTTACT CGnAAAAAA 

2051 AACAATTm GTACTCTAn ATATATTm CAATGAATGT nAAAAAnß 

2101 ATCAnAGCT nCAAAACAT TAAAATGATC 6T6TAAAAAA nAnAGAAT 

2151 CAmAmc TAAnccm ncTcncTS TTAmmc m c A c n n 

2201 AAATAAnn CTGAGGAAn G6AAATCAAT TTA6AAAAAA ACGAAGGAAA 

2251 ACAATGATCT mCGCGCAC 6ACTTAÀTAA A n A T m T A ATAACAAAAT 

2301 CAAAACnAA AGAATmTA AACCATmC AAACCnGGA ACACCTGACC 

2351 AACAAACTTC A A T G m n A n C C C T G m TAGAAAAAAA AnATCAAGT 

2401 GAAGTmAC TACTC6ATCC CTmCTACA ATAACAGAn TTTTTCAAAA 

2451 GAAAATAAn mTAAGACC ATGCnCGGT A A T m T A n . AAAnCTATA 

2501 TAGACCTCTA TA5TCACnC ACAAAAGTTG TTTAAAnAT mCAGACAA 

2551 ATCAAAACCA TAAATAATAA AAGAAATAfîA GnATAAnA AnAACTCn 

2601 T C C A C n m GATGAATAAT AAGnAAAAT CCTCAAAACT ACC6AACCCT 

2651 GmTAATAA MACATGCCA 6TTmCCT6 GAACCATTGA ATÇATAATA 

2701 

2751 

2801 

2851 

2901 

2951 

AAATCTCCCA TAAATAAAAA AATAAATCAT TmTGAAAA CCTCAAAACT 

CCATATCTCC AnAT6CAAA AAAAAAAAAA AAATGAAAAA AAAAAnTGC 

AAACCAnCA ATTC6AACn 6C6ACCCACT ACGATGAAGT AACATAATCA 

CAACGAnCC AAAnAAGGA AnTTTTnC TATAATAATA ASTTTnTAA 

AAAAAAATGA GTGTGA^AAA TATAAAAAt)T TAATTGAAAA AAAAAATAAT 
ARS 

AACAAATAAC AACmTTAA |AAAATATAAA frAATASATC ATTAAAATAT 
A R S I 



3001 

3051 

3101 

'3151 

3201 

3251 

3301 

3351 

3401 

3451 

3501 

3551 

3Ò01 

ATCTTAACTA ACAATTTC6T TGTAGGnAA ATTTTAAAAA ATCCCGAAGT 

AAATT6CAAG AACTCTGGAA TCAA6AAAAA TATATAASCA AAAAAATAAC 

ACAGTHTGC HAASAAAAA AATAAATTTC TGAATAAATA CTCCTAAAAA 

TCATAAATAA AAATGTAAGA AAAATGCHT TTHGAT6AA TAATAAGHA 

AAAATCCTCA AAAACTACC6 AATCCT6TCT TAATAAAAAC AATGCCAAH 

THACCCGGC ACTAnGAAT GCATAAWAC CTCCCATAAA TAAAATCACC 

6CCnnTAG AACATCCCCC CTATTT6GCA AAAAAAAAAA MAAAATEAA 

AAAAAAAATG CAAAACCCAA AATTC6A6CT GTCGTACTAA AHAC6ATAC 

T6AAAAT6TA 6TACCACATA 6TCTACAAAG GCATTTTHT THTCTAAAA 

MATAATAAA AAAAAHGAC CTAHHTAT ATAAAAAACC ATGTGHAAA 

GAÂATAATAT TACGTATAAA AAACGTAGTG ACTACTMTA AHATGTATC 

AAGHAHTA ATACATAAAA AAHTAATAT AHGATAHT HCTHGAfW 

TCSAAAATAG TATGTAHGA CATCAGAGGT A A H H T H A CTCCTCCGH 

3651 H H G C A T H CTATAATAGT AHATCT6TG TATAAGHAC 6CGGHAACT 

3701 CAACTCCHT HCCTCAAGA AATHHCAA TAAACTCATA AAAH6CTH 

3751 TCTCTTTGCT TAGAATCATA HCATATGAT TCGCCATACA TGHHCT6C 

3801 GACGTHHC AGCAATHCG HTCTCAGAA CAACÂTCHC CAACTAAAM 
( 

3851 GHGATCAH AGGTHHH TCAHAAAAA TAGGAATCAT HCTTTCTAA 

3901 TTCCHTHA TCTTCCAHA ATHH6ATA ATCHTC6GG AACCAHGA6 

HCTATAATA ATAAGHHT TAAAAAAAAA TBASTSTGf̂  AAATATAAAA| 

3951 CACATMAAT AAAf ^TAAT AAAATCTCCC ATAAATAAAA AAATAAATCA 

4001 THTHGAAA ACCTCAAAAC TCCCATATCT CCAHAATGC AAAAAAAAAA 

4051 AAAAAATSAA AAAAAAAAH BCAAAXAAT TCWHCGAA CTTGCGACCC 

4101 ACTACGATGA AGTMCATM TCACAAC6AT TCCAAAHAA 6 6 A A H H H 

4151 

4201 

4251 

4301 

4351 

4401 

4451 

A R S 
ACHAAHGA AAAAAAAAAT MTMCMAT MCfWCHH TftfftAAATAT 

A R S 
ÄÄÄ%MTAG ATCAHAAAA TATATCHAA CTAACAATH C6TTGTAGGT 

TAAATHTAA AAAATCCC6A AGTAAAHGC AAGAACTCTG GAATCAA6AA 

AAATATATAA GCAAAAAAAT AACACAGTH TGCHAASAA AAAAATAAAT 

HCTGAATAA ATACTCCTAA MATCATMA TAAAAATGTA ASAAAAAT6C 

TTTTHTGAT 6AATAATAAB HAAAAATa TCAAAAACTA CC6AATCCTG 



4501 

4551 

4601 

4651 

4701 

4751 

4801 

4851 

TCTTAATAAA AACAATGCCA ATTTTTACCC GGCACTATTG AATBCATAAA 

AACCTCCCAT AAATAAAATC A C C S C C H T T TAbAACATCC CCCCTATTTG 

GCAAAAAAAA AAAAAAAAAT GAAAAAAAAA ATGCAAAACC CAAAATTCGA 

6CTGTCGTAC TAAAnACGA TACTGAAAAT GTAGTACCAC ATASTCTfiCA 

AAGGCATTTT TTTTÎTTCTA AAAAAATAAT AAAAAAAAH GACCTAHH 

TATATAAAAA ACCATGTGH AAA6AAATAA TAHAC6TAT AAAAAAC6TA 

GTGACTACTA ATAATTATGT ATCAAGTTAT TTAATACATA AAAAATHAA 

TATAnGATA TTTTTCTHG AAATC6AAAA TAi ̂ tAGGAA TAHACTCSG 

4901 G6G6TAAATG CATCCTTATA ATAAHAAAT G6GAHTCTA TAACCTCAAC 

4951 AAATCCATCC CCCACATTAC AGHGÛATGA AACTÖCT&A TCHGTGAA5 

5Ö01 

5051 

5101 

5151 

5201 

5251 

5301 

5351 

5401 

5451 

5501 

5551 

5601 

5651 

5701 

5751 

5801 

5851 

5901 

5951 

6001 

TAAACATHT HCHCAGGA ACAAACGHC 6GCCCAAAH CCCCCAG6TA 

HT6ACCGGG TGCT6ACAH GACTGCCC6T ATGG6TA6AC AAATCCT6H 

TGCAAAGTCG 6AHAAAHG TAACATATCA HGCTAACCG 6CTGACCTCT 

TTHACGGH TCAGCAAHG CATATGCAH A6CTACACAC ATACHAAAT 

AGAAACCA6T HGCACGATC CTTHCATCA CAATAAATGT TCH66AGH 

AACCATAAAG TGCHAATGA ACCCTCTAGG TCATAACCCT CHCCAATAA 

AATHTATCA AAATCAGTTG ACCAAAAATC AGGAHBAAA AHGAAAAAT 

CHCAACHT GÀAACTHGT TCGATAGAAG GAATATHAC T6G6TCH6A 

CHGACTHA AATCATCHC GGAACGAHG TCHCAGAAT TATCATTHT 

HGATCATGA HAAAAGAGA AAAAAGAAGC CAAGAHTH 6AAGAHCH 

TAAGTACATC AAAAAAHTA AATGCAAAAT TAAATGCGCA ATAACCAGAA 

AAACTAATTA CCATAATTAC GGCAATTHG GAAATAAAAT TCHACTATA 

AAATATTHA ATHTTHCC AAAACTCCAA AGCCHCAAC 6AAGGGTCGT 

HTTCAAAAT HCATHTTA GAAATHCAA CGSACHGAT TACHHAAT 

GTTCT6TTAC CAACTTGAAA CAAAAAAHA CAGTAAAGCG CATAHGGAT 

ATAAHTHC 6AAATTATCA ATAAAGCCAA AAGAAAAACT THSSATCGT 

TTTTTHTH TACTATCCTT AGAAAAHCC TAAGGAAAAA AATTAAAHG 

TAAAAAGATA AACTASTAH AACTAACAAA TAAAHHAT AATAATHGT 

TTGAAAAAAA TACAATAAAA HGCATTGCA GGTAGCCAAC GAATATCSAT 

TAAHAAAAT ASAHHACT TTAAHATAT ASHCATAAA AGAGTGTAAA 

AAAACAAAAT HCTAAAGAA ATACATCGTA AAAATCAi W AATGAATATA 



6051 AGAAATCGH HTTTTGCH HAATHTCT HACCTATTT CTATGAATGT 

6101 GTCATAAAAA ATAAAAAAAT AATAAHCTT AATCAAACTA AAAAAAATAC 

6151 AAAAAAAAAA TASATCATT6 AATATATATC AATAACTATA HHAAH6C 

6201 ATTGTAGGH AMTGCAAAA AAHCCCGAA GTAATHT6C AAAAAACCCA 

6251 ASAATCAAGG 6HAT^TACT TATATATACC AATGTACHA TATATACTAT r é g i o n 2 

6301 ATATACCAAT BTACHATAT ATATT^GT ACTTATATAT AHATATATA 

6351 CTATATATAC CAATGTACTT ATATGGTCH TACTGAATAT CTACATCAGT 

6401 CCCCHGGTG ACCAAGCAAG 6GGCACATH ACTATAATGT GTACACTAAA 

6451 AltfiCSCTH GTAG6AHC6 AACCTACTAC ATCA6GHH 6GAGACCTAC| p t R N A W 

6501 GCCHAT6GT THHAHGA TTAHAACCC T6ATTTAHA AHAHAAGT 

6551 ACHTATGGT TAAAHCC6T AACGTHAH 6TAATCCAAA 6AACCACACA 

6601 AACTKTHC TATHAGCTA T6TGTGTGGC TAAT6CATAC 8TAAHTCH 

6651 AAAGGGTAAA AAGGAAGTGA ACCCATTGCC 6AGGAAATGC HAGAHCTA 

6701 HGCTCAATC AGGTTGTATC CATCCATAflT CCATCCATAC 6TCAASTCCG 

6751 6AT6GAABAA CTGGHGGn AHTCT6CCA 6ATAAAAGAT 6TTTACTHC 

6801 CAAGATAATA H H A A G G H TAASAHTCA A6ATAAACAA AGHTATAAG 

6851 TGTTA6TTAA TTAHACAGT TCATTATCAG AGATAGGTH HCAGAAAAA 

6901 TGATATAATG AAAAAATAGA AGATGTTTAG A6CTAACAAT AHTHACAT 

6951 KGHACATA THAATGTWi TATAAAAHS TAT6HTCÊT AGSAHHAC 

7001 HAGAAACAA ACAGAAATGT CTAGATATAT ATATAGAGH H T C T C M H 

7051 TCTAHATTC H G H C H A T TCAATGTTA6 A H A H A H C 6T6ATGATA6 

7101 AHATCTTAC H A H A H A T TATTCCTGTA ATCACHAT6 CTAHAHCT 

7151 TCT6AAACGT CATAHCAAG HACHAATA TATAAHATG 6TA6TATAAA 

7201 TGAH6TACT CTAAAAGHC GATCTCAHT HTATGAATA AATACAATAC 

7251 TAAAAATTAA TT6TAAG6TA TTAAATATTA ATAATATHT STAACTACH 

7301 H 6 A H T A H CATCTGTACT TCHGTAATA CHCHTATA TCAAAAATGT 

7351 GGSTAAAHA TTTGTAHAG TTTAATCGGC AAAAAGCH6 HAAACAAAA 

7401 THTGTTTGT TGCTGGAAAT TTAAAATTH ACGAAAATTG ACAATGATH 

7451 ACACTATHG TGATAATAGT TTATTACTAA ATAT6TATAT TTATACTAAT 

7501 ATTATHCAA AAATAGGTAA TAATAATAGA TTATHAA6A THAAAATAA 

7551 TCTATATAAA TACTHATAB TASHTAHA TGTAHAAAC GCGTHTHA 



7601 TTATTTTTTA CTBTCACTAA AATTTTTCAA 6AASCTATTA AAATHTAAA 

7651 A6TGTTATAA TTTATATAH TTTAAAAATA AfiTTTTT6TA TATATATAAT 

7701 TCTGTT6TAC ACTTTTnBT TAATAAA6TT TGTAAAHCC AGAAAATHA 

7751 TATGTTHAS AATAHHAT THTAHCAA H A H A H C T ATGATATm 

7BÛ1 HATACACCC AGAHAGTH TATCHGHA ACTCATCAAT ACTCATCAAT 

7851 ATAGTAAACA TAAAAATTH SAAAAACAH STGAATCATG HCGHTCAA 

7901 MGHAATCC AAGTCAHAA AAHAHACT HGCAAGA6A ATHATGAH 

7951 T6AAAHAGA HCATHTAA AAATCAAAAT THGAATTAA T H A A H T a • 

Bûûl _ HTTATCCAT AAATA6TAAT TTAAAAHCA AAAHAGCH HCTAATGH 

8051 H H 6 C H A A ACCTATAAGT H6TCTHAA GAAGTAAATC TAGHCACAT 

BlOl H T A C H H T CHTHAGTT TCATAAHH TTCAAASTCT ATAHAHAT 

8151 THAACTAAT MTAAATHT TACATAAHA T6TAAAAAAC AAAAAATCAA 

8201 TATCAACTAT TBTHTGTAA 6ATHCAATC TAC6ACTATC AC6HHGG6 

8251 TACHTCCAT TCATTCAAAT THGTTATAA AHTAACAH TTTTCAAAAT 

B301 AAAA6ACCGT H G A H H T A ATCTA6ATAT ATAHGCAAC T H T H A H A 

8351 A A C G H H H TATHCGAGA 6T|lTTACCH CGACC6GACT CBAACCB6CA 

AGCHATKA T6TGATHT6 AATCACACGT fiHTACCAH TCACCAC6AA 
t RNA Leu 

8401 

B451 6SAA&ATAT THTAACAH HHAATGTA THCTGAAAT ACHCTCA6A 

8501 AAATGTAAAT TAGHTGCTG 6HHAGCTA THHTA6TA AHGAACACT 

8551 HHTAAAGS TTTCT6CACT HATATCCSA ATCTAHBAT TCTAAAGGST 

8601 TCTHACGTA ATCGATGTCS TAAACAAAGC 6HAAHACA TGT6AAAATG 

8651 HCTHA66T 6TTACHCTG TGCGAHCTC AAABTCTACT AAT6CTHTG 

8701 CTGCACGATC GTHACCATA TCTCCTCHA GHCCATCAA CATHASHC 

8751 ASWCAGTAT TGTBATATH TTCTMAAGT TCGTAHHA HAHAAT6T 

8801 HTHAATH TTHCHGAC HATAAHH HCAHAGH TATHTGHC 

8851 HCCHATAT TTHCHTGA AACTCTHAS GGCTTTTHC AAATAGHCT 

8901 KTBTGTACT AHHACAC6 AAGCGCT6GT TCCTHAGTG TTHAATH6 

8951 T6CATGCAH CC6AATCTAT CTAGTAAHG TGSTCTAAGT TCTCCHCH 

9001 CAGGATHCC BATCCTCATA GTATAAATCT T6CAGBATGG CAAATTCGAA 

9051 ACTCCHCTC HTCTACCGT GHCCATCCT 6AAGCAGCGG AATtJTAATAA " p î ï m V t S Ï ? " 

9101 "SÀlfcn 
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2120 2130 2140 2150 21G0 2170 
Oregr. ATCTTACTTATTATTATTATTCCT6TAATCACTTATGC-TATTATTCT-TCTGAAftC6TC 

il i i I i i : u i i i i i: i m i i : in i : n i n 
Tobcpc CT6TGTCCAACTCTAAGÇA6CCÇT-TAACTACATAT6CATCTGATTATATATGTATTATC 

G9470 G9480 69490 69500 ES510 

2180 . 2190 2260 - 2210 2220 2230 
Oregr. ATATTCAAGTTACTTAATATATAATTAT6-6TA6TATAAAT6ATTGTACTCTAAA-A6TT 

u n i i ! u n i i il i i i i t m i i n i n i : 
Tobcpc -TATTCCA-ACAAATAATACAAAAGAA66AGGTTTTTCAATGCGA6ATCTAAAAACATAT 

69520 6S530 63540 69550 69560 " 69570 

2240 2250 2260 2270 2280 
Oregr. CGATCTCATTTTTTAT6AATAAATACAATACTAAAAATTAATTGTA--AG6TAT T 

I I : J i i i;t n i il : i li H Ü ! : 
Tobcpc CTCTCT6TG6CACCASTACTAAGTACGCTA-TGGTTC6666CTTTAGCAGGTCTATT6AT 

69560 69590 69600 68610 69620 69630 

2290 2300 2310 2320 2330 2340 
Orcgr. AAATATTAATAATATTTTGTAACTACTTTT6ATTTATTCATCTGTACTTC-TTGTAATAC 

I ! !!III! Illll I d i I M I 11 I III il II Ï 
Tobcpc AGAGATTAATCGTTTTTTCCCGGATGC6TTGA-<ArrCCCCTTTTTTTCATTCTAGTTA 

G9E40 69650 69660 69670 69680 69690 

2350 2360 2370 2380 2390 2400 
Oregr. TTCTTTATATCAAAAAT6T6GGTAAATT--ATTT6TATTA6TTTAATCG-6CAAAAA6CT 

II i il II ! I i I I I I I J ! Il I I 1. I! I 
Tobcpc TT-GTCATG6GAAG6AAT6AA6AA6ATTA6A6ATCCAATCAAATATT66T6ATGAATCCC 

69700 69710 69720 69730 69740 G9750 

2410 2420 2430 2440 2450 2460 
Oregr. TGTTAAACAAAATTTT6TTT6TTGCTGSAAATTTAAMTTTTACGAAAATT6ACAAT6AT 

II 1 11 1 III I) I I t I I I I 11 I lì It 11 
Tobcpc TCTCCCCCTCTTTTCTCTTTTTTCC' CTTTTTA6AATAA6G6A6GAAA6A6AAAGAA 

69760 69770 69780 697S0 . 69800 

2470 ' 2480 2490 2500 2510 
Oregr. TTACACTATTTGT6ATAATA6TTTATTÂ0TAAATAT6TATATTTA—TACTAATATTATT 

I I I 1 1 Iti t t l l l l l i I 111 I I li il 11 1 
Tobcpc TAAAAAAA6T~6GATTCAACATTCS66CTCAA6TTC6A-ATTAACT6AATATTAATAAT 

69810 69820 69830 69840 G9850 69860 

2520 2530 2540 2550 2560 2570 
Oregr. TCAAAAATAG6TAATAATAATA6ATTATTTAA6ATTTAAAATAATCTATATAA-ATACTT 

i tu ti l ' inni H M ï n i H mi il nini 
Tobcpc A6AG6AAT666--66TAGAATA6AA6A.TCTA68—GCAA6A6TAT-TATACAA6ATACTT 

69870 69860 69890 69900 699(0 69920 

2580 2590 2600 2610 2620 2630 
Or«gr. TA—TAGTAGTTTATTAT6TATTAAAC6CGTTTTTTATTATTTTTTACTSTCACTAAAAT 

i i tj 11 i i n i i: n I H t ti n t i n i : i 
Tobcpc AAATGATTACTTCAATTTGAAATATAC—TTTA8AAAAATCGTTGTATTTTACTATGAC 

69930 69940 69850 69960 69970 

2640 2650 2660, 2670--.,..2680 2690 
Oregr. TTTTCAA6AA6CTATTAAAATnTAAAA6T6TTATAATTTÀTATATTTTTAAAAATAAAT 

int i inni i n n n u j i M m n :i ï : 
Tobcpc TTT6CTTTA—CTATTACTTTAnTTCTT6ATTTTAATCT-TTTACTTTTAGAATT6GA-

69980 69990 70000 70010 "7TO20 "70030 

2700 2710 2720 2730 2740 2750 
Oregr. TTTT6TATATATATAATTCT6TT6TACACTTTTTT6TTAATAAA6TTT6TAAATTCCAGA 

H l I I I I l i t ! H H I t t i 11 1 1 11 I I 1111 H l 
Tobcpc -TTTCAA6TTA6TAACTTCTATTTTATCCTTTCTTC6TTTT6AA—TC6AAAATAGAA6A 

70040 70050 70060 70070 70080 70090 

2760 2770 2780 2798 2600 2810 
Oregr. AAATTTATAT6TTTTA6AATATTTTATTTTTATTCAATTATTATTCTAT6ATATTTTTTA 

Tjfrcpv^lGM1*WCMtMVmtoGG&BËXXCBT£G£CMËËB6&ûAËfà&CEGB6I.ùAC - . 
70100 70 HC 70120 70130 70140 701S0 


