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RESUME

L’origine de réplication du génome chloroplastique de
l/algue Euglena gracilis avait été placée dans le fragment
Bgl Z du génome. Ce fragment contient une séquence répétée
avec un nombre variable de copies.

L’analyse des 2.1 Kpb d’ADN, séquence voisine a cette
origine de réplication, se trouvant entre la région
ribosomique et l’crigine de réplication, nous a permis de
trouver:

- Un géne tRNA Leu (anticodon CAA) probablemente
monocistronique, qui est transcrit dans le méme sens que les
génes riboscmiques. La taille de cet ARN est de 80 b pour
17ARN mature et 790 b pour un ARN précurseur gue nous avons
identifié. Ces tailles ont été trouvées: par "Northern",par
hybridation et dégradation & la nucléase SI, et par "Primer
Extension", utilisant de 1’ARN chloroplastique total.

- Une homologie de petites séquences entre 1’ARN précurseur
et 1’ARN de la "RNAse P RNA"™ de E.coli.

- Une homclogie de séquence de 77 % entre le géne de tRNA Leu
d’Euglena gracilis et les génes tRNA Leu des plantes
supérieures,

- Un ORF, région ouverte a 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 homologie
importante avec d’autres protéines connues a été trouvée,

- Des séguences "consensus", ARS, pouvant répliquer 1le
plasmide dans la levure. Ces séguences se trouvent dans une
région riche en A-T, 82 %, qui contient beaucoup de séguences
répétées de 10 nucléotides. Dans des conditions non
denaturantes, 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-1ike DNA polymerase. "In vitro", elle est active en
présence d’ADN activé de thymus de veau.

D’aprés les différents méthodes utilisées pour 1la
purifier, nous observons que cette activité reste associé a
la fraction membranaire chloroplastique.
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INTRODUCTION GENERALE

L’algue Euglena gracilis Z est une algue unicellulaire
flagellée qui appartient & 1l’ordre des Euglenidae. Elle se
multiplie par division binaire. Sa croissance est dépendante des
conditions de culture. Elle pousse & l’obscurité avec une source
muni de carbone réduit, (hétérotrophe), ou & la lumiére sans
carbone reduit, (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 biclogie moléculaire.

Chaque cellule a entre 10 et 20 chloroplastes, contenant
approximativement 30 molécules d’ADN circulaire d’environ 44 um
de circonférence (Manning et al,l972a). Ce qui correspond a une
taille d’environ 143 + 2 Kb d’aprés des analyses faites au
microscope électronique par Manning et al,(1971).

La composition en nucléotides 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 a&al1,1974). Ce rapport de
nucléotides varie entre les différents fragments d'ADN
chloroplastiques, de 12 a 60 % de G-C, (Stutz et Vandrey,b1971).
Cette variation est due & la présence ou l’absence de geénes dans
les fragments analysés.

Les génes des ARN ribosomiques ont des séguences tres riches
en G-C, par contre la présence d’introns riches en A-T provoque
une diminution du pourcentage.

Des génes d’ARN de transfert sont trés riches en G-C dans sa
partie structural. En géneral les séguences voisines de ces génes
sont riches en A-T (B0 %).

L’ADN chloroplastique dfEuglena 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 mails, 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,1878), alors gue l'algue Chlamydomonas, le tabac, et le mais
n’en contiennent gue deux dans les grandes régions répétées.

Des analyses par des enzymes de restriction ont démontrés
gue le modele est identique & partir de plusieurs préparations
d’ADN. Exception faite, pour le fragment Bgl Z (cf. annexe II)
gul présente une bande diffuse par migration (Jenni et al1,1981).
Ce fragment, de taille variable, a été cloné par Schlunegger et
al,(1983). C’'est dans cette région 2 qu’a été placée par analyses
au microscope électronique (Koller and Delius,1982; Ravel~Chapuis
et al,1982) l’origine de réplication du génome chloroplastique
d’Euglena gracilis, (seule origine de réplication).



La réplication ou duplication de 1’/ADN est un processus de
synthése d‘ADN nécessaire, & la conservation de l‘/informaticn
génétique.

L’origine de réplication est une région d’ADN chromosonal
contenant 1l’information nécessaire & 1l’initiation et 1la
régulation du processus de réplication. lLa connaissance des
mécanismes biochimigues de réplication permet de mieux étudier
la régulation du cycle cellulaire.

Nous savons que la réplication est un processus semi-
conservatif et semi-discontinu (Meselson et Stahl,1977), qui
commence sur une séguence spécifigue du chromosome appelée
"Oorigine de Réplication®. Chez les entercbactéries, on a localisé
une seule origine de réplication (ori-site), tandis que les
eucaryotes en ont beaucoup (Kornberg 1982). Ces origines doivent
exister pour permettre l‘/initiation de la réplication & plusieurs
sites sur le chromosome.

La réplication peut avancer scit d‘une maniére uni-
directionnelle, soit le plus scuvent de maniére bidirectionnelle.
La réplication bidirectionnelle se fait:

- & des vitesses parfois différentes sur les deux brins,

- en additionnant des nucléotides de fagon continue sur un des
deux brins; "leading strand®,

- en formant des petits morceaux d’ADN: fragments d’/Okazaki

(Okazaki and Okazaki 196%) sur l’autre brin; "lagging

strand", gui seront ligués par la suite.

La réplication a besocin d’un double brin d’ADN comme matrice
et d’une petite amorce d’/ARN pour gue la DNA polymérase puisse
débuter.

La DNA polynmérase est capable de synthétiser de 1/ADN & partir
de déoxyribonucléotides. Plus spécifiquement c’est 1la DNA
Polymérase III (E. coli), qui est responsable de 1la
polymérisation. A elle toute seule, elle n’est pas capable
d’initier une fourche de réplication. Il 1lui faut tout un
ensemble de protéines pour faire démarrer ce processus.

Les enzynmes les plus importants sont:

- la primase, gul 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, gui écarte 1’ADN double brin;

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

L’initiation de la réplication d’un ADN double brin peut étre
visualisée au microscope électronigque par 1’apparition de boucles
dans 1’ADN. Ces régions appelées "“ori" (origine de réplication)
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 a ;'ordinateur). Cette forme pourrait étre reconnue
comme site d’initiation & la synthése A'ADN par le complexe
protéinique.

L‘Origine de réplication se trouve sur une séguence
spécifique décrite dans plusieurs plasmides. Elle est placée
d’une maniére précise chez Escherichia coli (Oka et al,1980),
et moins précise chez beaucoup de plantes supérieures et chez
l1’algue Chlamydomonas.

Le but de ce travail était:

- de mieux connaitre l’origine de réplication du chloroplaste de
l’algue Euglena gracilis. Pour cela nous avons cloné et séguenceé
les régions voisines & la région variable, contenu dans le
fragment Bgl 2. Le fragment Bgl 2 avait déja été cloné et
séquencé en partie, par Schlunegger et Stutz,(1984). Les régions
voisines vont nous permettre dfanalyser 2 Kpb d’ADN qui ont,
peut-étre, des structures liées a l‘origine de réplication.

- de trouver une activité DNA polymérasique du chloroplaste.

Par ces deux aspects, nous devrions mieux comprendre “la
réplication du génome chloroplastique de 1’Buglena gracilis™.

Ces deux aspects sont traités dans les parties:
~ Analyse de la région voisine a l’origine de réplication.

- Caractérisation prél1m1nalre d’une activité DNA
polymérase.



Premiere partie:

ANAT.YSE DE I.7“ADN DE LA REGION
VOISINE PN L"ORTGINE DE
REPIL.ICATION

T « TINTRODUCTITON

Lfinitiation de la réplication du chromosome est placée sur
une ségquence particuliére, appelée Origine de réplication qui se
trouve dans 1‘ADN parental. Cette région est reconnue par les
protéines qui vont démarrer la réplication. Elle a la fonction
de contrdler le cycle de réplication

Chez  Escherichia coli le chromosome est  répliqué
bidirectionnellement, & partir d‘une seule séquence "Qri C* (Bird
et al1,1972). Ce fragment 4’ADN qui contient 1/"0Cri C", montre
une réplication autonome dans d’autres plasmides (Hiraga,1976).

Cette origine de réplication a été localisée dans un fragment
de 422 pb, qui contient 1l/information pour 1l‘initiation et la
régulation de la réplication (Sugimoto et al,1979). Par délétions
de séquences, le plus petit fragment contenant l’information
compléte est de 245 pb (Cka et al,1980).

Cette séguence est trés conservée chez les Enterobactériacés.
Elle contient beaucoup de petites ségquences répétées et
inversement répétées qui peuvent former des structures
secondaires. Par exemple; la séquence "GATC" répétée 14 fois, ou
d’autres ségquences de 9 nucléotides, reconnues par la protéine
"dna A": TTAT A/C CACA. Sédquences gque nous retrouvons aussi chez
d’autres plasmides, avec une forte affinité pour la protéine "dna
A%,

Chez les chloroplastes des plantes supérieures, des origines
de réplication ont été détectées au microscope électronique pour,
le mais et le petit pois (Kclodner and Tewari,1975 a,b). Elles
‘ont été testées dans la synthése "in vitro™ 4’ADN, en présence
de la DNA polymérase du petit pois. Ces deux origines de
réplication ont une forte activité comme amorce dans la synthése
d‘ADN par rapport a d’autres régions du chromosome testées,
(Meeker et al,1988);(Gold et al1,1987).

Une des origines de réplication du mais présente une certaine
homeclogie avec 1l’une des deux origines présentes chez
Chlamydomonas reinhardii. Chez Petunia hybrida, deux reégions
BARS" (indispensables pour répliquer un plasmide d’une maniére
autonome dans la levure) ont été trouvées. L’une d’ellies présente
une forte homologie au fragment Bgl Z de 1‘ADN chloroplastigue
d/Euglena gracilis, (Haas et al,1986}.



s

Chez les algues, les origines de réplication ont été trouvées
chez Chlamydomonas reinhardii et chez Euglena gracilis.

Dans Chlamydomonas, deux origines de réplication ont été
trouvées. Ces deux origines ont été détectées au microscope
. électronique (Wadell et al,1984). L'"Ori A" est placée 10 kb en
amont de 1l’extrémité 54 du géne qui code pour 1’ARN ribosomique
16s, et 1’"0Ori B" 16.5 Kb en amont du méme g&ne. La réplication
est bidirectionnelle. Des analyses, dans différentes espéces de
Chlamydomonas, ont démontré des séguences Ori de 420 pb,
homologues. Les extrémités de ces régions portent des séguences
répétitives, spécifiques de l’espéce (Wang et al,1984)

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

Chez 1’algue Euglena gracilis la seule origine de réplication
a été trouvée en utilisant le microscope électronique. Elle a été
trouvée en amont du géne supplémentaire 16s par Koller et
Delius,(1982) et en méme temps par Ravel-Chapuis, (1982).

Cette région avait déja été remarquée par Jenni et al (1981)
pour avoir une taille variable,{cf.schéma I.1). Il 1l’avait placée
dans le fragment Bgl Z,(annexe II).

Schéma I.l1 Régio oisine des o ons ribosomigques dans
chloroplastigque d’Euglepna gracilis.
rd, rB, rC: trois cistrons ribosonigues.
11 et 1I2: régions inversement répétées.
Pvu II, Sal I, Eco RI, Bam HI: enzymes de restriction.

Pwl Sc'xll L i Sall Pwl
5 ¢ > <
U1 e 8 A 111_ Wi )
IBomHl Or-gmll BamH]
LeoR! teoR]
Zregian
b— -+— { { +— 3 4 } {
0 20 L0 60 ' 80 kb

La boucle qui pourrait contenir l‘origine de réplication a
été placée par Koller and Delius,(1982) entre les deux régions
inversément répétées 11 et I2, (schéma I.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 réplication, 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 géne supplémentaire 16s
et l’origine de réplication, est de 6800 pb. Ce calcul a été
fait en fonction de la distance entre les régions palindromiques
I,, I, et le géne S16s, (cf.schéma I.2).

Le travail de Ravel~Chapuis et al,(1982) au mnicroscope
électronique, montre que l’origine de réplication se trouve 5Kb
en amont de l’extrémité 5/ du géne supplémentaire 16s. La mesure
des boucles de réplication est faite, aprés des hybridations de
la région avec 1’ARN ribosomique 23s.

Le clonage et 1’analyse des différences de taille de la région
contenant 1l‘origine de réplication ont été réalisés par
Schlunegger et al,(1983). L‘analyse au microscope électronique
des clones pEqcH1 et pEgcH2, montre une différence de taille de
200 pb entre les deux régions inversément répétées, (cf. schéma
I.2). Ces deux clones contiennent la région variable du fragment
Bgl 2, et la région adjacente au géne supplémentaire 16s. La
différence correspond & la variation de taille entre les deux
clones pEGCH1 et pEGCH2, qui a été démontrée par migration sur
gel.

Pour différencier 1‘ADN double brin du simple brin au
microscope électronique, une incubation & 37°C avec la protéine
"T4 geéne 32" est nécessaire. Cette protéine %"single strand
binding protein" s’attache & 1‘ADN simple brin en lui conférant
une certaine épaisseur.

Le fragment Bgl II-Hind III gui contient la région 2 (région
variable) a été séquencé par Schlunegger et Stutz,(1984). Ces
auteurs (cf.schéma I.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 pseudogéne tRNA Trp.

Schéma I.2 Carte de la région voisine a la région 2.

H G z I

as az ? 61 % n(0O54) g 42
A S e

516 . - -~ T hbp
Bglti _ -~ S~ Hind
— AAAANAAAN D]

B - = .

IR ORF Z-tegion pieaW IR

Des structures cruciformes "stem-loop"™ peuvent étre 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’étre reconnue par les protéines qui initient la réplication.



En analysant ces résultats, ces auteurs ont postulé gue la
région Z de taille variable contient l‘origine de réplication du
chloroplaste de 1’algue Euglena gracilis.

En fonction de tous ces résultats, le but de notre travail a
été:
- d’analyser la région voisine a l‘origine de réplication;

- par séquengage du fragment Bgl 2,
- par séguencgage éu fragment Bgl G1.

A partlr de ces 9 Kb séguencées le but était d’analyser:

la transcription possible de 1/ORF connu,

- la transcription du géne tRNA Leu trouvé apreés
séguengage,

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

- les séguences connues type: ségquence promotrice,
ségquence ARS, ORI,...etc.

- les homologies avec d’autres séguences
chloroplastiques connues.



IXYr-MATERIEL ET METHODES

Dans ce travail, nous avons utilisé des techniques déja
décrites dans les théses 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’euglénes, d'isolation d/ARN
chloroplastigue, et d’isolation des plasmides ne sont pas
décritées en detail. Nous avons simplement indigué les travaux
de référence et les madifications éventuelles.

IrX.1l1 MATERIEL BIOLOGIQUE

La souche 2(ICC) de cellules Euglena gracilis utilisée
provient de l’Université d’/Indiana aux Etats-Unis, d’ou le nom
"Indiana Culture Collection®.

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

Le clonage et le séquencgage selon Sanger et al,(1980) ont
été fait dans le bactériophage M13, sous les formes: mp8, mp9,
npl8 et mpl9, et la bactérie hbéte, était le souche JM 103 ou TG1.

IX .2 CULTURE D’"EUGLENES

La souche d’eugléne est maintenue a la lumiére, & 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 1l’algue dans un
milieu de Hutner. Milieu modifié selon Vasconcelos et al,(1971)
par diminution de la concentration de la vitamine Bi12 (50 ng/l).

La culture d’euglénes est préparée en inoculant 3 litres d‘un
méme milieu Hutner, avec 5 ml de préculture en phase
exponentielle de croissance. Cette culture est placée a la
lumiere, & 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).



IT .3 ISOLATION DARN
CHLOROPLASTIQUE TOTAL

La purification des chloroplastes s’est faite selon 1la
méthode décrite par Ortiz et al,(1980).

La trypsine a été utilisée pour affaiblir 1la paroi
cellulaire. Un broyage mécanigue léger a fini la 1lyse des
cellules. Pour séparer les chloroplastes intacts des noyaux, des
cellules intactes et des chloroplastes brisés, un gradient de
Percoll 10-80 % a été utlisé, sur un coussin de 80 %. Méthode
décrite dans la thése 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 1la
thése 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
nucléigques.

Le traitement a la DNAse (RNAse libre de Wormington) a été
effectué de 1la méme maniére que dans la thése d’Etienne
Roux, (1984). L’acide aurintricarboxilique (ATA), inhibiteur des
. RNAses n’a pas été utilisé.

Lors de 1’utilisation de 1’"ATA", nous devons passer les ARNs
sur colonne Sephadex G-100 avant le traitement a la DNAse. Comme
la colonne Sephadex G-100, retient les ARNs de petites tailles
(ARNs qui nous interessent) nous avons preferé ne pas utiliser
l r |IATAII .

Le rendement moyen obtenu est de 100 ug d’ARN/g de cellules
ou 750 ug d’ARN/1 de culture.

L’ARN est dissout dans 1’eau bidistillée traitée au DEP et
conservé a -70°cC.

ITr.4 CLONAGE

La région d‘’ADN chloroplastique, nous intéressant est
comprise dans les fragments Bgl Z2 et Bgl G,. Ces deux fragments
ont été clonés dans le vecteur pBR,,,. Le vecteur est modifié avec
le fragment Eco P du DNA chloroplastique d‘eugléne qui contient
un site unigque Bgl II. Les deux fragments ont été clonés dans
notre laboratoire par B.Schlunegger. Le fragment Bgl 2 est
inséré dans le plasmide appelé pEgcBé et le fragment Bgl G, dans
le plasmide pEgcG,.

Nous avons recu le plasmide qui contient le fragment Hind III
de 6 Kb inséré dans pBR,,, (Schlunegger et al,1983), appelé
pEgc54, (cf schéma IV.2).
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IT.S ISOLATION DE PLASMIDES

Cette méthode est tiréde d’un cours SKMB (Billeter et
Weber,1978). Elle est décrite en détail dans la thése 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 HB10l de E. coli, resistante a la présence
d’antibiotiques, ampicilline (20 wpg/ml).

~ Amplification des plasmides par 1’adjonction de chloramphenicol
surtout dans le cas de pBR,,,.

Le plasmide pUc8 nous donne un nombre suffisant de copies par
lui-méme. Le chloramphenicol est ajouté quand la culture de
cellules a atteint 1la 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 a la RNAse aprés la précipitation au PEG, ce qui
permet d’éliminer 1’ARN et de concentrer 1/ADN.

- Dénaturation alcaline selon Currier et Nester,{1971) et
extraction du phéncl dans un milieu & haute force ionigue permet
d’éliminer 1’ADN bactérien et d’iscler 1’ADN plasmidial super-
hélice.

IT.6 ANALYSE DE L7’ADN,
SEPARATION, ELECTROELUTION

L’ADN cloné a été caracterisé par digestions avec différents
enzymes de restriction.

Les enzymes de restriction qui reconnaissent une séguence
de 6 nucléotides coupent relativement peu 1’ADN. Ces enzymes ont
été utilisés pour la séparation de grands fragments A’'ADN et le
sous-clonage. Ces emzymes sont:

-Bgl II -Cla I -Hind III
-Bam HI -Hinc II -Xba I

D’autres enzymes de restriction reconnaissant des séquences
de 4 nucleotides, coupent 1/ADN beaucoup plus souvent. Ces
enzynmes 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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-Alu I -~Hae III -kRsa I
-Dde I (5 bp) <-Hha I -Sau 3A I
-bra I (6 bp} -Hinf I ~Tag 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 1les cas de digestions préparatives 1le temps
d’incubation. est plus 1long, la concentration d’enzyme est
d’environ 0.5 unités d’enzyme/ug d’aADN. I1 ne faut pas que la
guantité d’enzyne dépasse le 1/10 du volume de la réaction.

Les différents fragments A’ADN obtenus par digestion, ont
été separés par électrophorése, sur gel d’agarose, pour les
fragments dont la taille est supérieure @ 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’électrophorése est:

- le tampon TA (Tris acide acétique 40 mM, Acétate de Na 20 mM,
EDTA 1mM, pH=7.8) pour les gels d’agarose migrant lentement, 20
volt-14 h.;

- le tampon TBE (Tris 130 mM, Acide Borigue 90 mM, EDTA 25 mM,
pH=8.8) pour les minigels d’agarose migrant a 120 volt, et pour
tous les gels de polyacrylamide.

L’ADN est visible au rayons UV {365 nm) aprés coloration au
Bromure d‘Ethidium (Sharp et al,1973).

L’élution des ADN,aprés digestions préparatives,a été faite
par la méthode d’électroélution (Maniatis et al1,1982). Nous avons
d’abord utilisé la méthode classique avec des sacs a dialyses et
l’extraction du phénol, puis nous nous sommes servi de l’appareil
Bio-Trap (Schleicher et Schuell). Cet appareil a deux nembranes
différentes: BT2 qui laisse passer les acides nucléiques, et BT1
qui 1les retient.Par une précipitation & 1’éthanol ou &
l7isopropanocl, selon le volume, le rendement par cette méthode
est meilleur. Dans le cas ol il resterait du BreEt il faut
procéder a une extraction iscamylalcool (Maniatis et al, 1982).

Pour éluer de petits fragments A’ADN séparés par gel de
polyacrylamide, des oligonucléotides par exemple, nous avons
utilisé la méthode de Maxam and Gilbert, (1977). Avec un papier
fluorescent Kieselgel 60 F,, a la lumiére U.V. de 254 nn.

Nous coupons 1’ADN qui absorbe ces rayons et gqui 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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IY .7 TRANSFERT D ADN SUR PAPIER
NITROCELLULOSE

Aprés séparation des fragments d’ADN sur gel d’agarose, nous
pouvons conserver un réplica 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). Aprés dénaturation de 1'ADN, on le transfére sur
papier nitrocellulose BA85 par capillarité avec du tampon 20xSSC.
L’ADN a été fixé aux rayons UV, & une énergie de 120000 ujoules
(UV Stratalinker)

IT.8 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 pEgcB6é digéré par les enzymes de restriction
Hind III et Hinc 11, nous les avons inserés dans le vecteur pUcS8.
Le vecteur avait été digéré par les mémes enzymes et les
extrémites avaient été déphosphorylées a la phosphatase alcaline
de veau (CIP), (Chaconas et Van Sande,1980).

Les fragments ont été ligués separément 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 MgCl,, 10 mM, 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 HB101 mises en culture dans le milieu SOB
(Tryptone 2 %, extrait de levure 0.5 %, NaCl 10 mM, KC1l 2.5 m¥,
MgCl, 10 mM, MgSo, 10mM), et traités avec le tampon RF1 (KCl 100
mM, MncCl, 50 mM, Acetate de K 30 mM, CacCl, 10 mM, glycerol 15 %
4 pH=5.8) pendant 2 h. puis avec le tampon RF2 (MOPS 10 mM, KC1
10 mM, cacCl, 75 mM, glycerol 15 %, pH=6.8) pendant 15 minutes
avant d‘étre congelées dans 1’azote liquide, et stockées & -70°C.

Les cellules sont transformées avec les clones obtenues
aprés ligation, pendant 45 minutes a 4°C, chauffées a 42°C
pendant 2 minutes, puis maintenues a 37°C pendant 1 h dans le
milieu SOB. Elles sont ensuite placées dans une boite de Petri
contenant du milieu L+Ampiciline pour obtenir les colonies des
cellules recombinantes.
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IT .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 Doly,(19279). Elle se
développe en conditions de lyse alcaline. On termine par une
digestion de 1/ADN par des enzymes de restriction qui permettent
de vérifier le ou les clones qui ont l’insertion. Insertion de
taille connue.

Au cas ol 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 a prendre une boite de Petri,contenant
nos colonies recombinantes, de la mettre en contact avec un
filtre de nitrocellulose. Une fois les colonies transferées, les
filtres sont traitées au NaOH. On termine par une neutralisation
et une fixation de 17ADN aux U.V. Les filtres sont ainsi préts
4 étre hybridés & une sonde spécifique margquée avec du *P.

La méthode de Hoggness (Grunstein et Hoggness,1975) que
nous avons utilisée au début de cette theése est plus sensible,
parce que les colonies poussent en une nuit sur papier filtre.
Les colonies sont lysées avec du NaOH et la protéinase K utilisée
dégrade les protéines. Il faut ensuite laver les filtres &
1’éthanol et les faire cuire a 80°C pendant 2 h, sous-vide. Nous
pouvons alors hybrider les filtres avec une sonde spécifique
marquée radicactivement par 1l'une ocu l’autre des méthodes
décrites dans le chapitre II.11.

IT .10 SEQUENCAGE DE L“‘ADN

Nous avons séguencé nos fragments d‘ADN chloroplastique
selon la méthode de Sanger et al,(1980). Dans cette méthode, on
utilise 1’enzyme DNA Polymerase I (fragment Klenow) et un mélange
de déoxynucléotides et didéoxynucléotides. Quatre réactions sont
faites et chacune contient un des gquatres dideoxynucléotides .
Soit GAATP, soit 4dCTP, soit 44GTP, soit ddTTP.

Les didéoxynucleotides arrétent 1la synthése du brin
complémentaire & différents longeurs.

Les Quatres réactions permettent de déchiffrer la séguence
compléte de tout le fragment (Sanger et al,1977).

Pour obtenir une matrice simple brin de notre fragment,
nous utilisons le bactériophage M13 (Messing et al,1982) dans ses
formes mp8 et mp2. Ce bactériophage a l’avantage de permettre
d’obtenir un double brin pour le clonage et un simple brin pour
la réaction du séquengage. Le bactériophage M13 posséde une
partie du géne de la B-galactosidase dans le "poly-linker" qui
est le complément de la partie du géne B-galactosidase qui se
trouve dans les souches de E.coli JM103 ou TGl. L’induction avec
de 1’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 empéche le géne de la B-galactosidase de
s’exprimer. Les colonies bleues n’ont pas d’insertion, ce qui
permet l’expression du géne B-galactosidase.

11.10.1 Clonage dans le vecteur M13.

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

Le vecteur M13 mp8 a été digeré par l’enzyme Hinc IT,
déphosphorylé avec de la phosphatase alcaline de veau, purifié
par électrophorése sur gel d’agarose & 1 %, et élué avec le
systéme Elu-Trap, (cf.ch.II.6).

L‘ADN chloroplastique a été coupé & l’aide de différents
enzymes qui nous donnent soit des extrémités nettes: Alu I, Dra
I, RSA I, soit des extrémités cohésives Hinf I, Dde I. Lors gque
les extremités sont cohésives, elles sont alors remplies par la
DNA Polymerase I, Klenow, enzyme qui est inactivée & 70°C pendant
15 minutes.

La ligation du vecteur et des fragments d’ADN a &té 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 1la ligation (Montandon P.E. communication
personnelle).

L’insertion des fragments de taille supérieure a 1 Kpb se
fait en digérant le vecteur et le fragment & insérer par les
mémes enzymes. Les extrémites du vecteur sont dephosphorylés a
la phosphatase alcaline de veau.

Nous avons préparé des cellules compétentes JM103 et TGl &
partir d’un milieu 2xTY en présence de Calcium (tampon TCN). Ces
cellules sont transformées avec 1/ADN ligué. Les agents IPTG et
BCIG sont ajoutés avant de les étaler dans une boite de Petri
sur un milieu "Minimal Agar®(Amersham,1983}.

Nous repiquons les plagques incolores en milieu liguides
2xXTY. Ceci permet d’isoler la forme simple brin selon la méthode
de Messing et al,(1981). Les étapes sont:

-Culture de la plagque 6 h.
-Récolte des surnageants avec le phage.
-Précipitation au PEG.
~Extraction au phénol-éther.
-Précipitation & 1’éthanol.
Nous obtenons en moyenne 200 ng d’ADN simple brin.
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IX.10.2 Réaction de séquence.

La réaction de séguence 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 méme que 1’enzyme DNA polymerase Klenow,
1/ o®PdATP a été fourni par Amersham, England & une concentration
de 400 Ci/mmole et 1’urée ultra-pure provient de la maison Merck.

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

dGTP mix:ddGTP 0.3mM
dATP mix:ddATP 0.1lmM
dCTP mix:ddCTP 0.3mM
dTTP mix:ddTTP 0.5mM

W NN
(1] as aa Sa
T

Le gel de séguence a éité préparé avec du polyacrylamide 6 %
et de l'urée B M dans le tampon TBE. La migration est faite 2
30 ma;pendant 2h30 pour la réaction de T-track et pendant 2h30
et 6h00 pour la réaction de ségquence. Une telle séguence permet
de lire entre 250 et 300 paires de bases d’un clone. Quand une
séquence nous parait intéressante au-dela des 250 premiéres pb,
nous avons fait un troisiéme gel de 5 % de polyacrylanmide,
migrant pendant 8 h.

Nous avons utilisé les films Kodak XAR-5 pour exposer le gel
fixé a 1’acide acétique 10 % , et 1’éthanol 20 %. Une nuit suffit
habituellement pour obtenir une bonne exposition.

IX.11 MARQUAGE DE I.7ADN

La radioactivité utilisé pour marquer 1’ADN est soit
a”PAATP ou gamma-"’PATP, selon le type de marquage choisi.

11.11.1 Le marquage des extrémités a Polymerase I, Klenow.

Le remplissage des extrémités cohésives avec des nucléotides
par la DNA Polymerase I Klenow peut étre employé pour margquer
1’ADN. Nous utilisons alors le déoxinucléotide a’*PAATP. Ce
marquage est utilisé pour le plasmide pBR,,,, ayant été digéré par
l’enzyme Hinf I. Ce plasmide est ensuite utilisé comme référence
de taille.
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IT.11.2 Le marquage par "nick—translation™.

Cette méthode est basée sur l1l’utilisation de 1’enzyme DNA
Polymerase I Kornberg, et une DNAse I. La DNAse enléve plusieurs
nucléotides & différents endroits, "nicks", alors que la DNA
Polymerase I va réparer ces trous (nicks), en rajoutant des
nucléotides, dont «’’PAATP (Maniatis et al,1982).

La réaction se fait en présence des nucléotides (ANTP-GATP 2
mM) et le J4ATP marqué. Cette réaction est maintenue & 14°C
pendant 2 h. Nous purifions 1’ADN marqgué par la centrifugation
sur une petite colonne Sephadex G-50 (Maniatis et al,1982).

I1.11.3 Le marguage d’un ADN simple brin.

Pour trouver des sondes spécifiques & partir des ADNMNs simples
brins préparés par le clonage dans le phage M13, nous avons
synthétisé le brin complémentaire au phage en présence de
a’’PAATP (Montandon et al,1987).

Le fragment est ensuite sorti du vecteur par digestion,
coupant de chaque c6té de 1’insert. Cette sonde double brin peut
étre utilisée aprés dénaturation, 15 minutes & 100°C.

Pour obtenir une sonde simple brin il suffit de couper le
double brin d’un seul cbété de 1l’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 & 500 nucléotides nous obtenons des
sondes plus ou moins marguées, mais toujours trés spécifiques.

Le mode opératoire est décrit en détail dans la thése de
J.M.von &allmen,(1987). Les différents é&chantillons ont éteé
dénaturés a 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 €cran
"Cronex lighting-plus" de Dupont Corp, pendant 20 a 30 minutes.

I1.11.4 Marquage terminal d’un oligonucléotide.

Les oligonucléotides sont margués avec la Polynucléotide
Kinase, en présence de gamma-*P-ATP. La radioactivité est
incorporée a l’extrémité 5’ de 1l’oligonucléotide (Maniatis et
al,1982).

L’oligonucléotide est d’abord purifié sur gel polyacrylamide
20 %. Il est visualisé & 1l’aide du papier Kieselgel 60 et élué
par la méthode de Maxam and Gilbert,(1977). L’oligonucléotide est
incubé avec 15 unités d’enzyme polynucléotide Kinase en présence
de gamma-P?dATP radioactivité, et purifié par centrifugation et
par colonne Sephadex G-50.
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IT .12 GEIL. D"ARN, TRANSFERT SUR
NITROCELLUILOSE "NORTHERN?'

L’ARN chloroplastique dfEuglena gracilis a été separé par
électrophorése (Roux,1984), puis transferé sur papier
nitrocellulose et hybridé.

L’ARN a été denaturé au glyoxal (Mc Master et Garmichsel,1977)
avant d’étre charger sur un gel agarose 1,2 %. La migration s’est
faite dans du tampon NaH,PO,, pH=6.7, pendant la nuit, avec un
systére de circulation du tampon (Maniatis et al,1982). Le gel
est coloré dans un bain de 10 ug/ml de Bromure d’Ethidium et
décoloré par la suite dans le tampon d’électrophor&se. L’ARN a
eété transféré sur papier nitrocellulose BA83 par capillarité
selon le protococle décrit par Schleicher and Schuell, (1987).

L’ARN est fixé & la nitrocellulose au moyen de rayons U.V.

ITXT .13 HYBRIDATIONS DES ACIDES
NUCL.EITQUES

II.13.1 Hybridation sur filtre ADN-ADN ou ADN-ARN.

L’ADN marqué radiocactivement (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 & la nitrocellulose
(Maniatis,1982). La spécificité de 1l’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 mémes pour 1’ADN-ADN et 1’ADN-ARN.

Tampon d’hybridation:
|
. =50 % Formamide desionisée
-5x SSPE ‘
-2% Denhardt
-0.1 % SDS

-100-200ug/ml ssDNA

Nous ajoutons 0.1 ml dé sclution/cm®* de filtre a hybrider.
Une préincubation de 2 & 6 h, & 42°C est faite. Nous ajoutons
ensuite la sonde radioactive a la solution de hybridation dans

un rapport de 1-5x10°pm/ml. L’‘hybridation dure 20 h a 42°C.
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Les filtres sont lavés avec :

-2x SSC + 0.1 % SDS -~ 20°C 157
-2% SSC + 0.1 % SDS 42°C 15'%2

Ils sont exposés humides avec des films XAR-5.

Les conditions d’hybridation avec un oligonucléotide sont
différentes (Schleider and Schuell,1987).

La solution de préhybridation est:

—-6x SSPE
-5%x Denhardt
-0.1 % SDS

La solution d’hybridation est:

-6X SSPE

-1x Denhardt

-0.1 % SDS

~100-200 ug/ml ssDNA

La température d’hybridation est calculée en fonction du
nombre de bases A-T et G-C que nous avons dans l’oligonucléotide.

T,= T,-5C = 2(A-T) + 4(G-C) -5°C

Les hautes températures et les fortes concentrations ioniques
ne peuvent pas étre utilisées; cela pourrait déstabiliser
1’hybride.

Le lavage du filtre est fait dans les conditions suivantes:

DS 20°C 2x 157

-6X SSPE S
% SDS Ty 1x 17

+ 0.
-6x SSPE + 0.

1T1.13.2 Hvbridation liquide ADN-ARN et traitement a la nucléase
SI.

Nous utilisons ce type d’hybridation (Berck et Sharp,1977)
avec des sondes trés spécifiques, préparées par marquage d‘un
simple brin, qu’on hybride a 1/ARN chloroplastique total. Par la
suite les hybrides sont traités & la Nuclease SI. Cet enzyme
digére 1les acides nucléiques simple brin, c’est-a-dire les
extrémités de 17ADN et 1’ARN qui nfont pas hybridé. Une analyse
par gel d’électrophorése permet de trouver la taille exacte de
1’hybride. Les protocoles simplifiés (Maniatis et al,1982) ont
été préparés selon la méthode de Favaloro et al,(1980).
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Nous avons précipité ensemble 15 ug d’ARN chloroplastigue et
50 ng d’ADN double brin et resuspendu dans 30 gl de tampon
d‘hybridation:

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

L‘ADN a été deénaturé a 100°c pendant 15 minutes et hybridé

a4 42°C pendant 3 h. Température déterminé par le contenu du G-C

dans la sonde, 30 %. .
|

La degradation de simpleibrin ce fait & 32°C en présence de

l’enzyme Nucléase SI, pendaqt 30 minutes dans 300 ul de tampon:

-Na Acetate pH=4.6 50 mM
-Zns0, 4.5 mM
-NacCl 280 mM
-ssDNA 20 ug/ml
-Nuclease SI 100-1000 u/ml

Nous stoppons la réaction en ajoutant 50 ul de:

M

-NH,Acetate 4.0
i mM

-EDTA o.

Les échantillons sont précipités a 1‘Isopropanol et
resuspendus dans 3 pul de TE + 3 pl "formamide dye" (colorant pour

ségquencage)

Nous avons analysé la taille,des hybrides margués,sur un gel
de Polyacrylamide 6 a8 %, 150 volt, 4 h. Les gels ont été fixés
dans la méme solution que 1es gels de séguence et exposés a un
film XAR-5. ;

La méme méthode avec des sondes simple brin a été utilisée
pour éliminer toute renaturation de la sonde, gqui pourrait géner
a4 l’analyse des résultats,

Quand les sondes sont trés 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 a 15 volt/cm. Le gel est
ensuite fixé dans du TCA 7 %, pendant 30 minutes, séché et exposé
comme un gel de ségquence.
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IT.14 PRITMER EXTENSION

La réaction de "Primer ' Extension®™ nous permet de savoir
exactement ol débute un ARN messager. Nous 1l’avons employée pour
vérifier la taille estimée d’aprés les analyses & la Nucléase
5I.

Cette méthode est réalisée en présence de Transcriptase
inverse. Enzyme qui utilise une amorce radioactive, hybridé a
1/ARN messager pour construire un c¢DNA jusqu‘au moment ol il n‘y
a plus de matrice (ARNm). La méthode a été décrite par Goldenberg
et Hauser, (1983).

Cette réaction a été faite en utilisant comme amorce des
oligonucléctides marqués, ou des fragments simple brin que nous
avons synthétisés a partir d‘un fragment inseré dans le
bactériophage M13. ‘

Nous préparons 1l’hybridation avec 1.6 pmol dfoligonucléotide
margué ou 2 ul d’amorce simple brin. Nous ajoutons 15 pg d’ARN
chloroplastique total et 1.4 ul du tampon 10x RT dans un volunme
final de 10 ul.

Le tampon 10x RT a la composition suivante:

~Tris HC1 pH=8.3 & 37°C 500 mM

~-MgCl, 60 mM
~KC1 1 M
~DTT .10 mM

L’hybridation est incubée & 65°C pendant 5 minutes, refroidie
une premiére fois & 42°C pendant 120 minutes, puis une deuxiéme
fois & 37°C pendant 60 minutes et finalement incubée & 0°C
pendant 15 minutes. A ce moment nous ajoutons:

-10x RT 4.6 ul
-KC1l 1M 3.4 ul
-dNTPmix 10 ul
-H,0 32 ul

-Reverse Transcriptase 10 u.
nous faisons alors une incubation & 25°C 5 minutes, puis a 37°C,
15 minutes.
Une "chase" a été faite avec :
~dNTP "chase" @ 16 ul
pendant 15 minutes a 37°C.
Nous stoppons la réaction avec:

-EDTA 0.5 M pH=8.0 2 ul

Pour dégrader 1’ARN nous ajoutons du NaOH 100 mM et incubons
a 100°C pendant 3 minutes en neutralisant par la suite avec 100
mM HC1. :
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Nous précipitons la réaction avec 2 volumes d'Isopropanol en
présence de 500 mM Amonium Acétate et 5 ug de tRNA. Aprés 30
minutes de précipitation nous faisons un lavage & 1°ETOH 100 %.
Le cDNA est remis lentement en suspension dans 2 ul de Tris HC1
20 mM et 2 pl de "formamide dye" sont ajoutés. Les échantillons
sont chauffés 3 minutes & 100°C avant d’étre chargés sur un gel
d’acrylamide 6 % + Urée 8 M. Le gel est fixé comme un gel de
séguence et exposé avec un écran intensifiant & -70°C pendant une
semaine pour obtenir un signal.

Composition du ANTPmix:

-dGTP 50 mM 6.8 ul
-dATP 50 mM 3.4 pl
-dCTP 50 mM 6.8 ul
-dTTP 50 mM 6.8 ul
-Tris HC1 pH=8.3 & 37°C 5.0 ul
-H,0 bidistillée 971.2 pul
Composition ANTP ®chase®:
-dGTP 50 mM 10 pul
-dATP 50 mM 10 wul
-dCTP S0 mM 10 pl
-dTTP 50 mM 10 wl
-10x RT (-DTT) 100 pl
-H,0 bidistillée 860 uil

IT.1S ANALYSE DES SEQUENCES A
L TORDINATEUR

Différents programmes informatiques ont été utilisés pour
analyser tous nos résultats de séquence. Le programme "ANALYSE",
(von Allmen,1987) & 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 bangues de ségquences, et pour dessiner les
structures secondaires des ARNs.
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IIT.RESULTATS .
ANALYSE DU RECOMBINANT
PEGCBG6

Nous avons recgcu le clone pEGCB6 de B.Schlunegger. Elle en
avait séguencé une partie: entre les sites BglII-HindIII, 2.6
Kpb.

IX¥r.1 CLONAGE DU rPEGCBS

Nous avons dfabord vérifié qu’il s‘’agissait bien de son
clone; composé du vecteur pBR322, et des fragments d4’ADN
chloroplastique Eco P et Bgl 2. Bgl Z étant inséré dans le site
unique Bgl II du Eco P.

Figure III.1 Carte circulaire d lasmide pEGCB

13400
HindIII

HindIII

Bglll

HindIII
10000

Plusieurs digestions et doubles digestions avec les enzymes
Eco RI, Bgl II, et Hind III, Bgl II-Hind III et Bgl II-Eco RI nous
démontrent 1/identité du clone.
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La digestion Eco RI, sépare le vecteur pBR322 (4.3 Kpb) de
l7insert total (8.7 Kpb} col. 2 fig.III.2. La digestion Bgl II,
sépare 1’insert Bgl Z (6.3 Kpb) du vecteur et le fragment Eco P
(6.7 Kpb), col. 5. La digestion Hind III et la double digestion
Bgl II-Hind III nous confirment la présence du fragment de 1.0
Kpb 4 1/intérieur de Bgl 2, col. 1 et 3.

Ces résultats montrent:

~ gue nous avons bien le fragment Bgl Z inséré dans-le site Bql
II du plasmide pBR322, modifié avec Eco P.

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

Le fragment Hind III 1.0 Kpb se trouve & la suite du site de
restriction Hind III séquencé par Schlunegger et Stutz, (1984).
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IITT .2 CLONAGE DU SOUS—FRAGMENT
HIND IIT DE 1.0 Kpb

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 géne qui lui confére la résistance & l’Ampiciline. Il
est capable de se répliguer 100 a 200 fcis dans une cellule.

Pour le clonage le vecteur pUc8 a été digéré par 1l’enzyme
Hind III et les extrémités ont été déphosphorylées & la
phosphatase alcaline de veau. Le fragment Hind III de 1.0 Kpb a
été élué, aprés une digestion Hind III du plasmide pEGCB6. Nous
avans 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 I2. Ce clone pEGCHI2 a été produit en grande
quantité, comme matériel de départ.

Figure I1I.3 Carte circulaire du plasmide pEGCHI2

PEGCHIZ

3670

Pour obtenir la carte de restriction du fragment Hind III-I2

nous avons;
- elué 1l’insert Hind III-I2 & partir du matériel de départ,

pEGCHIZ,
- analysé les fragments obtenus aprés digestion et double
digestion par:
Alu I, Dra I, Hinf I et Rsa I, Dra I + Alu I, Dra I + Rsa I,
Dra I + Hinf I (cf. fig.III.4).






27

Certaines des digestions décrites, ont été insérées dans le
site Hinc II du bactériophage Mi3mp9. Le séquengage de la région:
a été fait par la méthode Sanger,(cf. chII.1l0); selon le chemin
suivant:

Figure III.5 Carte de restriction et chemin de séguencage du
fragment I2.

(les positions sur la carte de restriction
correspondent & la séquence totale, montrée dans
l’annexe 4. Les chiffres sur le chemin de
séquengage correspondent au numero du clone.)

(Lineor) MAPFLOT of: G1zorr.Dot ck: 9964, ?383 to: 8485 Februory 21, 1998 16:41.
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§‘°f : : t : g — — ¢ gyégc
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En analysant la séquence du fragment Hind III-I2, nous trouvons
la séquence typique "57-GTTC_-3‘" de la région "TF loop" des
tRNAS.

Les ARNs de transfert sont des ARNs de petites tailles, 70 a
90 nucléotides. Ils peuvent prendre une structure secondaire en
feuille de tréfle, ayant 4 zones d’appariement entre bases, les
"stems", et 3 boucles, les "loops". Le "TF loop se caractérise
par une pseudouridine & la place d‘une uridine. Le "TD loop" a
une dihydrouridine. Le troisiéme est 1/"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 I1II. Cette région correspond aux 26 derniéres
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’eugléne, décrites par Hallick et
al,(1984). Nous avons trouvé une certaine homologie avec la
séquence de notre région "T F".

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

Pour finir la séquence du tRNA et vérifier qu’il soit complet,
nous avons cloné le fragment voisin a I2.
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IXITILI.3 CLONAGE DU SOUS—FRAGMENT
HINC TITIXI DE 1.2 Kpb

_ Dans le clone pEGCB6, nous avons cherché un fragment de taille
raisonnable, qui contiendrait la suite de la ségquence 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 nucléotides du fragment HindIl1I-I2, (schéma

III.1).

Pour éliminer les fragments provenant de pBR322 et Eco P, du

PEGCB6, nous avons:
- elué le fragment Bgl II-Hae III de S Kpb du clone pEGCB6.

- digéré ce fragment de 5 Kpb par l’enzyme Hinc II.

schéma III.1 Emplacement du fragment Hinc II.

Bgl Z

?aeIII
I

H Hi H  Hi
|

| I

Enzymes de restriction: H: Hind III
Hi:Hinc II
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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.II.9). L’hybridation de ces
filtres a la sonde Hind III-I2 a permi de repérer plusieurs
clones.

L’analyse par minilysats de certains de ces clones, a toujours
donné un insert de 1.2 Kpb. Nous avons appelé pEGCHI¢, le clone
choisi.

Figure I11I.7 rte circulaire du plasmide

370

pEGCHIC

1000
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Une carte de restriction du fragment Hinc II~Ic a été faite
par différentes digestions et & 1l’aide des 573 premiers pb déja
séquencés (cf.fig.III.5).

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

Figure II1.9 Carte de restriction et chemin de ségquencage du
fragment JIc¢. (Les positions sur la carte de
restriction correspondent a la ségquence totale,
annexe IV.Les chiffres sur le chemin de ségquencage
correspondent au numéro du clone.)

{Lineurs) HRPPLOT of: 61zorr.Dob ck: 9964, PB26 to: 9186 Morch ca, 1998 11:32
8.85 82.88 E4pR@ SERE SEae %880

LS Lyt
23 DO YO0

~r

Rlul —t
6ral — - f —— 4
Howell — : - i |
HindlII : : ¥
infl T T A %
(bt — — =—— ¢}
3 . t 2 of
Yoo — ' — B
Enzymes Lhot do not cut: '
HOHE
iAS l |116
X H/A A1 15 REIS I
I | | P
Al13 |113 {I5]

Liste des enzymes de restriction:

A: Alu I R: Rsa I
E: Hae II S: Sau 3Al1
H: Hind III X: Xba I
I: Hinf I

Nous avons trouvé par séquencage 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’'eugléne, et pourrait servir de
point de repére pour d’autres travaux de clonage (Hollingsworth

et al,1984).
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IITXT .4 ANALYSE DE I.A SEQUENCE DU
GENE TtRNA LEUCINE

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

Figure IIT.10 Structure secondaire du tRNA Jleul.
3“
57 Ars
1 T T
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T - A
T - A
c -G
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A A T T G
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G
- I I G
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Le résultat de notre séquencage et 1'hybridation faite par
Kuntz et al,(1282) d’un tRNA Leucine, nommé tRNA Leu 1, avec le
fragment Eco B du ADNcp montre gu’il s’agit du méme tRNA.

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

-1 fols par le géne rps12 du ADNcp d’eugléne (Montandon et Stutz,
1984); géne quil code pour la protéine S12 de la petite sousunité

du ribosome.

-1 fois par le géne psb F du ADNcp d‘eugléne (Cushman et al,
1988b), géne qui code pour 1le c¢ytochrome b,, associé au
Photosysteme I1I.

-14 fois par le géne psa A du ADNcp d‘eugléne (Cushman et al,
1988a).

-32 fols par le géne psa B du ADNcp d’eugléne (Cushman et al,
1988a)

Les génes psa A et psa B codent pour les deux grandes protéines

du centre réactionnelle du Photosystéme I (P700).

Mais nhous ne pouvons pas affirmer que le codon 5°UUG 3’ est
forcément apparié a 1l’anticodon 5’/CAA, (tRNA Leu 1) ou &
l’anticodon 5'UAA, (tRNA Leu 2), selon la régle de flottement qui
permet une souplesse dans l'appariement de la troisiéme base.

ITTIT.5S5 ETUDE COMPARATIVE DE LA
SEOQOUENCE DU tRNA LEU AVEC
D’’"AUTRES tRNAS.

Nous avons comparé la séguence du tRNA Leu 1, anticodon CAa,
avec:
- le tRNA Leu 2, anticodon TAA, du fragment Eco I du génome
chloroplastique d’eugléne, ségquencé par Keller et Stutz, (1984);
- le tRNA Leu 3, anticodon TAG, du fragment Eco G, séquencé par
Orozco et Hallick,(1982).
- le tRNA Leu, anticodon CAA de deux plantes supérieures.

Sans compter "l’extra-loop", le degré d’homologie est:
- de 84 % avecC le tRNA Leu 2,
- de 50.6 % avec le tRNA Leu 3,
- de 77% avec le tRNA Leu de plantes supérieures, ayant le
méme anticodon, par exenple:
- Glycina max chloroplaste L327 (Pillay et al,
1984),
- Zea mays chloroplaste L321 (Steinmetz et al,
1983).

L‘homologie entre les régions voisines des génes tRNA Leul
et tRNAZ, tonbe & 30%.

On constate aussi une homologie au niveau de la séquence du
"TF loop" entre les tRNAs Val, Ala, Gly {(Hallick et al, 1984)
et le tRNA Leul.



9t

% LL = LZEI-TNOT]
% LL = TZLTI-TNOT
% 0% £nIT-Ina’]
% ¥8 = ZneI-Tnag :sousnbgs sp 9yT3uIpl

‘Xell eulolio np naT ¥N¥3 np souanbes szl
*SATd €97 np noT ¥NYH3 np sousnbas 1zZe1l
*STTToelb eustTbnd,p 93serdoaoTyo np SYNY3 S9p saousnbgs ¢neT 39 zneg ‘Tnsg

1087 , € VIHOVYDOLODOOLOVOOLLODODOLIID OYVYIV IDLVOVOLVVYVOLIVOLOLOOVOYYYIOD IVVVYOLOOLODILOOL /G

(AL
£na]
T2¢T
L2ET

e rur b i r ¥ ¥ O T vy v e ¥ ¥V DODUUVIVIL L% v DT v v 2 ¥ ¥ x L D¢ ¥ ¥ VOL# ¥ ¥ ¥ DU ¥ EE S ¥ XXF XS REXSFEHED
¥ 33 LD LOLOL* %% v ¥ ¥ ¥ ¥ VOV ¥ OLVOLVLILLOL ¥ DI % ¥ 1O L v # ¥DV v ¥ D ¥ Du v ¥ ¥ LL¥ ¥ ¥D¥D ¥ » s VOOV & D
¥Oxxx20L¥0LexsrvesvensUDxy DDIVOUTUTL 5 »Dxlrxxx v 55505350 Levv¥Drvsy  ¥xyx3x35¢%5xT0xsxxD
¥O¥ ¥ ¥0L¥OLe ¥ ¥e v ¥ ¥3 43+ WDxx DODVOVOVLIOD##Dxlx¥unsussDusVadrususIDruvvs sxuvxvrs¥¥Dyxsssrd

“OUTONS] SUYNUY Sop soouonbeps Sop SATJIBJIPdUO0 OSATeuy TT'IITI sInbrd



37

IIITT.e& ANATLYSE DE LA
TRANSCRIPTION DU GENE tRNA
LEUCINE

En sachant que le géne tRNA Leul peut interagir avec le codon
5'UUG, qui est utilisé par lezs protéines chloroplastiques, nous
avons:

- analysé sa transcription,
- déterminé la taille de son transcript.

L’analyse de la transcription a été faite par hybridation de
1’ARNcp total au fragment Hinc II-Ic, apreés:
- avoir fixé sur filtre de Nitrocellulose de 1’ARN
chloroplastigue,
~ et avoir marqué le fragment Hinc II-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 (c¢f fig.III.1l2).

Des hybridez de la méme taille ont été obtenus en utilisant
comme sondes: le clone Xba3d du M13 digéré une fois par l’enzyme
Hae 1I, et une autre fois par 1l’enzyme Cla I. Sondes obtenues par
marquage d’un ADN simple brin (cf. chapitre I11.11,3).

Compte tenu de la spécificité des sondes, nous pouvons postulé
gue la bande & 0.1 Xb correspond au tRNA Leu mature et la bande
a 0.8 Kb correspond a un ARN précurseur du tRNA Leu.

I1 faut signaler la différence du rapport d’intensité entre
le transcrit du tRNA Leu et le transcrit d/ARN précurseur guand
nous avons utilisé wune sonde double brin marguée par
nicktraslation (cf fig.III.12-2), ou une sonde simple brin (cf
fig.I11.12-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 Cla I (cf fig.I1I.12-C), corresponde a les différents
temps d’exposition.


fig.llI.12-A
fig.III.12-B
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Figure III.12 Hybridation du géne tRNA Leu avec 1‘ARNcp. Northern

-—.-_:' .
2 .*.‘I' <o

A: Gel Agarose 1.2%, migration a 25 volt. 14 h. Exposition 1 nuit
avec ecran. Sonde: fragment 1.2 Kpb HincII-HincIl marqué par
"nicktraslation®. Tailles des hybrides 0.1 et 0.8 Kb. '

B: Gel Agarose 1.2%, migration a 2% volt, 20 h. Exposition 2

jours sans écran. Sonde: fragment simple brin du clone Xba3l

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 Cla I, 290 bp. Tailles des hybrides 0.1 et 0.8 Kb.

Les fléches indiquent les positions de 1’ARN ribosomique 23s, 1l6s

et 5s dans chaque filtre.

Pour vérifier la taille du précurseur, des sondes simple brin
de la reégion contenant le brin codant du tRNA Leu, ont été
préparées ( c¢f schéma I11I.2).

Ces sondes ont été hybridées, en phase liquide, & 17ARNcp
total, et digérées & la Nucléase 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 & partir :

- du clcone Xba 3 digéré par l’enzyme Hae II (600 b) qui contient
le géne tRNA et surtout la région voisine en 5’.

- du clone Xba 3 digéré par l’enzyme Cla I (290 b) gui contient
essentiellement le géne tRNA Leu.

- du clone Alu 1 digéré par 1l‘enzyme Hinf I (350 b) qui contient
la partie 3’ du géne et la région voisine en 37,
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Un contyéle a été fait, montrant que les fragments simple
brin ont bien été dégradés (cf. fig 111.13, col.3)

Figure II11.13 idation tRNA Leu,.Traitement a
Premier gel.

pb 1 2 3M

..

200+ *
-
-

150 » l
_l

80 » 4
$

~_"&(_}_n.". )

1. Sonde Xba 3, digérée par l‘enzyme Cla I(290 b).

2. Sonde hybridée avec 1’ARNcp et digérée a la Nucléase SI.
Fragments protégés: 290, 150 et 80 pb.

3. Sonde non hybridée, complétement 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,(1les
fragments 256, 62 et 48 appartiennent & l’insertion).

Gel d’acrylamide 8%, migration & 50 volt, 14 h. Exposition 1 jour

sans écran.

Les résultats montrent que la sonde Xbal-Clal (schéma III.Z2)
est protégée dans toute sa longueur,bande & 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 trainée de dégradation de la sonde apparu
aprés 1l‘élution.

L’analyse d’une région plus grande a été faite avec les
sondes:
- clone Xba 3 digéré par Hae II, et
- clone Alu 1 digéré par Hinf I,(cf. schéma 1I1I.2).
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Figure 1II.14 ridation du tRNA Leu. Traitement Nucléase SI.
Deuxiéme gel.
2 3 4 5 M
. L
Probe___ - '
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Gel d’acrylamide 5%, migration S0 volt. 14 h. exposition 2 jours.

1.

2.

4.

5.
M.

Sonde Xba 3 dlgérée par Hae II (60Q b).

Sonde " " hybridée et traitée a 1la
Nucléase SI. Taille des fragments protégés: 80,{520) et (550)
pb. (La bande & 390 pb appartlent a la sonde, une faible bande
4 130 pb est apercgue).

Sonde Alu 1 dlgérée par Hinf I (350 b).

Sonde " n hybridée et traitée a la
Nucléase SI. Taille des fragments protégés: environ 130, 280,
330 pb.

Sonde Alu 1 non hybridée, mais digérée a la Nucléase SI.
Margueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite
insertion).517,%06,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48,(1les
fragments 256, 62 et 48 appartiennent & l’insertion).
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Les résultats de la fig.III.14 montrent gue:
- la sonde Xbal-HaelI, de 600 b donne deux fragments
faiblement protégés de 550, et 520, et le fragment de
80 pb, bien protégé.
- la sonde AluI-HinfI, de 350 b, donne des fragments
protégés de: 130, 280 et 330 pb.
Remargue: ces deux sondes se superposent (cf. schéma III.2).

L’interprétation de ces résultats permet de postuler que la
taille maximale pour 1/ARN précurseur est de 815 pb.

Le fragment protégé par la sonde Alul-HinfIl 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 I1I1.15, col
2).

Figure III.15 xg;;ggtlon du tRNA Leu, extrémité 3
Gel 8 % acrylamide.

- Sonde

-=20pb

1. Sonde Alu 1 dlgérée par Hinf I (350 pb).

2. Sonde " " hybridée et traitée a la
Nucléase 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 & l’insertion}.

Gel Acrylamide 8% ,migration & 60 volt, 14 h. Exposition 1 jour.
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Avant d’avoir fait des hybridations avec de 1’ADN simple brin,
nous en avions fait avec des sondes d’ADN double brin. Les
condltlons d’hybridation étaient les mémes, (milieu liquide,
42°C). Le traitement a la nucléase SI, apras dénaturation de la
sonde, était aussi maintenu.

Les bandes obtenues sur gel ayant les mémes tailles que les
sondes peuvent provenir aussi bien d’une hybridation ADN~ADN ou
ADN-ARN. Cela ne nous permet pas de dire gquels sont les
transcrits les plus grands, pour estimer la taille du précurseur.
D’ol1 1’idée d‘utiliser une sonde simple brin. Nous présentons
guand méme les résultats obtenus.

Figure I1II1.16 idatio s vec de ondes double bri
pb 2 1 M
290 L. ':
150% d " €150
130»
10 ¢
8o
o 475

vt
- <Y 3

doublet & '

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

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

M. Marqueur de taille. pBR322 digéré par Hinf I (avec une petite
insertion).s%17,506,396,344,298,256,221,220,154,75,62,48 pb
(les fragments 256, 62 et 48 appartiennent & l/insertion).

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

N

Les résultats sont les suivants:

-bandes a 290, 150 et 80 pb pour la sonde Xbal-Clal, colonne 1,
~bandes & 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 l’homologie entre les deux tRNAs est de 84 %.

Une autre observation montre que les résultats obtenus
avec la sonde double brin XbaI~Clal, sont identiques a ceux
obtenus avec la méme sonde simple brin, (cf. fig.III.13)
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Schéma III.2 Résultats des études de transcription du tRNA Leu.
| T

-
0 0.5 1
Kpb
A R X HY Z N
% I 1 [1 114 A1 {
8034 Qllé
, : - ]
? tRNALew’ oligonuclectide tRNA promoteur
NUCLEASE S1I
A:350 b
L JCE
masssessssmes—n <280 b
sesssssy 130 D
- 20 b
B:150 pb
msssssssesm 150 b
s 130 b
mmw 30D
C:290 b
e e
—— 80 b
D:600 b
A 550 b
L 520 b
— 80 b

*.
3° — : 5° I

Sites de restriction: A-Alu I, Cc-Cla I, H-Hinf I,
N-Hinc 11, R-Rsa I, X-¥Xba 1,
Y-Hind III, %Z-Hae II,
= ADN
E— ARN protegé

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

oOw
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D’aprés les résultats obtenus (schéma III.2) nous estimons
gu‘un précurseur df‘environ 815 b et un tRNA mature de 80 b
existent. La polarité de transcription du géne tRNA Leul est la
méme gque celle de l‘opéron ribosomique. Le tRNA Leul n‘a pas
d'introns.Les positions 8034 et 9116 correspondent & la séguence
complete (annexe IV).

La taille des transcrits, des tRNAs Leu cloroplastiques
d‘Fuglena gracilis sont:
-~ tRNA Leul: 80 b.
-~ tRNA Leu 2: 85 b (Gruissem et al,1983),
- tRNA Leu 13: 87 b (Greenberg et al,1984).

Les hybridations avec 1les sondes, Alul-Hinfl et Rsal-
HindIII, (cf. schéma III.2) montrent une dégradation de 1’ARN en
3'-

Maturation des ARN de transfert.

Le Y“processing" en 5’, des génes tRNA d’eugléne, 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 wvitro" 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 tRNASs.

Bikoff et Geffer,(1975) ont purifié les enzymes responsables
de la maturation des tRNAs. Les enzymes sont:

- 1’ARN-polymerase ADN-dépendante, qui catalyse la formation
d’une molécule G’ARN,

- une endonucléase qui hydrolyse la molécule d’'ARN,

- l’endonucléase "RNAse P" qui catalyse la maturation de
l’extrémité 5/ de 1/ARN,

- la ribonucléase RNAse P III qui dégrade spécifiguement
l’extrémité 3’ du précurseur.

I1 semble que certains tRNA chloroplastigues proviennent
d’un méme transcrit. Chez Euglena gracilis,il y a des "clusters"
de génes de tRNA qui sont transcrits ensembles, et gqui subissent
plusieurs étapes de "processing", afin de séparer les différents
ARNs. Le géne tRNA Leul est monocistronique, il nfest pas proche
d’autres génes.

Afin de connaitre le début de la transcription tRNA Leul,
nous avons fait une "primer extension” dans la région 5’ du géne.
L’amorce a été preparée par la néthode de marguage d‘un simple
brin. Cette amorce correspond au fragment HinfI-ClaI {(cf.schéma
I11.2) de 23 b + 36 b du M13. La fin de la réaction avec la
Transcriptase inverse n’étant pas trés nette, nous avons vérifié
cette "Primer Extension'" avec une amorce synthétique.

Amorce synthétique 17 mer: 5’ -GGTGTTACTTCTGTGCG- 3°

Cet oligonucléotide hybride avec le brin codant pour 1/ARN en
position 8658-8674,(cf.fig.III1.19).
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L’oligonucléotide 17 mer a été margué en position 5°¢
terminal, en utilisant du gamma-"P ATP. Il a été hybridé a 1’/ARN
chioroplastique 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 l‘oligonucléotide avec le ARNcD.

W o

Sonde: oligonucléotide 17 mer.

Taille de 1'hybride 0.8 Kpb.

Gel Agarose 1.2 %, migration & 25 volt,16 h. Exposition 2
jours avec écran. Hybridation & 47°C sans formamide.

Les fléches correspondent & la migration de 1/ARN
ribosomique 23s et 16s.

La transcriptase inverse incorpore 176 nucléotides & partir
de 1’oligonucléotide. La taille a été mesurée par la réaction de
séquence gui a migré sur le méme gel. Réaction de séquence faite
a partir du clone Hinf 16 et de la méme amorce, 1l7mer.



Figure

IT11.18 Réaction de "primer extension.

Gel Acrylamide 8 % + urée. Migration 30 mA, 2 h.
Séquence: Hinf 16 + oligonucléotide, GACT-T
Primer Extension: oligonucléotide + RNAcp total.
Exposition: 1 semaine + écran pour la "Primer Extension®.
1 nuit sans écran pour la séguence d’ADN.

séquence du clone Hinf
1, réaction de “primer
2, "
3’ Li

16.

extension" avec 8 ug ARN,
b avec 15 ug ARN,
" sens ARN.

Le précurseur du tRNA Leu 1 aurait une taille de
nucléotides. L’extrémité 57 du précurseur serait la position 8850
de la séguence total,(fig.III.20).
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Schéma III.3 Transcrit du tRNA Leul.

| °'tRNALeu5' vligonucléctide LtRNA promoteur
coOnganeuls
M* 57
1
8060 8850
Figure III.19 Séguence du géne LRNA 1@ L.

(incluant les régions voisines au transcrlt; selon
les analyses de "S1" et nprimer extension”).
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Nous avons trouvé une séguence "consensus", séquence qui
pourrait avoir une fonction de promoteur chez les tRNA du
chloroplaste d’Fuglena gracilis (Gruissem et &1,1983). Cette
séquence se trouve a environ: 240 pb en amont de l’extrémité 5’
du précurseur, et 640 pb de l’extrémité S’ 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 92094 de 1la
ségquence totale

Dans les autres tRNAs chloroplastiques d/Euglena, on trouve
cette séquence:
~ 10 a 50 nucléotides en amont de l’extrémité 5’ des génes tRNA,
- en début du "cluster" guand les génes sont transcrits ensemble.
Malis on ne la trouve pas chez le géne tRNA A gui est cotranscrit
avec les génes ribosomiques 16s et 23s.
Cela suggére le réle promoteur de cette séquence dans la
transcription.

I1 nous reste & connaitre le réle d‘un si long précurseur.
Nous avons é&tudié 1la 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 & 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 ¢’ARN a une taille de 377 nucléotides chez
Escherichia coli (Reed et al,1982),(Sakamoto et al,1983) et de
401 nucléotides chez Bacilus subtilis (Reich et al,1986). Une
homologie de 43 % a été trouvée entre les deux molécules (James
et al,1988). Une structure secondaire de 1‘ARN commune aux deux
bactéries nous montre deux centres importants. Des fonctions
différentes a 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 nucléotide 89, (remplace A-G),
inhibe 1l’attachement de la protéine RNAse P. Une mutation du
nucléotide 329 élimine la fonction catalytique de 1’ARN, 1la
vitesse de la réaction diminue 400 fois.

La premigre wmutation change la structure secondaire de
1’ARN, entre les positions 89 et 239. L‘activité catalytique
reste intacte, mais 1’intéraction avec la protéine est annulée.
Cette constatation améne les auteurs a postuler que la région
89-239 contient des sites d’attachement & la protéine.

Par une analyse comparative de 1'ARN de E.coli et B.
subtilis, Shiraishi et Shimura(1988) ont déterminé des séquences
conservées dans la région 90-239, ces ségquences pourrait
correspondre & des sites d’attachement de la protéine RNAse P.
Nous avons cherché ces séguences chez notre precurseur du tRNA
Leu:
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5 GUGCC position 88 B.subtilis
GUGCC " 89 E.coli
UuGCe " 8400 cp E.gracilis
AGUGCCACAG " 178 B.subtilis
AGUGCCACAG " 124 E.coli
AGUGCAGAAA " 8570 cp E.gracilis
GGUAAACCCC n 226 B.subtilis
GGUAAACUCC n 229 E.coli
GGUAAACGAU n 8717 cp E.gracilis

Nous trouvons la premiére séquence, dans le tRNA Leu mature,
et les deux autres dans 1‘ARN précurseur. L'homologie se trouve
sur le brin codant pour 1’ARN., La distance qui sépare les trois
séquences est de:

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

D’autres séquences conservées entre ces deux bactéries,
n‘ont pas été trouvées chez le chloroplaste d‘eugléne. 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 1’essai de schématiser
les homologies de la région.

Nous avons essaie de dessiner la méme structure secondaire
de 1’ARN de la RNAse P de E.coli, dans la molécule de 1‘ARN
précurseur de E. gracilis & partir des séquences identiques
trouvées. Nous ne trouvons pas le méme schéma. Nous ne pouvons
pas postuler qu’il s’agit de 1/ARN de la "RNAse P RNA", seulement
qu’il y a une homologie des séquences.

Nous avons voulu dessiner a l’ordinateur la structure de ce
£RNA Leu et de son précurseur. En prenant la taille minimum du
géne, nous avons constaté gque la structure gui consomme le moins
d’énergie, ne nous donne pas la forme en tréfle, connue pour tous
les ARNs de transfert. En analysant le dessin de tout le
précurseur nous ne trouvons aucune forme de treéefle.

Figure III.21 Structure secondaire du tRNA Leu et son précurseur.
(Page suivante).
Les positions 3183 et 3729 correspondent a les
positions 8060 et 8850 de la sédquence totale,

(annexe IV).
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SQUIGGLES of: oregr3183.connect Februaory 16, 18988 11
FOLD af: OREGR.DAT Check: 1889 from: 3183 La: 3729 February 16
Length: 547 Energy: -82.8

;32
. 1888 18:27
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ITXTTY .7 AUTRES STRUCTURES
PRESENTES EN AMONT DE LA
REGTON ORI

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 & la séguence
décrite par Stinchcomb et al,(1980). Séguence necesaire pour
répliquer d‘une maniére autonome dans la levure le plasmide qui
la contient.

ségquence “consensus" &/ A/T TTTATPuTTT A/T 3"

Nous trouvons aussi deux séquences consensus ARC décrites
par Vallet et al,(1984), en position 7765 et 7672 (brin
complémentaire). C’est & dire, des ségquences du chloroplaste de
Chlamydomonas reinhardi, capables de répliquer dans la levure le
plasmide gui les contient.

La région de 1/ADN qui contient ces séquences, entre le site
Hind III (7384) et la région en aval du tRNA Leucine (8200) est
trés riche en A+T. Pourcentage de 82 % en moyenne.

séguence 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 a la fin de la
région séquencée, nous trouvons deux séguences gui peuvent étre
ouvertes & la traduction (ORF).

Le premier ORF pourrait étre transcrit dans le sens opposé
4 1la transcription des génes ribosomiques. Il débuterait en
position 9037, et aurait au minimum 23 aa.

Le deuxiéme ORF serait transcrit dans le méme sens que les
génes 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 PpEGCHIC, ne donne aucun transcrit additionnel a
celui du tRNA avec une sonde HincII-Hinc 1I de 1.2 Kpb, ou une
sonde plus petite (cf.schéma IITY.1l).

Un séquengage de la région comprise entre le site Hae II
et le site Bgl II, Jjusgqu’a la fin du clone Bgl 2
(Hollingsworth, 1984) pourrait nous donner la taille de ces CRFs.
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IV. RESULTATS.
ANALYSE DU RECOMBINANT
PEGCBG1

Nous avons regu le fragment A’ADN Bgl II Gl purifié par
E.Roux (Travail de thése, 1984). Aprés séquencage, il a trouvé
l’extrémité 5’ du géne ribosomique supplémentaire 16s.

IV.1l CLONAGE DU pEGCBGI1L

Nous avons inséré ce fragment dans le plasmide pBR322.
Plasmide modifié avec le fragment chloroplastique Eco P, qui a
un site de restriction Bgl II unique. Les extrémités du plasmide
coupés par l’enzyme Bgl II sont dephosphorylées avec l’enzyme
Phosphatase alcaline, puis liguées aux extrémités du fragment Bgl
Gl de 5 Kpb. La transformation a lieu dans les cellules HB101 de
E.coli. Nous analysons les colonies par 1la méthode des
minilysats. Les colonies, gqul aprés une digestion avec Bgl II,
donnent un fragment de 7.4 Kpb (pBR322 + Eco P) et un fragment
de 5 Kpb (Bgl Gl1l) sont sélectionnées. Elles sont mises en
culture pour obtenir le plasmide pur en grande quantité.

Figure IV.l, Carte circulaire du recombinant pEGCBG]1

11760

Bolll 2000

HindIII
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Bglill
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HindIII

0
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IV:i2 SEQUENCAGE DE LA REGION
HIND III~-BGI. ITI, 3 Kpb

Nous avons ¢lué le fragment Hind III-Bgl II de 3 Kpb; a
partir d‘une digestion préparative du clone pEGCBG1l, et aussi a
partir du clone pEGCH54 digéré par Bgl II et Cla I. La digestion
Cla I ajoute 4 pb du vecteur pBR322 au fragment de 3 Kpb {schéma
IvV.2).

Figure IV.4 Carte circulaire du recombinant pEGCHS4.

Schéma IV.2 Carte du plasmide pEGCHS4.

H B C H CH
|| |

PEGCHS4 PBR322

H= Hing III
B= Bgl II
C= ClaTl
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Le séguengage ne correspondait pas & la taille de 3 Kpb.
Cette différence de taille, nous & fait supposer l‘existence de
régions répétées. Par clonage et séquencage de fragments plus
petits, nous avons distingué ces régions.

Les extrémités du fragment Bgl 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 1l’enzyme Bgl II.

-Bgl II 5'-AIGATCT-3’
~-Bam HI 5’/-GIGATCC-3'

Le fragment de 3 Kpb a été inséré dans le sens Hind III-Bgl
ITI (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 étre séguencées avec le
"primer universel 17mer". 500 nucléotides de ces extrémités ont
été séquencés, sur gel de polyacrylamide 5 % et urée. La
migration la plus longue a duré 8 h.

Les digestions du clone pEGCBGl, et des fragments Bgl II 5.0
Kpb, Hind III-Bgl II 3.0 Kpb et Bgl II-Hind III 1.7 Kpb par
l’enzyme Dde I, nous ont permis de placer les trois grands
fragments Dde I 1.7, 1.5, 1.1 Kpb sur le fragment Gl (schéma
Iv.3).

Schéma 1IV.3: Arrangement des fragments Ddel dans le fragment Gl

5.0 b,

B: Bgl II

H: Hind III

D: Dde I

Taille des fragments en Kpb.



60

Figure IV.7 t ination des fr ents Dde dans

Gel Agarose 1.2 %. Migration 120 volt,30 minutes.Coloration BrEt

L:

margueur de taille, phage Lambda digéré par l’enzyme Hind
111, 23, 9.4, 6.6, 4.7, 2.2, 2.0, 0.5 Kpb;

pEGCBGl digéré par Dde I1;2. 0 1.7, 1.5, 0.7,... Kpb;

Gl 4.7 Kpb digéré par Dde I: 1.7, 1.5, 1.1 Kpb;

Gl 3.0 Kpb n : 1.5, 1.1, 0.4 Kpb;

PBR322 + Eco P digéré par Dde 1I: 2.0, 0.7,... Kpb;

Gl 1.7 Kpb BgllI-HindII1I digéré par Dde I: 1.5,...Kpb:;

Les fragments Dde I ont été ligués séparément dans le

vecteur M13. Le séquencage des 300 pb de chague extrémité des
insertions a permis:

- de positionner des ségquences déja connues,
~ de confirmer la présence d’'une région répétée de 920 pb.
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Figure IV.8 Carte de restriction du fragment Gl de 3Kpb.

(Lingor) NAPPLDT al: Gtzarr.Dot ck: 9964, 192D to: 4993 tMtorch 28, 199B 11:44.
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IV.3 SEQUENCAGE DE LA REGION G211
1.7 Kpb ET DE LA REGION
INTERNE HIND III-HIND III
DE O.3 Kpb

Le fragment de 1.7 Kpb du clone pEGCBGl a été élué apreés
digestions Bgl II-Hind III. Ce fragment a été ensuite digéré
séparément, par les enzymes suivants: Hinf I, Dra I, Rsa I, Alu
I, Tag I. Les fragments obtenus ont été insérés dans le
bactériophage M13 et séquencés

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

Les digestions du fragment Gl 5.0 Kpb par les enzymes Hind
I1I, Alu 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 a 1 Kpb.

Figure IV.10 Carte de restriction de la région Gi: 1.5 et 0.3
Kpb.

(Linear) NAPPLOT of: Glzaorr.Dot ck: 9964, 1 to: 1938 fMacch 28, 1998 11:38.
28 438 (314 gea 1ete 17608 1488 1688 1888
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IV.4 ANALYSE DE ILLORF 350

La fin de la séquence ouverte & la traduction (ORF), se
trouve & l’extrémité du fragment Bgl Gl (Figure IV.12). Le reste
de la séquence se trouve dans le fragment Bgl 2, publié par
Schlunegger et Stutz, (1984). L’extrémité 3’/ de 1/ORF se trouve
& la position 4985 et est constitué d’un codon stop TAG.

Cette séquence ouverte a la traduction, 1050 pb, pourrait

coder pour une protéine de 350 acidesaminés, avec un poids
moléculaire maximal de 41 KD.

Nous avons compare la séguence de 1/0RF 350 avec les
séquences des bangues EMBL, et SWISSPROT. Aucune homologie
significative n’a été trouvée.

Figure IV.12 Séguence et traduction de 1’/ORF 350.

Bgl 1l
%‘mﬁmﬂ%ﬁﬁbﬁwmﬁbﬁmWEWMTWCWWWWT
BTTIAGGTAGBGEBTETART BT CARL CTACTTTEACEATE TAGARCAC TTCAT TS TAAMVWGAAG TCCTTE TTTECAAGLCOGG T TARGEGEGTOCA

{'HBHN‘JTPHFB;lKHlKCKKKLFLRERHIGE;‘

CAMATCCATCCCLCACATTALAGTTB6ATEAMC TELTAGATL TG TOARGTRARCAT TTTTTLT TCAGGAACAMCS TTCEECCLAAAT TLLOCLAGGT
4759 4959 451 4385 4999 R L] 319 5029 39 S045

. ATTTBACLERE TBCTEALAT TRAC TROOCE TATREETAGACAAATCC TE TT TECAMG TUEGATTAM TTGTARCATATCATTGELTRACCOECTEACCTC
TARACTERCCCACEACTE TAHL TRACGEGCATALCCATCTE TTTAGBACARACET TTCABCLTAATTTARCATTB TATABTARCBATTEGCCEACTEEHE
1060 ASMNSOEYPYVFETALTPNSFOGLHUDNSVYVPOEK

ATTTGACCEEETECTOACATT6HC TEOLES TATEEETAGHLAARTCL TET TTECAARGTUEBATT ARATTBTAACATATCUATTBCTAACCEECTOACCTL
A 069 ST 067 S99 S109 S 5129 S13 S14

TTTTTACSGTTTCAGLARTTGLATATRCAT TAGE TACACALATACTTARAT RGRARCCABTTTECACBATCCTTTICATCACARTRRATETTCTTEBAST
AAATECCAMGTUE TTAACETATACE TAATCOATETE TG TATBAATTTATL TTToR TLARACE TELTAGEANRG TAG TETTATTTACARGARCCTCA
EVTEATIA&TAEAVCHKSISLTYTFeTOVIaREKEHKNVIFEYT&RPIT

TTTTTACESTTTCAGCARTTBLATATELATTAGE TACACACATACTTAAATAGARACCAG TTTECACBATCL TTTTCATCACAATAAR TETTCTTEEAGT
5159 S169 51N 5189 5199 S209 219 o9 SN S249

TAACLATAAAG TEC TTRATEARLCC TC TAGH TCATAACCC T TTCCAATAMATT T TATCAWATCAGTTEACCAAMAATCASGATTBAAARTTEAAMA
KTTEGTATTTCACGHATTACTTGE6RGARTCCAG TATTEREAGRAGE TTRTT TTASRATABT TTTAGTCAARLTEO TTTTTAGTCCTARCTTTTRACTITTT
LW LTSLSGELDYGBEELLIKDFDTTSHFDP®PNFIL1ISCF

THLCATARABTBCTTARTBARCCE TCTABETCATRACCOTE TTCCAATAAAATTTTATCARAATCABTTBACCAAWHTCASSATTORAARTTERAA
5259 5269 5279 S9 5299 5309 9319 539 5139 5349

TCTTCARCTTTBRACTTTE TTCOATAGHHOONATATTTALTEEA TC TTBRCTTBAL TTTRAATCATCTTCEEARACBATT ETCTTCAGRATTATCATTTT
AGRAGTTEARAL TTTHRARLARGC TATC TTCL TTATAARTGACCCAGARCT GRAL TGRRATTTAGTAGRAGCLTTEC TAACAGAAG TCTTARTAGTAWA

P EVKFSGELSPITHNVYPDOSSKLDIESRNDEESHNDHNE

TCTT AL TTTEAMC T BT 1 CBATAGANGGARTATT TACTBRETLT TRAC TTGAC T TTARTCATCTTOE6AACEAT TETCTTCABAATTATCATTTT
5359 5369 339 3387 5397 et 1] 5419 2y 439 249
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WMMT&WWWWMNWW?WW@TWWWTMTW
AR TG TAC TRATTTTCTCT T T I TT OB T T T AMAACTTCTAAGAAAT [ CATO TES TTTTT TARATTTACSTTTTAATTTACECAT TRTTGETCT
COHNFSFFSALIKSSEKLYVEFFKFAFNFALCYES

T BT AT B T T RGO AR AR BATT T TTBAAGAT TS TT TRAS TR AL AR TTTABATECAGRTTARATELBCARTARCCAGH
. A% 469 M9 59 M SN NTN By 539 549

AR TAAT TR CATARATTRCBECAATT T EBARATARRATTC T TACTATARRRATATT TTAATTTT TTTCLARARCTOCARARBLC TRCARLGAABEG TR
TTTTGATTARTEG TATTAATEU B TTAARACCTT TAT T TTARGARTOATATTT TATAAMA TTRAARAANGG TTTTGAGGTTTOBEAAB T TECTTTOCASE
FSTVNIVAIKSIFHEKSYFITEKIKKSFetLAKLSED

AN TAATTACCATAATTALBECAATTTTEOAATAMATTL T TAL TATAARATATTTTAATTTTTT TCCAAMAC TCCAANGOC TTCAACSANGETOS
595 Y 5H 5549 59 SR 3619 563 5633 5649

T TCAAATTTCATTTTTAGAAATTT CAACEGAC T TGATTALTT TTAATE TTCTBT TACCARCTTERAACARARAATTACAGTAMNGLRCATATTEEA
AAAAETTTT R TRAARATCTT T AMET I B0C THAAL T A TBRARAT TRUARGACAATEETTBARAC TTTETY I TTTARTETCATTTCRCBTATAACLY
"NEKLIENEKSTEVSEIVELTRNBVOFLFNCYLAYDO!I

T T AT TCATTTT TAGARATTTCARCBS AL TTBA T TACTTTTARTB T TLT 6T TACCARCTTERAACARRRAAT TACHG TAAECECATATTE0A
5659 649 579 2689 3699 07 SN9 e S0 YY)

TATARTTTT TCBRAATTRTCRATARAGCCARRGRARCTTTTEBATCE TTTTT FT TTTTTACTATCCTTRGARAATTCCTAABBARARRRATIARATT
ATATTAAANGLTTTARTAGTTATT TCBGTTTIL TTT T TERAAACC TAGCAARAANARRAAATERTAGSARTCTTTTARSGATICCTITTTTTAATITAA
YHKSTIL(LALLFVKPDHKXKKKVIRLFNRLFEFFTILULUN

TATAATTTTTCOAMTTA TCARTAAAGC L AR BAMNALTTTTBGATCSTTTTTTT TTTTTACTATCC T TAGAAMATTIC TARGGRAAAARAT TARATT
Y 5169 5T 5789 59 587 o9 5029 ELiX ) Se4q

BTRRARAGATAAALTAG T ATTAACTAAL AR TARATTTTATATAA TTTE TTTGAAAAMAATACAAT ANAATTECATTECARG TAGCCARCBARTATCEH
CATTTTICTAT T TBATCATAATTBA T TR T T TATT TRARATATTATTAMC AR TTTTTTTATR TTATTTTARCGTARLE TCLATLOET TRCTTATAGLY
YFSLSTNVLEYIRKYYNTGOGFFYLLIANCTALSYR

BTRAANGAT A CTHE TATT AR TR AR TRAATTTTRTARTAATTTE TT TEARAARRATACAATARARTTBCA TTBCASETRBCCAHUBRATATGA
sy 3869 B 5689 S e ;e 29 99 949

T AR TTAATHGATTT TR TTTARTTATRTAGTTCAT R AiSHGT B TR ATTTCTANRGAAATACATCE THANRTCATRAGATBAATAT
AR TTRATTTTATL TAARA TEAR T TARTATATLARGTA T TTTCTURATTETTTTG T TTTARAGATTTCTTTATETAGCATTT TTAGTATTTTACTTATA
NIlISl{?lZi]l‘ENFSHLFVFHhFFVNTFIngf.NI'f

TTRATTANATAGATT TTALTT TAA TTATATAS T TCAT ARG TETAMRARALAAN TTTC TAARBAAR TACATCR TAARMTCATAAAATEARTAT
e o5y A 5083 e oA 019 6029 8039 5049

AGAATCRTTIT T TEL T TTTAATTTICTITALL TAT TICTATEAATGT
TTCTTTRGCARE AL B TTARRRGRRATBER TRRAGATATTTACA

ST TKkKAKLKEKR®FENGRHI

WSRRTCETITE TITEBCTT T TALTTTICT T TRCC TATTTCT AT GheiaTa T
5059 &0 &7 S0 o099 6109
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La transcription de 1’ORF a été analysée par l’hybridation
des filtres d’ARNcp total & une sonde spécifigue double brin. La
sonde est le fragment Bgl II-Cla I du pEGCHS4, 960 pb, (cf. schéma
IV.4). L’hybridation nous donne deux bandes & 1.6 et 0.9 Kpb.

Figure IV.13 Northern de la région ORF 350.
A B

1.6Kh»
09_3-’ 4 0.9 Kb

A:Gel Agarose 1.2%.Migration 20 volt, 16 h. Exposition 10 jours
sans écran. Sonde Bgl II-Cla I marguée par “nicktranslation".
B:Gel Agarose 1.2%. Migration 25 volt, 16 h. Exposition 3 jours
avec écran. Sonde Bgl II-Cla I marquée par "nicktranslation™.
Les fleches correspondent & 1’ARN ribosomique.

L’analyse des résultats de 1’hybridation (cf. figure IV.13)
montre que la région de 1’ORF 350 est transcrite. Le sens de la
transcription est le méme que celui du géne tRNA Leu et des génes
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 a la
nucléase SI, nous avons préparé des sondes simple brin de la
région.
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Figure IV.14 Analyse a la Nucléase SI de la région ORF 350.

A [3_5; a I):g: M pb

«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. 3’0ORF;

C: sonde Hinf 3, 230 n simple brin. pTRNA:

a: région protégée de la sonde A, éventuelle bande a 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 pPBR,,, digéré par Hae I1I.

587,540,504 ,458,434,267,234,213,192,184,124,123,104,89,80,64pb
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Schéma IV.4 Arrangement des sondes de la rédion ORF _350.

f T T
0 1 2

ORF 350 57 région variable ptRNA
| I I T, ) 1
BglII HinfI Clal HinfI H H
| A

L‘hybridation de 1‘ARN avec la sonde B (cf. schéma IV.4) et
la digestion a la nucléase SI donne 2 fragments de 430 et 250 n.
Par contre la méme expérience avec la sonde A ne donne gu’une
bande de 800 n (cf. figure IV.14). Les sondes sont partiallement
degradées.

La différence de taille entre 1/ADN (1150 pb) et 1/ARN (0.9
Kb) de 1’ORF 350, pourrait s’expliguer par une dégradation de
1’ARN. Cette dégradation se ferait du cété 3’ de 1/ARN. Puisque
nous obtenons deux bandes avec la sonde B (c6té 3’) et une seule
bande avec la sonde A (cdté 57).

Par contre nous pouvons affirmer que la région se trouvant
du c6té 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 a la nucléase SI
n‘ont pas donné d’hybrides entre 1’ARNcp total et la sonde
spécifique "C", Hinf 3 (cf. schéma 4).

Voici l’analyse a l’ordinateur de la protéine a partir de
la ségquence 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 typigquement hydrophobes (transmembranaires).

L’ordinateur tient compte:
~des caractéres acide ou basique, hydrophobe ou hydrophyle des
aa,
-des structures en hélice a ou en feuillet 8.

Le rapport hydrophobe se calcule en prenant des fenétres
de: -9 aa. selon Kyte et Doolittle (1982)
-20 aa selon méthode de Goldman et al (1986)

I1 y a deux pics hydrophobes aux alentours des aa 40 et 160,
et deux pics hydrophiles au niveaun des aa 200 et 300.
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IV.S ANAILYSE DE IL.A REGION
REPETEE

Schéma IV.5 Région Gl 3 Kpb.

I 3 T
1920

|
4990

T

indIII R1 Ri R2 BglIl

La région répétée (R1l) est trés riche en A+T; 77.6 $, avec
un pourcentage de A presgue double & celui des T. Elle contient
plusieurs é&léments répétitifs. L’intervalle entre 1les 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.l Pourcentage de nucléotides:

R1 Ri
2695 a 3610 : 3610 & 3965
A% 48.69 28.93
T% 28.93 41.85
G% 8.73 11.23
C% 13.64 17.97
A+T% 77.62 70.68
G+C% 22.37 29.21

Deux ségquences "consensus™" (ARS), "Autonomously Replicating
Sequences in Yeast", (Stinchcomb et al,1980}), ont été trouveées
dans la région répétée, 1a ol 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
57 T TTT ATA TTT T 3/ 2971 4244

Ces séguences sont encadrées par 2 séquences ARC consensus.
Les séguences ARC ont été décrites chez le chloroplaste de
chlamydomonas reinhardii par Vallet et al,(1984). Les plasmides
gui contiennent ces régions ont la capacité de se répliquer d’une
maniére autonome dans la levure.

57 A TTT ATT TTT T 3/ 2717 3988
57 A TTT ATT TIT 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 maniére autonome dans la levure (Struhl, et
al,1979). Le plasmide peut contenir le g&ne leu 2 ou ura 3. En
utilisant des cellules de levure mutants pour les génes leu- ocu
ura-, nous cobtenons un systéme simple de sélection des colonies.

Takleau IV.2 Conditions de replication dans la levure.

Plasnide insére Levure
géne leu2 ou ura3s séquence ARS milieu sélectif

++t

+

+ 1 +1
r+ + 1

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 trés élevé.

Des séguences ARS ont été trouvées chez beaucoup
d’eucaryotes, {Stinchcomb et al1,1980) et <chez (dquelques
procaryotes. On les a trouvé aussi dans la mitochondrie de 1la
levure (Blanc and Dujon 1982), dans le chloroplaste du tabac
{Uchimivya et al1,1983) et dans le chloroplaste de 1’épinard (Briat
and Dalmon 1986). Chez 1‘’épinard, l’enplacement des séguences
consensus ARS est aussi proche de 1’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 é&léments
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 (Yamada et al,f1986).

Nous allons tester si les séquences ARS détectées dans le
fragment Bgl Gl de 5.0 Kpb du génome chloroplastique d&‘’Euglena
gracilis sont actives ou non dans la levure.
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IV.6 TEST D"ACTIVITE DE LA
REPIL.ITCATION AUTONOME DANS
A LEVURE, EN PRESENCE DES
REGTONS BGIL. G1 ET BGIL. Z

Les cellules utilisées pour la transformation sont les
levures "strain CwW40" ( Mata, ade2, his3, leu2, ural, trpl, cani-
100), sensible & lfabsence d’uracil. Le vecteur est le plasmide
pPEMBLYi32 qui centient le g&ne ura 3.

Ce plasmide a été obtenu & partir du pEMBLYi21l: dans lequel
on a remplacé le "polylinker"™ du plasmide pUC9 par celui du
pUC19, et auquel on a enlevé le site Pst I du géne ura3
(communication personnelle de P.Linder).

Le plasmide pEMBLYi21 s’cbtient a partir du pEMBL9 (4 Kpb) avec
le géne ura 3, inséré dans le site Cla 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 Bgl Gl (5 Kpb) et Bgl 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 recombi s

11100

10300
10000 minarx

HinaI1l inndIII

pEMBLY1326G1

10100
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. Nous avons demandé a M.Patrick Linder du Biccentre & Bile,

qui t;avallle sur les levures, d’en transformer avec les deux
plasmides pEMBLYi32Gl et pEMBLYi32Z.

Voicl les résultats:

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

Transformation 1

- PEMBLYi32 G1 (1.5 ugr ADN) >>500 colonies
PEMBLYi32 Z (0.6 ugr ADN) 19 colonies
Transformation 2
PEMBLYi32 G1 (1.2 ugr ADN) 75,115 col./13,14 col.
pEMBLYi32 2 (1.2 ugr ADN) 2, 0 col./ 0 col.

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

La deuxiéme transformation a été moins efficace.

Voici les étapes lui permettant d’obtenir et d’analyser
1’ADN du plasmide pEMBLYi32G1l aprés transformation:

Repiquage et mise en culture de 12 colonies transfornées.
Seulement 9 ont poussé. Isolation de 1/ADN et introduction dans
la bactérie MC1061. Les colonies bactériennes obtenues ont été
repiquées pour préparer du plasmide. Les digestions du plasmide
par Hind IITI et Eco RI, nous donnent les mémes fragments que
1/ADN parental.

Les mémes analyses ont été faites avec 1le plasmide
PEMBLYi32Z, mais 1la les résultats sont moins concluants. On n'est
pas slOre gque la carte de restriction du plasmide aprés la
transformation, soit identique a celle du parental.

La conclusion est que le clone pEMBLYi32 G1 peut se répliqué
d'une maniére autonome dans la levure.

Nous avons encore testé la capacité réplicative du plasmide
pEMBLYi32 G1, délété de la région du géne supplémentaire 16s,
(cf. annexe III).

On a obtenu une telle délétion par:

- digestion du plasmide pEMBLYi32Gi par Hind III, nous
obtenons:(cf. schéma IV.1l)
- une bande de 1.7 EKpb,
- une bande de 0.3 Kpb,
- une bande de 8 Kpb, (vecteur + insertion Bgl II-
HindIII, 3 Kpb, contenant R1 et R2},
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- ligation des extrémités des fragments obtenues aprés la
digestion,
- transformation des cellules MC1061 avec le produit de la
ligation,
~ analyse de 1’ADN des clones récombinants:
- 2 clones avec l’insére 1.7 Xpb,
- 1 clone avec 1l’insére 0.3 Kpb,
- 13 clones avec la bande 8 Kpb religuée sur elle-
méne.

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 séguences ARS est présente dans tous les
clones. Le nombre de colonies n’est pas dépendant des inséres,
mais plutdt de la purification de 1’ADN.

Un contréle négatif avec délétion de la région répétée
pourrait étre fait par la suite.

Pour 1’instant nous pouvons affirmer gue le recombinant
contenant la région de 3 XKpb avec les séguences ARS est capable
de se répliquer d‘une maniére autonome dans la levure. Le reste
de la région Gl n‘a pas d’influence sur cette réplication.



74

IV.7 ANALYSE DES STRUCTURES
D "ADN ASSOCIES AU "ARS"™
DANS LA REGION REPETEE

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

L’ADN courbé est conditionné par la présence de plusieurs
séries de nucléotides (A),, qu’on trouve avec une périodicité de
10 a 11 pb. Approximativement un tour de la double-hélice d’ADN
(Snyder M et al,198B6).

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

Chez les plantes supérieures, des séguences ARS ont été
trouvées chez le tabac, le pétunia, le mais et la tomate. Elles
sont encadrées par d’autres séquences différentes, mais gqui sont
aussi nécessaires pour l’activité ARS (Eckdahl et al, 1989). Ces
structures chez les plantes, ont probablement le méme réle que
chez les animaux et les levures, c’est-a-dire dans l’initiation
de la réplication.

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

K =_migration espérée
migration observée

Nous avons testé la migration de la région 3 XKpb Hind ITI-
Bgl 1II du clone pEMBLYi32 Gl

Le fragment de 3 Kpb est coupé par les enzymes de
restriction Dde I et Alu I, (sites de restriction schéma IV.6).
Le resultat 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
réplication. Cet origine se trouve dans une région susceptible
d’étre retardée.



Schéma IV.6

lacement des sé

ences ARS.
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Figure IV.17 Profi e migration, gel unidi ionnel 1.

pBs

Alul

1270
1074
517
456
| 339 396
356

pBS: pBS KS+ digéré par Hinf I, 1074, 517, 456, 396, 356...pb
Alu: G1 3Kpb n "  Alu I, 1270 x 2, 399, 86 pb

Dde: G1 3Kpb u " Dde I, 1548, 1165, 291, 66 pb

les fléches 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=1.33, 1165 pb- K=1.41, 291pb - K=1.0
fragments Alu I: 1270 pb— K=1.23, 339 pb— K=1.16.

Le deuxiéme fragment Alu I de 1270 pb a une migration plus rapide
gue le margueur.

Les deux régions répétées Dde I 1.5 Kpb et 1.1 Kpb ont été
digérées séparément par l’enzyme Hpa II. Le fragment G1 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












Schéma IV.7 alyvse des structures d’ADN associés au région
conte t les séqgquence S.
(Migration retardée pendant 1’ électrophorése)
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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 a plus de 30 °cC.

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

- une migration faiblement ralentie (K=1.1), pour 1l‘intervalle
entre les deux régions répétées.

Le plus important retard de migration n’a pas été trouvé pour
les séquences 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 réplication du plasmide.

Avant méme 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 acrylanmide 3.5%, pendant
la nuit & 40 volt, donc sans élévation de la température (figure
IV.3). La taille des fragments avait été alors surestimée par
rapport & celle obtenue ultérieurement par séguencgage.

Il aurait été intéressant de visualiser par ordinateur, 1la
double hélice d’ADN de notre séquence. L‘image aurait peut-étre
montré une double-hélice courbée. Cette analyse ne peut pas se
faire dans notre laboratoire.

La relation qui existe entre la région ARS et l’origine de
réplication n’est pas tout & fait claire. Nous savons que Ravel-
Chappuis et al, (1982) ont placé l‘initiation de la réplication
dans la région ARS, aprés des analyses au microscope électronique.
D’autre part Koller et Delius,(1982) ont placé l’origine de
réplication plutdt dans la région Z de taille variable (cf.schéma
I.2).

Chez 1le chloroplaste dfEuglena gracilis 1l’origine de 1la
réplication 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 ségquences ARS actives, c’est a dire une
fonction réplicative, et une mobilité plus 1lente dans des
conditions non dénaturantes. :

Dans les régions R1 et R2 nous trouvons des petites séquences
répétées. Ces séquences répétées, (figure IV.23) sont:

- Un grand sous-fragment de 31 nucléotides (A),

- cing séquences de plus de 10 nucléotides (B,C,D,E,F),

- des séquences plus petites (<10n).

On retrouve le méme type de ségquences dans la région ARS de
Chlamydomonas (Vallet et al, 1984).



Figure IV.23 Analyse des séquences répétées dans la région Ril.
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GTTTTRATAA RAACATECCA GTTTTTCCTS GAACCATGA ATEcnmm

AAATCTLCCA TARATAAAAA AATRAATCAT TITTTGAAAA CCTCAAARCT

CCATATCTEC ATTATGCARA AARARRRARA ARATEAAARA ARARRTTTHL
.A ———————

D.
ARACCATTCA ATTCGARCTT BCBACCCACT ACGATGAAGT AACATAATCA

CRACBATICC ARATTAAGBA ATTTTTITIC TATANTAATA WETTTTTTEG
BRARGAATEA GTGTGAANM TATARANCT TAATTGAAAA AAMARTART
ARCAAATARC ARCTTTTTAR AGAATATARA RARATAGATC ATTRRANTAT
ATCTTAACTA ACAATTTCET TGTAGGTTAA ATTTTAAAAA ATCCLEAAGT
ARATTECARG RACTCTBBAR TCAABAARAR TATATRAGCA AAARRATAAT

ACAGTTTTEC TTﬂAGﬁﬁAﬂA(fATAQQTTTC TGAATARATA CTCCTAARAR

TCATARATAR ARATETARGA AARARTECTTY TTTTBATBAA TRATAAGTTA

AAQQTCCTCA AARACTACCE AATCCTOTCT TRATAAAAAC AATGBCCAATT
TTTACCCEEC ACTATTGAAT GCATAARRAAC CTCCCATARR TAARRATCACC

BCCTTTTTAG ARCATCCCCC CTATTTEE£ﬂ.ﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬂﬁﬂ.ﬁ§ﬂéﬂﬁlﬁéﬂ

——

' D
AARGRARRTE CRARRCCCAA AATTCORGLT GTCGBTACTAA ATTRCBRTAC
—_

TGARAATETA BTACCACATA GTCTACAAAG BCATTTITIT TITTCTAAARA
F

ARATAATARA ARRRATTGAC CTATTTTTAT ATARAARACC ATGTBTTARA
E

GAAATAATAT TACGTATAAR ARACETAGTG ACTACTAATA ATTATBTATC
E

AAGTTATTTA ATACATAARA ARTTTARTAT ATTGATATTT TTCTITGAAR

TCGAQAQT%E]TATETATTGQ CATCAGAGBT AATTTTTTTA CTCCTTLGTT
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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 premiére sonde est le fragment Bgl G1 de
5 Kpb, marqué avec aPdATP 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 1l’extrémité S/ du géne Slés.La taille
de 1’ARN 16s chloroplastigque des euglénes est de 1.5 Kb.

Nous avons préparé une sonde plus petite, ne contenant pas
l’extrémité S’ du géne 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.

¥

L2 §

“411Kb

408K,

— - 41 5Kb

a1 1Kb

A: Sonde Gl 5 Kpb, hybrides 1.5 et 1.1 Kb. Exposition 1 nuit.

B: Sonde G1 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 a 25 volt pendant 16 h, hybridation a 42°C, avec 50% de
formamide.

Ces deux bandes (1.1 et 0.6 Kb) pourraient correspondre a deux
transcrits guelcongues du génome chloroplastigue, car, en analysant
la séguence, nous n’observons pas de régions susceptibles d’étre
traduites. L’hybridation se serait faite par homologie de certaines
séquences, par exemple celles riches en AT.
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La structure secondaire possible du transcrit de la régiocn ARS
est la suivante:

Figure IV.25 Structure secondaire du transcrit de la région ARS.
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V. DISCUSSTON

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

Le géne tRNA Leucine.

Un géne tRNA Leu 1, dont l‘anticodon CAA est utilisé par les
protéines chloroplastiques.

La "régle du flottement”™(wobble), dit qu’il y a une certaine
souplesse, dans l‘appariement avec la troisiéme base du codon.

ARN messager tRNA
codon anticodon
A - U
G - c/Uu

Le codon UUG est reconnu par les deux tRNA Leu, anticodons
CAA et VAA. 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 1
(anticedon CAA)

Le géne tRNA Leu d’Euglena gracilis, présente une forte
identité de séquence avec d’autres tRNAs des plantes supérieures
(méme anticodon). Identité de 77 % avec le mais et le soja, de 75
% avec le tabac. Ceci montre une forte conservation tout au long
de 1’évolution de la ségquence des tRNAs. Cette identité est plus
forte entre les génes tRNAs des plantes supérieures, 95 % entre
mals et soja.

Il est important de remarquer gue le géne est transcrit dans
le méme sens que les génes ribosomiques et est monocistronigue.
Les résultats par "primer extension™ ou par hybridation et
traitement a la nucléase SI, montrent une certaine quantité 4’ARN
mature et peu d’ARN précurseurs. Par contre par Northern, il y a
beauncoup d’ARN precurseur.

L’ARN précurseur du tRNA Leu d’eugléne montre une certaine
homologie avec 1’ARN faisant partie de la "RNAse P RNA", des
bactéries E.coli et B.subtilis,. Cette homologie existe dans la
région ou lfenzyme s’attache a 1’ARN. Enzyme responsable de la
maturation des tRNAs.

D’ou l‘hypothése 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’eugléne,
(Greenberg et Hallick,1986). Reste & démontrer cette hypothése.
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Les homologies entre la région séquencé et d’autres plantes.

D7autres homologies ont été trouvées dans les 9.1 Kpb
séguencés du génome chloroplastique d’eugléne. Des homologies
entre:

- les régions voisines a l’extrémité 5’ des génes tRNA Leu du tabac
et de l’eugléne. Le géne tRNA Leu du tabac pris en considération
se trouve entre les positions 96507 et 96424 du génome
chloroplastique.

- Le pseudo-géne tRNA Trp d’eugléne, trouvé en 5’ du géne Slés,
et le tRNA Trp du tabac. L’homologie est de 64.9 % sur 174
nucleotides. -

- Le pseudogéne tRNA Trp d’eugléne sur le fragment Bgl Z, et le
géne tRNA Trp du tabac, en position 68880 & 68807. Dans ce cas
l’homologie continue encore 1350 nucléotides aprés le g2ne, & un
taux de 50.9 %.

Dans cette région homologue nous trouvons chez le tabac, un
géne qul code pour le tRNA Pro, position 69117 ne se trouvant pas
chez l’eugléne. (annexe VI).

Chez le chloroplaste d’Euglena gracilis, le géne tRNA Trp
est transcrit avec d’autres génes tRNAs dans le méme sens dque
l1’opéron ribosomique.

Le fait que la majeure partie de cette région ne soit pas
codante et so0it 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 ancétre procaryote
photosynthétigue proche des cyanobactéries { Tomoka et
Sugiura,1983), nous fait penser que la région en amont du pseudo-
géne tRNA Trp chez le chloroplaste d’Fuglena gracilis, est plus
ou moins conservée tout au long de 1l'évolution.

la séguence ouverte a la traduction ORF 3%50.

L‘analyse faite sur 170ORF 350 montre gqu’il est transcrit. Il
reste & savoir pour quelle protéine ce géne code. Ces analyses
pourraient étre faites:

- en insérant la séqguence codante dans un vecteur
d’expression,

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

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

L’analyse de 1la région de 9.1 Kpb, montre des séquences
typiques en relation avec la réplication de 1’/ADN chloroplastique.
Ces séquences sont: des séquences ARS actives, des séguences
directement répétées et des structures d’ADN associées aux ARS.
Toutes ces séquences se trouvent dans les régions répétées, riches
en A-T.

Nous pouvens postuler gue cette région joue un réle important
dans 1la réplication. Bramhill et Kornberg,(1988) affirment que
chague origine de réplication a ses propres séquences riches en A-
T.

Les protéines: "dna A", "dna B" et "dna C", s’attachent & ces
séguences, (9 et 13 nucléctides chez E.coli).

La protéine "dna A" permet d’initier la réplication. Aprés
séparation des deux brins d’ADN, les protéines "dna B" et "dna C"
forment le "Yprepriming complexe" ol viendra se placer la future
fourche de réplication.

Les séquences répétées riches en A-T, sont souvent trouvées
dans la région Rl et R2 du clone pEGCBG1.

La région gqui contient 1les ARS, joue sQrement un réle
important dans la réplication de 1/ADN chloroplastique. D’ailleurs
Ravel et Chappuis (1982) avaient déja remarqué des boucles de
réplication dans cette région. Nous pouvons postuler gue toute 1la
région Bgl G1, placée entre 1‘’opéron ribosomigue et la région Z de
taille variable, a une relation avec la réplication.

Lfactivité ARS pourrait étre mieux localisée, en faisant des
délétions dans la région répétée. La localisation serait faite &
partir de la plus petite séquence capable de répliquer un plasmide
dans la levure, (Blanc,1984). On pourrait tester ces séquences dans
les Ori-test procaryotiques.

Reste & 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 séguences "ccnsensus™ ARS actives. Ces
sondes seraient hybridées au reste du génome chloroplastique
d’eugléne. On testerait 1‘activité de ces hybrides, comme on 1l’a
fait avec nos séquences ARS actives.

Il nous reste a dire, en acceord avec Kornberg (1988b) que
beaucoup de questions & propos de la réplication restent encore
sans réponse. Chez le chloroplaste d/’Euglena gracilis nous avons
un peu avancé sur les structures de la régicn voisine a l’origine
de réplication, sans pouvoir répondre & toutes les questions du
mécanisme de la réplication.
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Deuwxieme partie:s

CARACTERISATION D TUNE ACTIVITE
DNA—POLYMERASTOURERE DES PROTEINES
CILOROPLASTIQUES -

I. ITNTRODUCTION

Actuellement nous savons gue 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 modéle pour
une meilleure connaissance du systéme de réplication. On connait
la séguence Ori C, et certaines protéines ayant une fonction
importante dans ce complexe. Kornberg {DNA Replication 1988b) est
parvenu a décrire 25 molécules indispensables & la Réplication qui
pourraient former le complexe appelé: "réplisome".

Chez les procariotes trois types de DNA polymérases ont été
décrites:
- la DNA polymérase I gqui joue un réle important dans 1la
réparation de 1‘ADN,
- la DNA polymérase II pas bien connue,
- la DNA polymérase III holoenzyme, est responsable de la
polymérisation des nucléotides au cours de la réplication.
Cette enzyme fait partie du réplisome, complexe protéinigque
déja décrit dans l’introduction générale.

Chez les cellules eucaryotes, trois types de DNA polymérases

ont été détectés; a, B, et gamma-DNA polymérases. Elles ne
correspondent pas exactement aux protéines procaryotiques.
Les a et 3 DNA polymérases sont actives dans le noyau et la gamma-
DNA polymérase dans les organelles: mitochondries, et chloroplastes
(cell.végétale). Les trois protéines ont été séparées par
chromatographie, type phosphocellulose et DEAE-cellulose.

Tableau I.1 Caractérizati des DNA po érases g et gamma
du germe de blé. (Litvak et al, 1984)
a B gamma

poids moleculaire 110 50 140
Activiteé .

matrice poly rAdT - - +
Inhibition

Aphidiceoline 50 ug/ml 83 0 o}

ddTTP (ddTTP/TTP=10) 0 66 78

BrET 10 uM 10 S 65

N-ethylmaleimide 1imM 61 94 55
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La polymérase o est reconnue pour sa fonction réplicative,
elle a aussi une fonction réparatrice d’ADN. Elle est active "in
vitro" en présence A’ADN activé de thymus de veau. Cette matrice
est un ADN traité a la DNAse, qui a des trous dans sa séquence et
est susceptible a une réparation.

La matrice poly rAdT est une petite amorce 4’ADN riche en AT,
gui pourrait étre reconnue comme une origine de réplication.

La présence de dideoxynucléotides (AdTTP) montre une forte
inhibition de 1a fonction polymérasique, parce gque les
dideoxynucléotides arrétent la synthése des longs brins d/ADN.

Chez les plantes supérieures un certain nombre d’expériences
ont été faites sur la synthése de 1‘ADN. Des protéines avec une
activité DNA-polymérasique ont été purifiées & partir de
chloroplastes du tabac (Heinhorst et al,1985) et du petunia (Haas
et al,1987).

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

Chez le mais Zimmermann et Weissbach (1982), ont détecté une
activité réparatrice de 1’ADN a 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 & purifier une DNA polymérase
d’une taille de 90000 daltons. L’activité de cette protéine "in
vitro" est dependante de la présence d’'ADN activé de thymus de
veau. Elle est inhibée & 90% par le Bromure d’Ethidium, et a 74%
par le N-ethylmaleimide.

Une activité gamma-like polymérase est dJdétectée chez le
chloroplaste de Petunia hybrida {Oveerbeeke et al,1984), semblable
a 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 polymérase a é€té purifiée.
Cette DNA polymérase est active "in wvitro" en présence d’une
matrice poly (rAdT,,), (Keller et Ho,1981). Plus concrétement chez
Chlamydomonas reinhardi, Wu et al,(1986), ont testé la région de
l’origine de réplication du chloroplaste par un systéme "in
vitro". Ce systéme a montré que la région QOri A est utilisé comme
matrice dans la synthése d’ADN. L’expérience a été faite en
présence de ddCTP qui stoppe la réaction de la polymérase a
différentes longueurs d‘ADN synthétisé.

Chez l’algue Euglena gracilis deux DNA polymérases A et B ont
été purifiées (McLennan et Keir,1975). Ces protéines ont une taille
de 190/000 Da pour la polymérase A et 2407000 Da pour la polymérase
B. Si les deux réagissent "in vitro” en présence A’ADN activé, la
pol. A semble montrer une meilleure activité en présence de polydAt
et la pol. B en montre une meilleure en présence de matrice polyaA-
0ligodT,, (McLennan et Keir,1975).
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Pour les chloroplastes d’Euglena gracilis, le seul travail
publié jusqu’a présent, montre 1’incorporation de **P,, pendant la
maturation des chloroplastes. Cela permet de mesurer la synthése
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 1l’origine de réplication du
chloroplaste de l’algue Euglena gracilis 2, le but de ce travail
est de caractériser autant gque possible 1’activité DNA
polymérasique dans le chloroplaste.

Cela s‘’est fait par:

- la mesure de l’activité DNA polymérasique "in
organello®,

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

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

IT.1l CULTURE D"EUGLENES

La souche Z de l’algue Fuglena gracilis a été utilisée pour
préparer des cultures d‘’euglénes en grandes quantités. Les
condltlons de cultures étaient: milieu mixo-autotrophe, température
21°C et lunidre constante. Ces conditions nous permettent d’obtenir
des chloroplastes ayant une forte concentration en protéines
fonctionnelles.

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

La "Cellule de Thoma"™ a été utilisée, pour conpter 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 lumiére = forme allongée

La "Cellule de Thora™ a aussi servi & conpter les
chloroplastes, une fois isolés.

ITTY.2 TITSOLEMENT DES CHLOROPILASTES

Pour la séparation des chloroplastes, la méme méthode que
celle utilisée pour purifier 1’ARN chloroplastique a été utilisée
(cf. premiére partie ch.I1I.3). On s'arréte aprés 1l'étape de
séparation des chloroplastes dans un gradient Percoll 10-80 %.

Les chloroplastes obtenus seront utilisés; une partie pour
des tests "in organellio”, 1le reste pour 1la purification de
protéines. Les chloroplastes 1ntacts peuvent étre congelés dans
l7azote liquide et conservés a -70°C.

IT.3 DOSAGE DE LA CHLOROPHYLILE

Le dosage de la chlorophylle est réalisé selon la méthode de
Arnon,(1949). Cette méthode consiste a prendre 50 ul des
chloroplastes, & les diluer dans 10 ml d’acétone 80 %, et a les
filtrer. Le contenu de la “"chlorophylle a" peut étre déterminé en
mesurant 1l’absorbance a 663 nm du filtrat. Une valeur de 1.0
d’absorbance correspond &4 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
gue c’est dans cette phase qu’a lieu la duplication des cellules.

IYXY.4 TEST D’ACTIVITE DE I.A DNA
POLYMERASE

Les chloroplastes isolés intacts sont resuspendus dans le
tampon H.
Le tampon H est composé des produits suivants:

~Tris HCl pH=8.0 50 mM
-Sorbitol 330 mM
-NaCl S mM
-MgC1, 10 mM
~DTT 2 mM

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

on a démontré la synthése d’ADN dans les chloroplastes "in
organello®, par la méthode de Oveerbeeke et al,(1983).

Le test standard d’activité pour la synthése d’ADN est réalisé
avec 50 ul de suspension de chloroplastes dans un méme volume de
milieu réactionnel (selon Oveerbeeke) composé de:

-Tris HCl pH=8.0 50 mM
-MgCl, 10 mM
-DTT 2 mM
-ATP 4 mM
-dGTP 100 uM
-dCTP 100 uM
-~dTTP 100 uM
-a?PAATP 1 uci

Nous avons ajouté:
-KC1l 120 mM
d’aprés la méthode de Tewari et al,(1984).
La réaction est maintenue a 37°C aux différents temps:

o*, 30 "*in vitro®
Q’, 57, 10’, 1%’, 20", 30’, 607, 907, “in organello"
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Elle est stoppée par l1’addition de 1/10 de volume de solution stop
composé de:

-~Tris HCl pH=8.0 50 mM
~EDTA 20 M
-Triton X-100 10 %

et est amenée a 0°C.

La moitié de la réaction a été déposée sur un filtre
Schleicher & Schuell n 597. L'ADN a été précipité avec du TCA S %
froid, lavé deux fois 20 minutes dans du TCA 5 % (10 ml par
filtre), rincé a 1l’éthanol 100 % pour éliminer les restes de TCA,
rincé a4 1'éther pour éliminer la chlorophylle qui pourrait fausser
le comptage, et mis a sécher.

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

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

-Sucrose 0.5 M
-Tris HCl1l pH=8.0 50 mM
-MgCl, 5 mM-
-~2~Mercaptoethanol 10 mM
-PMSF . 0.2mM

Le milieu réactionnel est composé des produits suivants:

~Tris HCl pH=7.0 SO0 mM
~-MgCl, 12 mM
~KC1 120 mM
~ATP 1l uM
-dGTP 1 uM
-dCTP 1 uM
-aTTP 1 M
-a**PdATP 1 ucCi

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

les différences dans le test "in vitro" sont:

-le temps d’incubation, 30 minutes
-1’adjonction 4’ADN exogéne.

Deux sortes de matrices ont été ajoutées:
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- De 1‘’ADN de thymus de veau activé, (Act. ctDNA),
préparé avec de la DNAse, enzyme qui coupe 1°ADN double brin, selon
la méthode de Hiubscher (1977). Cette matrice va nous permettre de
détecter préférentiellement une activité DNA polymérase «a.

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

Les deux types de matrices exogénes sont utilisées a une
concentration de 20 ng/ul.

Irx.sS 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 polymérase active
ou, & défaut, nous allons purifier des extraits chloroplastiques
avec une activité DNA polymérasigue.

II.S.1 Purificatio 'a s la méthode de Tewari.

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

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

-Triton X-100 0.5 %
-DTT g.5 mM
-PMSF 0.5 mM

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

La solution est ensuite homogénéisée 6x, a la main, avec le
potter type Thoma A. Une centrifugation & 6500 rpm pendant 20
minutes nous permet de récolter la fraction protéinigue soluble.
Cette fraction est déposée dans une membrane de dialyse face au
tampon STM & 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:

-K,HPO, + KH,PO, 10 mM pH=7.5

Aprés 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 a 280 nm, celles gqui contiennent des
protéines sont & nouveau dialysées pendant la nuit avec du tampon:

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

11.5.2 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 chloroplastigue
sans devoir utiliser de détergents.

Les chloroplastes sont resuspendus dans le tampon H, auquel
on ajoute du sel jusgqu’ad une concentration finale de:

-MgCl, 10 mM
-NaC1 5 mM

pour mieux précipiter 1les membranes thylacocidales. Les
chloroplastes ainsi brisés sont centrifugés a4 1500 rpm pendant 10
minutes Le surnageant et le culot sont testés, pour déterminer
l’activité polymérasique.

IY.5.3 Purification d’apres la méthode de Hallick.

Pour montrer une activité DNA-polymérasique, nous avons
utilisé la méme méthode gque celle utilisée par Hallick pour
démontrer une activité RNA polymérasigue du chloroplaste d’eugléne
(complexe actif de transcription) (Ruslow et Hallick,1982). Nous
aimerions obtenir un extrait de chloroplastes ayant une forte
concentration en protéines fonctionnelles, liées a 17ADN.

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

-Tris-HC1 pH=7.6 50 mM
~2~Mercaptoethanol 40 mM
~Glycerol v/v 25 %
-EDTA 4 mM
-Triton X-100 1 3

-PMSF 200 ug/ml
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Schéma II.1 océdé de Purification de l’activit
selon la méthode de Hallick.

Chloropl?stes intacts
Homeogénéisation avec Triton

Centrifugation 12000 rpm.

s/ N

Culot (repris) Surnageant S1
Centrifugation 5000 rpm /
\
Culot Surnageant S;!
S1 + 82
Chromatographie Concentration
Concentration activité \\
Cellule Amicon Ultracentrifugation Ultracentrifugation
/ 60000 rpm ’/ 60000 rpm
Précipité & Précipite \

Surnageant Surnageant

La solution chloroplastique est homogénéisée avec le Potter,
34 la main 5 fois. Une fois lysée, elle est centrifugée & 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 mémes fractions sont
testées mais préparées a partir de 0.5 % de Triton. En fonction
des résultats le culot est resuspendu dans 500 gl de tampon Hallick
et recentrifugé pour essayer de récupérer la partie de l’activité
restée dans le culot. Un deuxiéme surnageant S2 est obtenu. Son
activité est testée une fois seule, et une autre fois avec le
surnageant S1 (cf. schéma II.1l).
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Les deux surnageants mélangés sont amenés & une concentration
de 0.1 M de sulfate d’ammonium, correspondant a la concentration
de sel de la colonne ol l7activité 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 1la
colonne & la composition suivante:

-Tris HCl pH=7.6 50 mM
- (NH,),S0, 100 mM
-2-Mercaptoethanol 40 mM
-Glycerol v/v 25 %
-EDTA 4 mM
—-PMSF 200 upg/ml

Le surnageant traité au sulfate d’ammonium est centrifugé a
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
ul 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 réplicative et concentrées.

La méthode de concentration est la suivante:

- Par une cellule Amiccon, 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 rctor Ti 65, les
protéines sont sédimentées & 60000rpm pendant 4 h. Le
précipité est resuspendu dans le tampon de colonne sans
Triton.
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1I1.5.4 Purification selon Wu, (1986).

La méthode décrite pour l’algue Chlamydomonas reinhardii est
une purification partiel d’un extrait chloroplastique, pour tester
"in vitro" la réplication de 1’ADN. Voici les étapes suivies pour
préparer 1l’extrait:

Chloroplastes intacts
Homogénéisation avec Triton 1 %

Séparation Centrifugation

N
Culot Surnageant
Extrait salé Précipitation 20 %
’ sulfate d‘amonium
Centrifugation ’
Culot Surnageant Surnageant
Précipitation 55 % Précipitation 45 %
sulfate dfammonium sulfate d’ammonium
Précipité Précipité
Dialyses Dialyses
N

Culot + Surnageant

Les chloroplastes sont brisés avec du Triten 1 % et
centrifugés a 107000 rpm pendant 7 minutes pour séparer les
membranes thylacoidales des protéines solubles.

La fraction membranaire 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 2
-MgcCl,

-DTT

-PMSF

BRER
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Pour l’extraction nous avons ajouté du:

-Glycerol 15 %
-NacCl 1 mM

Aprés agitation pendant 30 minutes et centrifugation pendant 30
minutes a 307000 xrpm, nous avons récolté 1le surnageant
correspondant & l’extrait salé des membranes thylacoidales. Le
surnageant est précipité au sulfate d’ammonium, jusqu’a 55 % de
saturation.

Les protéines précipitées aprés une centrifugation a 207000
rpm pendant 15 minutes sont resuspendues dans un volume minimal
de tampon tricine, composé de:

-Tricine KOH pH=8 50 mM
-KC1l 50 mM
-EDTA 0.5 mM
~DTT 0.5 mM
-PMSF 0.5 mM
-Glycerol 5 %

Une dialyse durant la nuit dans un méme 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 & 157000 rpm; le surnageant est & nouveau précipité avec
45 % de saturation de sulfate 'd’ammonium. Le culot de cette
deuxigme précipitation est resuspendu dans le tampon tricine, et
dialysé la nuit avec le méme tampon.

Le test sur l’activité réplicative est réalisé sur un mélange
de 4 pg de protéines de l’extrait des membranes thylaccidales et
40 pg des protéines solubles, le tout dans 25 ul de réaction.

IIT .6 DOSAGCGE DES PROTEINES

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

Le dosage Bio-Rad microassay a aussi été utilisé pour faire
une courbe étalon entre 1 48 5 ug de protéines. Ce test nous permet
de faire des dosages de protéines solubles, sur des fractions
contenant des guantités maximales des produits suivants:
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-0.1 % Triton X-100

-1.0 M 2-Mercaptoethanol
-5.0 M NacCl

-1.0 M DTT

IT.7 ELECTROPHORESE SUR GEL
D ACRYILAMIDE

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 677000
-Catalase 607000
-Ovalbumine 437000
-Desoxyribonuclease I 311000
~Carboanhydrase 297000
-Chymotrypsinogeéne 257700
-Ribonuclease 134700
-Cytocrome c 127500

Le gel est coloré avec une solution de bleu de Coomasie, et
déccloré, ensuite par agitation dans une solution de méthanol et
acide acetique. : '
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IITII RESULTATS

ITT .1 ACTIVITE DNA POLYMERASTQUE
in organello'

Nous avons préparé douze isolations de chloroplastes intacts,
gue nous avons toujours testées pour étre sillrs dfavoir un bon
matériel de départ.

La vitesse d’incorporation d'a?PAATP dans les chloroplastes
est constante pendant les 30 premiéres minutes, aprés, elle diminue
jusgu’a 60 minutes ol se trouve le maximum d4fincorporation
accumulé.

RADIOACTIVITE EN CPM

Graphe III.1l Incorporation de aP**dATP en fonction du temps dans
les chloroplastes.
20000'3
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La vitesse d’incorporation maximale de la réaction est donnée
en moles de a“PAATP par minute: 5,17 x 107 pmol/min, et 1la
radioactivité accumulée au bout de 60 minutes de réaction est de
2,05 x 10" pmol, ce qui correspond a 7,3 %107 pmol de oPF”dATP/mg
de protéine.
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Le test dfactivité DNA polymérasique fait selon Tewari
(cf.ch.IT.5.1) et Overbeeke (cf.ch.11.4) donne des résultats
différents. Par le test de Tewari, les chloroplastes ne sont pas
actifs (cf graphe III.2).

Graphe III.2 Activité DNA polvmérasique selon les méthodes de
Oveerbeeke et Tewari.
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. Nous avons_aussi testé l’effet de la température pendant 60
minutes sur l‘incorporation d’e™PdATP. Cette incorporation est
deux fois plus importante & 25°C et 30°C qu‘a 37°C.

Graphe III.2 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
contrdlées aprés trois Jjours. La guantité A’ADN incorporée dans
les chloroplastes, en fin de croissance exponentielle est la méme
pour une culture synchronisée et pour une culture en lumidre
continue.

Graphe III.4 Cultures synchronisées d’eugléne.
#g chlorophylle / ml de culture
* nombre de cellules / ml de culture
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Une analyse de 1’ADN chloroplastique, aprés incorporation
de la radicactivité "in organello", a été faite par Bernard Rutti
(communication personnelle). LYADN extrait du chloroplaste, coupé
par les enzymes de restriction Bgl II, Hind III et Ece RI, et
1’autoradiographie du gel de séparation 4’ADN montrent que tous
les fragments sont marqués a parts égales, pour de 1’ADN extrait
aprés une heure d’incubation en présence d’aP*dATP.

Ce qui voudrait dire que:
- Scoit il y a une activité réparatrice de 1’ADN chloroplastique,
- Soit il y a une activité DNA polymérasique qui a répliqué tout
le génome en une heure.
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ITIIT -2 PURIFICATION DE L‘ACTIVITE
DNA POLYMERASTQUE

Nous présentons ci-aprés les résultats de l’activité DNA
polymérasique aprés purification.

Nous avons tenté de casser 1les chloroplastes par
décongélation. La fraction des protéines solubles est séparée de
la fraction des protéines membranaires par centrifugation. Les
résultats de 1’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,
puisgue l’activité est aussi forte avec ADN exogéne que sans ADN
exogéne. Nous avons trouvé des chloroplastes intactes au
microscope.

L’augnentation d’incorporation de la radioactivité est due
4 l'adjonction A’ADN exogéne (augmentation de 29 %).

Les chloroplastes ont é&té 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 exogéne, méme aprés purification de cette
fraction sur colonne DE52.

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

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. Méme aprés purification sur colonne DE52.

I.a méthode ayant donné les meillleurs résultats est celle
décrite par Hallick (cf.ch.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 exogéne.
- Une activité DNA polymérasique de la fraction des protéines
solubles (S1 + S2), toujours en présence d’ADN exogéne (cf.schéma
I1.1).
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Un contrdle a été fait ne montrant aucune activité DNA
polynérasique en 1‘absence d’ADN exogéne. Tous les chloroplastes
ont donc été cassés. (cf.graphe 111.5), mais 1‘ADN endogéne n’est
pas polymérisé "in vitro".

Graphe III.5 Activité DNA pol asique des extrai

de protéines, préparés selon la méthode de Hallick.
16
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—
—
10 —
_4
—]
2_.

1

S1 + S2 culot S+C
12000rpm 12000rpm

0.5 % Triton

La purification des fractions, protéines solubles (81 + 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 polymérasigue des fractions solubles (S1 +
S2) a été concentrée par centrifugation a 607000 rpm (365/000qg).
Cette activité DNA polymérasique, obtenue dans le culot, est
conservée dans du glycerol 50 %.
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La derniére 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 étre mélangés {(cf.ch.II.5.4). Cette méthode n’a pas donné
dfactivité; 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

ITTYT .3 ACTIVITE DNA POLYMERASIQURE
"win wvitro*

A partir des extraits chloroplastiques les plus actifs,
culots récoltés a 60’000 rpm, selon la méthode de Hallick, nous
avons fait plusieurs expériences permettant de détecter:

- une bonne activité de 1l’extrait en présence 4’ADN activé de
thymus de veau,

- une faible activité sans adjonction 4’ADN exogéne,

- une trés faible activité avec la matrice poly radT. Il y a
une inhibition de 1’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, a une concentration de 100 uM inhibe
complétement l’activité DNA polymérasigue en présence 4‘ADN
exogene; ‘

- le N-~Ethylmaleimide & concentration de 2 mM a un effet
d’inhibiteur partiel.

Tableau III.1 Activité DNA polymérasique "in vitro".

3
Culot 607000 rpm + ADN activé 3.7 ug 100
Culot 607000 rpm - ADN activé - 21.1
Culot 60000 rpm + poly rAQT 2 ug 12.3
Culeot 60’000 rpm + NEM 2 mM 60.5
Culot 60000 rpm + Bret 100 uM 5.7
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IV. DISCUSSION !

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

La vitesse d’'incorporation oP”dATP est constante pendant les
30 premiéres minutes. Aprés, cette vitesse diminue et la réaction
s'arréte aprés 60 minutes (cf. graphe III.1).

A la température de 25 et 30°C l’incorporation aP“dATP est
maximale par rapport aux autres températures testées. Nos
expériences ont été faites a 37°C, car 1lfactivité DNa
polymérasique des extraits chloroplastiques chez les plantes
supérieures est testée & 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 é&tre une activité "a-like polymérase™ du méme
type que celle trouvée chez l‘épinard (Amileni et &1,1979).

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

Lfactivité DNA polymérasique trouvée est inhibée en présence
de Bromure d’éthidium et partiellement inhibée en présence de N-
ethylmaleimide, (cf. tableau III.1l).

Ayant trouvé, en présence d’une matrice A’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 & croire que l’activité trouvée
est une activité de type "a-like polymérase™, (cf. tableau I.1).

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

Les essais pour scolubilizer l1factivité DNA polymérasique de
la fraction membranaire n‘ont pas donné de résultats.

Les raisons possibles sont:

- le replisome (oli 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 proteinés 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 néthode pour obtenir une activité DNA polymérasique
des chloroplastes d’euglénes "in vitro" a été:

- de concentrer l’extrait des membranes, séparé de 1’extrait
soluble par centrifugation & haute vitesse, ou

~ de préparer un culot par centrifugation & 607000 rpm & partir
des surnageants obtenus & basse vitesse de centrifugation.

Il serait intéressant de tester, si une activité “primase"
existe dans ces mémes extraits chloroplastigues. Le complexe
"primase™ construit l‘/’amorce dA’ARN pour gue la DNA polymérase
puisse commencer la synthése d’ADN.

Cette expérience pourrait étre faite, "in wvitro", par
adjonction de:
- ribonucléotides (ATP, GTP, CTP, UTP),
- désoxyribonucléotides (dATP, AGTP, ACTP, dTTP),et
- ADN simple brin exogéne comme matrice ( Hibscher,1983 ).

L’activité "primase" serait montrée par une augmentation de
l’incorporation de radiocactivité, par rapport a l1’incorporation
due & l’activité DNA polymérasigque seule.

Pour montrer ol commence la synthése d’ADN “in vitro®,
1’incorporation de radioactivité, dans les expériences faites,
a duré trop longtemps (cf.ch.III.1l). Le génome a été entiérement
marqué, soit par une activité réparatrice, soit une activité
polymérasique.

Montrer quelle activité a &té trouvé, pourrait se faire:

- Par une expérience d’incorporation de radicactivité "in
organello® & des périodes de temps assez courts.

- ou par la méme expérience gue celle décrite par (Wu et al,l1986)
chez Chlamydcmonas reinhardii. L‘’adjonction de ddCTP, &
différentes concentrations, arréterait la synthése de longs
brins dA“ADN. Par isolation de 1‘ADN radiocactif synthétisé, nous
pourrions peut-&tre trouver le site d’initiation de 1la
réplication.

Cette expérience faite "in organello®" pourrait étre aussi
faite "in vitro" par adjonction d’ADN exogéne; les clones pEGCBG1
ou pEGCBé par exemple (cf.ch.III et IV). Ainsi nous pourrions
déterminer si c’est dans la partie répétitive avec les séguences
ARS ou dans la région 2 de taille variable gque se trouve
l’origine de réplication (cf.annexe3l).
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ANNEXES

I)

II)

III1)

IV)
V)

VI)

Carte de restriction du génome chloroplastique d‘Eugliena
gracilis.

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

Carte de la région voisine & 1’origine de réplication.
Fragments Bgl Gl et Bgl Z.

Séquence total de la région analysé, 9106 pb.
Carte de réstriction de touté la région analysé, 9106 pb.

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

VII) Séquence comparative des régions voisines au pseudogéne tRNA

Trp d’eugléne et les génes Trp et Pro de tabac.

(La position 1430 du fichier OREGR (Euglena gracilis),
correspond a la position 6418 de la séquence total, annexe
Iv).



Euglenagracilis strain Z

Chloroplast genome
~ 145 kbp




CNONONCNC)

endoR.Pstl]

endoR. Sall
endoR.BamH]
endoR. EcoR]

endoR.BgIll



1D

11 Kb

10

——— O

BglII —

HincII —

HaelI

HindIIT

HindIII

BglII

HindIXII~—

HindIIIX

Bg1II

-.—-5'

tRNA Leu

R1 and R2: 920 b repeat



IV) 1 |KBATCTRGTA RATTATSAGS CATTAGCARA CETTTCCATC TGTTATICCT|

51 | CACCCARBCG CABATTCTTA CATATTACTC ACCCBTCLGE CACTAAATTA| S 16 s
101 | CTATTGETAG TARTTTCGTT LARCTTCCAT GTeTTAAGCA TACCGCCAGT

151 | GTTCACICTE ABLARGBATC AARLTLRTCA TTTCORARKE ATCARAGTTL

20! BTCAARTELT TTCACCCTCT TGGTGACLAA GLAABBGGCA CATTTACTAT

251 ARTETETACH CTARRAACGC BCTTTETAGS ATTCHAACCT ACTACATCRE Pt RNA W

Jol GTTTTGGAGA CCTQCBCC]II ACAATTTTAA CBARARGLAA TATTTAGLTA

35{ TBCTTARCAC RTGLARGTTS ARCGAWRGEE TTTRATECAC GACLCTACET Pt RNA

50! TTATCAAAGA TATTCCATAR TASCAGTTA ACBTCGTTTC TAAAGAGTTG

451 AACATGTTTT TTATCTCATT TACATTTTBA TATTCARGEA TATTTBAGTT

SO1  GACABRAATT ATCGCATCAT AATEATAAGT ATTETTTAAT TTCAGTARAT
K1 CLTTBBATTT CTTAACTACT ARAGBATAAA AGLCTTTTAA ATTGCARATA
801 ABGATTCGARA ARATCGATTA ARTATCTATE TTCACTECCT ARRATTGAAA
651 PATACCTTAT TTTTGACCAT ATTTRGATEE ATTCATARAT ATECARCATT
701 CATTAABTRC TTTGGTATTA TGTGATTCAT TAAMATTAAT TTTTTATTIC
751. ACACCTARTC TCOTACTTAR RTRTATBTTT CATTRATTGR CBTTLRATAG
80t CBTCGCCCTT ATATACAAMA TTCTBAAGET TTTTCTTTTT CAAACAGTAA
851 CATABCATTT TCTATGTCEC CYTTTTICAC TAATTCARATC ATCCTTICTT
901 CCARAGEAARG ATATTOAAAA TATTTGACCA TATTTTTAAG RATTGATTCC
951 GRAGCCATEA ARTTTGCTGA RGCACCACAA AGTTARATAT TTTBTTTTAT
1001  TGARATAGTC GAGCAAATCT TTCTCATTET TRACTCTBEC CTATARATTT
1051 TRBRATCAAT AGATATATCE AARARRTTTE CCAATTTAST ATCBACTTCT
101 TTRATARRRT ACGARATBEAC ATGAGEGTCC ACCTGTTCTA TGAARATICTC
115! GTACTAACEE ATAATCAACT AATCCATATT TAACCTCAAT ABTBAGARTA
1201 CTTATCAARA TCCTGATAAG BTACTTCCTT AATATTTACT CCLTATARGT
1251 TTTTRATAAG TCRATTTTAR ATTTATTARAT TTAATARSET ARARAGTREE
1301 CARACTEACT ATACTCCATC AAAMAAARCG CCAATTATIC TACARATTGA
1351 CATTGATAAR ARAGCATATT TRARTAAGTE RTABAATART CACATTTTCC
1401 ATBACACTAT ATTTTAATTA ATCBATTTTT TTGACACGLT TTAAGAARAA

1851 TATTCTACTT CTACTRCBTT TAARATAATE CCCATTTTCA ATBATARRAA



1501

1551
1601
1651
1701
.1751
1801
1851
1501
1991
2001
2051
2101

2151

2251
2301
231
2401

2431

201
2451
2701
7551

2801

AAAARGCTT TCAACTARAT TTTTGGTCAG GTITTTTTCA TCATATTGTS

CTTTATRAGR ACARTATTTT TTATAGATTT TYTITACTGT TARATTGAGT

ATTTTTGTAT TATTTAAATT TTTICTTCTT TTTTGTCATA CTTTCTCCCT

ATATARARAT CARRRACARG GOAATBANGA CUBRATCTGC CETAAATCGA
CATTTTCACA AGCTCTTTTT CTARAGTTTT TBAACCATTA TATCTAALTE
TICTICACCA TARATTTCTT TGTTCACTAA RETATATRAT TCARATTTAT
CAATTTTTTA TTTTTTGTT TTICTAGARA MTMBA AGCATTTCCA
CAAMBATCCA BTTHAARTCC CAGTTTTIAT ARTIATCETT TTTTARAGAR
TIATETTTAT AMACTTAGA ASCTTBLTTA AATARARAAA TATTAGARAT
HTTABAKTTT BABATACTAT TTICTAATAC TECBACTTCA BATATATACT
TCAACAACAT ABAACBAAGT TTTATTBCAT CBTTTTTACT CETTAARAAA
RACRATTTTT GTACTCTATT ATATATTTTT CRATGAATET TTRAARATIS
ATCATTABCT TICARAACAT TARRATGATC STETAARMAA TTATTAGAAT
CATTTATTIC TRATTCCTYT TTCTCTICTS TTATTITITC TTTCACTTTT
AAATAATTTT CTBAGGAATT GGRAATCAAT TTABAAMAAA ACGAAGGAMW
ACAATGATCT TTTCGCBCAC GACTTRATAA ATTATTTTTA ATAACARRAT
CAARACTTAA ABAATTTTTA AACCATTTTC ARACCTTBGA ACACCTGACC
ANCARRCTTC GATBTTTTTA TTCCCTETTT TAGRRRARAR ATTATCANGT
BAAGTTTTAC TACTCGATCC CYTTICTACA ATARCAGATT TTTTTCAARA
GARRATARTT TTTTAABACC ATECTTOBGT AATITTTATT. ARATTCTATA

TAGACCTCTA TAGTCACTTC ACAAAAGTTE TYTARATTAT TTTCAGACAA
ATCARRACCH TRARTAATAA ARGARATABA GTTATARTTA ATTRACTCTT

TCCACTTTTT GATSRATAAT AAGTTAAAAT CCTCAARACT ACCGAACCCT

GTTTTAATGA AARCATECCA BTTTTICCTE GRACCATTEA RTACATAATA

APATCTCCCA TAATARARA AATAAATCAT TTTTTGAAMR CCTCAAAACT)
CCATATCTCC ATTATECARA AARRAARAAR RAATGARAAR RARRATTTGE
ARACCATICA ATTCBAACTT GOBACCCACT ACGATGAAGT ARCATAATCA

CARCGATTCD RARTTRABGA RTTTTTTTTC TATARTAATA ABTTTTTTAA

ARARRARTGA GTGTGARAMA TATARRARGT TAATTGAARA AAARRATAAT
ARS

AACAAATAAC AACTYTTTAR JAAARTATAAR ARARTABATC ATTARARATAT

ARS

R1



3101
3151
3201

3251

3651
3701

Jnt

4001
4051
| 4101
4151
4201
4251
431
4351

4401

4451

ATCTTARCTA ACRATTTCET TTAGGTTAA ATTTTAARAA ATCCCSARGT
ARATTECRAG ARCTCTEORA TCRABAAARA TATATARGCA AARRRATARC
ACAGTTTTEC TTAAGAAAAA AATARATTTC TGAATAAATA CTCCTAAARR
TCATARATAR ARATBTARGR AAAATECTTT TITTBATERA TRATAABTTA
RARATCCTCA AAMACTACCS AATCCTETCT TAATAARARC AATGCCAATT
TTTACCCE6C ACTATTSAAT GCATARARAC CTCCCATRAA TRARATCALL
GLCTTTTTAG AACATCLCCC CTATTTESCA AARAARAAAA ARRARATEAA
RARRARRATE CRRARACCCOA GATTCEASCT GTCETACTAA ATTACBATAC

TGARRATETA BTACCACATA BTCTACARAG BCATTTTTTT TTTTCTAARA
ARATAATARR ARARATTGAC CTATTTTTAT ATAARARACC ATETETTRAA

GARATAATAT TACETATARA ARRCRTAGTG ACTACTAATA ATTATGTATC

ARGTTATTTA ATACATAARA AATTTAATAT ATTBATATTT TICTTTGARA

TCEAARATAG | TATBTATTBA CATCAGAGET AATTTTTTTA CTCCTCCETT

TTTTGCATTT CTATRATAGT ATTATCTGTE TATAAGTTAC BCBETTAACT

CAACTCCTTT TTCCTCARGA AATTTTTCAA TARACTCATA AAATTECTTT

TCTCTTTET TAGRATCATA TTCATATGAT TCCCATACA TTITTCTAL

BACGTTYYIC AGCAATTICS TTTCTCAGAR CAACATCTTL CAACTAAAMA
G

ETTGATCATT AGGTTTTTTT TCATTASAAA TABGAATCAT TICTTTCTAA

TTCCTTIITA TCTTCCATTA ATTTTTGATA ATCTTTCGGE AACCATTGAG

CACATAARAT RARACATAAT RAARTCTOCC ATAARTARRA ARATARATCA

TTTTTTGAAA ACCTCAAAAC TCCCATATCT CCATTAATEE AARRARAARA
ARAANATGRA ARARARRATT BCAARACCAAT TCAATTCGAA CTTECHACCC

ACTACGATEA ABTRACATAR TCACAACGAT TCCAAATTAA BBRATTTTTT

TTCTATAATA ATARBTTTTT TARAAMMAGA TBAGTETo AaaTATARA]

ARS
ACTTAATTEN ARARAMAAT AATAACARAT AACAACTTTT TRARARATAT

ARS
BEARHAATAG ATCATTARA: TATATCTTA# CTRACAATTT CGTTGTAGET
TABATTTTAR RAAATCCCEA AGTARATTEC ARGAACTCTE SAATCAAGAR
ARATATATAR BCARARAGAT ARCACAGTTT TECTTAKGAA ARRAATARAT

TTCTEAATAA ATACTCCTAA ARATCATAAR TARRAATETA ABAARRATEC
TTTTTTTBAT GRATRATAAS TTARAAGTCC TCAARRACTA CCBAATCCTG

R1

R2



3501
4554
4601
451
4701
4751
4801
4851
901

4931

S1Gt
9131

3201
3251

551
5601
5631
5701

5751

N

3991

4

TCTTAATAAR ARCAATGCCA ATTTTTACCC BGCACTATTG AATBCATARA
RACCTCCCAT ARATRARATC FICECCITTTT TRBARACATCC CLLCTATTTG
GLARARARAR AARAAAAART GAARAAAAMA ATBCARAACC CARRATTORA
oLTETCETAC TARATTACGA TACTGAGAAT GTAGTACCAC ATABTCTACA
AAGBCATTTT TTITTTTCTA AAMARATAAT AARAAARRTT GACCTATTTT

TATATARRAR ACCATGTETT AAAGAAATAA TATTACBTAT ARRARACETA

GTBACTACTA ATAATTATET ATCAAGTTAT TTAATACATA ARRARTTTAA

TATATTGATA TTTTTCTTIG ARATCORARA TAGRARAGGAA TATTRLTTSG

GEGETARATE CATCCTTATA ATAATTAAAT GBBATTICTA TAACCTCAAC

RHATCCATCC COCRCATTAC ABTTBBATEA AACTBCTARA TCTTGTBARS

§ | TTGATCATEA TTARARGAGR ARARAGARGE CARGATTTTT SRAGATTCTT

TARCATITT TICTTCAGGA ACARACGTTC BBCCCAARTT CCCCCAGETA
TTTGACCEEE TECTBACATT BACTGCCOST ATEBETABAC AAATCCTETT
TGCAMGTCS BATTARATTG TAACATATCA TTECTAACCE GCTBACCTCT
TITTACEGTT TCAGCAATTG CATATECATT AGCTACACAC ATACTTARAT
AGARACOAGT TTBCADBATC CTTTTCATCA CAATARATET TCTTBGAGTT
ACCATAA6G TECTTRATSA ACCLTCTABE TCATAMCCET CTICCAATAA
ARTTTTATCA ARATCAGTTG ACCARRAATC AGBATTGAAN ATTEARRAAT
CTTCAGCTTT GASCTTTET TCBATAGARG GAATATTTAC TBGSTCTTGA

CTTBACTTTA AATCATCTTC BGARCBATTE TCTTCAGAAT TATCATTITT

TAAGTACACC ARAAAATTTA AATECAARAT TAAATGLECA ATAACCAGAA
ARACTRATTA CCATAATTAC BBECARTTTTE BRAATARGAT TCTTACTATA
ARRTATTTTA ATTTTTTTCC AAAACTCCAA AGCCTTCAAL GAAGGSTCGT
TTTTCAAAT TTCATTTTTA GRAATTTCAA CGSACTTOAT TACTTTTAAT
BTTCTETTAC CARCTTGARR CARARRATTA CAGTARAGEE CATATTGGAT
ATRATTTTTC GAARATTATCA ATARRGCCAA AAGRRARACT TTTGBATEST
TITTTTYTTT TACTATCCTT AGARAMATTCC TAAGGARARA AATTARATTE
TARARRGATA AACTABTATT AACTAACAAR TRRATTTTAT RATARTTTET

TTEARAAARA TACAATARAA TTGCATTGCA GGTAGCCAAC BARATRTCHAT

TARATTARRAT RGATTTITACT TTAATTATAT AGTTCATARA AGABTETARA

ARRACAAAAT TTCTARABAR ATACATCETA ARAATCATRA AATBAATATA

eif—

R2

ORF



6051 ABARATESTT TTTTTTGCTT TIAATITICT TTACCTATTT CTATGAATET
6101 GTCATARARA ATARAAAAAT AATAATTCTT BATCARACTA AAMARAATAC
6151 BANAARARAA TABATCATTE AATATATATC AATAACTATA TTTTAATTEC

6201 ATTGTAGGTT AARTECAARA ARTTCCCEAA GTAATTTTEC ARARAACCCA

6250 AGAATCAAGS GTTATBTACT TATATATACL AATGTACTTA TATATACTAT region Z

6301 ATATACCAAT GTACTTRTAT hTATTM*ﬁT ACTTATATAT ATTATATATA
6351 CTATATATAC CAATETRCTT ATATGGTCTT TACTGARTAT CTACATEAGT

6401 COCCTTERTG ACCAAGCAAG GEGCACATTT ACTATAATET GTACACTAAA

6451 AGLBCBCTTT GTAGBATTCE AACCTACTAC ATCABSTTTT 66ABACCTAC] pt RNA W

6501 GLCTTATBGT TTTTTATTGA TTATTAACCC TBATTTATTA ATTATTAAGT
6351 ACTTTATEET TAARTTCTET AACETTTATT GTAATCCAAR GAACCACACA
6501 AARCTECTTTC TATTTAGCTA TGTGTETEGC TAATGCATAC GTAATTTCTT
6651 ARAEGBTAAA AAGBARGTOA ACCCRTTELC GAGGARATGC TTABGATTCTA
6301 TTGLTCAATC AGGTTETATC CATCCATAAT CCATCCATAC BTCAAGTCCE
6731 BGATEGARBAA CTEETTERTT ATTTCTBOCA GATARRAGAT BTTTACTTIC
8801 CAAGATAATA TTTTARGETT TAAGATTICA AGATAARCAA ASTTTATAAG
6851 TETTAGTTAA TTATTACAGT TCATTATCAG AGATAGETTT TTCAGARAAR
8901 TGATATARTG AARAAATAGA AGATGTTTAG AGCTARCAAT ATTTTTACAT
&951 GHETTACATA TTTAATGTAA TATRRRATTG TATSTTICET AGBATTTTAC
7001 TTAGARACAA ACAGRAATGT CTAGATATAT ATATAGAGTT TTTCTCAATT
7050 TCTATTATIC TTETTCTTAT TCAATETTAG ATTATTATIC BTGATGATAS
710t ATTATCTTAC TTATTATTAT TATTCCTGTA ATCACTTATG CTATTATTCY
7151 TCTBARKCET CATATTCAAB TTRCTTAATA TRTRATTATE BTABTATAAA
7201 TBATTGTACT CTAAAASTTC GATCTCATTT TTTATGAATA AATACAATAC
7251 THRBAATTHA TTEBTAAGETA TTARATATTA ATARTATTTT STRAACTACTT
7301 TIBATTTATT CATCTGTACT TCTTGTAATA CTTICTTTATA TCARRRATET
7351 GGATAARATTA TTTETATTAG TTTARATCAGC AARARGCTTE TTARACARRA
7401 TTTTGTTTGT TGCTBGAAAT TTRAARTTTT ACGAARATTG ACARTGATTT

7451 ACACTATTTE TGATAATAGT TTATTACTAR ATATGTATAT TTATACTRAT
7501 ATTATTTCAA AAATRABETAA TARTAATAGA TTATTTARGA TTTARAATAA

7551 TCTATATAAG TACTTTATAG TRGTTTATTA TETATTRAAC GCGTTTTTTA



760(
7651
7401
7751
7801
7851
1901

7951

8034
8101

8151

8251
8301
8301

8401

BAS1
8701

8751

8851

8901

8951
9001

9054

TTATTTTTIA CTBTCACTAR AATTTTTCAR GAAGCTATTA ARATTTTARA
ABTETTATAR TTTRTATATT TTTARMARATA RATTTTTGTA TATATATART
TCTGTETAC ACTITTTIGY TAATAAATT TETAMATICE AGAGATITA
TWIGTTTIAS ARTATTTTAT TTTTATICH TTATITTCT ATSATATTY
TTATACACCE AGATTAGTTT TATCTTETTA ACTCATCAAT ACTCATCAAT
ATABTAAACA TQRAAATTTT_EAQARQEATT ETRARTCATE TTCRTTTCAA
AABTTAATCE AAGICATTAA ANTTATTACT TTGCASAGA ATTTATGATT

TEBAAATTABA TTCATTTTAA AAATCAARAT TTTBRATTAA TTTRATTICD -

. TITTATCCAT AMATAGTRAT TTARRATTCA RAATTAGCTT TTCTAATGTT

TITIECTIAN ACCTATAAGT nsrcmmst,;msrmm THGTTCACAT
TTTACTTTTT CTTTTTAGTT TCATAATTTT TTCAAAGTCT ATATTATTAT
TTTRACTAAT AATARATTTT TACATAATTA TETRARAWAC AARRAATCAA
TATCAACTAT TETTTTETAA BATTTCAATC TACBACTATC ACBTTTTBSS
TACTTTCCAT TCATTCARAT TTTGTTATAA ATTTAACATT TTTTCARAAT
AARRGACCET TTGATTTTTA ATCTAGATAT ATATTGCAAC TTTTTTATTA
RACGTTTTTT TATTICGAGA GTTTTRCCTT CBACCSGACT CBAACCEECA

t RNA Leu

AGCTTATECA TBTGATTTTE AATEGCACéT BTTTRCCATT TCACCACGAA

BSAAGRATAT TTTTAACATT TTTTRATGTA TTTCTBARAT ACTTCTCAGA

ARATETARAT TABTTTECTG GTTTTAGCTA TTTTTTAGTA ATTGARCACT
TITTTARGGS TTTCTBCACT TTATATCCBA ATCTATTBAT TCTAAAGGST
TCTTVACETA ATCGATGTCS TARACAAAGC STTRATTACA TSTEARRATS
TICTTTAGST STTACTICTS TECBATTCTC AMBTCTACT AATECTTTTE
CTGCACEATC GTTTACCATA TCTCCICTTA GTTCCATCAR CATTTABTIC
ABARACAGTAT TBTBATATTT TTCTAARAGT TCGTATTTTA TTATTAATET
TITTTARTTT TTTTCTIBAC TTATAATITT TTCATTAGTT TATITIGITC
TICCTTATAT TITICTTTBH GACTCTTTAG BECTITITIC mmsrms
CBTETGTACT ATTTTACACE AAGCECTBST TCCTTTAGTE TTTTAATTTG
TGCATGCATT COSARTCTAT CTAGTAATTG TBSTCTAAGT TCTCCTTCIT
CABGATTTCC BATCCTCATA GTATAAATCT TGCAGGATGS CARATTCHAA

FCTCCTTCTC TTTCTACCST BTTCCATCCT GAYSCABCES AATOTAATAA SS9 aimiu s

9101 BAGGTT
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Nicotiana tabacum

Chloroplast DNA

155.844 bp

August, 1987



1430 144Q 1450 1468 1470 1480

Oregr. ANGEEECACATTTACTATAATETETACACTAAAAGCECECTTTETAGEATTCEARCCTAC
PUEE B30 LP0NaEe etngty

Tabcpe TATTTTATTCTAATTCHATCTARGAAGAARARAATCACGCTCTRTAGEATTIGARCCTAL ¢t RN A Ten
66760 68750 Geege  casle 68020 68430

1498 150¢ 1519 1529 1530 1540
Oregr. TACATCAGSTTTTGEAGACCTACGCCTTATGETTTTTTATTE-ATTATTAACCCTEATTT
SRELUE RLIps i g i I B I I B I L

68849 60050 68c6e 64ag7e - ceage

1550 1560 1570 1580 1590
Oregr. AT--TAATTATTAAGTACTT T=-~~~~ATGETTAAATTCCETAACETTTAT-TETAATCC
1 P IERV SRR (R LRI R N i L
Tobcpe ATCAGAATAGATAAG-ACTGTARACAAAAGEATTCTTTTCATAACCCCAATACATTTIST
68890 6egee ces1a 6892e 6893¢ 6ag94@

1600 1610 1626 1630 1640 - 165¢
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