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Introduction

1 Les plastes

1.1 Structure et fonctions

Les plastes sont des organites qui jouent un mfmitant au sein de la cellule végétale. En
effet, ils sont le siege de plusieurs réactions ab@iques indispensables pour le

développement des plantes tels que: la syntheseadeles gras, des acides aminés
aromatiques et non aromatiques, des bases purigugs/rimidiques, des isoprénoides

(intervenant dans la biosynthése des caroténoitledeg stérols) et les tétrapyrroles

(intervenant dans la biosynthese de la chlorophylle

Le réle majeur des chloroplastes est la photosgeth€hacun est entouré d’'une double
membrane constituant les enveloppes externesezh@d. Des membranes photosynthétiques,
les thylacoides, s’étendent a I'intérieur du plasteformant un réseau de vésicules aplaties

(Fig.1) en partie empilées les unes sur les atiresants des structures appelées grana.

La membrane thylacoidienne contient quatre comglgxetéiques majeurs impliqués dans la
réaction lumineuse de la photosynthese : les phstmes (PS) | et Il, le complexe
cytochrome b6/f et 'ATP synthase. Les deux phattiayes sont présents dans les granas : le
PS Il est limité aux membranes internes du grataydnt pas de contact avec le stroma). Le
PSI est situé au niveau des thylacoides ayantagseein contact avec le stroma.

Le stroma, contient le systeme génétigue du plastei que la plupart des enzymes
intervenant dans les métabolismes en particuligx cgii sont responsables de la conversion
du CQ en glucides durant la photosynthese. Il contieed duantités variables de grains
d’amidon et des gouttelettes lipidiques appelééstqgiobules. Les enveloppes sont le siege
de la biogenése des lipides et contrdlent I'échadgemolécules entre le stroma et le
cytoplasme. La membrane externe est perméable maésules faisant moins de 10 kDa. La
membrane interne est par contre plus sélectiveprdtent des petites molécules jouant le role

de transporteurs des ions et des métabolites (€)RfP1).
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Figure 1 : Les chloroplastes sont le siege de la photosyathésle la fixation du Catmosphérique. lls sont
entourés d'une double membrane (enveloppes extetn@terne). lls possédent en plus des membranes
thylacoidiennes riches en chlorophylle ot se dértailphotosynthése. Lors de la phase lumineus@P’at le
NADPH sont utilisés pour convertir le G&mosphérique en composés organiques grace a zigaensituées
dans le stroma (cycle de Calvin) (Schéma tiré dgde, 2001).

Dans les tissus méristématiques, les plastes ekisteus une forme indifférenciée, non
pigmentée, appelée proplaste.

En absence de lumiére les proplastes se dévelogpestioplastes qui sont formés d’'une
structure para-cristalline appelée corps prolanmellaCes derniers se transforment apres
illumination en thylacoides permettant ainsi I'apipan des chloroplastes. Dans les tissus non
pigmentés tels que les trichomes, les proplastet@geloppent en leucoplastes capables de
synthétiser et de stocker plusieurs substances eodas huiles aromatiques (élaoiplastes).
Les amyloplastes localisés au niveau des racindaret le tubercule de pomme de terre sont
la source de stockage de carbone sous forme d’'amans certains fruits et fleurs, les
plastes existent sous forme de chromoplastes retmgsgments de couleurs diverses tels que

les caroténoides et les xanthophylles (Fig.2).
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elaioplast / chromoplast

proplastid

Figure 2 : Les différents types de plastes. Les chloroplastes issus de la différenciation des proplastasi ai
que tous les autres types de plastes. Toutefoislufgart des types de plastes sont interconvestibédon les
conditions de développement (Schéma tiré de de4-dpez and Pyk@005).

1.2 Origine du plaste

Les plastes sont issus de I'endosymbiose d'uneobamtérie avec une cellule eucaryote,
événement intervenu il y a un milliard d’annéesiemv(Dyall et al., 2004).

Durant la co-évolution de I'endosymbionte (le pbdstt de la cellule hote, plusieurs genes
« plastidiaux » ont été transférés vers le noyartaihs ont gardés une destinée plastidiale.
lIs sont alors adressés au plaste grace a un pegédtransit. CheZArabidopsis thaliana
environ 18% des genes nucléaires sont d’originedyactérienne (Martin et al., 2002).

Du fait de leur double origine génétique, les @astont considérés comme étant des
organites semi autonomes. lls possedent leur pggmreme (appelé aussi plastome) qui code
pour des protéines plastidiales, mais la majoré® autres protéines plastidiales sont codées
par le noyau (environ 80% chézabidopsis thaliana Ainsi, le noyau contréle la biogenése

du plaste.

2 Le génome plastidial

2.1 Structure

Les plastes possedent leur propre génome, condgtpéusieurs molécules d’ADN plastidial,
chacune étant appelée chromosome ou parfois plastoendegré de polyploidie varie : les
proplastes contiennent environ vingt copies de ¢gumome (400 par cellule méristématique)
alors que les chloroplastes contiennent approxuaatent 100 copies (soit jusqu’alO, 000
copies pour des cellules contenant 100 plasteg)if&y 1992). Ces génomes ne sont pas

nécessairement organisés en cercles individuelgénome par cercle). Il a été récemment

4
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démontré qu’en plus de la forme circulaire monoméri du plastome, plusieurs formes
linéaires organisées en dimére, trimére et mémantéres ont été observées (Bendich, 2004).
Il demeure par contre encore incertain sous quetime I'’ADN plastidial joue le rble de
matrice pour la replication d’ADNn vivo. Scharff and Koop en 2006 ont montré que les
extrémités de I'ADN plastidial linéaire chez le &abcorrespondent a des origines de
replication connues.

Les ADN plastidiaux tout comme le chromosome bamtésont compactés en nucléoides.
Les chloroplastes contiennent plusieurs nucléoides.

Le chromosome plastidal circulaire contient dewgioBs inversées répétées (IR) séparant une
large et une petite région (LSC et SSC respectimmd contient entre 120 et 160Kpb
codant pour environ 120 a 135 genes (Pour une digieplete des génomes séquences :
http://megasun.bch.umontreal.ca/ogmp).

Le chromosome plastidial des plantes supérieurediett 4 genes codant des ARN
ribosomiques (16S, 23S, 5S et 4.5S), 30 genes tddamMRNt, plus de 72 génes codant des
polypeptides et plusieurs ORF codant des proté@adsnctions encore inconnuggf.

Les genes plastidiaux codant des polypeptides appaent a plusieurs catégories : les genes
codant I'appareil transcriptionnel plastidial d@éyprocaryotique (genepo) ; de I'appareil
traductionnel ; de I'appareil photosynthétique e$ dous unités de la NADH-dehydrogénase

(genesndh). Un seul genec{pP) code une sous unité de protéase.

2.2 Organisation des genes plastidiaux

Comme chez les bactéries, la plupart des génefidasx sont organisés en opéron. lls
s’expriment sous forme d’unités polycistroniquesdi@ira, 1992). Chearabidopsis thaliana

il existe environ 35 unités de transcription padyonique. La majorité des opérons
plastidiaux codent pour des sous unités apparteaanh méme complexe moléculaire
(comme les genasdh par exemple). Toutefois certaines exceptions exigel que I'opéron
psbBqui contient en plus des génesh les genepet

Certains genes plastidiaux possédent des intropari@mant au groupe | ou au groupe |Il.
Dans le plastome du tabac 18 génes plastidiauxiecor@nt des introns (6 ARNt et 12
protéines) (Sugita and Sugiura, 1996 ; Rochaix6)199
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D’'une maniére générale, la maturation des tramssglastidiaux comprend I'épissage,
I'editing (conversion de C en U), et le processileg longs ARNSs polycistroniques.

3 Les ARN polymérases plastidiales

Les plastes possédent leur propre machinerie ggmétaisant intervenir deux types d’ARN
polymérases et des ribosomes plastidiaux. Ainsiplastes assurent la synthese d’au moins
5% de leur protéines (Shiina et al., 2005).

Bien que le génome du chloroplaste soit plus petie celui des cyanobactéries, la
transcription plastidiale est trées complexe. Ortimtigie dans les plastes deux systéemes de
transcription qui different selon leur origine gégee :

* Un systeme de type procaryote mettant en jeu urid pdtymérase plastidiale de type
eubactérien, multimérique constituée de quatre sousso, 3, f'et f” appelée PEP
pourPlastid Encoded RNAPolymerase

* Un systéeme de type phagique comprenant deux ARMr@ohses nucléaires de type
phagiques, monomériques appelées NEP NowtearEncoded RNAPolymerase

3.1 L’ARN polymérase codée par le plaste, PEP

La PEP est une enzyme multimérique qui peut septéssous deux formes bien distinctes.
Le core enzymest formé de deux sous unitésune sous unité dg def’et dep”. Ces sous

unités sont codées respectivement par les ggods B, C1 et C2. Ces genes sont organisées
comme chez les bactéries en deux opérons : I'op@aicontenant les genegoB, CletC2

et I'opéronrpoA qui comporte en plus des géenes codant pour désimes ribosomales.

Le core enzyme est nécessaire pour |'étape d'étmmgdors de la synthése d’ARN.
Cependant, linitiation de la transcription néctssia reconnaissance spécifique d’une
séquence nucléotidiqgue dite séquence promotricei €effectue par la deuxieme forme
d’enzyme dite holoenzyme.

L’holoenzymeest donc la forme compléte de 'ARN polymérasestidizale, PEP. Elle est
formée suite a la fixation sur le core enzyme dfacteur de transcription plastidial, dit
facteur sigmad) codé par le noyau.

Des mutants transplastomiques chez le tabac, oulslpne des sous unités de la polymérase
(ArpoA, ArpoB, ArpoC1)ont été créés. lls ont permis de mettre en évideno@e de la PEP

dans la transcription de génes photosynthétiquéisdgA et al., 1996 ; Santis-Maclossek et
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al., 1999). Ces mutants sont albinos viables @insies cultive avec un apport de glucides
(dans le milieu de culture), ils accumulent en gletains des transcrits plastidiaux.

L’expression du génome plastidial nécessite dorctiité d’'un second systeme de
transcription impliguant une ARN polymérase mondmqée, de type phagique, codée par le

noyau : NEP NuclearEncoded RNAPolymerasg

3.2 L’ARN polymérase codée par le noyau, NEP

La présence d’'une ARN polymérase plastidiale de typagique a été démontrée selon une
approche biochimique réalisée au sein de notredahioe par Lerbs-Mache (1993). En effet,
S. Lerbs-Mache a montré I'existence d'un polypeptite 110kDa, dans les chloroplastes
d’épinard lequel présente des similarités immuniglogs avec I'ARN polymérase du
bactériophage T7. Il est aussi capable de recaeraitnéme type de promoteurs.

Le premier géne candidgboTp codant pour cette ARN polymérase a été découars te
génome nucléaire Arabidopsis. Il est supposé provenir d'une duplication du gene
mitochondrial (Hedtke et all997). La fonction depoTpcomme polymérase plastidiale a été
démontrée par Liere et al., 2004 en utilisant dgsads transgéniques surexprimant cette
polymérase.

Chez les plantes monocotylédones on dénombre d&ilx Nne mitochondriale (RPOTm) et
une plastidiale (RPOTp) (lkeda and Gray, 1999).d@atre chez les plantes dicotylédones, il
existe un troisieme géeneppoTmp codant pour une ARN polymérase de type T7 (Hedtke
al., 1997). Il serait issu d’'une seconde duplicatjai est apparue aprés la divergence entre les
monocotylédones et les dicotylédones. Chez la @lambdeleArabidopsis thalianacette
polymérase RPOTmp est importée a la fois dansléssgs et dans les mitochondries (Hedtke
et al., 2000).

3.3 Coordination de la transcription entre NEP et PEP

La transcription des genes dans le noyau se faitipermediaire de trois ARN polymérases.

La coordination de la transcription entre chaqueNABblymérase se fait de maniére gene-
spécifique : chacune transcrit un groupe de géhaspol | transcrit les génes ribosomiques
(ARN 1), la pol Il transcrit les ARNm et la pol Ittanscrits les petits ARN tels que les ARN.
Dans le chloroplaste, bien que trois ARN polyméaseexistent aussi, la coordination de la

transcription s’effectue de maniere différente.
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L’étude des mutants transplastomiques, en paricdis mutants déficients en PEP a permis
de mieux caractériser les genes cibles des polgeglastidiales. La comparaison du profil
d’expression des genes dans les plantes mutanteagpert a la plante sauvage a permis de
classer les génes plastidiaux en trois groupesspilet al., 1996 ; Hajdukiewicz et al., 1997).
» Genes de groupe | transcrits exclusivement paER @enes photosynthétiques)
» Genes de groupe Il transcrits aussi bien par la qiPpar les NEP (opéron rrn par
exemple)

* Genes de groupe Il transcrits exclusivement aNEP.

Ceci montre bien que les deux types de polymérasepartagent la transcription des
différents genes plastidiaux. La question qui EBtsg0sée est :

Comment s’effectue cette distribution de role elgsedeux polymérases PEP et NEP ? Est ce
gue la régulation de la transcription plastidiaiedépendante du stade du développement ?
Des études réalisés par Mullet, 1993, ont permisedendre partiellement a ces questions. Il
a pris l'orge, une espece monocotylédone comme mod@&tude. Cette espece a la
caractéristique d’avoir un gradient de différenomatdes plastes tout au long de la feuille. Sur
ce modéle, il a pu observer que la NEP est acevelant les jeunes stades de développement
qui renferment des proplastes. Elle transcrit l@&neg plastidiaux codant I'appareil
transcriptionnel (I'opérompoB) et traductionnel du plaste. Ceci lui a permisntiétre une
hypothése de mise en place séquentielle des astipiblymérases plastidiales au cours du
développement des plastes: il y aurait une adbivaén cascade des deux systémes de
transcription, la NEP étant active aux jeunes statie développement (dans les proplastes)
elle permettrait de transcrire les genes de ménagempris ceux codant pour les sous-unités
de la PEP. Ensuite, une fois que la PEP est syg#leé au cours des stades plus développés
(chloroplaste) cette derniere s’associe aux fastsigma et commence a transcrire les génes
photosynthétiques.

Certaines études réalisées recemment ont commere@eitre en question ce modele. En
effet, Cahoon et al., 2004 ont montré, chez le ntpis les deux activités transcriptionnelles
des NEP et de la PEP augmentent au cours de stadbférentiation des plastes. Toutefois,
I'accumulation des transcrits NEP ne varie pas @auscdu développement des plastes. Par
contre les transcrits PEP deviennent plus abond#aris les plastes matures. Il a donc été
suggéré que le niveau d’accumulation constant dassdrits NEP proviendrait d’'une
diminution de leur stabilité compensée par une adation de lactivite NEP. La
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déstabilisation sélective des transcrits NEP aé$8i observée dans les mutants déficients en
PEP ou tous les genes plastidiaux sont trans@itéepsystéme phagique, NEP (Legen et al.,
2002). La déstabilisation des transcrits NEP pdurére due a un événement post-
transcriptionnel. Ceci montre bien que le turnosdes ARNm dans les chloroplastes varie
considérablement entre les transcrits NEP et PER’'#texiste probablement une régulation
post-transcriptionnelle des transcrits dépendarge’lARN polymérase jouant un réle
important dans le développement des chloroplastes.

Demarsy et al., 2006, ont apporté un autre élémemeponse concernant la coordination de
la transcription plastidiale entre les NEP et |&PPHne étude expérimentale systématique de
I'expression des composants des systemes de fatimtmplastidiale (les sous unités de la
PEP, les facteurs sigma, les NEP) au cours de dmigation et des jeunes stades de
développement che&rabidopsis thalianaet I'épinard a été entreprise. Les résultats algen
contredisent le modéle de mise en place séquentell’appareil transcriptionnel plastidial
qui a été proposé précédemment par Mullet, 1998 @lace, un modéle de mise en place
simultanée des deux appareils de transcription BIHFEP pendant la phase de germination a
éte établi. En effet, il a été démontré que la B&RIéja active pendant la phase d’'imbibition
de la graine et de la germination. L'inhibition ltkctivité PEP par I'inhibiteur tagetitoxin est
associée a un retard de germination des grainesabidopsis (Demarsy et al., 2006 ;
Courtois et al., 2007).

4 Les promoteurs plastidiaux

PEP et NEP reconnaissent différent types de pramstees promoteurs PEP sont similaires
aux promoteurs reconnus par I'enzyme holo d’E. asociée aux facteurs sigma 70 tandis

gue les promoteurs NEP ressemblent a ceux recqramuss polymérases phagiques T3/T7.

4.1 Les promoteurs PEP

L’ARN polymérase plastidiale a une origine eubdetére. De ce fait, les promoteurs PEP
présentent des variants de séquences consens(IBAtHAT) et -35 (TTGaca) du promoteur
typiques’® d’E. coli. Les nucléotides écrits en majusculest $ortement conservés dans les
promoteurs PEP (Liere and Maliga, 2001). Certainsmpteurs plastidiaux de type™
possedent des €lémemts régulateurs :

= Une TATA-box localisée entre le consensus -10/-35



Introduction

= Un motif TGn localisé a une paire de base de distean amont de la région -10
(promoteur -10 long)

» Une boite AAG située en amont de la région -35
Le rble régulateur des ces différents motifs sasguteé dans les difféerents exemples de
promoteur présentés ci-dessous.
L’efficacité de la transcription initiée a partitud promoteur PEP varie considérablement
selon le degré d’homologie des boites -10/-35 descséquences consensus bactérienne.
Ainsi, le genepsbAest transcrit 40 fois plus que le gguetB chez I'orge (pour revue voir
Shiina et al., 2005). Certains genes plastidialx geie psbA, rbcL, psbD, psaft rrnP1
(rrnP2 d’aprés la nomenclature de Lerbs-Mache, 2000) feotgment exprimés par rapport a
d’autres genes ayant des promoteurs PEP danaiidedanatures. Ces promoteurs présentent

en effet une architecture particuliere.

4.1.1 Le promoteur psbA

Le génepsbAcode pour la protéine D1, composante essentielleedtre réactionnel
du photosystéeme Il. La transcription du g@sbAest activée par la lumiéere et dépendante du
stade de développement (Klein and Mullet, 1990)ptaéine D1 ainsi que D2 (codée par le
genepsbD sont des protéines photosynthétiques rapidematdremageées par la lumiere
(Christopher and Mullet, 1994). De ce fait I'exmien de D1 et D2 est régulée de maniére
différentielle a plusieurs niveaux tels que la #it#bdes ARNm, la traduction, mais aussi de
maniére primordiale au niveau de la transcription.

Plusieurs essais de transcriptionvitro ont montré queysbA est transcrit a partir d’'un
promoteur unique de type’® possédant des séquences -10/-35 trés conservéesleshe
plantes (Liere and Maliga, 2001). Une caractéasatétaillée du promoteur a été effectuée
par transcriptionn vitro chez la moutarde. Cette étude a permis d’identifigmésence d’'une
boite TATA située entre les hexameéres -10 et -3bc@mparant le taux de transcription
vitro a partir d’extraits de plantes étiolées et cuéisza la lumiére, il a été montré que la boite
TATA ainsi que I'élément -10 du promoteur sont mafts pour maintenir une activité
transcriptionnelle basique du promot@sbAdans les étioplastes. Par contre la présence de
I'élément -35 du promoteur est obligatoire poueiatire le taux élevé de transcription de
psbA nécessaire dans les extraits de chloroplastdsres (photosynthétiquement actifs)

(Eisermann et al., 1990).
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Un autre type de régulation d’expression du proomopsbAa été observé chez le blé. Ce
promoteur présente en plus de la boite TATA, uniffi@n situé en amont de I'élément -10
(aussi appelé séquence -10 étendu) (Satoh et9#9).1L’étude realisée sur le blé a été
effectuée sur des extraits a partir de partie delléds caractérisées par des stades de
différenciation de plastes différents : la partasdle de la feuille présentant des plastes non
différenciés ou proplastes, tandis que l'extréndé la feuille contient des chloroplastes
matures. Cette étude a donc mis en évidence deues ty’activités PEP : une activité
constitutive indépendante de la lumiére observées des proplastes nécessitant les deux
éléments -10/-35 du promoteur et une forte actidépendante de la lumiére (dans les
chloroplastes présents dans I'extrémité de lal®uilépendante uniquement de la région -10
(élément -10 étendu). Il a été proposé que l@&wdiffce entre les deux activités de la PEP
observée dans la base et I'extrémité des feuikeBlé serait due a I'association de différents
facteurs sigma. De ce fait le motif TGn de la régid0 étendu serait impliqué dans la
reconnaissance de certains facteurs sigma darchle®plastes matures. En effet, il a été
démontré chez la moutarde que les facteurs SIGI@&2 reconnaissent le motif TGn de la

région -10 étendu (Homann and Link, 2003).

4.1.2 Le promoteur psbDLRD

Le genepsbD code pour la protéine D2, une autre composante riammte du centre
réactionnel du photosystéeme Il. Cette protéineoat tomme D1, un trés rapide turnover
lumiére dépendant. Chez les plantes supérieurggnepsbDforme un opéron avec le géne
psbC lls sont transcrits a partir de plusieurs promePEP. Un des promoteurs PEP de
psbD est tres bien étudié c’'est le promotgasbD LRP (=Light ResponsivePromotel).
Comme son nom l'indique, ce promoteur est treefoent régulé par la lumiére. Il est activé
spécifiguement par des irradiations élevées dedrarbleu et ultraviolette (plus de 10 nmol
m? s?) (Christopher and Mullet, 1994).

L’architecture du promoteyssbD LRP a été étudiée dans de nombreuses espéeceanlde se
étre bien conservée dans le regne veégétal (powrerswoir Liere and Maliga, 2001). Le
promoteurpsbD LRP est de type’® possédant des séquences -10/-35 trés peu conservées
espacées d’environ 15 nucléotides au lieu de 1T7%uat normalement. Ces séquences sont
suivies en amont d’'une région d’environ 28 nt ditéte AAG ainsi qu’une région dite boite
PGT (Shiina et al., 2005 ; Liere and Maliga, 2001)

Des expériences de transcriptionvitro ont montré que la polymérase purifiee d’E. coti es

incapable d’initier la transcription a partir duoproteurpsbD LRP. Ceci prouve l'existence

11
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de facteurs de transcription additionnels nécessaiour I'activité du promoteysbD LRP.
Chez l'orge, deux facteurs susceptibles d’interagiec le promoteupsbD LRP ont été
identifiés. Il s’agit du facteur AGFAAG box Factor) liant spécifiquement la boite AAG et du
facteur PGTFRGT binding Factor) interagissant avec la boite PGT (Kim and Mull&95).
L’activité de PGTF est régulée par une kinase ABPetidante. PGTF serait impliqué dans
I'activation du promoteupsbDLRP en réponse a la lumiére (Kim et al., 1999).

La transcription a partir du promotepsbD LRP dépend uniquement de I'élément -10 chez le

riz, le blé et 'orge (pour revue voir Liere and I\a, 2001).

4.1.3 Le promoteur rbcL

Le géne plastidialbcL code la grande sous unité de la ribulose-1,5-bispinate carboxylase.

Il est transcrit & partir d’un seul promoteur PERtenant des éléments -10/-35 tres conservés
espaceés de 18 nt. Ces éléments sont indispengahiesinitiation de la transcriptiom vitro

a partir du promoteurbcL (Gruissem and Zurawski, 1985). La transcriptionrielL est
régulée par la lumiére chez I'orge (Klein and MylE990) le tabac et Arabidopsis (Shiina et
al., 1998 ; Shiina et al., 2005).

De plus, la région située entre -16 et -102 dudsitatiation de la transcription du gémiecL

a éeté identifiee comme un site de liaison de CRiRlfacteur chloroplastique qui joue un réle
dans la régulation de la transcriptionrtéeL par la lumiére, le stade de développement et le

tissu pour certaines plantes (pour revue voirrahgt al., 2005).

4.1.4 Le promoteur rrnP2

L’'opéronrrn plastidial code les quatre ARNr (rrl6, rrn 2346 et rrn 5) ainsi que deux
ARNTL : trnl et trnA.

L’opéron rrn possede quatre promoteurs distinet® :P1, rrn P2, rrn Pc et rrn P3
(d’aprés la nomenclature de Lerbs-Mache, 2000).dremoteurarn P1 et rrn P2 sont des
promoteurs PEP tandis que le promotearPc et rrn P3 sont des promoteurs NEP (Lerbs-
Mache, 2000). Cependant l'usage de promoteur poutidtion de la transcription différe
selon les plantes. Par exemple, chez le tabacatedription de I'opéromrn s’effectue a
partir du promoteurrn P2, un promoteur PEP de typg’. Il contient des éléments -35
(TTGACG) et -10 (TATATT) trés conservés. Toutefaigs éléments ne sont pas suffisants
pour permettre une initiation de la transcriptiorvivo. En effet, des études approfondies du

promoteur ont mis en évidence lI'importance d’ungue@éce nucléotidique (hexamereTG

12
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GGA) située en amont du site -35 du promoteur. Céiipience encore appelée RURNA
operon upstreamactivator) est tres bien conservée chez les plantes (moylédones et
dicotylédones) sauf le pois (Suzuki et al., 2003).

La transcription a partir du promoteun P2 du tabac n’est pas dépendante de I'élément -10
(le -35 étant indispensable pour la transcriptiopaétir de ce promoteur). Ainsi, il a été
suggéré par Suzuki et al. (2003) que la séquendk pdurrait remplacer I'élément -10 dans
le promoteur rrn P2, Cependant, plusieurs hypothéses sont émises gaantnode
d’interaction de la PEP avec la région RUA (unerattion directe ou par l'intermédiaire de

facteurs spécifiques tels les facteurs sigma aegut

psbA promoter (wheat)
ez

—40 +1
TTGGTTGACATTGGTATATAGTCTATGTTATACTGTTAA
-35  TATA-box TGn-10

} psbD LRP (barley)

EET L [ ~
64 / +1
AAAGAAGCATAAAGTAAGTAGACCTGACTCOTTGAATGATGCCTCTATCCGCTATICTGATATAT
———— e LTI}
AAG-box -35 -10

rbel promoter (tobacco)

CDF1 binding site 7 ™~
-84 +1
AAAAAAAAAAGTAAAAAAGAAAAATTGGGTTGCGC TATATATATGAAAGAGTATACAATAATGA
-35 -10

rmP1 promoter (tobacco)

- . —

GAGGCTCGIGGGATTGACGTGAGGGGGCAGGGATGGCTATATTTCTGGGAG

RUA -35 -1

Figure 3: Exemples des promoteurs PEP —dépendants nécesis éléments régulateurscesi(tiré de Shiina
et al., 2005).
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4.2 Les promoteurs NEP

Les transcrits NEP ainsi que leur site d'initiatepécifiques ont été d’abord déterminés dans
les mutants PEP. L’alignement des régions 5’UTRgdees transcrits par la NEP a pu mettre
en évidence I'existence d’'un motif trés conservélN#Ruste en aval du site d’initiation de la
transcription. Ce motif est identique au promoteutochontrial phagique (type T3/T7). Ces
promoteurs sont connus comme promoteur NEP typdlis¢n et al., 1996; Hajdukiewicz et
al.1997). D’autres promoteurs NEP, encore appptésioteur NEP de type I, ont été
identifies chez certains genes (tel qLipP-53). lls ne présentent pas d’éléments consensus.
Les caractéristiqgues ainsi que des exemples des types de promoteurs NEP seront
détaillés dans les paragraphes suivants.

4.2.1 Promoteurs NEP de type |

Les promoteurs NEP de type | sont caractérisétagamésence du motif tres conservé YRTA.
Des expériences visant a mieux disséquer l'ardoitecdes régions promotrices de ces
promoteurs ont permis de les diviser en deux sSoug@s :

« Promoteur NEP de type la :

Ce sont des promoteurs dont ['initiation de la $@iption est strictement dépendante de la
présence du motif YRTA. On identifie & ce jour pduss promoteurs de ce type chez les
plantes supérieures (tels que les promotepn-345 rps2-152 clpP-173 clpP-511 ycf2-
1577, etaccD-129identifieés chez le tabac).

» Promoteur NEP de type Ib :

Ce type de promoteurs contient en plus du motif XRilin second motif conservé appelé
boite GAA. Le rble important que joue cet élémeanl I'initiation de la transcription a été
démontré dans le promoteatipB-290du tabac (Liere and Maliga, 2001 ; Shiina et2005).

4.2.2 Promoteurs NEP de type Il

Les promoteurs NEP de type Il sont caractérisésI'absence de séquence consensus ou
motif YRTA. Ce type de promoteur est représenté ipaexemple unique parmi les genes
plastidiaux : le promoteur principal du ge@&P qui code une des sous unités de protéase

plastidiale. Chez le tabac ce promoteQipP -53 a été largement étudi@ vivo en utilisant
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une approche transplastomique. Les séquences émdiaples au fonctionnement du
promoteur sont situés en aval du site d'initiatide la transcription (entre -5 et +25)
(Sriraman et al., 1998). La séquence du promdidpiP -53ainsi que le site d'initiation de la
transcription sont trés conservés chez les monl@ohiges, les dicotylédones, les coniferes et

les hépatiques.

4.2.3 Les promoteurs des ARNt

La plupart des ARNt plastidiaux sont transcrits lpaPEP a partir de promoteur de tygé
Toutefois, la transcription de certains ARNt teleedestrnS trnR et trnT chez I'épinard et
trnS trnH et trnR chez la moutarde est initiée a partir de prometanternes. Le site
d’initiation de la transcription du gemenS chez I'épinard se situe a 12 nucléotides en amont
de la région codante mature de I'’ARNt. L’'analysevitro de la transcription du géenmsS a
montré le rbéle important d’'une séquence nucléatieliche en AT localisée en amont de la
région codante (entre -31 et -11) (Wu et al., 19%dutefois, la région codante du gangs
contient des séquences homologues aux blocs AcamnBtituant les promoteurs des ARNt
nucléaires transcrits par la Pol Ill. Cependantjsdi génome d’Arabidopsis aucune ARN
polymérase de type lll adressée au plaste n’adetétifiée. A ce jour, 'ARN polymérase

impliquée dans la transcription des ARNt dans lerciplaste demeure inconnue.

4.2.4 Le promoteur Pc de I'opéronrrn

Le promoteur Pc de I'opéromn est un promoteur NEP « exceptionnel » car il diffdes
deux types de promoteurs NEP connus a ce jour. fE, de site d'initiation de la
transcription a partir du promoteur Pc est locaéin&e les éléments -10 /-35 du promoteur
P2. En plus, il a été démontré que le promotenurPc est transcrit par une troisieme NEP
encore non identifiée en 2000, appelée NEP-2 (Blighal., 2000) récemment identifiée
comme étantpoTmp (Courtois et al., 2007). Le facteur CDF2h({oroplast DNA-binding
Factor) interagit avec la NEP2 au niveau du promotenrPc, plus précisément dans une
région située en amont de 28 bp du promoteuraliigiit d’'un activateur de la transcription
du promoteurrn Pc et d’'un represseur de la transcription a partipchmoteur P2 par la PEP
(Lerbs-Mache, 2000).

Chez Arabidopsis thaliana des mutants d’insertion d’ADN-T des deux NEPOTp et
RPOTmpont été largement étudiés (Courtois et al., 200@nalyse des sites d'initiation de

transcription des génes NEP dans ces mutants aspeéendistinguer le role de ces deux ARN
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polymérases au cours de la transcripti@POTpreconnait spécifiquement les deux types de
promoteurs (type | et type Il) che&rabidopsis thalianaRPOTmpsemble étre spécifique
d’un seul promoteur NEP, le promotetm Pc au cours de la germination.

Ainsi, RPOTpest la principale NEP chez Arabidopsis. Par coRP©Tmpsemble jouer un
réle spécifigue au niveau de la transcription dgdronrrn au cours de la germination.
Toutefois, ces deux polymérases peuvent se rempfzmtiellement I'une l'autre. A un
certain degréeRPOTmpest capable de transcrire a partir des promoteeirsye | et 1l en
absence dB®POTp(Courtois et al., 2007)

Type la promoter (tobacco rpoB-345)

—42 +1
TTCTGGTATTCAAGCAGGTTGGAATGTGTATTATCATAATAATGGTAG

Box | (vrTa)
Type |Ib promoter (tobacco atpB-290)

| G|

-39 +
AGAAATAGAAAATAAAGTTCAGGTTCGAATTCCATAGAATAGATAATATGGAT

——
Box Il (caa) Box | (crTa)

Type |l promoter (tobacco clpP-53)

-19 +1 +47
AAAGACAATAAAAAAAATTGTTACGTTTCCACCTCAAAGTGAAATATAGTATTTAGTTCTTTCTTT
Type |l promoter element

Pc promoter (spinach rrnPc)
Pc
i =

—40 +1 +31
GAATGAGAATGAATAAGAGGCTCGTGGGATTGACGTGAGGGGGTAGGGATGGCTATATTTCTGGGAGCGAA

CDF2 binding site 35 ' ¢© —10 k3

P 3
I—D-

Figure 4 : Structures des différents types promoteurs NERestfants ainsi que le promotaun Pc (d’aprés
Shiina et al., 2005).
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5 Les facteurs sigma plastidiaux

La polymérase plastidiale PEP est responsable de trdmscription des genes
photosynthétiques. Le profil de transcription de génes semble varier selon les stades de
développement ainsi que les conditions de cultiglegUie la lumiere). Chez les bactéries la
reconnaissance des promoteurs par I'ARN polyméesteeffectuée par l'association de
facteurs de transcription appelés facteurs signes. f@cteurs sont multiples et assurent des
fonctions différentes (reconnaissance spécifiquepdemoteurs) selon les conditions de
culture.

Dans les chloroplastes des plantes supérieuresepissfacteurs sigma ont été mis en
evidence. A titre d’exemple, chéabidopsis thalianal existe six facteurs sigmaA(SIG1
jusqu’'aAtSIG§ (Fujiwara et al., 2000 ; Hakimi et al., 2000 )existence d’'un tel nombre de
facteurs de transcription plastidiaux pour la PERrmit suggérer que la transcription des
genes chloroplastiques est régulée de maniérefisjppécselon le stade de développement, la
lumiere, le stress, etc.

Afin d’élucider les mécanismes de régulation dé&rdascription plastidiale, plusieurs études
ont été menées visant a mieux comprendre la stejcfexpression et le role des facteurs
sigma chez les plantes. Nous allons détailler ésailtats obtenus dans les paragraphes

suivants.

5.1 Structure et fonction

Les facteurs sigma des plantes sont similaires doik & la famille des facteurs™
eubactériens et a la famille des factesftsdes cyanobactéries (Fig. 5). Ces derniers sont
composés de quatre régions (1-4) bien distincthez @=s facteurs sigma des plantes, on peut
distinguer les régions 1.2, 2, 3 et 4 (Lysenko,72200

Une des différences primordiales entre les factsigrma bactériens et ceux des plantes réside
dans la composition de la région N-terminale. Betefpres coupure du peptide de transit,
les facteurs sigma des plantes possedent une rigierminale (200a 300 acides aminés) qui
les empéche d’interagir avec le systéeme de trgsigmmi bactérien d’E. coli (Hakimi et al.,
2000).

Chez les facteurs sigma bactériens, les régionsecoés 1.2 et 2 forment le domaisg la
région 3 et 3.1, le domaingstandis que la région 3.2 forme une boucle qui péerdee

connecter les domaines et o4 (c4formée par les régions 4.1 et 4.2) (voir figure@G@s trois
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domaines lient spécifiguement I'enzyme cceur et NAD Ces régions ont des propriétés
différentes :

Les régions 2.1 et 2.2 forment la région principié@eat le « core » enzyme, la région 2.4
permet la liaison a I'élément -10 du promoteurrdgion 3 est impliquée dans la liaison au
promoteur -10 étendu et enfin les régions 4.12&dnt responsables de la reconnaissance de
I'élément -35 du promoteur (pour revue voir Lysenk007).

La comparaison des séquences de ces differentemseédes facteurs sigma bactériens par
rapport a ceux des plantes a permis d’avoir dema¥és de réponses concernant leurs réles
dans le chloroplaste.

En effet, du fait de I'absence d’homologie de ségeedans la région C-terminale (régions
2.1 et 2.2) avec les factew®’, le facteur AtSIG5, présente une affinité rédpicerr le core
enzyme (Lysenko , 2007). Ce facteur entre donc sn@mcompétition avec les autres facteurs
pour la liaison au core enzyme. En revanche, iealémontré que SIG5-holoenzyme présente
un faible taux de transcription abortif. Cette cédastique est liée a son réle comme facteur
de transcription induit lors d’'un stress (Nagashehal., 2004a).

La région 3 des facteurs sigma est peu consengelek plantes. Chez les facteaf8cette
région est nécessaire a la reconnaissance der&ate TG de I'élément -10 du promoteur
(via deux acides aminés H et E) (voir la revue de LiseR007). Chez les facteurs SIG1,
SIG2 et SIG4 cette région semble étre conservétaimment aux facteurs SIG3, SIG5 et
SIG6. Compte tenu de ces faits, SIG1, SIG2 et SIG@probablement la plus grande capacité
de se lier a I'extrémité 5’ de I'élément -10. Cacété d’ailleurs démontré pour les facteurs
SIGlet SIG2 chez la moutarde (Homann and Link, 20Q2tte liaison assure une forte
interaction entre I'holoenzyme et le promoteur aepermet aux facteurs sigma bactériens de
se lier aux promoteurs ne possédants pas l'élén@ht Ceci laisse a suggeérer que
probablement les facteurs SIG1 et SIG2 des plargesnnaissent spécifiguement les
promoteurs ayant des éléments -10 étendu en abden@&ément -35. Toutefois les autres
facteurs sigma (SIG3, SIG5 et SIG6) semblent neapas cette capacité.

De méme, le domaing, des facteurs sigma est responsable de la liaistwa ene partie de la
sous unitéf du core enzyme avec le promoteua I'élément -35. Chez les plantes, les
séquences des régions 4.1 et 4.2 sont assez céasequoique chaque facteur sigma présente
des substitutions d’acides aminés différentes noaisservées au sein de chaque groupe
d’orthologues. Ces substitutions pourraient infegrla liaison soit avec la séquence -35 du

promoteur soit avec le core enzyme (Lysenko , 2087)effet, pour le facteur SIG1 de la
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moutarde, une mutation dans la région 4.2 alterd@asan avec I'élément -35 du promoteur
(Homann and Link, 2003).

Ainsi, selon la structure de ce domaine, chaquéefacsigma présenterait une affinité
spécifigue au promoteur. Ceci montre bien, I'exiseede plusieurs parametres susceptibles
d’étre a l'origine des différents modes de régolatie la transcription plastidiale.

En résumé, il est fort probable que les factemaides plantes agissent de la méme maniére
que ceux des bactéries au niveau de l'interactvea & core enzyme et/ou le promoteur. De
plus, les paralogues des facteurs sigma chez d@segl présentent des variabilités dans leurs
séquences d’acides aminés dans les régions cossfrysenko, 2007). De ce fait, les
facteurs sigma des plantes pourraient présenteaftingés différentes pour le core enzyme,
différents taux de transcription abortifs ainsi upe reconnaissance sélective des différents

types d’éléments -10/-35 du promoteur eubactérien.
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Figure 5 : Représentation schématique des facteurs signadaprés Lysenko (2007).

5.2 Caractérisation par transcription in vitro

Des expériences de transcriptionvitro utilisant des protéines recombinantes ont permis d
démontrer que les genes codant pour des factegmsaschez les plantes interviennent
effectivement dans la transcription plastidiale. & fait, SIG1, SIG2 et SIG3 chez la
moutarde et Arabidopsis ainsi que les facteur Sd&Znais (ZmSIG2A et ZmSIG2A) sont
capables de promouvoir une initiation spécifiquelaléranscription a partir de promoteurs
PEP en interaction avec le core enzyme de '’ARNrméfase plastidiale (Suzuki et al., 2004)
ou d’E. coli (Hakimi et al., 2000 ; Homann and LinR003). Rien n’est connu jusqu’'a
aujourd’hui concernant l'interaction directe enties facteurs SIG4 et SIG6 avec un
promoteur PEP de type®in vitro.

Toutefois ces expériences de reconstitution du ¢exepholoenzyme et de transcription

vitro ont montré une variabilité concernant 'interantites différents facteurs sigma selon le
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promoteur PEP analysé. Cette différence de comperiedes facteurs sigma semble varier
selon les espéces (monocotylédones/dicotylédonesméme selon les plantes étudiées
(Arabidopsis ou moutarde). Prenons comme exempléatgeurs SIG1, SIG2 et SIG 3. Chez
Arabidopsis, AtSIG2 et AtSIG3 s’associent au comzyene d’E. coli et initient la
transcription au promoteubcL (Hakimi et al., 2000) epsbA (Privat et al., 2003). AtSIG1
reconnait ces promoteurs mais de maniére plusefabhez la moutarde, ces facteurs se
comportent differemment : SaSIG1 et SaSIG2 intesmyit fortement avec le promotelcL
tandis que SaSIG3 le reconnait, mais de maniégefgible (Homann and Link, 2003). Cette
divergence qui existe entre Arabidopsis et la moatapeut provenir du systéme de
transcription héterologue d’E. coli. En effet, srtains éléments régulateurs spécifiques a la
PEP existent, ils ne pourraient pas interagir auedel systéeme. Dans ce sens, Suzuki and
Maliga, 2000, ont remplacé, chez le tabac, la amige a de la PEP avec celle du core
enzyme d’E. coli, les plantes transplastomiqueseru#s présentaient un phénotype
blanchatre comparable a celui des plantes défeseah PEP (mutamtrpoA). Ceci montre
bien que malgré son origine bactérienne, 'ARN padyase plastidiale PEP, a acquis au
cours de I'évolution des fonctions bien spécifiguesttant en ceuvre probablement d’autres
éléments régulateurs de la transcription. Une m&doktion in vitro en utilisant une forme
purifiée active de la PEP avec les facteurs sigpporierait alors des éléments de réponse
plus fiables.

D’une maniére générale, il est fort probable, dégpres analyses de transcripiiowitro, que

les facteurs sigma ont aussi bien des fonctionsifspées que redondantes. Toutefois la mise
en évidence des fonctions redondantes a été regigée a des expériences de reconstitution
in vitro en utilisant des facteurs sigma, ce qui ne raftgtas les conditions de compétition

Vivo.

5.3 Localisation subcellulaire

Les facteurs sigma des plantes sont synthétisés|darytosol puis adressés au plasgéeun
peptide de transit situé dans leur région N-teriein€e peptide est donc responsable de
'adressage des facteurs sigma au chloroplastestilpar la suite clivé libérant ainsi les
facteurs sigma matures dans le plaste. L'adressag@lastes a été démontré pour plusieurs
facteurs sigma par fusionnement des régions N-terles avec la protéine fluorescente GFP.
Tel est le cas des facteurs AtSIG1, AtSIG2, AtSI&®no et al., 1997 ; Kanamaru et al.,
1999) ; AtSIG5 (Yao et al., 2003) et AtSIG6 (Fujnaaet al., 2000) d’Arabidopsis.
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De maniére plus approfondie et grace a des anaigsasinologiques, il a été montré que
AtSIG1, AtSIG2 sont localisés dans le stroma tandis AtSIG3 est présent a la fois dans le
stroma et les fractions membranaires (Privat e2803).

De plus, pour certains facteurs sigma un doublessdige aux plastes et aux mitochondries a
été observé. Le facteur ZmSIG2B du mais a été épar western blot et par fusion GFP a
la fois dans les mitochondries et les chloropla@esrdslee et al., 2002). De plus le facteur
ZmSIG2B semble jouer un réle au niveau de la tr@psen dans la mitochondrie vu qu'il a
été co-purifié avec '’ARN polymérase phagique nfitmedriale RpoTm.

Un autre cas de double adressage a été aussi élmmuv le facteur AtSIG5 d’Arabidopsis
(Yao et al., 2003). On distingue deux transcBit§50btenus grace a un épissage alternatif de
I'intron 1 du généAtsigh Chacun de ces transcrit peut étre traduit indég@ment grace a la
présence de deux méthionines (M1 et M2, codonatettir de la traduction). Des peptides
traduits a partir de la deuxieme méthionine M2idiisés a la protéine fluorescente GFP sont
adresseés exclusivement aux chloroplastes. Parecoatrx commencant par M1 se localisent
au niveau des mitochondries. Le role du factegb slans les mitochondries est encore
inconnu, cependant, dans le chloroplaste SIG5 e=sgtonsable de la transcription du géene

psbDa partir du promoteur LRP [Fght Responsivé’romote) (Tsunoyama et al., 2004).

5.4 Profils d’expression

Chez Arabidopsis thaliangles facteurs sigma sont exprimés tres tot : depumbibition
jusqu’au sixieme jour de développement. Les traissSiG2 et SIG5 sont présents dans les
graines seches (Demarsy et al., 2006). La prof®iG& est déja présente dans la graine seche
contrairement a tout autre facteur sigma (Privaalet2003). Les protéines SIG2 et SIG1
commencent a apparaitre vers le deuxieme et tnoésjéur apres imbibition.

L’expression précoce des facteurs sigma au courdédeloppement de la plante n’est pas
spécifique d’Arabidopsis, elle a aussi été obseohasz I'épinard. Demarsy et al., 2006, ont
détecté dans les graines séches d’épinard le<titarssg2 et sig3 ainsi que la protéine SIG2.
La quantité de transcrits et de protéines augmautéur et & mesure de la croissance des
plantules. La présence des facteurs sigma au dmsrgeunes stades de développement est
aussi corrélée avec I'expression des sous unitda 8&P. En effet, la PEP est déja active
pendant la phase de germination: elle assure dasdription de I'opéronrrn par
I'intermédiaire du promoteurnP2 au stade graine imbibée (Courtois et al., 20@9. plus
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I'inhibition de l'activité PEP conduit a un retad# vitesse de germination des graines chez
Arabidopsis thaliangdDemarsy et al., 2006).

Cependant I'expression des génes plastidiaux triéggar la PEP est majoritaire dans les
tissus photosynthétiqgues de maniere dépendant® ldenlere. Ceci suggere que les facteurs
sigma sont exprimés abondamment dans les tissusgymthétiques.

En effet, la plupart des facteurs sigma sont trdissmajoritairement de maniere lumiere-
dépendante dans les tissus verts (riches en clidstep) (Fujiwara et al., 2000 ; Isono et al.,
1997). CheZArabidopsisAtSIG1 est abondant dans les feuilles (Isono et1897). AtSIG3
est présent dans les graines séches, cotyléddasikds (Isono et al., 1997; Hakimi et al.,
2000 ; Privat et al., 2003). AtSIG4 aussi est présians les feuilles, par contre il n'est pas
exprimé dans les racines comme tout autre factgoras(sauf AtSIG5). AtSIG5 est exprimeé
de maniere plus vaste : on le détecte dans lekefguiges, siliques, fleurs et racines (Yao et
al., 2003 ; Nagashima et al., 2004a ;Tsunoyamd.eR@04). AtSIG2 et AtSIG6 sont par
contre plus abondants dans les feuilles et cotyigdtsono et al., 1997 ; Privat et al., 2003 ;
Loschelder et al., 2006).

On note ainsi que la majorité des genes codantlpsuacteurs sigma sont transcrits dans les
feuilles vertes et trés peu ou pas exprimés dansatenes. Cependant, certains facteurs sigma
ont été détectés dans les tissus non-photosyntiestide facteur AtSIG3 par exemple est
présent dans les graines seches ainsi que leegplatiblées (Privat et al., 2003). Chez la
moutarde, la protéine SaSIG3 est méme plus abondamts les plantes étiolées (Homman
and Link, 2003). AtSIG5 est exprimée dans les exiet les fleurs (Yao et al., 2003 ;
Nagashima et al., 2004a). Les facteurs ZmSIG2BmeSIG6 sont plus exprimés dans les
tissus non-photosynthétiques (Lahiri and Allisod)@ ; Beardslee et al., 2002 ).

En conclusion, la transcription plastidiale PEPeai@ante est plus active dans les

chloroplastes mais peut aussi avoir lieu au nivceuplastes non photosynthétiques.

5.5 Fonctions

Nous avons souligné précédemment que les factegmsaspeuvent avoir des fonctions
redondantes au niveau de la transcription plagtidia. ils peuvent reconnaitre un méme
promoteurin vitro (Hakimi et al., 2000; Homman and Link, 2003 ; Rtiwet al.,2003).
Toutefois ces fonctions ont toujours été démontgeése a des expériences de transcription

in vitro réalisées en absence de compétition avec d'dat=urs sigma. Si les facteurs sigma
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présentent chacun des fonctions spécifiques, eezidécelé par des expériences qui refletent
les conditions de compétitian vivo, grace a I'analyse de mutants nuls de facteuraai@n
effet, ces dernieres années plusieurs mutants bidopsis ayant des insertions d’ADN-T
dans des génes codant pour les facteurs sigmaénbtenus. Leur caractérisation a permis
de déceler le role des facteurs sigma dans lactigtisn plastidiale. Nous allons aborder par
ordre chronologiques, les études récentes de nsutans de facteurs sigmaspubliés chez

Arabidopsis thaliana

5.5.1 AtSig2

Les mutants déficients en SIG2 présentent un pkpaotvert pale di a une diminution
d’accumulation de la chlorophylle ainsi que destgires photosynthétiques (Shirano et al.,
2000 ; Kanamaru et al., 2001 ; Privat et al., 2DQ3analyse de I'accumulation des transcrits
plastidiaux dans les mutantsSIG2 a montré une augmentation des transcrits NEhe
nette diminution du transchitsaJ(Nagashima et al., 2004b).

De plus une diminution de sept genes codant paaARRNt a été observée{E, trnY, trnD,
trnM, trnVs ettrnG). Il a été suggéré que le phénotype vert pale @eatrelié directement a
la diminution de synthese de I’ARNt glutamate (gén€&). Cet ARNt joue un rdle important
dans le métabolisme plastidial : il est a la fonpliqué dans la traduction et dans la voie de

biosynthese des chlorophylles (Kanamaru et al.1 00

5.5.2 AtSig5

Deux mutants du facteur sigma 5 ont été caractéfi¢ao et al.,, 2003 ; Nagashima et al.,
2004a). L'étude réalisée par Nagashima et al., 20@tribue au facteur sigma 5
d’Arabidopsis un réle dans la réponse au stressi guune reconnaissance spécifique du
promoteur BLRP de I'opéropsbD Cet opéron code les protéines D2 et CP43, caastt
majeurs du photosystéme Il. Ce promoteur est imgtuitipalement suite & une irradiation par
la lumiére bleue et indirectement sous des conditate stress (osmotique, salin etc). Ainsi, le
facteur SIG5 pourrait participer a la réparation antre réactionnel du photosysteme I
endommagé aprés photoinhibition (inhibition de hofosynthése causée par de trop fortes
intensités lumineuses), par I'activation de la $@iption de D2.

L’autre mutantASIG5 décrit par Yao et al., 2003, montre un phém®ty'embryo-léthalité a
I'état homozygote. Cette méme équipe a démontrdouble adressage du facteur sigma 5 au

plaste et a la mitochondrie. De plus, vu la diffiée entre les deux mutants (au niveau de
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I'insertion de 'ADN-T) on pourrait imaginer que phénotype est lié au role du facteur SIG5
dans la mitochondrie.

5.5.3 AtSig4

Le mutantASIG4 a été obtenu et analysé dans notre laborgiair€avory et al. (2005). Ce
mutant ne présentait aucun phénotype apparent legansonditions normales de culture.
L’analyse par une approche transcriptomique a potrapune absence du transadthF dans

le mutant ce qui déstabilise par conséquent tocoheplexendhchez Arabidopsis.

Le facteur sigma 4, jusqu’a présent identifié ueigent cheZArabidopsis thalianajoue un

réle spécifique pour I'expression du gér#F dans I'expression du plastome.

5.5.4 AtSig6

Le mutant déficient pour le facteur sigma 6 préseqntant a lui un phénotype vert pale tout
commeASIG2 mais spécifique des cotylédons (Ishizaki e28I05 ; Loschelder et al., 2006).
Ce phénotype est di principalement a la diminutienla transcription des génes liés a la
photosynthese dans les jeunes stades du développgree5 jours de développement).

Le facteur SIG6 semble jouer un réle primordial &surant une activité PEP nécessaire) au
cours des jeunes stades de développement dessplbsteefois, le fait que les plant&SIG6
retrouvent un phénotype « sauvage » au-deladfij8ur de développement, suggére que
d’autres facteurs sigma sont capables de remplecdiacteur SIG6 au niveau de la
transcription. En revanche, I'étude d’'un autre muteS1G6 (Loschelder et al., 2006), montre
gu’en plus de son role précoce dans les jeunessthd développement, SIG6 joue un réle
spécifique et persistant tout au long du dévelomrgrde la plante qui se manifeste au niveau

de I'accumulation des transcrits de 'opéaipB/Eetdu géndrnV.

5.5.5 OsSigl

Des mutants du facteur SIG1 ont été obtenus chez [@ozawa et al., 2007). Ces mutants
présentent un phénotype vert pale di a une dinoimatu taux de chlorophylle. L’analyse de
I'expression de genes plastidiaux a montré uneifsggcde reconnaissance de I'opénosaA

par le facteur OsSigl. De ce fait, il est suggére lg facteur sigma 1 joue un réle important

au niveau de la maintenance de I'activité du phatiesne | chez le riz (Tozawa et al., 2007).
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5.6 Spécificité du facteur sigma 3

SIG3 est le seul facteur sigma déja présent dangrbenes seches d’Arabidopsis (Privat et
al., 2003) ce qui suggere un role précoce et pacisours du développement de la plantule.
De plus, il a été montré que l'activité de la pnaeSIG3 est modulée par un attachement a la
membrane ce qui suggére une activation de la tiptison du complexe SIG3-PEP
holoenzyme selon le stade de développement (Ha&tnal, 2000). Ceci peut aussi étre
attribué a la structure particuliéere de la protéBiks3. En effet, ce facteur sigma est
homologue au facteur sigma SIG K Bacillus subtilisau moins au niveau d’un domaine, dit
domaine d’inhibition. Chez B. subtilis, cette régidoit étre clivée pour permettre une
activation de la transcription via le facteur SIG Bes analyses de transcription vitro
confirment cette hypothese concernant le facte@®@3SIEn effet, en utilisant plusieurs
constructions de la protéine SIGS3, il a été déndomme la partie N-terminale de SIG3
contient un domaine inhibant la transcription cieabidopsis (Hakimi et al., 2000) et la
moutarde (Homman and Link, 2003). Cependant auéuitence le clivage protéolitique de
la protéine n’a été démontrée chfgabidopsis

Nous nous sommes interéssé alors, au niveau daval & I'étude de la fonction du facteur
SIG3 d'Arabidopsis, par la caractérisation de mistad’insertion d’ADN-T du « Salk

Institute Genomic Laboratory ».
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6 Contréle post-transcriptionel de I'expression génige dans le plaste

L’élément déterminant de I'expression génique danglaste outre la transcription serait la
stabilité de 'ARNm transcrit. Certes, une foisnisarit, les ARNm plastidiaux subissent
plusieurs événements de maturation qui détermihemt stabilité ainsi que leur taux
d’accumulation (steady-state level).

Nous présenterons ici brievement quelques élémeaanigus concernant les processus de
maturation et de stabilité des ARNm plastidiaux.

6.1 Maturation et stabilité des transcrits plastidiaux

Pendant leur maturation (ou processing) les ARNmvallement synthétisés subissent une
série de modification touchant leur extrémité 53etEn plus pour certains genes plastidiaux
possedant des introns, les ARNm doivent étre épidsé plupart de ces réactions sont
effectuées par des enzymes appelées ribonuclé@sss.dernieres sont de deux types
différents : les exonucléases éliminent des nudéstse trouvant soit a I'extrémité 5’ ou 3’ ;
les endonucléases coupent a l'intérieur de '’ARNIas ribonucléases sont responsables du
processing ainsi que de la dégradation des ARNm.

Il a été démontré que les endonucléases plassdmieseédent au moins deux activités : la
formation de I'extrémité 3’ et l'initiation de laédradation de 'TARNm en déstabilisant la
structure épingle a cheveux (pour réf. voir, Moetal., 2000).

Plusieurs exonucléases ont été découvertes dateste ayant des activités 3’->5’ permettant
la formation de I'extrémité 3' mature sous formeir® structure en épingle a cheveux (ou
tige-boucle) tel que la Polynucléotide phosphorylasi PNPase. Elle participe aussi a la
dégradation des ARNm plastidiaux polyadénylés. eCetttivité est trés connue chez les
procaryotes. Une autre activité 5->3" (n’existgnas chez les procaryotes) a été découverte
dans le chloroplaste, plus précisément grace autannnucléaire d€hlamydomonas mcdl
(Drager et al., 1998).

La formation des deux extrémités 5’ et 3’ d’un et plastidial est donc trés importante vu
leur réle au niveau du processing et de la stablNbus aborderons ces différents aspects plus

en détails ci-dessous.
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6.1.1 Role de I'extrémité 5° UTR

Un géne plastidial peut présenter plusieurs tritssdifférents par leurs extrémités 5. Ces
transcrits sont issus soit d’'une initiation de fanscription soit suite a phénoméne de
maturation ou processing. Contrairement aux tréissecucléaires, ces transcrits ne possedent
pas de coiffe a leur extrémité 5’. Sachant queAlRBIm plastidiaux néosynthétisés possedent
en leur extrémité 5 un groupement tri ou di ph@dph on pourrait les marquer
spécifiguement en leur rajoutant une coiiflevitro avec la guanyltransferase et du GTP
marqué. Les transcrits maturés en 5’ possedentaupgment hydroxyl qui ne peut pas étre
marqué. Cette technique dite decapping in vitro» permet de déterminer I'origine des
transcrits selon leur extrémités 5'.

Ces extrémités 5’ de ’'ARNm constituent un éléna#terminant pour la stabilité du transcrit
plastidial. Certes, plusieurs études réalisées dmamydomonas montrent I'existence de
facteurs nucléaires interagissant avec la régitiTR’ (transcrite non traduite) pour stabiliser
'ARNm. D’autres éléments déterminants la stabilibé transcrit au niveau de la région
5'UTR sont les structures secondaires de I'ARN ex protéines liant 'ARN. L'étude
structuralein vitro de la région 5’UTR de 'ARNnpetD montre I'existence d’une petite
structure d’épingle a cheveux essentielle poutdhilté du messager ainsi que sa traduction
(Higgs and al., 1999).

Il a toujours été présumé que ces structures saaesd(épingle a cheveux ou tige-boucle)
protegent TARNm de la dégradation en recrutant plegeines empéchant les ribonucléases
de se fixer sur le brin d’ARNm. Un autre mécanisdee stabilisation du transcrit par les
structures secondaires a été démontré par Suay(20@5)in vivo pour la région 5’UTR du
transcritrbcL chezchlamydomonad_.a structure tige-boucle formée dans le 5’'UTRpetrde
modifier la conformation de 'ARN de maniere a f@amune structure particuliere lui

permettant de se protéger contre I'action des RiNase

6.1.2 ROle de I'extrémité 3’'UTR

Une des caractéristiqgues des ARNm plastidiauxaegrésence de séquences nucléotidiques
inversées répétéees (IR) au niveau de l'extrémitdTB qui en s’hybridant forment des
structures d’épingles a cheveux. Il a été admislgxerémité 3'UTR se forme suite a deux
événements : un clivage endonucléolitique et ur@sin par une exonucléase en 3’ ->5’
(Stern and Kindle, 1993 ; Hayes et al., 1996 ).
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Ces structures existent aussi dans les transeactefiens. Chek. coli, ils jouent un réle dans

la stabilité de TARNm et peuvent agir comme terat@ur de la transcription (pour revue voir
Monde et al., 2000). Dans le chloroplaste par epries séquences inverseées répétées sont
plutbt des éléments de processing et de stabidigeARNmM. lIs n’interviennent pas dans la
terminaison de la transcription (Stern and Gruiss&®@87). Drailleurs rien n’est vraiment
connu jusqu’a aujourd’hui concernant la terminaidenla transcription dans le chloroplaste.

Il est fort probable que 'ARN polymérase continaetranscrire les génes de maniére
systématique d’ou I'importance des événements fpasscriptionnel tels que le processing au

niveau de la régulation de I'expression géniqueldste.

En effet, la région 3'UTR joue un réle importanhdde processing des transcrits plastidiaux.
Plusieurs protéines appelées CERI¢roplast Stem-loop binding protgiayant des activités
endonucléolytiques interagissent avec la strudigesboucle du 3'UTR au niveau de I'ARN
pre-messager et participent ainsi a leur maturdtias des protéines CSP41, CSP55 et CSP29
impliqués dans la maturation du 3'UTR du transpetD d’épinard ; pour revue voir Monde

et al., 2000). En plus de ces protéines impliquises la maturation de I'extrémité 3'UTR,
d’autres facteurs protéiques ont été mis en éviglafscpourraient jouer un role au niveau de
la stabilité de 'ARNm et/ou de sa traduction (Menet al., 1996).

6.1.2.1Polyadénylation

La polyadénylation des ARNm chloroplastiques esmétanisme connu depuis plus de 30
ans (Haff and Bogorad,976). Elle a lieu au niveau de I'extrémité 3’ d&RNmM suite a
I'action d’'une enzyme spécifique la PNPase qui ssaune activité exonucléase (Yehudai-
Resheff et al., 2001, Bollenbach et al., 2004).

Ce mécanisme est responsable de la dégradatioARRM plastidial. Il a été démontré que
la polyadénylation a lieu 50 fois moins au niveau3dJJTR mature qu’au niveau des sites
internes. Ceci suggere que la structure tige-boceractéristique de I'extrémité 3' mature de
’ARNm plastidial, en plus de son réle dans la potibn contre les exonucléases, permet de
bloquer le processus de polyadénylation renforgamgi la stabilité du transcrit (Lisitsky et
al., 1996 ; Bollenbach et al., 2004).
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6.1.3 Processing intercistronique

Comme chez les bactéries, les genes plastidiauik agganisés en unités de transcription
polycistroniques ou parfois appelés opérons. Wpat des transcrits polycistroniques sont
maturés en unité mono ou dicistronique probablenpamt un clivage endonucléolytique
spécifiqgue (Sugita and Sugiura, 1996). L'opépsbE (psbE, psbF, psbL et pgbdompte
parmi les exceptions, il est transcrit en un seRNM tétracistronique de 1,1 Kb qui n’est pas
maturé (Carrillo et al., 1986; Willey and Gray, 298

La question qui se pose alors est quelle est Iaifsigtion d’'un tel événement dans le
chloroplaste vu que chez les bactéries toutesrtegipes peuvent étre traduites a partir d’'un

long transcrit polycistronique ?

Des études faites sur la région intergenigs&C-ndhDen utilisant des systémes de traduction
in vitro, ont montré que le transcrit dicistronique ne perpas la traduction des protéines
PsaC et ndhD (Hirose an Sugiura, 1997). Les donoléeEnues suggérent que le processing
intercistronique inhibe la formation de certaindsucures secondaires qui empéchent
I'assemblage des ribosomes pour initier la tradumctie 'ARNmM.

D’une maniéere générale, le processing interciggromnest indispensable pour la traduction de
'ARNm dans le chloroplaste. Ceci a été démontrérpalusieurs transcritspsbH chez
Arabidopsis (Felder et al., 2001 ; Meierhoff et @D03) etpetD chez le mais (Barkan et al.,
1994).

6.2 Régulation de la traduction

6.2.1 Rble du 3’ et 5’ UTR

La régulation de I'expression des génes plastidigex fait par lintermédiaire d’'une
interaction (directe ou indirecte) de facteurs éanks avec le 5UTR des ARNm plastidiaux.
Quoique la région 3'UTR soit indispensable pour skabilité des ARNm plastidiaux,
I'efficacité de la traduction est attribuée en glarpartie au 5’UTR indépendamment de la
nature du 3'UTR (Barnes et al., 2005). Toutefdig, €té suggéré par Katz and Danon (2002)
gu'’il existe une contribution du 3'UTR au niveau ldetraduction par 'augmentation de la
stabilité de liaison des facteursins au 5’'UTR. Les séquences situées en amont du codon
initiateur semblent jouer un rdle dans la traducti@ certains transcrits plastidiaux tels que
(rbcL) mais n’a aucun effet sur d’autres tels quyeB (Kuroda and Maliga, 2001).
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De plus les séquences nucléotidiques autour duncaditiateur ont un impact sur la
traduction de certains ARNm. Tel est le cas dusttétpetD ou un mécanisme d’interaction
codon-anticodon a été mis en évidence entre unarasituée a la position -1 de TARNm et
le nucléotide situé au -37 du 3’ de 'ARNt (Met)sfiosito et al., 2003).

Plusieurs travaux sur les mécanismes de réguldgola traduction de transcrits plastidaux
ont été entrepris ces derniéres années pour divanscrits plastidiaux. D’'une maniere
géneérale, la traduction d’'un géne plastidial pdarg &2gulée au niveau de I'extrémité 5’ par
I'intermédiare soit de facteurs nucléaires soituttfes éléments agissant ers (Marin-
Navarro et al., 2007).

6.2.2 Autorégulation de la traduction

Le taux de synthése de certaines protéines plalstidest sous le contrble d’un processus de
régulation dépendant de leur assemblage, appel&QE®trol by Epistasy ». Ce mécanisme
concerne l'assemblage de complexes protéiques $ordee plusieurs sous-unités. Dans
plusieurs complexes, en absence d’'une sous umtauges sont soit non synthétisées soit

dégradées (Marin-Navarro et al., 2007).

7 Projet de thése

L’expression des génes plastidiaux met en jeu dastemes de transcription d’origine
différentes : le systeme procaryotique PEP etdtesye phagique NEP.

La transcription réalisée par 'ARN polymérase PEgifectue par la suite d'une interaction
des facteurs de transcription de type sigma aveore enzyme de '’ARN polymérase PEP.
Cette interaction permet la reconnaissance spégeifijes promoteurs PEP des genes
plastidiaux. CheArabidopsis thalianasix facteurs sigma ont été identifiés. Plusietusiés
ont été réalisées récemment visant a comprendrer@ée au niveau de la transcription
plastidiale. Néanmoins la fonction de certains teereux (SIG1 et SIG3) restait largement
méconnue au moment ou j'ai commencé ma thése.

Nous nous sommes intéressée a I'étude de la foncola protéine SIGH vivo chez
Arabidopsis par l'intermédiaire de mutants d’insertd’ADN-T dans le gen&IG3 Cette
étude vise a comprendre le r6le du facteur de d¢rgoi®n plastidial Sigma 3 au niveau de
I'expression du génome plastidial en déterminantole les génes cibles du complexe
PEP/SIG3.
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Chapitre I

1 Caractérisation du mutant homozygotesig3

1.1 Obtention du mutant homozygotesig3

Nous avons recherché des mutastg3 dans la banque de mutants d’Arabidopsis, par
insertion d’ADN-T, du « Salk Institute Genomic Labtory » (http://signal.salk.edu/). Deux
mutants ont été identifiés et commandés : 'un @dast une insertion au niveau de la bordure

de I'exon 2 (mutansig3-2 et I'autre dans I'exon 4 (mutasig3-4) (fig 6).

RB Sy | sig3-4
> 5 \/

ae Sppee 4 pu 5 pu 6 mamy 7 mm 8 mamy O sy
ATG Py 4—3

— e sig3-2

Figure 6: Représentation schématique du géne sigma 3Afabidopsis thalianaavec les insertions de
I’ADN-T pour chacune des lignées étudiéesig3-2et sig3-4 Les carrés noirs représentent les différents £xon
du géne. Les amorces utilisées pour le criblageP@zR des mutants sont représentées par des fl&eBes.
bordure droite ; LB : bordure gauche.

Une fois les graines obtenues, nous les avons sepw& analyser la descendance. Par
construction, 'ADN-T présent dans les plantes mtda devrait contenir un géne de
résistance a la kanamycine. Cependant la premi@eneation que nous avons faite était que
les lignées mutantes sont toutes sensibles. Nooissgeu néanmoins amplifier par PCR la
bordure gauche de 'ADN-T au niveau du g&I&3 ce qui montre bien la présence d'un
ADN-T mais probablement tronqué ou présentant un&ation du gene de résistance a la
kanamycine.

Le génotypage des plantes mutantes a donc étépesitessentiellement par PCR : pour
identifier les mutants hétérozygotes on a utilieé dmorces situées sur la bordure de 'ADN-
T et du gen&lG3(amorces 2-5 powsig3-2et 3-5 poursig3-4 ainsi que les amorces situées
sur le gene (amorces 1-2 paig3-2et 4-3 poursig3-4. Nous avons ainsi isolé des mutants
hétérozygotes et homozygotes (fig 7A). Nous awamgirmé I'absence d’expression du gene
SIG3 par RT-PCR chez les mutants homozygotes (fig7Bs plantes homozygotes pour
I'insertion d’ADN-T dansSIG3 ne montrent aucun phénotype apparent. Toutef@s, e
peut exclure la présence d’autres insertions d’ADbNans le génome des mutants ou bien de

mutations ponctuelles résultant de la transformatians les lignéesig3-2 et sig3-4 Pour
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écarter ces hypothéses, des croisements en ratbutéd effectués en utilisant des plantes
hétérozygotes pour l'insertion comme males et destgs sauvages comme femelles. La
descendance hétérozygote ou homozygote a été igetem uniquement par PCR (vu
I'absence de phénotype et de résistance a la kamae)y

Apres deux croisements successifs, on a pu isslemutant homozygotsig3 (présentant
deux alléles mutés du géne) pour chacune des §gnée

Ce travail a été realisé pendant mon stage de Kastels la direction de Régis Mache et en

collaboration avec Annick Cottet.

5ip3-2
E“_ - 5323-2 5133-4
2/5 —»
SIG3

23 4 5 67 8 %101

12 3 45 &7 8 %1011

Figure 7 : Identification des mutants homozygotesig3.(A) Criblage des mutants par PCR La présence de
'ADN-T a été vérifiée en utilisant les deux pair@amorces 2/5 pousig3-2 et 3/5 poursig3-4 La présence
d’'une copie sauvage du geBls3a été vérifiée par les amorces 1/2 et 3/4, res@eoent, pour les deux lignées
sig3-2etsig3-4 En conclusion, concernant la ligreéig3-2 trois plantes homozygotes (voir pistes 1, 3 et 4,9

et 10) ont été sélectionnées tandis que pour medigig3-4une seule plante homozygote a été sélectionnée (vo
pistes 2 et 8).K) Analyse de I'expression du gén&IG3 chez les mutants homozygotesig3-2 et sig3-4
L'expression du gén&IG3 a été analysée par RT-PCR chez la plante sauVvs@e €t les mutantsig3-2 et
sig3-4en utlisant les amorces 3/4. L'expression du g&Pi€est utilisée comme contrble.

1.2 Phénotype du mutantsig3

Nous avons choisi d’analyser les mutants homoagyobtenus de la lignésg3-4. Ces
mutants homozygotes ont été cultiv@svitro sur un milieu de culture gélosé ou directement
en terre. Dans les conditions normales de cultd@h (lumiere/8h obscurité), aucune

différence n’'a été observée entre les lignées nedagt les plantes sauvages du méme age
(fig 8).
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Figure 8 : Comparaison du mutantsig3-4et des plantes sauvages (wt Col).

(A) plantules cultivée vitro agées de 6 jours
(B) plantes agées d'un mois obtenues a partir dénes semées en terre et cultivées sous des amuditi
normales (éclairement 16h/8h ; 110 umd! s1).

2 Comparaison de l'accumulation des transcrits plastdiaux dans les
plantes sauvages et mutantes par analyse avec une@ a ADN

En absence de phénotype apparent au niveau desitssig3 nous avons fait le choix
d’adopter une approche globale nous permettantod’awn apercu général de I'effet de la
mutation du gen&IG3sur la transcription plastidiale. Cette technigoesiste a analyser le
profil d’accumulation des transcrits plastidiauxsgde mutansig3 par puce a ADN.

Plusieurs choix de puce a ADN se présentaient @dfépoque. Les puces commerciales
telles que affymetrix sont plutdt orientées pouitude d’expression des génes nucléaires.
Deux puces a ADN spécifiques des plastes ont ééues dans les laboratoires du Dr.
K.Tanaka (Nagashima et al., 2004 b) et du Dr. R.&édvi(Legen et al ., 2002). Ces puces a
ADN permettent de détecter exclusivement les tréssgplastidiaux. Leur stratégie est basée
sur l'utilisation comme sondes (déposées sur la lnane), des fragments d’ADN double
brin, obtenus par PCR, spécifiques des génes gilasti. Cette stratégie présente néanmoins
guelques inconvénients. En effet, le génome plastda particularité de posséder deux brins
codants. Les genes plastidiaux sont dispersés esr deux brins d’ADN. Ainsi, la
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transcription d'un géene situé sur un brin d’ADNdain autre géne voisin mais situé sur le
brin opposé peut produire des ARN complémentaiteartdisens. Cette caractéristique rend
difficile l'interprétation des résultats de ces esica ADN double brin, surtout si TADN
s’hybride avec des transcrits provenants des dang ’ADN plastidial. Ainsi, on ne pourra

jamais distinguer entre I'accumulation d’un traitgglastidial sens vis-a-vis de son antisens.

En tenant compte de ces observations, notre labat fait le choix de développer une puce
a ADN (ou macroarray), plaste-spécifique permettiétudier de maniére sensible et assez
précise I'expression des genes plastidiaux seastisens. Pour cela la stratégie suivante a été
adoptée.

2.1 Stratégie adoptée

Nous avons choisi au laboratoire des oligonucléstgimples brin de 60 bases correspondant
aux transcrits de 79 génes plastidiaux codant d@gipes ainsi que leur antisens. lls ont été
choisis dans les 200 nucléotides aprés I'ATG ebriisun Tm similaire. Par I'intermédiaire de
la société Eurogentec, nous avons obtenus des rapasbde nitrocellulose sur lesquelles
sont déposés ces oligonucléotides en duplicata figm®).

Le choix dutiliser comme sonde des oligonucléaidample brin, permet d'analyser
I'expression des transcrits plastidiaux sens en ené&mps que leur antisens en utilisant
comme cibles, des ADNc marqués radioactivementnoistgar rétro-transcription de 'ARN
en utilisant un mélange d’amorces spécifiques éaeggplastidiaux.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
L23 PsbB  ndhB RpI33  Rps7 psal Ycf5 petG Rpl32 petL L2 petA  petD cemA petB  Ycf4 psbH psal  psbT  Rbcl
psbZz Orf77  pshC Rps15 psbD ndhH petN ndhA psbl ndhl  psbK ndhG Rps18 ndhE accD psaC Rpsl2 ndhD Ycf2 ndhF
Ycfl psbN  Rpsl9 clpP Rpl22 Rpl20 Rps3 psbE Rpll6 psbF Rpsl4 psbL Rps8 psbl Rpl36 atpB Rpsll atpE oA  ndhC
ndhK rpoC2 ndhJ Rps2 Rps4 atpl Ycf3 atpH psaA atpF psaB atpA  Rpsl4 Rpsl6é psbM matK rpoB psbA rmoC1l

oo w®

L23 PsbB  ndhB RpI33 Rps7 psal Ycf5 petG Rpl32 petL L2 petA  petD cemA petB  Ycf4 psbH psal psbT  Rbcl
psbzZ Orff7 psbC  Rpsl5 psbD ndhH petN ndhA psbl ndhl  psbK  ndhG Rpsl8 ndhE accD psaC Rpsl2 ndhD Ycf2 ndhF
Ycfl psbN  Rpsl9 clpP Rpl22 Rpl20 Rps3 psbE Rpll6 psbF Rpll4 psbL Rps8 psbl Rpl36 atpB Rpsll atpE rpoA ndhC
ndhK rpoC2 ndhJ Rps2 Rps4  atpl Ycf3 atpH psaA atpF  psaB atpA  Rpsl4 Rpsl6 psbM matK rpoB psbA  rpoCl

TQ —+ o

Figure 9 : Plan du macroarray utilisé pour I'analyse de I'expession des genes plastidiaux chézabidopsis
thaliana.

Des oligonucléotides de 60 bases ont été déposameumembrane de nitrocellulose correspondantaaurh
des 79 genes plastidiaux pouvant s’hybrider aildwec des ADNc provenant des transcrits sens (hogene

en bleu) ou les ADNc provenant des transcrits antisensn(idu géne en noir). Chaque dépét est réalisé en
duplicata.
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2.2 Conditions expérimentales

En premier temps nous avons mis au point les éiffé&s conditions d’hybridation du
macroarray. Nous avons choisi d’'utiliser comme migltéle départ de I'ARN extrait a partir
de plantules agées de 6 jours. Les plantules didogisis a ce stade sont en pleine croissance
et en activité¢ photosynthétique. Ainsi, la majorii€s genes plastidiaux devrait étre
suffisamment exprimés. Nous avons testé deux gaardiARN de départ 2ug et 4ug (ces
ARNs ont été préalablement traités a la DNase).ABBIc obtenus ont été dénaturés puis
hybridés avec les macroarrays a 65°C pendant 24t2lbuApres hybridation les membranes
sont exposeées pendant 15 jours sur des écransspheibles. Le signal radioactif est par la
suite numérisé par un lecteur laser de phospharesgrhosphoimaggr qui permet
I'obtention d’'une image numérique des membranesndge est ensuite analysée par le
logiciel Array Gaugequi permet de déterminer la valeur relative dirsieé@ du signal de
chaque spot. Néanmoins, le bruit de fond des membraonstitue un facteur important qui
peut facilement biaiser I'interprétation des dormédous avons ainsi traité les différentes
valeurs obtenues avec un autre logigespécialement programmeé a notre fin par Sylvain
Lemeille, pour soustraire la valeur du bruit de doentourant chaque spot de lintensité
calculée par le logicieArray Gauge.L’analyse des résultats est ensuite poursuivie de
logiciel Excel.

Nous avons constaté que 4ug d’ARN extraits de plestigées de 6 jours, traités a la DNase,
rétro-transcrits en présence d’'un déoxynucléotigdasphate radioactif en utilisant comme
amorces un mélange contenant des oligonucléotjpEsfieues de chaque ARNm plastidial
hybridés aux membranes pendant 72h a 65°C, coastitles conditions optimales
d’utilisation de notre puce a ADN.

Une fois les conditions optimales d’hybridatiord&tnalyse des données mises au point, nous
avons entrepris I'analyse du profil d’expressios dénes plastidiaux dans le mutaigt3 en

les comparants avec le sauvage (WT) du méme écoNgpas avons cultivé les plantes
simultanément dans les mémes conditions puis esARN au méme stade physiologique
(6 jours) pour réaliser I'hybridation sur puces.eUiois les ADNc marqués obtenus pour
chaque échantillon et dans le but d’éliminer lesalmlités dues aux conditions de marquage
(tel que l'efficacité de la Reverse transcriptase)enous avons mesuré la radioactivité
incorporée dans chaque échantillon. Pour vériiegualité des ADNc obtenus, une fraction
de chaque échantillon a été analysée par électréphosur un gel dénaturant de

polyacrylamide et autoradiographie (voir fig 10A)ybridation des puces est réalisée par la
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suite en utilisant pour chaque échantillon la mé&uantité de radioactivité incorporée dans
les ADNCc.

Ces expériences ont été realisées avec trois tiépétiindépendantes. Les résultats
numeériques (valeurs correspondantes aux intensiéss spots correspondant aux genes

plastidiaux) ont été groupés et analysés.

2.3 Analyse des résultats obtenus par puce a ADN

Comme nous l'avons indiqué précédemment, les gdsudbtenus ont été présentés sous deux
formes : images numeériques reflétant le profil diaoulation des transcrits plastidiaux et
valeurs des intensités des différents spots.

Nous allons, tout au long de I'analyse des résultatenus, nous intéresser a la comparaison
du taux d’accumulation des transcrits « sens »espondant aux genes plastidiaux étudiés
(réservant I'étude des transcrits antisens pouwrtiga travaux).

Déja a I'ceil nu, nous avons remargqué une nettenditioin du transcripstiN dans le mutant
sig3 Le transcritatpH semble aussi diminuer dans le mutant mais deéreamoins forte que
pskN (voir fig 10B, carrés bleu).

Pour affiner ces observations, les valeurs dessittess des spots des trois expériences ont été
normalisées. Nous avons tout d’abord fait la mogedes valeurs des deux spots de chaque
répétition. Puis, la somme des valeurs d’intert#® signaux a été calculée pour chacune des
membranes. Le rapport de la somme la plus éleviggndi@e un coefficient qui est ensuite
appligué a I'ensemble des spots afin de normdksevaleurs des intensités.

Nous avons ainsi obtenu en valeur numérique lengités correspondantes a I'expression
des différents genes plastidiaux dans le mwayB et les plantes sauvages. Pour déterminer
les différences qui existent au niveau de l'accatimh des différents transcrits analysés,
nous avons effectué le rapport des valeurs degsiés des transcrits du mutasig3 par
rapport a ceux des plantes sauvages. Au final agass calculé I'écart type pour chacune

des valeurs. Les résultats obtenus sont dressédaltableau suivant (tableaul).
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Figure 10: Analyse des sondes ADNCc radioactives et résultatle I'hybridation des macroarrays.

(A) Les ADNCc radioactifs correspondant a chaquedtat plastidial (sens et antisens) synthétis@aréir des
ARN extraits du mutansig3 et du sauvage WT (méme quantité de radioactivibélt séparés sur un gel
d’'acrylamide dénaturant puis visualisés par auiogadphie.

(B) Images des membranes hybridées avec les ADNowtantsig3 et du sauvage WT. La méme quantité de
radioactivité a été utilisée pour chaque échantillo
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Gene Ratio Gene  Ratio Gene  Ratio

name  sig3/WT name  sig3/WT name  sig3/WT
psbN 0.49+0.46 ndhE 0.96+0.25 petN 1.08+0.21
atpH 0.64+0.20 psal 0.97+0.09 rpsl2 1.09+0.33
atpA 0.72+0.17  psbl 0.97+0.15 rpl16 1.09+0.03
atpF 0.77+0.32  petL 0.97+0.18 rpl22 1.09+0.13
atpE 0.75+0.20  psbT 0.98+0.25 ycf2 1.0940.24
rooCl  0.7940.13 ndhF 0.98+0.22  rps8 1.11+0.04
rpsi8 0.80+0.26  rpoC2 1.00+0.45 ycf5 1.11+0.45
rpoB 0.80+0.52  psbK 1.00+0.12 ndhB 1.12+0.05
ndhH 0.85+0.28 psbB 1.02+0.36  rps4 1.12+0.26
petA 0.87+0.09 Rps7 1.0240.30 psbM 1.1240.43
Rpl36  0.88+0.11 clpP 1.0240.37 ndhJ 1.13+0.41
psaC 0.91+0.17 pshJ 1.0240.27 psaA 1.1440.43
rpsl4 0.91+0.12 ndhD 1.0240.27  ycfl 1.1540.47
petB 0.91+0.15 matk 1.03+0.22  rpsl9 1.15+0.50
atpB 0.91+0.11  accD 1.03+0.17 psbZ 1.1740.13
pshC 0.92+0.33  rpsi4 1.04+0.15 rpl33 1.18+0.09
petG 0.92+0.10 ndhG 1.0440.20 ndhK 1.2040.26
petD 0.92+0.09  rpl20 1.04+0.23  psbL 1.21+0.25
cemA 0.92+0.10  rpl23 1.04+0.04 Rpsl6 1.24+0.64
rpsll 0.92+0.33  rpsl5 1.05£0.30  rps3 1.24+0.26
ndhC 0.93+0.26  rps2 1.05+0.10 psbH 1.31+0.05
psbE 0.94+0.05 ycf4 1.05+0.54  ycf3 1.3310.31
rpl32 0.94+0.22  psal 1.05+0.49 psbF 1.45+0.39
rpl2 0.94+0.15 psaB 1.07£0.09  psbD 1.5040.63
rpoA 0.94+0.14 ndhA 1.07£0.27  psbA 2.07+1.03
ndhl 0.96+0.03  atpl 1.0840.15  rbcL 2.07+1.44

Tableau 1 : Analyse des transcrits plastidiaux « sens »dans eutant sig3 par rapport au WT. Les valeurs
ont été obtenues a partir de trois expériencepemntfantes.

L’analyse des valeurs des intensités des spot€gepratifs de I'expression des genes
plastidiaux dans le mutasig3 et les plantes sauvages a confirmé notre preraegervation.
En effet, I'expression du gemskN est tres fortement diminuée dans le musag8 (c’est le
rapport d’intensitésigdWT le plus faible, 0.49). L'accumulation du trarisatpH aussi
semble étre affectée dans le mutant (rapport digitésigdWT de 0.64).

D’aprés le tableau 1, au moins trois autres traisseont relativement diminués dans le
mutantsig3 i.e atpA, atpE etatpF. Sur la membrane, on distingue aussi une failfféreince
d’intensité (voir fig 5B). Les génegpF etatpA font partie, avec le gerspH, d’'une méme
unité transcriptionnellers2/atpl/atpH/atpF/atpA), dans ce qui suit, nous allons utiliser le
terme ‘opéron’ pour désigner le groupe de gemadd/atpH/atpF/atpA) qui codent les sous
unités de I'ATP synthase plastidiale. Il est prdbadpue la diminution de I'expression des
génesatpF etatpA soit corrélée avec la forte diminution de traitsatpH. Le géneatpE

quant a lui, fait partie d’'un autre opéron avecyéneatpB (opéronatpB/E). Le rapport
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d’intensité de I'expression du transcetpB entre le mutant et le sauvage indique que
'accumulation deatpB dans le mutant n'est pas affectée. On observeim@as une

diminution faible au niveau de I'image des membsamgbridées.

D’une maniére générale, I'analyse d’un transcrigiqrar puce a ADN constitue une approche
globale permettant d’avoir un apercu du profil giesssion et d’accumulation des transcrits.
Toutefois, cette technique quoique sensible, peadisgnter des variabilités dues aux
différentes étapes d’élaboration de I'expériencarfmage des ADNc, hybridation, lavages
etc.). Il est donc nécessaire de confirmer lesltaswobtenus par d’autres techniques tels que

Northern Blot ou extension d’amorce.

3 Confirmation des résultats obtenus par puce a ADN identification des
genes transcrits par SIG3

Dans un premier temps, pour confirmer les résutiatenus par macroarray, nous avons fait
des Northerns blot pour voir I'accumulation dess@itspshkN, atpH, atpB et atpE dans le

mutantsig3.

3.1 Diminution de I'expression du gengpshkN

peB peD

A A
pstB psbl  pstH ~ N O N
_lt_-_-_-l—— I —

pskN

Figure 11: Représentation schématique de I'opéropskB chezArabidopsis thaliana
Le symbole : désigne le promoteur situé damédeon 5’'UTR depsiB.

Le génepskN est situé dans la région intercistronique, awaivdu brin opposé de I'ADN,
entre psbr et pskH de I'opéronpskB (voir figure 11). Cet opéron représente un exempl
typique d’unités de transcription polycistroniquend le plaste. Il est composé de cing genes
appartenant a deux complexes plastidiaux différeletphotosysteme Ip&lB, pskH etpshr)

et le complexe cytochrome b6pdB/peD). Les genespskB pskH et psblr codent
respectivement la protéine CP47 et les sous ukités T du PSIl.PeB et peD codent le
cytochrome b6 et la sous unité IV du complexe dytome b6f.
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Toutefois,pstN bien que situé entnasbrl et pstH, est transcrit séparément dans la direction
opposée aux autres genes de I'opéron. Le tramsthit fait environ 350 nucléotides (Felder
et al., 2001).PskN est supposé faire partie du photosysteme Il glas unité N) mais sa
localisation dans le complexe du photosystemersiajue sa fonction demeure inconnue
jusqu’a présent. D'une maniére générale, on neidérespagskN comme un composant de
I'opéronpsiB.

D’apreés les résultats obtenus par puce a ADN, forutantsig3 le transcrifpstN diminue
fortement. Nous avons donc analysé son expreggionaniere spécifique par I'intermédiaire
de la technique du Northern blot.

Le Northern blot réalisé avec une sonde ADN marqu@eespondant au transcpshN,
montre une tres forte diminution de 'ARNpslN dans le mutansig3 Ceci permet de

confirmer les résultats obtenus par puce a ADN ().

Etbr pskN
[ 1 [
WT A3 WT A3
6 580
4 900
3 600
2 600 =
1900
1 300
955
633

Figure 12: Analyse de I'expression du genpstN par Northern blot.

Les ARN totaux extraits de plantules agées de 6sjomt été séparés sur un gel d’agarose dénatpuast
visualisés sous UV (grace au colorant bromure @létim). lIs sont par la suite transférés sur unenimane de
nitrocellulose puis hybridés avec une sonde spgmfidepsiN marquée avec diiP.

Un des génes soumis au contréle du facteur dectiptisn plastidial SIG3 serait domshN,

un composant suppose faire partie du photosystémmeais dont la fonction est inconnue
jusqu’a présent. Il reste a déterminer le rb6le d@&3Sau niveau de sa transcription en
recherchant par la technique d’extension d’amde®u les promoteurs spécifiques dans la
région 5’UTR du gengskN. Cette technique permet d’analyser le profil gession des
genes étudiés tout en déterminant la localisatian I'éxtrémité 5 des transcrits

correspondants. Cette extrémité peut provenirdoit site d’initiation de la transcription soit
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d'une étape de maturation post-transcriptionnetigpliquant le clivage d'un transcrit
précurseur. Les techniques de cappmgitro et de I'amplification par 5’RACE couplée au
traitement des ARNm par la phosphatase (TAP), p@ranele déterminer l'origine des

transcrits observés (voir Chapitre II).

3.2 Diminution de l'accumulation du transcrit atpH

Le géneatpH fait partie de I'unité transcriptionneltes2/atpl/atpH/atpF/atpA (fig 13). Cette
unité code la protéine ribosomale S2 et les qusdtes unités de I'ATP synthase : &IV
(atpl), CRo-lll (atpH), CRo-l (atpF), et Cka (atpA) (Hennig and Herrmann, 1986).

La transcription de cette unité transcriptionnall@nne lieu a une vingtaine de transcrits
différents (polycistroniques et monocistroniquedlarea de 0,5 a 6 Kb, le transcrit
monocistroniquetpH fait de 700 a 800nt selon les especes (Stall, 993 ; Miyagi et al.,
1998).

— I N N
rps2 atpl atpH atpF atpA

Figure 13 : Représentation schématique de I'unité transcriptianelle rps2/atpl/ atpH/atpF/atpA.

Nous avons réalisé un Northern blot avec une s&idN correspondante au gerapH.
Nous avons observé chez le sauvage, ainsi que t@ntrsig3 plusieurs transcritatpH de
tailles différentes (entre 400 et 1200 kb enviriign,14). La taille des transcrits observés est
plus courte par rapport aux transcrits polycisiyjaes de I'opéron. Tous ces transcrits sont
fortement diminués dans le mutasig3 Nous en déduisons, d’apres ce résultat que le gen
atpH est transcrit d’'une facon découplée des autreeegyale I'opéron d'une maniére

dépendante du facteur Sigma 3.
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Etbr atpH
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Figure 14: Analyse de I'expression du genatpH par Northern blot.

Les ARN totaux extraits de plantules mutargig (A3) et sauvages (WT) agées de 6 jours ont été separé
un gel d’agarose dénaturant en présence de bratféttedium puis visualisés sous UV (partie gauclis)sont
par la suite transférés sur une membrane de nilutse puis hybridés avec une sonde ADN spécifiduigéne
atpH marquée avec diP (partie droite).

A ce stade, nous pouvons conclure que I'accumulatio transcritatpH est affectée dans le

mutantsig3 ce qui confirme les résultats obtenus par macagarr

Toutefois, il est nécessaire d'étudier de manidus gdétaillée I'accumulation des transcrits
atpH par d’autres techniques plus sensibles (I'extansiamorce et 5’RACE +/- TAP) dans

le but d’identifier le ou les promoteurs reconnas pholoenzyme PEP/SIG3 (voir Chapitre

).
3.3 Diminution des transcrits atpB et atpE

Le geneatpB fait partie ave@tpE d’'une unité de transcription dicistronique consoes le
nom de I'opéronatpB/atpE (Zurawski et al., 1982). Il code pour les deuxissanités de
I'ATP synthase : CH3 (atpB) et Ck- ¢ (atpE) (Hennig and Herrmann 1986).

rbcL
atpB atpe

0.7

v

2.6

v

Figure 15: Représentation schématique de I'opéroatpB/E ainsi que de ces différents transcrits chez
Arabidopsis thaliana
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ChezArabidopsis thalianales génestpB et atpE sont co-transcrits en deux grands ARNm
de 2,6 kb et 2,2 kb a partir de promoteurs situgssda région 5UTR du genatpB
(Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007). De plus, istexun transcrit atpE, plus court, faisant
environ 700 b. L’analyse de l'accumulation des draits atpB et atpE (en utilisant des
sondes spécifiques pour chaque gene) a montré iomieution d’'un des deux co-transcrits
atpB/atpE, i.e le transcrit faisant 2 Kb (fig 16). L’accumulatiol transcrit monocistronique
atpE n’est pas affectée dans le mutaigf3 La diminution observée dans la puce semblerait
provenir de la diminution du co-transcaiipB-atpE dans le mutant. Dans ce cas, I'expression
du geneatpB devrait étre affectée de la méme maniere. Cepenidapuce a ADN ne montre
pas un changement au niveau de l'accumulation daosdrit atpB dans le mutant. La
technique du Northern blot étant plus sensiblesrmmnsons alors que le facteur Sigma 3 est
impliqué dans I'expression de I'opératpB/atpE, probablement dans la transcription du géne
atpB.

Il reste alors a chercher le r6le de SIG3 dansrdascription de I'opéroratpB/atpE en
utilisant d’autres techniques plus sensibles, maumettant d’'identifier de maniére précise les
sites d'initiation de la transcription d’un genende (technique d’extension d’amorce). Ceci
devra permettre d’identifier le promoteur reconrar $IG3 au niveau de l'opéraatpB/E
(voir chapitre IlI).

Etbr atpB atpe
'WT A3 wTa3 Twraz! Twras!
6 580
4 900
iew 00| ||
<+ 22
1900 g g' - 8s
300 ¥ B 82 |- .-
633

Figure 16: Analyse de I'expression des génegpB et atpE par Northern blot. Les ARN totaux extraits de
plantules agées de 6 jours ont été séparés swelubiagarose dénaturant puis visualisés sous Ur(périfier
leur intégrité ainsi que leur dosage). lls sont gasuite transférés sur une membrane de nitrdoséupuis
hybridés avec des sondes spécifiques ADN doubies(fragments PCR marqués avec R) correspondant
aux transcritatpB etatpE.
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3.4 Augmentation de I'accumulation de TARNmrbcL ?

Nous avons observé dans les résultats obtenusapgawmde une augmentation de la valeur
d’intensité correspondant au transchitL. L'image des membranes hybridées ne permet pas
d’avoir une réponse précise due a la présence latwih de fond élevé autour du spticL

(voir fig 10B, position 20, a). De ce fait, la gal de I'écart type correspondante a l'intensité
du spotrbcL est tres élevée. Face a ces différentes obsengation concluantes, nous avons
décidé d’analyser de maniére plus sensible (pathsor blot) 'accumulation des transcrits
rbcL chez le mutansig3

Etbr rbcL
WT A3 WT A3
6 580
4 900~
3 600+
79001 o
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Figure 17 : Analyse du transcrit rbcL dans le mutant sig3. Un Northern blot a été réalisé avec des ARN
totaux extraits de plantules agées de 6 jours iisamt comme sonde un fragment d’ADN double bririemu
par PCR marqués avec & correspondant au transaticl.

L’analyse par Northern blot montre que I'accumwatdu transcritbcL n’est pas affectée
dans le mutansig3 (figl7). L’augmentation observée par la puce a Apduit étre due a la
position de la sonde correspondante au transbdk au niveau de la membrane de
nitrocellulose : elle a été déposée dans le couit die la membrane qui est généralement

utilisé lors de la manipulation d’ou le bruit dentbéleve.

4 Conclusion

Nous avons isolé un mutant homozygote par inserddkDN-T dans le geneSIG3
d’Arabidopsis thaliana Le mutantsig3 ne présente pas de phénotype apparent dans les
conditions normales de cultures.

Dans le but d'étudier le role de SIG 3, nous aviaitsle choix d’analyser simultanément
I'expression des différents génes plastidiaux damautantsig3 et dans les plantes sauvages

45



Chapitre I

par puce a ADN. Cette approche nous a permis diftlrtrois génes suceptibles d’étre sous
le contréle du facteur de transcription SIG3. #git des géngsshN, atpH etatpB.

La diminution de I'expression de ces genes damsutant a été vérifiée par la technique de
Northern blot.

Le taux d’accumulation des transcrigskN, atpH et atpB dans le mutansig3 bien que
faible par rapport au sauvage, est trés variahlesiA’expression d@skN est la plus affectée
dans le mutargig3 suivie de celle du transcatpH puisatpB. Ceci suggere fortement que le
facteur SIG3 intervient de maniére différente areau de la transcription des génes.

Quel est le réle du facteur SIG3 au niveau dedasirription des gengshN, atpH, etatpB ?

L’identification des sites d'initiation de la traorgption et la caractérisation des promoteurs de
ces genes sont nécessaires pour pouvoir réporahe guestions et de comprendre le réle du

facteur SIG3 dans la transcription plastidiale chegbidopsis thaliana

Rappelons que le gemeskN se situe dans le brin opposé a I'opéron psbBrdgrsbl et
pstH), et que les génesatpH et atpB font partie respectivement de I'opéron
atpl/atpH/atpF/atpA et I'opéronatpB/atpE. Nous avons étudié I'expression de 'opépsiB,
atpl/atpH/atpF/atpA et atpB/atpE dans le mutardig3 ainsi que la plante sauvage afin d’avoir
un apercu plus général sur le réle de SIG3 commuda de transcription plastidial chez

Arabidopsis thaliana
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Chapitre 11

1 ROle du facteur sigma 3 au niveau de I'expressiored’opéron pstB

Nous avons montré précédemment, suite a I'analystrashscriptome plastidial par puce a
ADN et par Northern blot, une forte diminution darscritpskiN dans le mutansig3 Le
genepskN code une protéine de fonction inconnue. De mé&madpcalisation au niveau du
photosysteme Il n’a jamais été prouvée de manigeetd c'est-a-dire aprés séquencage des
composants du PSII purifié (Zouni et al., 2001 rré&iea et al., 2004). Au contraire, il a été
suggéré queskN ne fait pas partie du PSIlI chdzvulcanus(Kashino et al., 2002). Quel
serait donc le réle du gépstN ? Une des hypothéses probables est que I'abserttanscrit
pskN, situé dans le brin opposé de l'opénosiB, affecte I'expression de l'opéron. Pour
vérifier cette hypothése, nous avons étudié I'aadation des transcrits et des protéines de

'opéronpsiB dans le mutargig3

1.1 Identification du promoteur pskN

Nous avons tout d’abord, cherché a identifier lenpsteur du geng@skN reconnu par le
complexe ARN polymérase PEP-SIG3. Pour cela, neossaanalysé par extension d’amorce
les transcrits du genpskN en utilisant une amorce située en aval de 'AT@ (8A).
D’aprés les résultats obtenus par la techniquetefeskon d’amorce, il existe un seul transcrit
correspondant pskN. L'extrémité 5’ de ce transcrit est située a Blaotides de I'ATG, le
codon initiateur de la traduction. Ce transcrittp&we issu directement d’une initiation de la
transcription a partir d’'un promoteur situé en amg@ranscrit primaire) ou bien issu du
clivage d’un transcrit précurseur. Dans le but éeaniner précisément I'origine du transcrit
pskN -32, nous avons utilisé la technique aipping in vitro(voir matériel et méthodes)
Nous avons ainsi montré que le transpsbN est issu d’une initiation de la transcription a
partir d’'un promoteur situé en amont de la positi®2 Il est fortement réduit dans le mutant
sig3(fig 18A).

Nous avons analysé par extension d’amorce, en gigismntrole, les ARNm du géempP,
connu comme étant transcrit principalement a pditin promoteur NEP situé en amont de la
position -53 de 'ATG (Hajdukiewicz et al. , 199850on expression n’est pas affectée dans le
mutantsig3 (voir Chapitre |1, tableau 1). En effet, le trantsé53 du génelpP s’accumule de
la méme maniére dans le mutaig3 et la plante sauvage (WT) (fig 18B).

En conclusion, d’aprés nos résultats, la trangornipdepskN est contrdlée spécifiquement par

le facteur de transcription plastidial SIG3.
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Figure 18: Caractérisation des transcritspsbN.

(A) Les ARNs correspondants aux WT ainsi que le mut@sont d’abord analysé par extension d’amorce
(lignes 1 et 2). Le transchiskN situé a -32 de I'ATG est ensuite analysé paethnique deCapping in vitro
(lignes 3-5). Les ARNs coiffés sont déposés diraetet sur le gel de séquence (ligne 5), aprés digeatla
RNase (ligne4d) et aprés hybridation avec I'ARN ctémpentaire gpshN suivie d’'une digestion a la RNase
(ligne3).

(B) Analyse par extension d’amorce des transdlp® chez le mutargig3 (A3, ligne 7) et la plante sauvage
(WT, ligne 6).

Nos résultats exposés jusqu’a présent ont été wbtavec le mutardig3-4 Dans le but de
confirmer la corrélation entre la diminution durnsarit psktN et I'absence du facteur SIG3,
nous avons analysé par extension d’amorce I'exijpreste pstiN dans le deuxiéme mutant
homozygotesig3-2 obtenu indépendamment du premier (voir Chapitréd)transcritpstN

est aussi diminué dans le mutaig3-2 (fig 19). Ce résultat montre bien que le phénotype
observé (diminution de ’'ARNmskN) est dG uniquement a la mutation dans le g&iG8 et

non pas a d’autres mutations additionnelles noectiées.
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Figure 19: Analyse des transcritgpstN dans le deuxiéeme mutansig3-2(A3-2) par extension d’amorce.

En conclusion, nous avons montré que chegbidopsis thalianapskN est transcrit a partir
d’'un promoteur PEP unique, sous le contrble duetacte transcription plastidial SIG3.
Comme nous l'avons indiqué précédemm@stN est situé dans la région intergénique de
'opéron pskB, entrepsbl et pskH. La transcription dgskN pourrait alors produire des

ARNmM antisens des genpshbr etpsiB.

Est ce que des ARNs antisenspdé&B et pshbl’ existent vraimenin vivo? Si c’est le cas, quel
est leur role ? Sont-ils impliqués au niveau detréanscription, du processing ou de la

traduction de I'opéropsitB ?

Pour répondre a ces différentes questions, noussaasalysé I'expression de I'opérpsaiB

dans le mutargig3ou la transcription dpskN est trés fortement affectée.
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1.2 ROole de SIG3 au niveau de I'accumulation et procssg des transcrits
de I'opéron psiB

L’opéron a été étudié chez plusieurs espéeces (\Wiésthd Hermann, 1988 ; Kohchi et al.,
1988). Il a été démontré que tout 'opéron estdcaha partir d’'une seule région promotrice
située dans la région 5’UTR @slB produisant ainsi des longs transcrits polycistioes qui
subissent des séries d’événement de clivage (miocgslibérant des transcrits mono et
dicstroniques (fig 20) (Westhoff and Hermann, 1988urer et al., 1996).

[A) [A) [A) 7\ [A)

A A
Pps®B siB st SiH DeB Vs peD _\_

PSIN
4—

Transcription de psbN

Figure 20 Représentation schématique de I'opérompskB. Cet opéron est transcrit a partir d’'un promoteur
situé dans la région 5’UTR destB produisant ainsi un long transcrit (qui comprdes cing transcrits de
I'opéron). Ce large ARNm précurseur est clivé ateau de plusieurs sites libérant ainsi plusiewassicrits se
chevauchant les uns les autres faisant entre 48806t nucléotides (Westhoff and Hermann, 1988).

Le promoteur depskN situé a —32 de I'ATG chevauche avec une des raik#s 5 des
transcrits pstH (voir fig 21A) (Felder et al., 2001). Le chevaeaient entre ces deux
transcrits pourrait résulter de la formation d’'unelécule d’ADN double brinpskH/ pskiN)

ou bien d’'une modification de la structure secoredaiu transcrippsiH modifiant ainsi le
processing de ’ARN polycistronique dans la régitergéniquepshr-pstH.

Dans ce cas, le transcpskN pourrait jouer un role au niveau du processing’ABNm
contenanpskH. Pour vérifier cette hypothése, nous avons agdlgscumulation ainsi que le
profil de processing des co-transcrits de l'opépshB dans le mutansig3 et la plante
sauvage (WT) par Northern blot en utilisant desdssncorrespondantes aux gepssB,
psbl etpskH.

D’aprés les résultats obtenus, nous n'avons pascidétde différences au niveau de
I'accumulation des co-transcrits de 'opénastB. Nous pouvons conclure qu'il n'y a pas de
défaut de processing dans le mutsigB8da a I'absence de 'ARNmsKN (fig 21).
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Figure 21: Analyse de I'accumulation et du processing desffiérents transcrits de I'opéronpsiB.

(A) Représentation schématique de I'opépstB ainsi que le promoteur deskN (PpstN). Les deux fleches
situées sur la région intergénique emdsbl etpskH correspondent aux deux extrémités 5’ des trasqustH
issus d’'un processing (Felder et al., 2001), I'arcds transcrits se chevauche avec le promotegg mizpstN.

Le symbole |" désigne les promoteurs, la flé¢dté5igne le site du clivage des transcrits.

(B) Northern blot réalisé avec des sondes spécifinals, pstH etpshl. Des ARN extraits de plantules (WT et
A3) agées de 6jours sont séparés sur un gel d'agaésudant en présence de bromure d’éthidium puis
transférés sur membranes de nitrocellulose et #§bravec les sondes radioactives des différentsdrits
analysés.
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1.3 Role de SIG3 au niveau de l'accumulation des protées de I'opéron
psiB

Nous avons vu que l'absence du trans@#tN dans le mutantsig3 n’affecte ni
I'accumulation des transcrits de I'opérpslB ni leur processing (fig 21). Une des fonctions
probables deskN pourrait alors étre corrélée avec la traducties différents transcrits de
I'opéron.

Pour cela, nous avons analysé par Western blaturaalation des protéines CP47 (codée par
pstB) PsbH et PsbT grace a des anticorps spécifiduaegtotéine ribosomale L4 a été choisie
comme contrble de charge. Pour les protéines @PR8bH nous avons utilisé des anticorps
peptidigues commerciaux fournis par la société $ega. En ce qui concerne la protéine PsbT
aucun anticorps n’étant disponible, des anticorgspeptidiques ont été alors produits par

Eurogentec.

1.3.1 Caractérisation de I'anticorps anti-PsbT

Nous avons mis au point les différentes conditidesWestern Blot nous permettant de
détecter les protéines de petits poids molécula@iesque PsbT. Pour cela nous avons utilisé
le systtme de migration de Schagger and Van Jafi@w2). Nous avons tout d’abord testé
les anticorps contre des protéines totales exsraleeplantes sauvages (WT). Les anticorps
gue nous possedons reconnaissent de maniere gpéaifine protéine d’environ 4kDa (poids
moléculaire calculé est de 3,8 kDa). Le sérum pnéxiin ne réagit pas avec cette protéine (fig
22A). Nous avons aussi confirmé la localisatiodadprotéine PsbT au niveau des thylacoides
chezArabidopsis thaliangMonod et al., 1994) (fig 22B).
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Figure 22 Caractérisation de I'anticorps dirigé contre despeptides de la protéine PsbT.
(A) Immunodétection de la protéine PsbT d’Arabidopsissdrum pré-immun (PI) et du sérum anti-PsbT avec
des extraits totaux de plantules agées de 6 jours.

(B) Immunoréaction de l'anticorps anti-PsbT pg0de protéines des plastes purifiés (P), de sti@tra et de

thylacoides (Thy) extraits de feuilles matures d®idopsis (agées de 21 jours) ont été séparésPAGE,
transférés sur membrane de nitrocellulose et adéslggec un anticorps peptidique dressé contre PsbT.
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Nous avons analysé I'accumulation des protéinegaengar I'opérompstB dans le mutant
sig3 et la plante sauvage par Western Blot. D’apréagdeltat obtenu avec les anticorps anti-
PsbB et anti-PsbH, il n’y a pas de différence ax¢aui de I'accumulation des protéines PsbB

et PsbH chez le mutant (fig 23). En revanche, @&me PsbT est sur-exprimée dans le

mutantsig3
WT A3 WT A3
conchk e PsbB . | PsShT

—_— — | L4

Figure 23 Immunodétection des protéines de I'opérompstB chez le sauvage (WT) et chez le mutastg3
(A3). 25ug protéines totales extraites de plantules agéésjderssauvages (WT) et mutanteig3 (A3) ont été
séparés par SDS-PAGE, transférés sur membranetrdeetfiulose et analysés avec des anticorps abBPs
PsbH, PsbT et L4.

Ce résultat montre I'effet de la diminution du sarit psbiN dans le mutansig3 sur le taux
d’accumulation de la protéine PsbT.

Quelle est donc la relation entre la transcriptiepsikN et la traduction de ’TARNnpsbr ?

La transcription dgshkN, situé sur le brin opposé sbl, pourrait engendrer un transcrit
antisens desbrl' qui serait tout commpskN sous le contrdle de SIG3. Ainsi, en contrdlant la
production d’'un ARN antisenssbr, SIG3 pourrait contrdler la traduction de 'ARNysbT .

Pour tester cette hypothése, nous avons analysguttaulation des transcrits sens et antisens
depsbrl par extension d’amorce.
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1.4 Etude de 'accumulation des transcritspsbr
1.4.1 Caractérisation des transcrits antisens dpsbr

1.4.1.1Détermination de I'extrémité 5’du transcrit psbrl antisens

Pour déterminer les différents transcrits antiséapsbl, nous avons choisi comme amorce
un oligonucléotide commencant a I'ATG du géshl (voir fig 24A). Les résultats obtenus
par extension d’amorce montrent I'existence de deanscrits antisens gisbr faisant 330 et
140 bases. Ces transcrits sont absents dans letsigd Nous pouvons alors conclure que
ces transcrits sont sous le contréle du factedrasescription SIG3.

Dans le but de déterminer si ces transcrits ssokig’une initiation de la transcription ou par
clivage d'un transcrit précurseur, nous avons s$é€ala techniqgue de 5’RACE couplée au
traitement avec la TAP (voir matériel et méthodigs24B partie droite).

Le transcrit long correspondant au co-transpstiN/pshT-antisens est détecté par PCR
uniquement a partir d’ARN traités a la phospha{@3P), c’est donc un transcrit primaire
initié a partir du promoteur du gempskN situé en amont de la position —32 de I'ATG. Le
transcrit de 140 bases est détecté par PCR a ph#ARN traités et non traités a la
phosphatase ce qui montre bien qu’il provient dilimage d’'un transcrit précursetre du
co-transcrit pskiN/psbr-antisens. Le transcrit de 140 bases correspotidnéisens de la
séquence codante @gebl. Son extrémité 5’ se situe au niveau de la régitargenique, entre

pskN etpsbr (voir fig 24 A).
Nous montrons ainsi que la transcription p&tN produit un long ARNmM qui couvre
I'antisens de la séquence codantepd®l. Suite a un processing, ce transcrit est coupé

libérant ainsi d’'une part le transgoskN (sens) et d’autre part le transgrgbl antisens.

Jusqgu’ou s’étend I'antisens gebrl ? Est-il limité & la séquence codantepdél ? Ou bien a
saregion 5’UTR ?
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A
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Figure 24 : Détermination de I'extrémité 5’ des transcrits atisens depshr.

(A) Représentation schématique des ggstB, psbr, PskN et pskH. pskN est transcrit par le brin opposé a
partir du promoteur situé a -32. La transcripti@pediN produit un long transcrit (en rouge) contenaamtisens
de pshr. Ce transcrit est coupé pour libérer le transanitisens dgsbl' (couvrant toute la région codante de
pshr).

(B) Détermination des transcrits antisengdBrl' par extension d’amorce. Des ARN totaux du WTwehuitant
(A3) sont rétrotranscrits en utilisant une amorcer¢erge) située au niveau de I'ATG du gérsbl. Les ADNc
correspondant aux transcrits antisengslél’ sont par la suite analysés sur un gel d’'acrylandiéinaturant. La
migration des ADNCc est effectuée en méme tempdajséquence du gepshr faite avec la méme amorce. Les
deux transcrits antisens @sbl' sont analysés par 5’RACE avec (+) ou (-) traitenzela TAP.
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1.4.1.2Détermination de I'extrémité 3’

Pour déterminer I'extréminté 3’ du transcrit aniselepsbl, nous avons réalisé la technique
de RT-PCR sur des ARNSs auto-liés par la T4-lig&iec(@lar RT-PCR, Zandueta-Criado and
Bock, 2004).

Le but de cette technique est de circulariser IB8l&de maniére a ce que les deux extrémités
3'UTR et 5’'UTR soient liees. En utilisant des amewr@roches des régions 3’ et 5 UTR du
transcrit antisens (voir fig25 A), nous avons aliune reverse transcription suivie
d’amplification par PCR. Nous avons détecté deuxdba majeures (fig 25 B). Elles ont été
clonées, plusieurs clones ont été obtenus et ségsien

D’aprés ces résultats, nous pouvons constater existe deux transcrits antisensl de
différentes tailles. lls ont la méme extrémité SRITissu du processing du long transcrit
pstN). Par contre, ils different au niveau de leuréxiité 3'UTR : I'un s’arréte au niveau de
la région intergénique entyeskB et psbl et 'autre s’arréte au niveau de I'extrémité 8 d

géenepskB (voir fig 25 C).

3'UTR 5'UTR
A B M  cRT
pstB pskT
I 090 0 e -
2<_—>1—>3 |
IIIIIIIIIIIIIIIII%IIIIIIIDSEI\I_ Ppr\l

Figure 25: caractérisation de I'extrémité 3’ du transcrit antisens depsbr

(A)Représentation schématique de I'ARN auto-liéslpar4 ligase par leurs deux extrémités 3’ etl3.RT a

été faite avec 'amorce 1 suivie par une PCR ags@morces 2 et 3.

(B) Détermination de I'extrémité 3'du transcrit seins par cRT-PCR (RT-PCR circulaire). 2ug d’ARMtso
auto-liés avec la T4 ligase, puis rétrotranscrécavamorce 1. Les ADNc obtenus sont amplifiés B@R avec

les amorces 2 et 3, puis déposés sur gel d'agddmsaliquot a été cloné, plusieurs clones ont @€l suite
séquencés pour déterminer la région 3’ du tranantisens deshr.

(C) Représentation schématique des transcritseastidepsbl d’aprés les séquences obtenus apres clonage (en
pointillés rouges)
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D’apres ces résultats, nous pouvons conclure gtradacription dgosiN produit un ARNm
antisens couvrant toute la séquence codantepsi# ainsi que sa région 5UTR.

L’accumulation dgoskN ainsi que d@sbl antisens est entierement sous le contréle de.SIG3

Quel serait donc le role de ce transcrit antisens ?

Nous avons déja montré que l'absence du tranpshbi antisens dans le mutasig3 se
traduit par une augmentation de la protéine Psigi2@). Ce résulat peut étre interprété de
deux maniéres : 1) la formation d'un ARN doublenbentre les transcrits sens et antisens de
psbl' empéche la traduction de 'ARNmsbI ou 2) la formation d’'un ARN double brin
sens/antisengsbr induit la dégradation du transcpsbl' par un mécanisme similaire a celui
des RNAI. Dans ce cas, il est probable que I'aleselictranscrit antisenqssbl chez le mutant
sig3 affecte I'accumulation des transcrits sens pddl. Pour distinguer entre ces deux
hypothéses, nous avons alors analysé I'accumulakisndifférents transcrits sens &l

dans le mutargig3 et la plante sauvage (WT).

1.5 Caractérisation des extrémités 5'des transcrits sesndepsbr

Nous avons mis en évidence par extension damargdsence de deux transcrits sens de
psbl ayant des extrémités 5’ différentes : I'un (-8§,26A) est situé au niveau de la région
intergénique entrpskB etpsbr (faisant 154 bases, fig 26B) et 'autre (-206,26A) est situé
dans la région 3'du gernpsiB (faisant-345 bases, fig 26B) (voir fig 26A). L'accumulatide
ces transcrits n'est pas affectée dans le mugig3tpar rapport a la plante sauvage (WT).
Nous pouvons alors a ce stade exclure I'hypothéseléfjradation du transcrit sepsbr
induite par la formation d’'un ARN double brin (hypese 2).

Le transcrit situé entrpstkB et pshl' est issu directement d’une initiation de la tcaipgion
(voir fig 26 B, 5’RACE +/-TAP). Le clonage de I'e¥éimité 5’ du transcripsbl' obtenu par
5'RACE montre une différence de quelques nucléstideec I'extrémité identifiée par
I'extension d’amorce (voir fig 26 C). L'initiatiode la transcription se fait a la position —28
de 'ATG du genepsbl' mais le transcrit détecté par I'extension d’amsoest plus court
d’environ 12 nucléotides. D’aprés la structure selaire du transcripsbl -28 (fig 26D), il
est possible que cette différence est due a ungt@axonucléase qui s'effectue rapidement
aprés la synthése de I'ARN et qui s'arréte au nivdaine boucle. En effet, les trois
adénosines (aaa) correspondant a I'extrémité Stralscritpsbl déterminé par extension
d’amorce est situé au niveau d’'une tige (structmedouble brin), ce qui probablement la

protége de la digestion par les nucléases (fig 26D)
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L'identification d’'un promoteur interne situé en amh de 28 nucléotides de 'ATG qshbr,
montre pour la premiére fois I'existence d’'un dgadage de la transcription du gépsbl au
niveau de l'opéromsitB. Il est possible que sous certaines conditiomy/gjelogiques ou
environnementales) la plante ait besoin d’asswdrdnscription dgsbl indépendamment
des autres transcrits de I'opéron d’ou I'existetieee promoteur interne gsbr -28).

En résumé, il existe deux transciisiN de différentes tailles vivo. Aprés clivage, le long
transcrit libere un ARN antisens gesbl. L'absence de ce transcrit dans le mutsigB
n'affecte pas I'accumulation des transcrits sesidl. En revanche, la protéirfsbr est sur-
exprimée dans le mutasig3 Ceci suggére une régulation de la traductionARRNmM psbr
par son antisens.

Par quel moyen l'antisens @ebl agit au niveau de la traduction de la protétser ?

Est-ce que 'ARN double brin (sens et antisens)pdbBl existein vivo? Quelle est sa

structure exacte ?
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Figure 26: Détermination des extrémités 5’ des transcrits ses depsbl' et modéle de leur structure

(A) Représentation schématique des ggséB, psbl et PstN. Le transcrit sens desbr (en bleu) posséde deux
extrémités 5’ : un promoteur situé a -28 de I'’ATGue transcrit plus long (-206) situé dans la ragddepstB.
(B) Analyse des transcrits sens pidl par extension d’amorce. Des ARN totaux du WT etant A3) sont
rétrotranscrit en utilisant 'amorce 1 (en bleujée dans le 3’ dpshT. La séquence contenant le gérsdl et
une partie de la région 3'qeskB a été réalisée manuellement avec la méme amloecanscritpshbl -28 est
identifi€ comme un transcrit primaire par 5’RACEeay+) ou sans (-) traitement a la TAP.

(C) Séquence de la région promaqtrice du gpsil, le site d'initiation de la transcription a lagiion -28 de
'ATG est illustré par le symbole , les flechiesligent I'extrémité 5’ du transcripsbl déterminée par
extension d’amorce.

(D) Structure secondaire du transchisbr initié a -28 de I'ATG (obtenu par le logicieRNA

fold http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfatdi-bin/rna-form1.cgi). Le cercle bleu indique I'&Tdu
gene, les fleches montrent I'extrémité 5’ du tramgsbl déterminée par extension d’amorce.
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1.6 Caractérisation de 'ARN double brin sens et antises depsbr in vivo

Nous avons confirmé I'existence des trans@#bl sous forme d’ARN double brim vivo
grace a une technigue qui permet de détecter gpémifient des ARNs double brin par RT-
PCR en utilisant des nucléases spécifiques. Toegesxpériences visant a mettre en évidence
I'existence de I’ARN double bripsbr in vivo ont été réalisées a partir d’ARN totaux extraits
de graines de plantes sauvages (WT) au stade Apoes imbibition. Le choix de ce stade de
développement est justifié par I'expression dudcaihpsbl antisens. En effet, une analyse
du transcriptome plastidial au cours de la gernonagffectuée au sein de notre laboratoire
par Demarsy et al. (Résultats non publiés) a mamiréaux élevé d’accumulation de 'ARN
antisens deshr a ce stade de développement.

Les ARNs doubles brin peuvent résister a des inaites par de faibles concentrations de
RNases A et RNases T1. Des ARN totaux extraitgrdenes sauvages (WT) germeées a 1
jour apres imbibition, traités a la DNase, ontdigeré avec un mélange des RNases A et T1
afin d’analyser la présence des transcrits semmtitens dgsbl comme molécule d’ARN
double brin.

Nous avons détecté par RT-PCR le trangdiil (correspondant a la séquence codante) dans
les ARNSs traités ainsi que dans les ARNs non sa#téx RNases A et T1. Le transcrit
contrble utilisé ici est le messager nucléak@T1l (Adenosyl Phosphoryl Transferase 1)
(Cowling et al.1998). Aucune amplification du transcrit APT n’a é&tétectée a partir des
ARNSs traités aux RNases (fig 27). D’apres ces tasjlil ressort que les transcrits sens et

antisens desbr formentin vivoune molécule d’ARN double brin stable.
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RNase A/T1

Figure 27 : Détection d’'un ARN psbr double brin.

2ug d’ARN totaux extraits de graines sauvages (VWj€ymées au stade 1 jour, ont été traités a la ®Nas
avec un mélange de RNases A/T1. Une RT-PCR a &lié&é a partir des ARN traités (+) ou non traftifsux
RNases, en utilisant des amorces spécifiqugsste et d’APT (un transcrit nucléaire utilisé commenttéle de
I'efficacité du traitement aux Rnases).

Quelle est la séquence exacte de 'ARN double ishi.

A priori, vu les séquences des différents transcsins et antisens gesbl (représentés
schématiquement dans la fig 28A), différents tyg@RN doubles brin sens et antisens de
psbT, pourraient se former dans lesquels, soit 'ARMssoit 'ARN antisens est plus long
que la partie ‘double brin’ (fig 28 B). Il en ressainsi que chez une plante sauvage (WT), au
moins une partie des transcrits sengsdldl existe sous forme d’ARN double brin, ce qui a
probablement des conséquences au hiveau de laticadde TARNmpsbr. Les différents
types d’ARN double brirpsbr, peuvent avoir des comportements différents wsseade la
traduction. Néanmoins, la formation du double ldiminue probablement la traduction de
TARNmM psbl' vu que la quantité de la protéine PsbT augmeates de mutansig3 en
absence de I'antisepshbrl (fig 23 et 29).
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Figure 28 Représentation schématique des différents transits de pshr.

(A) Le génepshr posséde deux types de transcrits : les transzits (en bleu) et des transcrits antisens (en
rouge) ayant des origines différents. (B) Ces trarsspeuvent exister sous différentes formes d’A&Nible
brin.
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Figure 29: Hypothése sur la régulation de la synthése de faotéine PsbT.

Chez la plante sauvage (WT) une partie des traasseins est sous forme d’ARN double brin. L'ARN lleu
brin ‘protége’ la région 5’'UTR du genasbl, ce qui empéche la fixation des ribosomes etcpaséquent la
traduction de PsbT. Chez le mutaig3 le genepshN n'est pas transcrit et par conséquent les traagasbr
antisens sont absents. Dans ce cas, tous lesritarsens dgshbl sont susceptibles d’étre traduits, ce qui
explique le taux d’accumulation élevé de la praddsbT.
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1.7 Reégulation de I'expression dgsbTvia ’ARN antisens : hypothéses

Nous avons montré que le facteur SIG3 est néceggairr la transcription du gepstN. La
transcription a partir du promoteur getN produit des ARNs antisens gebl. L'absence de
ces ARN antisens dans le mutaig3 est corrélee avec une plus forte expression de la
protéine PsbT par rapport a la plante sauvage.pl® nous avons montré chez la plante
sauvage, I'existence de transcrits antisensstb€ sous forme d’un ARN double brin couvrant
la majorité de la région 5’UTR du transgogbl. Ainsi, en bloquant I'accés des ribosomes a
la région 5’'UTR, I'ARN double brinpsbr inhibe probablement la traduction et ainsi
I'accumulation de la protéinesbr.

Ceci suggere l'existence d’une régulation fine 'dgdression deosbrl par I'intermédiaire de

son antisens.

Sous quelles conditions se fait cette régulati®o@rquoi est-il nécessaire de réguler le taux
d’accumulation de la protéinpsbl de maniére spécifique ? Pour pouvoir émettre des
hypotheéses concernant ce mécanisme de réguldtiest, nécessaire de connaitre la fonction
de la protéine PsbT.

Aucune étude n’a été entreprise concernant la ifamate PsbT cheArabidopsis thaliana
Par contre cheZhlamydomonasPsbT joue un réle important au niveau de la @dpar du
photosysteme Il endommageé suite a un stress phyttatf (Ohnishi et al., 2001 , 2007). De
plus elle joue un rble important au niveau de lmatisation du photosysteme Il chez la
cyanobactérihermosynechococcus elongaflsai et al., 2004). Chez I'épinard, PsbT est
une composante du PSIl associée au complexe CP4{CR&7 Reaction-Center) du PSII
(Zheleva et al., 1998)

Ces différentes études suggéerent que la protéingl Ronstitue un composant du
photosysteme Il et qu’elle joue un rble importamsid’'un stress photo-oxydatif des plantes.
La survenue d’'un stress photo-oxydatif chez latplalue a une forte illumination (intensité
lumineuse d’environ 100@mol photons ¥ s* chez Arabidopsis thalianj provoque une
déstabilisation du centre réactionnel du photosysté qui se manifeste par une dégradation
des protéines D1 et D2. Dans ce cas, si la proféahd est impliquée dans la réparation du
centre réactionnel du photosysteme I, elle dewétie synthétisée surtout aprés un stress.

D’une maniére générale la plante a besoin de rélagmaniere rapide lors d’un stress.
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Comment une forte synthése de la protéine PsbT @at envisagée aprés un stress si
’ARNmM pshT est nécessaire pour une traduction efficace Psbggere soit une libération de
'ARNmM psbr du double brin apres stress photo-oxydatif, swié synthésele novode
'ARNmM pshbr, en absence de la transcription . L'élucidation d’une telle régulation

représente un défi pour le futur.

2 Conclusion du chapitre Il

Nous avons montré au cours de cette étude quetkufade transcription SIG3 est nécessaire
pour la transcription du gérneskN. La transcription deskN produit un ARNm antisens de
pshl. C'est le premier exemple de la caractérisatbm ARN antisens endogéne dans le
chloroplaste.

L’absence de I'ARN antisens gesbl dans le mutansig3 provoque une augmentation de
I'accumulation de la protéine PsbT par rapport pldate sauvage (WT).

Nous avons montré que I'’ARN antisenspd®l est présent sous forme d’ARN double bnn
vivo. Cette structure s’étend jusqu’a la région 5’UTir gnepshr. Il est probable qu’une
régulation de la traduction de 'ARNmsbI s’effectue par la formation d’'un ARN double

brin qui blogque probablement I'accés aux ribosomes.
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Chapitre III

1 Reégulation de l'expression des sous-unités plastaddes de I'ATP
synthase par le facteur SIG3

L’ATP synthase est un complexe multiprotéique ket localisé au niveau des membranes
thylacoidiennes. Il permet la synthése d’ATP aipdfadénosine di-phosphate (ADP) et du
phosphate inorganique (Pi) en utilisant le gradéettrochimique des protons (provenant du
flux d’électrons dépendant de la lumiére).

L’ATP synthase est composée de deux sous-comple@E4 et CFO. Le complexe CFO est
formé de trois sous unités (G, CFy-l et CR-lll) présentant un degré de stoechiométrie
différent les unes par rapport aux autres p-07, Ch-l;, CR-lll 515 Le complexe CF1
contient cing sous unités,(B, €, y etd) avec une stcechiométrie de 3 :3 :1:1:1.

Parmi les différentes sous-unités formant I'’ATP tegse, six sont codées par le génome
plastidial. Ces genes sont organisés en deux ubidé@scriptionnelles différentes: l'une
contenant les géeneps2, atpl, atpH, atpF etatpA, codant la protéine ribosomale SPLR)
ainsi que les quatre sous unités de 'ATP syntha@k-IV (atpl), CR-lll (atpH), Ck-l
(atpF), et Cka (atpA) (Hennig and Herrmann, 1986) et I'autre formaopéron atpB/E,

codant respectivement les deux sous unit¢3@FCk- ¢ (Zurawski et al., 1982).

Atp B

Atp A

Atp E

Atp F
Atp |

Atp H

Figure 30 : Représentation schématique de I'ATP synthase pladiale.
Les fleches indiquent le nom du géne codant poacwie des sous-unités.
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Une étude basée sur la quantification de I'inténdis différents co-transcrits de l'unité de
transcriptionrps2/atpl/atpH/atpF/atpA chez le mais a suggéré que la régulation derthége
des différents composants du complexe ATP synthamerrait se faire au niveau
transcriptionnel (Stahl et al., 1993). En revandiiautres études réalisées chez I'épinard,
suggerent que la régulation se fait principalementniveau post-transcriptionnel (i.e au
niveau de la traduction (Stollar et al., 1994) aula stabilité des transcrits (Hotchkiss and
Hollingsworth, 1997). Cela suggére que la régutatie I'expression des génes codant pour
I'ATP synthase varie selon les espéeces. Nous guat®deé a une analyse de I'expression des
genes plastidiaux codant 'ATP synthase chAeabidopsis thalianad’'une maniere générale
chez la plante sauvage et de fagon plus partieutibez le mutargig3

En effet, I'analyse du profil d’expression des gepkastidiaux dans le mutasig3 par puce a
ADN, a montré une diminution des ARNautpH etatpB (voir chapitre 1).

De plus, nous avons observeé chez la plante saupsgARNmatpH s’accumule de maniere
plus importante que les autres transcrits codagssbus unités de I'ATP synthase (5 a 12

fois, les valeurs étant variables entre les expées) (voir fig 31).
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Figure 31 : Profil d'accumulation des génes plastidiaux chealplante sauvage obtenus par puce a ADN,
ceux codant pour 'ATP synthase plastidiale sont idiqués par des fleches.
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Quel réle joue le facteur SIG3 au niveau de lagtaption des genestpH etatpB ?
Est ce que la synthése des sous-unités de I'ATRhaya peut étre régulée de maniere

différentielle grace au facteur SIG3, notammentrpes genes atpH etpB ?

Pour répondre a cette question, nous avons anglgs@xtension d’amorce et 5’-RACE, les
différents transcrits des génes codant pour les-goiiés de I'ATP synthase (I'opéron
atpl/H/F/A et 'opéronatpB/E) dans le mutargig3 et la plante sauvage (WT).

Cette partie du travail a été réalisée en collatmravec Livia Merendino et Mustapha
Malik-Ghulam.

1.1 Analyse de l'expression des genes de l'opéraipl/atpH/atpF/atpA a
I'aide du mutant sig3

1.1.1 Identification du promoteur du géneatpH

L’analyse de I'accumulation de 'ARNmtpH dans les plantes sauvages et le mudey3par
Northern blot, montre une diminution de plusieuamscrits de tailles différentes (entre 400 et
1200 kb, voir fig 14, Chapitre I). D’apres leurll@j on peut conclure que ces transcrits
pourraient provenir uniquement de la transcriptiongéneatpH (ils sont plus petits que les
co-transcrits de I'opéron). Ceci suggeére fortentprd le genatpH soit transcrit d’une fagon
découplé de I'opéroatpl/atpH/atpF/atpA sous le contréle du facteur SIG3.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons andilgggression du transcraitpH chez les
plantes sauvages et le mutaig3 par la technique d’extension d’amorce en utilisdeix
amorces (a et b ; voir fig 32A). L’amorce a noyzeamis d’identifier un transcratpH situé a

la position -45 par rapport a 'ATG (voir fig 32Hgnes 1 et 2). Grace a I'amorce b nous
avons pu identifier I'extrémité 5’ du deuxieme sant atpH situé a 413 nucléotides en amont
de I'ATG (voir fig 32B, lignes 3 et 4).

Le transcritatpH (-45) correspond a un produit de clivage d’'umsit précurseur qui
provient probablement d’un promoteur situé en anfeuit fig 32B, 5’Race, lignes 5 et 6). Ce
transcrit ne varie pas dans le mutsigB par rapport au sauvage (WT) (voir fig 32 B, ligldes
et 2). En revanche, le transcaifpH (-413) disparait complétement dans le musgs (voir
fig32B, lignes 3 et 4). Il peut étre amplifié pdRBCE PCR uniquement a partir d’ARN
traités a la phosphatase TAP (voir fig32B, 5’Rdames 7 et 8) . c’est donc un transcrit

primaire spécifique du facteur SIG3
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Figure 32 : Analyse des ARNSs précurseuratpH.

(A)Représentation schématique de I'opéatyl/atpH/atpF/atpA.

(B) Les ARN totaux utilisés ont été extraits a paté plantules sauvages (WT) et mutarsigs (A3) agées de 6
jours. Aprés transcription inverse avec un oligdéotide marqué, les ADNc obtenus ainsi que les esdécps
(faites manuellement avec le méme oligo, voir nieltét méthodes) correspondantes a la région priceadu
géneatpH ont été séparés sur un gel de polyacrylamidetdeard. La premiére extension d’amorce, réalisée
avec un oligonucléotide situé dans la région casldigtpH (amorce a, lignes 1 et 2), a pu mettre en évielenc
deux transcrits différents poatpH. Pour mieux préciser I'extrémité du second trahsiku geneatpH, nous
avons effectué une deuxieme extension d’amorcetidsant un oligonucléotide situé dans la régioBR
d’atpH (amorce b, lignes 3 et 4). La caractérisation dimsx transcritatpH identifiés a été réalisée avec la
technique 5’RACE avec (+) ou (-) traitement a laPTAle transcriatpH (-45) provient du clivage d’'un transcrit
précurseur (lignes 5 et 6) tandis que le transtpitl (-413) correspond a un site d'initiation de laniscription
(lignes 7 et 8).
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Il existe ainsi deux transcrits différents pougtneatpH situés respectivement a -413 et -45
de I'ATG. Le facteur SIG3 est responsable de lastaption du long transcratpH (-413)
par I'intermédiaire d’'un promoteur spécifique sikréamont de la position -413.

Ainsi, en absence de SIG3, le transcrit provenanprmoteur situé a la position -413 est
absent. Dans ce cas, 'ARNaipH provient uniquement d’'un co-transcaitpl/atpH qui est
clivé a la position -45 du transcatpH. La diminution de I'expression du géagpH observée
chez le mutangig3 est due a I'absence du transetjH initié a la position -413.

Le geneatpH code la sous unité la plus abondante au niveaoodwlexe protéique ATP
synthase. Nous avons montré que l'unique promotkurgeneatpH est exclusivement
contrélé par le facteur SIG3. Néanmoins, nous avoissen évidence l'existence d’'un autre
transcritatpH issu du clivage d’'un transcrit précurseur probat@nt initié a partir d’'un
promoteur situé en amont du geatpl.

Bien que le génatpH soit également co-transcrit (probablement aafpt), son expression
est fortement dépendante d’'un promoteur spéciftquéacteur SIG3. Nos résultats suggerent
ainsi que la synthese de la protéine CFO-lll soit ggande partie régulée de maniére
transcriptionnelle.

Dans ce cas, comment est régulée I'expression mieiageH ?

Quel est le réle du promoteuatpH -413, spécifique du facteur SIG3

1.1.2 Expression du geneatpH au cours de la germination

Afin d’étudier la régulation de I'expression deff@lients transcritatpH (—413) etatpH (-45),
nous avons analysé par extension d’amorce, I'exfmesdu géneatpH au cours de la
germination et du développement de la jeune plamelt-a-dire lors de la transformation des
proplastes, présents dans les graines seches @omhttes. Nous avons choisi, d’analyser
les stades graines seches (0), graines imbibégsefOdes plantules a 2,4 et 6 jours aprés
germination (fig 33 A).
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Figure 33 : Analyse de I'expression du génatpH au cours de la germination.

(A) Stades de développement d’Arabidopsis. Lesngsatde plantes sauvage ont été imbibées pendaritd72h

a I'obscurité (stade 0+) puis transférées en chardbrculture a 23°C en 16h lumiére/8h obscurit@dgerntirée
de Demarsy et al., 2006).

(B) Des extensions d’amorces ont été réalisées |lgogeneatpH a partir d’ARN extraits de graines séches
(stade 0), aprés 72h d’imbibition (stade 0+) eadipde jeunes plantules a 2, 4 et 6 jours a@ré®tmination.

Nous pouvons conclure suite a cette analyse, qgereatpH s’exprime dés le 2 eme jour
aprés imbibition qui correspond a I'élongation deddicule (voir fig 33A). Toutefois, a ce
stade (2 jours), TARNmatpH provient uniqguement du co-transcatjpl-atpH et corresspond
au transcrit libéré par processirapH (-45). Le promoteur &pH -413 spécifique de SIG3
s'active plus tard (au cours d&™jour, voir fig 33B).
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D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure cgpréssion du génatpH est fortement
régulée au niveau transcriptionnel au cours destengpation. Cette régulation s’effectue par
I'activation différentielle des promoteurs : le proteur responsable de I'apparition du

transcrit (-45) du genatpH est utilisé plus tot que le promotewatpH -413.

L’'analyse de I'expression du géatpH dans le mutargig3au f"‘ejour apres la germination,
montre que le transcritpH (-45) s’accumule de maniere plus importante damsutantsig3

par rapport a la plante sauvage (fig 34). Cect p&e di soit a une stabilisation plus élevée
du transcritatpH (-45) dans le mutargig3 soit & une augmentation de la quantité du co-

transcritatpl/atpH pour compenser I'absence du transcrit monocigju@atpH (-413).

Afin de vérifier ces hypotheses, nous avons anakyseo-transcritatpl/atpH i.e I'TARNmM

précurseur transcrit a partir d'un promoteur sénéamont du géenatpl.

atpH
lACGT WTA3 |

-

H

i

B

Figure 34 : Analyse de I'expression du genatpH chez le mutantsig3au stade 2 jours aprés germination.

Des extensions d’amorces ont été réalisées pogéneatpH a partir d’ARN extraits de plantules sauvages
(WT) et mutantesA3) au stade 2 jours apres la germination.
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1.1.3 Analyse des transcritsatpl

Nous avons analysé les transcaitgl dans les plantes sauvages et le mwtayga 2 et 6 jours
apres la germination. Chez Arabidopsis, le giipeest transcrit & partir d’'un promoteur situé
en amont de la position -229 de 'ATG (Swiateckagetgbruch et al., 2007).

Pour déterminer le type d’ARN polymérase impligdées la transcription du geagl, nous
avons effectué une extension d’amorce sur des ARNsantes sauvages cultivéewitro en
présence de spectinomycine, un antibiotique qub@la traduction plastidiale (Moazed and
Noller, 1987). Les plantes cultivées en présencepdetinomycine sont déficientes en PEP
(ARN polymeérase plastidiale). Le transatpl (-229) est absent chez les plantes traitées a la
spectinomycine, ce qui montre gu’il est transcait PARN polymérase PEP. En revanche, le
transcritatpl s’accumule de la méme maniére aussi bien chemu&ntsig3 que chez le
sauvage quelque soit le stade de développemenby jou 6 jours) (voir fig 35).
L’holoenzyme SIG3/PEP ne reconnait donc pas le pteon Ratpl -229.

Il est probable a ce stade que le transatiiH (-45) provient du clivage du co-transcrit
atpl/atpH initié a partir du promoteura®pl -229. Néanmoins, au stade 2 jours I'expression du
transcritatpl ne varie pas dans le mutasigy3 par rapport a la plante sauvage (WT). Dans ce
cas, 'augmentation de 'accumulation du transatfiH (-45) observée dans le mutaing3 au
stade 2 jours (fig 35) ne provient pas de l'actoratdu promoteur &pl-229 mais plutbt

d’une plus grande stabilité des transcaifsH (-45).
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Figure 35 : Analyse des ARNs précurseuratpl.

Les ARN totaux utilisés ont été extrait a partirpglentules sauvages (WT) et mutargas3 (A3) agées de 2 et 6
jours ainsi que de plantes sauvages (WT) cultiwéstro en présence (+) ou en absence (-) de spectinoaycin
ont été rétro-transcrit en présence d’'un oligorntadé marqué en 5’ par di®amorce c).

En résumé, chez Arabidopsis, le gaa est transcrit a partir d’'un seul promoteur PEBéEsI
a 229 nucléotides en amont du site d’initiationadgaduction (ATG). Ce promoteur n’est pas
sous le contrdle du facteur de transcription SIB3est probablement a I'origine du transcrit
atpH (-45), par clivage du co-transcaitpl/atpH.

Pourtant, du fait que les deux gemaig- etatpA sont situés en aval du geagH, nous avons
analysé l'expression du germpF afin d’étudier l'influence de I'absence du trarisc

atpH (-413) sur 'accumulation des transciatpF.
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1.1.4 Analyse des transcritsatpF

Nous avons analysé par extension d’amorce lesciigslu géneatpF dans le mutangig3
ainsi que dans la plante sauvage. En utilisant [@oteverse transcription, une amorce située
au niveau de la région codante du getps- (amorce d, voir fig 36A), nous avons détecté la
présence des deux transcrits trés longs corresptsndatpH (-413) etatpH (-45) (fig 36B).

En utilisant des ARN de plantes sauvages cultieteprésence (+, fig 36B, ligne 3) et en
absence (-, fig 36B, ligne 4) de spectinomycinajsnavons confirmé que les deux transcrits
atpH (-45) et (-413) proviennent d’'une transcripticar JARN polymérase plastidiale, PEP.
Le transcrit (-413) est issu d’'une initiation dettanscription tandis que le transcrit (-45)
provient du clivage du co-transcaitpl/atpH (voir fig 36B, 5’RACE lignes 5 et 6).

D’aprés ces résultats nous concluons que le gipkeest co-transcrit avec les geragpl et
atpH et qu’il ne possede pas de promoteurs spécifiguabsence de SIG3, affecte ainsi de
maniére indirecte I'expression du gemteF. Ce résultat est en accord avec celui obtenu lors
de l'analyse du profil d’accumulation des transcptastidiaux chez le mutant par puce a
ADN (voir tableau I, Chapitre 1).
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Figure 36: Analyse des ARNs précurseuratpF.

(A) Représentation schématique de I'unité de tnapison rps2/atpl/H/FA.

(B) Les ARN totaux utilisés ont été extraits a paté plantules sauvages (WT) et mutarsig8 (A3) agées de 6
jours ainsi que de plantes sauvages (WT) cultiiéegro en présence (+) ou en absence (-) de spectinamyci
lls ont été rétro-transcrit en présence d’un oligdéotide marqué en 5’ par dd?Ramorce d). M : marqueur de
taille d’ADN marqué en 5’ avec dtP.

En conclusion, nous avons pu montrer I'existenca giromoteur spécifique du facteur SIG3
pour le géeneatpH. Dans le mutansig3 I'accumulation des ARNmatpH est réduite par
rapport au sauvage. Est-ce que la transcriptiatpd’ a partir du promoteur spécifique du
facteur SIG3 joue un rdle au niveau de la réegutadie la synthése de la sous unité CFO-IlIl en
assurant un taux important de transatyg ?

Nous suggérons néanmoins que le complexe PEP- 8lGRconnaissant spécifiguement le
promoteur RtpH-413, produit un transcrit monocistronique pourgneatpH augmentant
ainsi spécifiguement I'expression du geagH par rapport aux autres composants de

'opéron et participe ainsi a I'établissement desti@echiométrie des sous unités du complexe
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CFO de I'ATP synthase. Si c’est le cas, il faudsajpposer qu'une grande partie des transcrits
initiés au niveau du promoteunfpH-413 par le complexe PEP- SIG3 s’arrétent a ladfin
géneatpH et ne donne pas de co-transcatpH- atpF/ atpA (autrement, les ARNnatpF/
atpA devraient avoir le méme taux d’accumulation).

Nous avons analysé, a l'aide de logiciel d’analglke séquenceRNA folg la région
intergénique entre les géretpH etatpF a la recherche d’éléments nous permettant deerali
notre hypothese a savoir, des terminateurs potentle la transcription. La structure
secondaire obtenue, montre I'existence d’un terteimade la transcription situé juste a la fin
de la région codante atpH (voir fig 37). Si ce site de terminaison de langcription est
effectivement reconnu par le complexe PEP-SIG3vivo, cela pourrait expliquer le
mécanisme de régulation de la synthése de la sotés@FO0-11l codée par le gérdpH.

Arrét de ~atpH 3
la transcriptiorn? g,

Figure 37: Structure secondaire de la région intergéniquerdgre les génestpH et atpF.
La séquence de la région intergénique intergéreqae les génestpH etatpF a été sousmise au logickRNA
fold (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/pairpy?form=rnafold) pour obtenir la structure sedaire.

Pour valider cette hypothése, il serait nécessdgreléterminer en premier lieu, I'extrémité
3'UTR du transcritatpH -413 chez la plante sauvage par la techniqueirdelar RT-PCR
(cCRT-PCR).
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1.2 Analyse de I'expression des génes de I'opératpB/E

1.2.1 Détermination des transcritsatpB

Chez Arabidopsis thaliana 'opéron atpB/E est co-transcrit a partir de deux promoteurs
(PatpB -520 et RtpB -319) situés au niveau de la région promotrice giéune atpB
(Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007).

Nous avons observé par Northern blot (Chapitreng baisse du co-transcetpB/E de la
taille de 2.6 KB, ce qui permet de supposer quealascription du genatpB est aussi sous le
contr6le du facteur Sigma 3. Pour déterminer lemmteur du géneatpB contrélé par le
facteur SIG3, nous avons caractérisé par extertsamorce chez le mutasig3 et chez la
plante sauvage, 'accumulation des différents tratssdu geneatpB (fig 38).

Trois différents transcritatpB sont alors observés : le transcrit -520 (initigpatir d’'un
promoteur PEP situé en amont, identifié préalabienpar Swiatecka-Hagenbruch et al.,
2007), le transcrit -467 et le transcrit -84 (fi§, Ignes 3,4 et 8,9). Ces deux derniers n'ont
pas été déterminés auparavant chez Arabidopsis.

Le transcritatpB — 467 diminue fortement dans le mutaig3. Ce transcrit disparait chez les
plantes cultivées en présence de spectinomycirie filga38 B, lignes 1 et 2), de plus il ne
peut étre détecté par 5 RACE a partir d’ARN naaités a la TAP (voir fig 38 B 5’RACE,
lignes 10 et 11) : c’est donc un transcrit issindwomoteur PEP spécifique du facteur SIG3.
L’accumulation du transcriatpB -84 n’est pas affectée dans le mutaigg3 Ce transcrit
provient probablement du clivage du transcrit préeur PEPatpB -520 comme le suggérent
fortement les résultats d’extension d’amorce etajping par 5’RACE (voir fig 38 B, lignes
1-6).
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Figure 38: Analyse des ARNSs précurseuratpB.

(A) Représentation schématique de I'opéatpB/E d’Arabidopsis thaliana

(B) Les ARN totaux ont été extraits a partir denplées sauvages (WT) et mutangeg3 (A3) agées de 6 jours.
Nous avons réalisé deux extensions d’amorce pogémeatpB. La premiére réalisée avec un oligonucléotide
situé dans la région codanteatB (amorce b, lignes 3 et 4), a pu mettre en éviddras transcrits différents
pour atpB. Pour mieux préciser I'extrémité des deux traibsatu géneatpB qui sont plus longs, nous avons
effectué une deuxiéme extension d’amorce en uiilis& oligonucléotide situé dans la région 5'UTRtpB
(amorce a, lignes 8 et 9). La caractérisation dasstritsatpB identifiés a été réalisée avec la technique 5’EAC
avec (+) ou (-) traitement a la TAP : le transatfiB (-84) provient du clivage d'un transcrit précunséignes 5
et 6) tandis que les transcréB (-520) et (-467) sont des transcrits primairegn@s 10 et 11). Ces différents
transcrits proviennent de la transcription par IMRolymérase plastidiale PEP comme l'indique I'esien
d’amorce réalisée avec I'amorce b sur des ARN alstele plantes cultivés en présence (+) ou en abgende
spectinomycine (lignes 1 et 2).
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Le géneatpB est donc transcrit a partir de deux promoteuc®nmeus spécifiquement par
'ARN polymérase plastidiale PEP : le promotewstpB -520 et le promoteur&®pB -467.
Seul le promoteur&pB -467 est sous le controle du facteur SIG3. LexdeanscritsatpB (-
520) etatpB (-467) seraient a I'origine d’'un co-trans@atpB/E de taille 2.6 Kb. Celui-ci subit
un clivage a la position -84 par rapport a 'ATGlibere un co-transcrit de taille 2.2 kb. Le
co-transcritatpB/E de taille 2.2 Kb diminue dans le mutang3 voir Northern blot fig 16,
Chapitre I. Par rapport aux résultats obtenus pathern blot et extension d’amorce, le
promoteur RtpB -467, reconnu par SIG3, présente un taux d’espyasfaible comparé au
promoteur RtpB -520. Ceci peut étre du aux conditions de cultes plantes utilisées dans
nos cas. L'influence du facteur environnemental l'&xpression du promoteurakpB -467
spécifique de SIG3, devrait étre analysée de mapiés détaillée.

En conclusion, le facteur SIG3, régule de maniéodérée, I'expression du geagB.

Les genes codant pour les sous unitéspCatpB) et Ck- ¢ (atpE) sont co-transcrits. Le site
de terminaison de la traduction du geatpB se chevauche avec le site d'initiation de la
traduction du genatpE. L'étude de I'expression de l'opér@ipB/E a montré I'existence
d’'un couplage de la traduction des deux g&ipB etatpE (Gatenby et al., 1989) ainsi que
I'existence, chez le tabac, d’'un promoteur intespécifique du génatpE localisé au niveau
de la région codante du geaipB (Kapoor et al., 1994).

Est-ce qu’il existe également un promoteur intepoar le géneatpE chez Arabidopsis

thaliana? Serait-il dépendant du facteur SIG3 ?

1.2.2 Détermination des transcritsatpE

Nous avons déterminé les transcitpE en choisissant une amorce située au niveau de
'extrémité 5'du géne. Nous avons pu mettre enénig I'existence d’'un transcatpE situé

a 431 nucléotides de I'ATG (fig 39, lignes 1 etlZanalyse par 5’RACE apreés traitement des
ARNSs par la phosphatase (TAP) montre que le transtpE (-431) provient d’une initiation

de la transcription (voir fig 39, lignes 5et 6). beomoteur correspondant est reconnu par
’ARN polymérase plastidiale, PEP (il disparait qdetement chez les plantes traitées avec la
spectinomycine, voir fig 39, lignes 3 et 4). Enaeghe, le promoteuastpE-431 n’'est pas
spécifique du facteur SIG3 I'accumulation du transcratpE (-431) n’est pas affectée dans

le mutantsig3 (voir fig 39, lignes let 2).
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Figure 39: Caractérisation des transcritsatpE.

Les ARN totaux ont été extraits a partir de plasgusauvages (WT) et mutantwg3 (A3) agées de 6 jours.
L'extension d’amorce qui a été réalisée avec ugooliicléotide situé dans la région codante du gape
(amorce c, ligne 1 et 2) montre un transatfE situé a 431 nucléotides en amont de I'ATG. Lack#risation
de ce transcrit a été réalisée avec la technigRAGE avec (+) ou (-) traitement a la TAP (lignest®) et par
extension d’amorce réalisée avec I'amorce ¢ surAdRds des plantes cultivées en présence (+) ou seraie (-)
de spectinomycine (lignes 3 et 4).

D’une maniere générale, I'expression de 'opéatpB/E est affectée dans le mutang3 (au
niveau du promoteurd®B -467). En revanche, le géatpE, bien que co-transcrit avatpB,

possede un promoteur PEP spécifique qui ne dépndpfacteur SIG3.
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Chapitre III

2 Conclusion

Nous avons pu identifier deux promoteurs spécifiquie facteur SIG3 : le promoteuatPH-
413 et RtpB -467. Nous avons montré que I'expression de®miffts genes codant pour les
sous unités de I'ATP synthase plastidiale est exofument contrélée par I'ARN polymérase
plastidiale, PEP. Le facteur SIG3 participe paradascription spécfique du geagH a partir
du promoteur BtpH-413 a la synthése de la sous unité CFO-Ill etiair’établissement de la
steechiométrie 1 :5-12 :1 du complexe CFO de I'AyRtlsase plastidiale. De plus, il régule de

maniéere plus modérée I'expression du gatps.
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Discussion et perspectives

Nous avons étudié au cours de ce travail un muarabidopsis présentant une insertion
d’ADN-T au niveau du gene codant le facteur dedcaption plastidial SIG3. Le mutant
obtenu ne présentait pas de phénotype apparenindansonditions de cultures. Nous avons
alors choisis d’analyser le role du facteur SIG3adoptant une approche globale qui nous
permet d’analyser de maniere simultanée I'expresdies genes plastidiaux dans le mutant
sig3 et de les comparer avec ceux d'une plante sauvageaytilisant une puce a ADN
spécifique du plaste.

L’analyse de I'expression génique par la puce a AldlNs a permis d’identifier des genes
« cibles » du facteur SIG3. Il s’agit @elN, atpH, atpB etatpF.

Les résultats obtenus par puce a ADN ont été cuéfrpar les techniques d’extension
d’amorces et de Northern blot.

L’expression de ces geénes est affectée dans lentmsitgB mais a des niveaux différents.

L’expression du genpskN est la plus diminuée dans le mutant.

Spécificité de psbN

Le génepskN est situé dans la région intercistronique, epsil et pstH de I'opéronpsiB,
mais sur le brin opposé de ’ADN. Nous avons moqtrépsiN est transcrit a partir d’'un seul
promoteur (BskN-32) spécifique du factelBIG3

La protéine PsbN fait partie des protéines a pabids moléculaire (LMM pourow
Molecular Masg. Elle a été considérée comme faisant partie dil, R®anmoins, sa
localisation ainsi que sa fonction demeurent incesn(pour revue voir Thornton et al.,
2005).

Une protéine a été identifiée comme étant PsbNkgarchi et coll. (1989), en se basant sur
un séquencage en N-terminal d’'un polypeptide de kD& isolé a partir du PSIl de
Thermosynechococcus vulcanua protéine PsbN est présente chez les cyanalescténsi
que dans le génome plastidial de plusieurs algtigdaates supérieures. En revanche, sa
localisation au niveau du photosysteme |l n'est gafirmée lors du séquencage des sous
unités du photosystéme II. Au contraire, Kashinalgt(2002) ont montré que la protéine de
4.7 kDa nommeée a l'origine PsbN, n’est que la pneté>sbTc (c pour chloroplastique) chez
T. vulcanusAinsi, la réponse a la question de la localisatle la protéine PsbN au niveau du
photosystéme 1l et méme de l'existence de la pretéau sein du chloroplaste reste

suspendue.
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Pourquoi existe-il alors un facteur de transcriptiplastidial (SIG3) spécifique pour la

transcription du gengstkN ?

Nous avons montré que le complexe PEP- SIG3, tiarsggcifiquement le géngstN. La
transcription du géneskN produit un ARNm précurseur qui subit un clivagestp
transcriptionnel, liberant ainsi en plus du traitspskN, un transcrit antisens deshr.
L’absence du transcrit antisens ¢sbl chez le mutantsig3 est corrélée avec une
augmentation de I'accumulation de la protéine PsbT.

Ainsi, nous pouvons conclure que la transcriptierpskN régule d’'une maniére indirecte le

taux d’expression de la protéine PsbT.

Est-ce que le gemeskN code réellement une composante du photosystete |l

Pour répondre a ces questions, il serait intéréess@tudier plus en détail le rble de la
protéine PsbN. Le mutastg3 constitue un outil important pour I'étude de seal®sation au
niveau du photosystéme Il et par conséquent densaidn.

Nous avons produit un anticorps dirigé contre destiges de la protéine PsbN. Grace a cet
outil, il serait possible d’analyser par Westerntlh localisation de la protéine PsbN au
niveau du chloroplaste. La spécificité de I'antmopeut étre confirmée en montrant 'absence

de la protéine PsbN chez le mutaig3.

Au cas ou aucune protéine PsbN n’est détectabléMgetern blot, la question qui se pose
alors est : si TARNnpskN n’est pas traduit en protéine, pourquoi le gpsiéN est-il transcrit
spécifiguement par le facteur de transcription SPG3

Le r6le du gengskN serait il alors réduit a la production d’'un ARNtigens régulateur de

I'expression de PsbT ?
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Régulation de I'expression génique par des ARNsis@s chez les eucaryotes

et les procaryotes

Chez les eucaryotes et procaryotes, plusieurs nstcas de régulation de I'expression
génique par des ARNs antisens non codant ou ncRbiisété découverts. Chez les
eucaryotes, les ncRNAs sont de plusieurs types :

Les micro RNAs (miRNAs) long de 20-22 nucléotides, ils sont pikiment

complémentaires a un ou plusieurs ARNm dont ilsledg négativement I'expression en se
liant a leur extrémité 3'UTR.
Les short interfering RNA$siRNAS) font 20-25 nucléotides, engendrent lardégtion de

leur cible (ARNmM) de maniéere spécifique et sontlimpes dans le mécanisme de silencage
post-transcriptionnel des genes.

Les transcrits antisens naturels (NATH3, font partie des siRNAs. lls sont issus de la

transcription de deux génes situés sur des bripesgs de 'ADN.

D’une maniére générale, les ARNNnc sont issus sait dlivage d'un ARNm précurseur
(miRNA et siRNA) soit d’'un transcrit antisens (NAT#s jouent un réle important au niveau
de l'inhibition de la transcription (inactivatioresl promoteurs etc).

Les ncRNAs font partie intégrante de complexesmilatéoprotéiques (RISC) qui régulent
I'expression des géenes (Yazgan and Krebs, 2007).

Chez les bactéries aussi, plusieurs ARN non codantsété découverts. lls différent
cependant de ceux présents chez les eucaryotesmniiglus longs (80-100 nts) par rapport
aux ncRNA eucaryotiques (21-23 nts). Ce sont géer@ent des transcrits primaires (non pas
des produits de clivages d’'un ARN précurseur conuinez les eucaryotes) (Gottesman,
2005). Ces ARN régulent I'expression des génes 'bpbrdant a 'TARNm cible par
complémentarité de bases. lls jouent un role ingmbrtlans la régulation de la réplication, le
maintien des éléments extrachromosomiques (telslepuplasmides) ainsi que I'adaptation
aux conditions environnementales (température sstaxydatif etc.). Ces ARN antisens
jouent un réle au niveau de la traduction des tmdissen interagissant avec les régions 5’
UTR et/ou 3' UTR de ’TARNm (Wagner et al., 2002).

Récemment des exemples de régulation de I'expresis génes par des ncRNAs ont été
découverts chez les cyanobactéries (Duhring e2@06; Hernandez et al., 2006).

De plus, chez un mutant transplastomique ctiamydomonagsl’expression d’'un ARN

plastidial antisens artificieh vivo permet la protection du transcrit sens des attagae les
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nucléases (Nishimura et al., 2008)¢anmoins, jusqu’a présent, rien n'est encore caumu
I'existence et la fonction des ARNs antisens ndlement présents dans le plast®e plus,
aucun ncRNAs impliqués dans la régulation de I'egpion génique n’a été mis en évidence
dans les organelles (plastes et mitochondries).

En revanche, récemment, Lung et al., (2006) ordsiéLa cloner 18 ncRNAs dans le plaste.

Par contre, aucune fonction ne leur a été attribuée

Cas de 'ARN antisens p3b: le premier exemple d’ARN antisens naturel

dans le plaste

Nous avons montré au cours de ce travail que teda&IG3 transcrit spécifiquement le géne
pstN par I'intermédiaire d’'un promoteur uniquep@tN-32). La transcription dpstN produit

un long ARN précurseur qui suite a un clivage koen transcrit antisens g@ebr.

L’existence de la protéine PsbN est largement egatsée (Kashino et al., 2002), par contre
le gene est transcrit spécifiguement par un factlurtranscription plastidial, SIG3le
transcritpstN pourrait représenter ainsi un ARN non codanh©ARN.

De ce fait, le complexe PEP-Sig3, en reconnaissaétifiguement le promoteupsiN-32,
produit un ARN antisens du gepshbl. Cet ARN antisens couvre toute la séquence cedant
du genepshr ainsi que sa région 5’UTR.

En réalisant des RT-PCR sur des ARNs préalablernmaitées aux mélanges de RNases
(A/T1) (dans ce cas, uniguement les ARN en douhle fésistent a la dégradation par les
nucléases), nous avons montré que les transcrits eteantisens desbl forment un ARN
double brin stablen vivo.

Nous avons analysé le réle de cet ARN antisensvaan de la stabilité et la traduction du
transcrit sens dpsbl. Nous avons montré par Northern blot et extensiamorce réalisés
chez les plantesig3 et WT, que I'accumulation des transcp&ll' sens n’est pas affectée par
I'absence du transcrit antisens pgsbl. En revanche, 'accumulation de la protéine PsbT
augmente en absence du transcrit antisens de Reshiltéts obtenus par Western blot).

Ces résultats suggerent que '’ARN antisengst# pourrait altérer la traduction du transcrit
psbl sens probablement par la formation d’'un ARNBI double brin qui empéche

I'interaction entre la région 5’UTR et les ribos@ne
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L’existence d’'un ARNpsbI' antisens représente le premier exemple d’ARNsan$ présent
de maniére naturelle dans le plaste. Son réle wanide la régulation de la synthése de la
protéine PsbT représente un mode de régulationedpréssion génique jusqu'a présent

inconnu dans le chloroplaste.

Il serait intéressant d’analyser plus en détaihé&ranisme de la régulation de I'expression de
la protéine PsbT par un ARN antisens au niveauusaqurs aspects :

* Confirmation du rble de I'ARN antisens au niveau ldetraduction du transcrit
psbl par I'analyse de I'association du trans@sil sens aux polysomes en absence
du transcrit antisenpsbl (dans le mutansigd et en sa présence (dans la plante
sauvage).

* Etude de la corrélation entre I'absence du tranaatisengshbl et 'augmentation de
I'accumulation de la protéine PsbT par un systémgahscription/traductioim vitro.

e Etude du mécanisme de l'inhibition de la traductienla protéine PsbT par 'ARN
antisenspsbl’ par la technique de toe-printing (analyse paemsibn d’amorce des

ARNmM en cours de la phase d'initiation de la trauun).

Réle physiologique de ’ARN psbT antisens in vivo

Nous avons montré au cours de cette étude quadadtion de la protéine PsbT est régulée
par I'intermédiaire d’'un ARN antisens produit atpagle la transcription spécifique du géene
pskiN par le facteur SIG3.

Pourquoi une telle régulation ? Quelle serait tecfmn de cette protéine chez Arabidopsis ?

Nous pouvons imaginer que PsbT joue un role tootnge chezZChlamydomongsau niveau

de la réparation du photosystéme Il lors d’'un stpsoto-oxydatif. Dans ce cas, sachant qu'il
y a une accumulation de PsbT par rapport a la@lsativage, le mutasig3 pourrait résister
plus a une exposition a de fortes intensités lungas. Dans le but d’analyser cette
hypothése, nous avons exposés des plantes sayvdgget mutantesig3 (A3) agées d'un
mois & de fortes intensités lumineuses (106®I photons it s) pendant trois jours en
lumiére continue. Les plantes avaient le méme plyproau cours du stress lumineux
(apparition des anthocyanes au niveau des feuilgs)nettant les plantes apres stress, sous

lumiére faible (environ 6@mol photons if s*) nous avons observé un retard de croissance
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de la plante sauvage (WT) par rapport au mgay®(fig 40). Ceci pourrait étre di a une plus
grande capacité du mutasig3 a « récupérer » apres un stress lumineux. Cetaésthnt
préliminaire, il nécessite d’étre confirmé.

Figure 40: Phénotype des plantes mutantesig3 (A3) aprés un stress photo-oxydatif.

Des plantes sauvages (WT) et mutarsig8 (A3) agées d’'un mois, sont exposées en continu @na&te
forte (1000pumol photons it s™) pendant trois jours, puis sous lumiére faible (&l photons rf s,
16h lumiére /8h obscurité).

En résume, I'apparition de phénotype chez le mugay aprés un stress lumineux, suggére
fortement I'importance du rbéle de la protéine Pshli niveau de la réparation du
photosystéme Il endommagé lors d’'un stress phoyoaix.

Ainsi, la synthese de la protéine PsbT devrait Atoglulée selon les conditions de culture
éventuellement par un mécanisme de régulation mettaceuvre '’ARNosbI' antisens. Dans

le but de tester cette hypothese, il serait ing&neisd’analyser I'accumulation du transcrit
pshl sens et antisens ainsi que I'accumulation ded&éme PsbT chez des plantes soumises
a des différentes conditions de stress lumineuxisNsupposons dans ce cas que la synthése
de la protéine PsbT augmente tandis que l'accuioolatu transcritpsbl' antisens (et par
conséquent le transcpskN) diminue fortement. Au contraire, sous des coodg normales

de culture (lumiére modérée), I'accumulation de pitéine PsbT diminue alors que
I'expression des transcripskN etpsbl' antisens augmente.

D'une maniere générale, la combinaison de cegéiffés étudesm vivo etin vitro devraient
nous aider a élucider le mécanisme de régulatiofiedpression de la protéine PsbT par
l'intermédiaire du transcrit antisepshr.
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Réle de SIG3 au niveau de la régulation de I'expsis de I'ATP synthase

Nous avons montré que I'holoenzyme PEP/SIG3 trinks genesatpH et atpB, faisant
partie des deux sous-complexes formant 'ATP syw&haF0 et CF1, a partir de promoteurs
spécifiques : BRtpH-431 et RtpB-467. Le promoteur &pH-431 est utilisé exclusivement par
I'holoenzyme PEP/SIG3 car il disparait complétendans le mutansig3 En revanche, le
promoteur RtpB-467, bien qu’il soit transcrit spécifiguement p&G3, est reconnu
probablement par d’autres facteurs sigma. En effdisence d’'un facteur sigma peut étre
compensée par la sur-expression d'un autre fasignna qui peut reconnaitre de maniére
moins efficace les mémes promoteurs.

Quel role joue le facteur SIG3 au niveau de la &ram du complexe de I'ATP synthase

plastidiale ?

Roéle de SIG3 dans la formation du complexe CFO

SIG3 étant spécifique pour le promoteatdM-431 contribue a la transcription du gextpH,

et atpF/ atpA. Le géneatpH code la sous unité CFO-lll, une composante ingmbet du
complexe CFO de I'ATP synthase présentant une stoaélrie de 5-12 fois plus que les sous
unités CFO-1V et CFO-I.

L’étude de I'expression des sous unités de I'ATRtIsyse a fait I'objet de différents travaux
visant a comprendre le mode de régulation de latstmmétrie du complexe CFO (chez le
mais, Stahl et al. 1993) ; I'épinard, Stollar ef 8094 ; Hotchkiss and Hollingsworth, 1997).
Différents modes de régulation ont été proposész @ mais, une régulation principalement
transcriptionnelle a été suggérée (Stahl et al3Ll9Bhez I'épinard, l'unité transcriptionnelle
rps2/atpl/atpH/atpF/atpA est transcrite a partir de deux promoteurs sigréamont du gene
rps2 etatpl. Les différents transcrits codant la sous uniEd @e I'ATP synthase présentent
un taux d’accumulation de X : 1 :latpl: atpH : atpF), la valeur X, étant dépendante de
I'intensité du promoteur &pl (Hotchkiss and Hollingsworth, 1997). Ainsi, ilé&é suggéré
gue I'établissement de la stoechiométrie finalés{12 :1 ) des sous unités du complexe CFO
de 'ATP synthase n’est pas régulé de maniére drgoi®nnelle. Stollar et al., (1994), ont
analysé les sites d’arrét des ribosomes au niveaudrdnscrits de I'opéraatpl/H/F/A. lls ont
montré I'existence d’'une corrélation générale etdrégaux d’arrét des ribosomes au niveau

des transcrits et la steechiométrie des sous urvrésspondantes. De plus, il a été démontré
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que les transcrits de I'opéramtpl/atpH/atpF/atpA ont des stabilités différentes, ce qui se
traduit par une accumulation différente des ARNnilétent ainsi la différence de
stcechiométrie des sous unités du complexe CFO AEPI synthase (Hotchkiss and
Hollingsworth, 1997).
ChezArabidopsis thaliananous avons étudié I'expression de I'opéatyl/ atpH/atpF/atpA a
'aide du mutantsigd D’'une maniére générale, cet opéron est transcpirtir de deux
promoteurs PEP l'un situé en amont du gatg (Patpl-229) et I'autre en amont du gene
atpH (PatpH-431). L'un de ces deux promoteursatpH-431, est exclusivement sous le
contrble du facteur SIG3.
Pourqguoi une telle spécificité ?
Nous suggérons que le complexe PEP-SIG3, a partprdmoteur BtpH-431, produit des
ARNm atpH qui s’arrétent en grande partie au niveau d'ue sie terminaison de la
transcription situé au 3'UTR du genatpH (fig.37), fournissant ainsi un transcrit
monocistronique pour le geénatpH. Ainsi, le facteur SIG3 pourrait participer a
I'établissement de la staechiométrie de la sous @HO-III de 'ATP synthase.
Une telle hypothése nécessite d’étre confirméeaisiguirs niveaux :

* En établissant la séquence exacte du trarespit (-431) au niveau de son extrémité

3'UTR a l'aide de la technique de Circular RT-PCR.
* En analysant, grace a des anticorps spécifiques;cumulation de la protéine AtpH,

chez le mutangig3et la plante sauvage.

En bref, I'existence d’'un promoteur spécifigue d&3F en amont du génatpH suggére
fortement une régulation transcriptionnelle cheabAdopsis pour établir la stoechiométrie du
complexe CFO. Par contre, vu la variabilit¢ des ané&mmes de régulation proposeés,
I'expression de I'opéroatpl/atpH/atpF/atpA la régulation de la stcechiométrie finale des sous
unités du complexe CFO se fait probablement a glusiniveaux : transcriptionnel, post-

transcriptionnel et traductionnel.
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Role de SIG3 dans la formation du complexe CF1

Le géneatpB est transcrit majoritairement par le promoteulPPHBatpB-520. SIG3 peut
moduler I'expression du gerepB a partir du promoteura®pB-467. Le géneatpB code la
sous unitép, faisant partie du sous complexe CF1 de I'ATP Isgs¢. Cette derniere est
composée de cing sous unités f§, €, y etd) avec une steechiométrie de 3:3:1:1:1. Le
facteur SIG3 pourrait donc aider a augmenter lantjigade la sous unitp. Cependant, la
quantité des transcrittpB-467 observé au niveau des extensions d’amorge3#) ne suffit
pas a I'établissement de la stoechiométrie de £dmment pourrait se faire la régulation de
la synthese de la sous untéu complexe CF1 ?

Chez les plantes supérieures aucune étude n’aaigéée concernant le mode d’établissement
de la stocechiométrie des sous unités du complexe EfRlrevanche, une étude réalisée
récemment cheZhlamydomongsmontre que I'assemblage du complexe CF1 s’eféepar

le processus de régulation CES « Control by Epistasla sous unit§ agit entrans en
activant la traduction de la sous unitée qui favorise la formation d’oligomeéres eniret 8.

Ces derniers s’associent avec la sous yniig cas d’exceés des oligomerdp, la traduction

de la sous unit@ est inhibée par le biais d’'un rétrocontréle négd@rapier et al., 2007). Il
est probable qu’'un tel mécanisme de régulationt@sigalement chez les plantes supérieures.
Néanmoins, il est nécessaire d’étudier de maniki gprofondie le réle du facteur SIG3 au
niveau de l'expression des genatpB, atpE et atpA et par conséquent au niveau de
I'établissement de la stoechiométrie du complexe. €6lr cela, nous réaliserons une analyse
de I'expression (au niveau transcriptionnel et ucdihnnel) de ces génes sous différentes

conditions physiologiques.
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Conclusion

Les promoteurs dépendants du facteur SIG3

Nous avons caractérisé au cours de ce travail uanhd’Arabidopsis thalianaprésentant
une insertion d’ADN-T au niveau du gene SIG3, codiam des six facteurs de transcription
plastidiaux de type sigma dans le plaste. Nous ftamialysé par puce a ADN spécifique des
géenes plastidiaux, le profil d’expression des défds transcrits plastidiaux dans le mutant
sig3 Nous avons mis en évidence une diminution deaiterttranscrits plastidiaux dans le
mutantsig3 en comparaison a la plante sauvage. Ces transoriits: pskN, atpH, atpB et
atpF.

Nous avons caractérisé plus en détail chaque titirgac niveau de leur extrémité be
localisation et provenance (issu d’une initiatian tdanscription ou d’un clivage de transcrit
précurseur). En résumeé, nous avons pu mettre elerée trois promoteurs spécifiques du
facteur SIG3 d’Arabidopsis :@BIN-32 ; RatpH-431 et RtpB-467.

Le facteur SIG3 transcrit spécifiquemerstiN par le promoteur g5N-32. En revanche, il
contribue a la transcription des geradigH, atpF, etatpB par I'intermédiaire des promoteurs
PatpH-431 et RtpB-467.

Les promoteurs reconnus par SIG3 présentent néasrdes caractéristiques différentes. Les
promoteurs PsiN-32 et RtpB-467 diminuent fortement dans le mutaig3 Ceci suggere
gue méme en absence du facteur SIG3, il y a unatacesiduelle de transcription effectuée
probablement par un autre facteur Sigma. En revearienRatpH-431 est I'unique promoteur
identifié dans notre étude comme promoteur exclusent contrdlé par le facteur SIG3. En
effet, dans le mutarsig3, le transcritatpH-431 est complétement absent.

Quelle est la spécificité de ces promoteurs ?

Chacun de ces promoteurs, présente un €lément -B8 earactéristique des promoteurs de
type PEP (fig 41). La comparaison des sequencesdifiésents promoteurs montre une
homologie au niveau de I'élément -35, par contk&fhent -10 est moins conserve.

Nous avons observé au niveau de la région situé®e dées deux éléments -10 et -35,
I'existence d’'un motif conservé de quelques nudliést (gttgta) situé juste en amont de
I'éléement -10. Ce motif pourrait déterminer la gfiéité de reconnaissance des séquences
promotrices par le complexe PEP- SIG3. Néanmoins, telle hypothése nécessite d'étre

étudiée plus en détail avec un systéme de tratigerip vitro par exemple.
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Promoteurs dépendants de SIG3:

pebI (-32) ttgacuggtitaﬂcattmgttgtaaataaatgatcttagcaggat
35 -10

atpT (413} Htacatbatatasgaaacackotatatgtaat atthgatatlget
35 -10

atyB (-467) teactctgacagtastatotgtiatatataranatectag atatgar
35 -10

Figure 41: Séquences des trois promoteurs dépendants du faar Sig3.

Alignement des séquences promotrices reconnuele fiacteur SIG3. Les boites -10 et -35 sont soakgn les
sites d'initiation de la transcription sont repmitgs par des fleches. Le motif (gttgta) est corsarvniveau des
trois promoteurs.

Réle du facteur Sig3

L’absence de phénotype chez le mutig8 dans nos conditions de culture, laisse a suggérer
que le facteur SIG3 n’est pas considéré comme ayanble essentiel pour le développement
des plastes (tels que les facteurs SIG2 et SIG6anhioins, I'analyse des génes cibles
transcrits par SIG3 montre I'importance de son adleniveau :

* De la transcription spécifique du gépstN et par conséquent de la production d’un
ARN antisens depsbl. Cet ARN antisens est impliqué dans la régulatien la
traduction de la protéine PsbT.

* De la transcription des genetpH et atpB codant les sous unités de I'ATP synthase
plastidiale.

Nous ne pouvons pas exclure gu'il existe d’autnesnoteurs spécifiques du facteur SIG3
situés au niveau de certaines régions promotriessudités de transcription plastidiales qui
ne peuvent étre révélés que sous des conditionsoenementales et/ou physiologiques
différentes de celles utilisées au cours de natrée2

D’une maniére générale, nous pouvons conclure guiadteur de transcription plastidial
SIG3 joue un role spécifiqgue au niveau de la trapon depskN et probablement un réle
plus général, en contribuant avec d’autres factsigirea, a la transcription des genes codant

les sous unités de I'’ATP synthase plastidiale.
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Matériel et Méthodes

1 Matériel végétal et conditions de culture

1.1 Stérilisation en surface des graines d’Arabidopsis

500ul de graines d’Arabidopsis écotype Columbiat stérilisées en surface par immersion
dans 50 mL d’'une solution de 0,75% d’hypochlorite sbdium (p/v) 80% Ethanol (v/v).
Aprés 5 min d’agitation, la solution de stériligatiest éliminée et les graines lavées 2 fois a

I’éthanol absolu puis séchées pour au moins 2 beamas hotte a flux laminaire.

1.2 Culture in vitro d’Arabidopsis
Les graines stérilisées sont semées en boitestdec&denant 25 ml de milieu MS gélosé

(4,3 g de sels MS (SIGMA); 0,5 g de MES pH 5,7 (KQH a 10 g de Bacto Agar pour un
litre). Les boites sont ensuite placées a 4°C kbécurité pendant 72 h afin de lever la
dormance des graines et obtenir une germinatioohsgnisée. Elles sont alors cultivées en

chambre de culture & 24°C, fithol. m? .s* sous une photopériode de 16h/24h.

1.3 Culture en terre d’Arabidopsis
Les graines sont semées directement en terre psismsalle de culture (25°C, 16h lumiére/

8h obscurité). Les pots ou bacs de plantation mutuverts d’'un film en plastique pendant 7
a 10 jours afin de maintenir une atmosphere saeméeau. Une fois les premiéres paires de
feuilles sorties, la terre sera recouverte de aspda liege pour prévenir le développement de

moisissures.

2 Meéthodes d’analyse des acides nucléiques

2.1 Extraction rapide d’ADN génomique a partir de feuilles d’Arabidopsis

Cette technique a été réalisée dans le cadre lnlag®ide mutants par PCR (protocole adapté
de Sambrook et al., 1989). De 25 a 50 mg de fesuilBArabidopsis sont broyées a
température ambiante dans un tube Eppendorf cantt@f@ul de tampon d’extraction (Tris
HCI pH 8 ; 0,2M ; NaCl, 0,25 M ; EDTA 0,025 M ; SO%5 % p/v). Aprés centrifugation 5
min a 13 000 rpm, a température ambiante, les acideléiques contenus dans le surnageant
sont alors précipités en ajoutant 200 d’isopropanol. Le culot est obtenu par une
centrifugation a 13000 rpm pendant 5 min a 4°Crias€ a I'éthanol 70 %, séché et remis en
suspension dans 3@ d’eau stérile. 1L de cette suspension sont alors utilisés poucefés
un criblage par PCR.
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2.2 Amplification par PCR

La réaction en chaine de la polymérase (Polyme@Gis&in Reaction, PCR) assure une
amplification exponentielle et sélective d’un fragymhd’ ADN.

La réaction se fait dans un volume final de 25 2 uL d’ADN sont ajoutés a 23L du
mélange suivant : 2, pl. de tampon de la Tag ADN polymerase 10X (Biolif@)/5uL de
MgCl250 mM ; 0,5uL d’'un mélange de dNTP (10 mM chacun) pll pour chaque amorce
utilisée (5’ et 3") (1QuM) et 0,1uL de I'enzyme Tag ADN polymerase (Bioline).

Apres dénaturation du double brin d’ADN a 94°C, ¢t 5 min, n cycles d’amplification
sont réalisés (1 min a 94°C, 30 sec a Ta=(Tm €4)Ll°min a 72°C). La réaction s’acheve par

une élongation finale de 10 min a 72°C.

2.3 Séparation de fragments ADN sur gel d’agarose

La séparation des fragments d’ADN (en présence%egg@icérol (v/v) et 0,025 % bleu de
bromophénol (p/v)) est obtenue par migration étgittorétique sur gel d’agarose (0,8 a 2%
d'agarose (p/v), Tris 50mM, acide borigue 50mM, EDT,25 mM, 2% de bromure
d’étidium) dans du tampon TBE 0,5X. Le gel d’agarest préparé dans le méme tampon. La
migration est réalisée sous voltage constant (20h\de gel). L’ADN est visualisé sous UV a

320 nm, grace au BET, agent intercalant des acidelgiques.

2.4 Séquencage des ADN

Les fragments d’ADN amplifiés par PCR ou clonéssdan plasmide sont séquenceés grace a
I'utilisation du séquenceur automatique de type BI B73 XL stretched » (Applied
Biosystems). Les séquences sont réalisées avet 4¢eBkgDye terminator » (Perkin-Elmer)
de la plateforme de séquencage du péle BiologiepgDam

2.5 Clonage de fragment d’ADN

Les ADN amplifiées par PCR sont clonés directemeasdle vecteur PCR2.1-TOPO et
transformés par un choc thermique dans des bacté@r@mnpétantes (procédure de
transformation TOPO-TA cloning, Invitrogen). Ce t@a confere aux bactéries la résistance
a 'ampiciline. Il posséde au niveau du site d’'mise le géene lac Z codant fagalactosidase.
Ainsi, l'insertion du fragment d’ADN étranger abaw l'inactivation du géne. Pour vérifier

la présence ou I'absence de l'insert, il suffittdlér les bactéries transformées dans un milieu
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de culture contenant I'ampicilline (50ug/mL) et{egal (substrat de |8-galactosidase) dont

la couleur passe de I'incolore au bleu quand itkgé par la-galactosidase.

Les bactéries transformées sont mises en cultuteo#a de pétri sur un milieu LB gélosé
(Luria Broth : 1% Tryptophane (p/v) ; 0,5% yeastrast (p/v), 0,5% NacCl, 15g/I bacto-agar)
a 37°C pendant la nuit. Les bactéries ayant intigpfasmide recombinant se présentent sous
forme de colonies de couleur blanchatre, cellestaya plasmide vide sont de couleur bleue.
Les bactéries ayant intégré le plasmide recombisant cultivées a 37°C en milieu LB

liquide (avec ampicilline, 50 g/mL) sous une agiaide 170 a 200 rpm.

Extraction d’ADN plasmidique

L’extraction des plasmides est effectuée selandthode de lyse alcaline (Sambrook, 1989).
Les bactéries mises en culture la nuit a 37°C soliectées avec une courte centrifugation (3
min a 9000 rpm). Le culot est resuspendu dansul0fe solution | froide (glucose 50 mM ;
EDTA 10 mM ; Tris.HCI pH8, 25 mM). Ensuite les béges sont lysées et les ADN sont
dénaturés par un traitement alcalin (300 de la solution 1l : 1% SDS ; 0,2N NaOH), et
incubés 5 min a température ambiante. La renaturake I’ADN plasmidique est obtenue en
ajoutant 15QuL de la solution Il froide (acétate de sodium 5Mcjde aceétique glacial, pH
5,2). Le mélange est agité et incubé 10 min a 4ACde précipiter ’TADN chromosomique
bactérien. Une centrifugation de 15 min a 14000 npenmet de récupérer les acides
nucléiques plasmidiques dans le surnageant. Caesedersont précipités par I'ajout de 2
volumes d’éthanol absolu froid, et sédimentés pa&r aentrifugation (15min, 14000 rpm). Le
culot est lavé a I'éthanol 70%, séché et repris @ulL d’eau stérile.

2.6 Extraction dARN

2.6.1 A partir de plantules d’Arabidopsis

Le matériel végétal, plantules d’Arabidopsis de@r$, est broyé dans I'azote liquide jusqu’a
obtention d’'une fine poudre. Les ARN totaux sontrais a partir d’environ 50@L de
poudre (protocole adapté de Sambrook et al., 185@)uL de tampon d’extraction (Tris.HCI
0,2M pH 9 ; LiCl 0,4 M ; EDTA 25 mM, SDS 1 %) soalbrs ajoutés et le mélange vortexé
jusqu’a homogénéisation. Un volume équivalent dénplichloroforme est ajouté afin
d’éliminer les protéines, I'échantillon est ensurtatexé et centrifugé pendant 10 min a 13
000 rpm, a température ambiante. La phase aquesisaéeupérée. L’extraction au
phénol/chloroforme est répétée 2 fois, puis suikime extraction au chloroforme. Les acides
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nucléiques sont précipités en premier par I'ajola @hase aqueuse de LiCl (2M au final),

toute la nuit a 4°C. Apres une centrifugation deriib a 13 000 rpm, & 4°C, le surnageant est
éliminé. Le culot est resuspendu dans l'eau stélgl® ARNS sont ensuite précipités une
deuxieme fois en ajoutant 1/10 V TNE 10X et 2V kd&tol absolu froid, pendant la nuit a —

20°C ou 15 a 30 min & — 80°C.

Les ARN sont alors sédimentés par une centrifugadi® 15 min a 13 000 rpm, a 4°C. Le

culot est lavé a I'éthanol 70 % froid, séché peigris dans I'eau stérile. Les ARN peuvent

étre stockés a — 80°C. Les ARN sont dilués et daséspectrophotometre a 260 nm. La
qualité ainsi que la quantité de 'ARN est visuadigpar séparation d’une fraction sur un gel
d’agarose 1% (p/v).

2.6.2 A partir de graines d’Arabidopsis (différents stades de germination)

Les ARN sont purifies d’apres la méthode employée [pemarsy et al., (2006) adapté au
jeunes stades de germination d’Arabidopsis ouigssis sont riches en polyphénols. 100 mg
de MF est broyé dans I'azote liquide, pendant yhge, le tampon d’extraction (Tris/HCI,
pH9.5; 10mM EDTA, pH8; 2% lithiumdodecyl sulfaigv/v); 0.6 M NaCl; 0.5 M
Trisodium Citrate ; et 5% b-mercaptoethanol) esiut. L’homogénéisation est alors
poursuivie jusqu'a retour a température ambiantetalmpon. La suspension est alors
récupérée dans un tube de 2 ml puis centrifugé€0@QLrpm pendant 5min a température
ambiante pour éliminer les débris cellulaires. u\dlume de chloroforme est ajouté a la phase
agueuse recupérée, le tout est vortexé puis aagdrii 14000 rpm pendant 25min a
température ambiante. La phase aqueuse est epséieyée et un volume d’'un mélange
phénolique est ajouté. Ce mélange phénolique curdie phénol saturé acide, 3.5% (w/v) de
guanidine isothiocyanate (Sigma) et 0.2 M sodiuetate, pH 4. Aprés une incubation de 5
min a température ambiante, 0,5 volume de chlomodoest ajouté, le mélange est ensuite
vortexé et centrifugé 5 min a 14000 rpm. La phaggease est récupérée et les ARN sont
précipités par addition de 0,6 volume d’isoproparid min a température ambiante et
centrifugées a 14000 rpm pendant 15min. les colatisnus sont lavés a I'éthanol 70% séchés

puis repris dans I'eau stérile. Les ARN peuverd 8tockés a — 80°C.
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2.7 Traitement des ARN a la DNase |

L’ADN contaminant est éliminé par deux traitemesuscessifs a la DNasel (2U/ug d’ARN).
Chaque traitement est réalisé sur 20pg d’ARN, denampon contenant 100 mM Tris/HCI,
pH7.5, 256mM MgClet 1ImM Ca Cl (Fermentas), par incubation a 37°C pendant 30 rban.
DNase | est ensuite éliminée par deux extractianphe&nol/chloroforme. La phase aqueuse
obtenue est précipitée par I'ajout de 1/10 V TNK &0 2V d’éthanol absolu froid, pendant la
nuit a — 20°C ou 15 a 30 min & — 80°C. Les ARN sdorts sédimentés par une centrifugation
de 15 min a 13 000 rpm, a 4°C. Le culot est laVéthanol 70 % froid, séché puis repris dans
I'eau stérile. Les ARN peuvent étre stockeés a -€80°

L’absence d’ADN est vérifiée par PCR sur un gémetadial a partir d’environ 100ng d’ARN
traités.

2.8 Analyse des ARN par RT-PCR

Svynthése du premier brin d’ADNc

1 a 2 pg d’ARN traités a la DNase sont dénatur&bd pendant 5 min en présence
d’amorces spécifiques (80 nM), le tampon de réad®mM Tris/HCI, pH8,3, 75 mM KCI ;
3mM MgCk et 10mM EDTA) et des dNTP (0,5mM). La rétro-tramstion se fait en
présence de 200 U de Superscript Il H- RT (Invitsrgget 100U de RNase inhibitor a 42°C
pendant 50 min. Elle est arrétée par chauffage°&€ P@&ndant 15 min. 2ul d’ADNc sont

utilisés pour faire la réaction de PCR comme indlidans le paragraphe 2.2.

2.9 Analyse du profil d’expression des transcrits plastliaux par puce a
ADN

Cette technique permet de détecter simultanémaatumulation des transcrits plastidiaux
représentés sur la membrane de la puce a ADN paoldgmeéres de 70 nucléotides. Cette
technique consiste en plusieurs étapes :
* Préparation des sondes (ADNc radioactifs), parom&nscription des ARNm en
présence de*’P-dATP
« Hybridation de la membrane

* Analyse des résultats
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2.9.1 Préparation de la sonde

4ug d’ARNSs totaux préalablement traités a la DNsas# dénaturés a 65°C pendant 5 min en
présence de 0,2 pmol de mélange d'oligonucléotigpecifique des génes plastidiaux
représentés dans la puce a ADN), 1,25 mM de dCPB, hM dGTP, 1,25 mM dTTP et de
o*? P-dATP. La rétro-transcription se fait en présedee600 U de Superscript Il H- RT
(Invitrogen) et 100U de RNase inhibitor pendantdii a 42°C. Elle est arrétée par chauffage
a 70°C pendant 15 min. Les ADNc obtenus sont @gifiar passage a travers une colonne de
Sephadex G-50 (il s’agit d’'une seringue de 1 midbée a son extrémité par de la laine de
verre contenant des billes de séphadex G-50). Lemsréactionnel est ajusté a 400ul avec
du TE (10mM Tris/HCI, pH8, 1 mM EDTA), le tout €tré par la colonne. Les ADNc sont
élués par 300ul de TE. Pour vérifier la qualité A88Nc obtenus ainsi que la quantité de
radioactivité incorporée dans chaque échantillame fraction est déposée sur un gel de

polyacrylamide dénaturant.

2.9.2 Hybridation des membranes

Les membranes des puces a ADN sont en nitrocedlulBfies sont imbibées dans une
solution de SSC 2X (0,3M NaCl; 0,03 M Na Citragd 7) avant utilisation. Une
préhybridation a 65°C est réalisée pendant 1 hdares un volume de 25ml de tampon
d’hybridation (0,5M NaHP® pH 7,2, 1 mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA). Les ADNc
radioactifs sont dénaturés 5 min a 95°C avant el’@joutés dans le tampon d’hybridation.
L’hybridation des membranes se fait pendant 725 6Les membranes sont par la suite
lavées 5 min a 65°C dans 25 ml de tampon de lafyenM NaHPQ pH 7,2, 1 mM EDTA,
1% SDS), puis 10 min a température ambiante damsl| %@ tampon de lavage (Sambrook et
al., 1989). Les membranes sont par la suite rectasvale film plastiques puis mises en
contact avec des écrans photosensibles (Fujifilaging Plate) pendant 12 jours dans une
cassette et a température ambiante. Les écrans psontla suite numérisés par un
phosphoimager (Fujifilm FLA-8000).

2.9.3 Analyse des résultats

Les images numeériques des puces a ADN obtenusesoptemier lieu analysées avec le
logiciel Array Gauge. Ce logiciel calcule l'intetéside chaque spot présent dans la membrane.
Pour cela, il a fallu concevoir une matrice perargtide mesurer 'intensité de chaque spot
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ainsi que les régions autour (10 régions sont denées) afin de pouvoir estimer le bruit de
fond local de ce spot. Les résultats obtenus squiréés vers un autre logiciel R, qui permet
de recaclucler I'intensité de chaque spot en elmiles valeurs de bruit de fond. Les valeurs

des intensités de chaque spot sont alors transfdedes un fichier Excel.

2.10Analyse des ARN par Northern blot

Cette technique permet d’analyser I'accumulatiamdARNmM grace a une sonde spécifique.

Migration et transfert des ARN sur membrane deonitulose

Un gel d’agarose 1,2% (p/v) / formaldéhyde 6,6%)(@'st préparé dans 150 mL final de
tampon de migration 1X (20 mM MOPS; 1 mM EDTA; 1 nadétate de sodium; pH 7).

Les échantillons (2Qg et 30ug d’ARN totaux de plantules agées de 6 jours d’Atapsis)
sont dénaturés en présence de.@e tampon de dép6t (B formamide ; 2uL formaldéhyde
37% ; 1ul de tampon de migration 10X ullde BET a 40(g/mL) par un traitement de 10
min a 65°C avant dépot. L’électrophorese est affsetdans du tampon de migration 1X ; a 3
V/cm de gel. Les ARN sont visualisés a 320 nm, gc BET (Sambrook et al., 1989).

Les ARNs sont transférés par capillarité sur unenbrane de nitrocellulose. Le transfert
s'effectue pendant la nuit, en présence de tami@ BX (1,5 M NaCl ; 0,15 M Na Citrate,

pH 7). La membrane est ensuite incubée 45 min @.80°

Marguage de la sonde et hybridation

Les sondes utilisées sont obtenues par PCR. Lgsénsts PCR sont purifiés et 100 ng sont
marquées radioactivement par incorporationatfeP-dATP, par la technique d’amorcage
aléatoire (kit « NEBIot Kit » Biolabs) suivant lesstructions du fournisseur.

Les sondes ADN marquées sont purifiées par chramabie d’exclusion comme indiqué

pour la purification des ADNc marqués (paragrapi@l?. Les conditions d’hybridation et de

lavage sont identiques a celles des puces a ADMadpaphe 2.8.2). Les membranes sont
recouvertes de film plastique, puis exposé a un &utoradiographique a -80°C. Le temps

d’exposition dépend du niveau d’expression du trananalysé.

2.11 Analyse des ARN par extension d’amorce

Cette technique permet d’'analyser les différerdadtrits d’'un géne et de déterminer leur
extrémité 5. Pour cela, un oligonucléotide situ&imn 80 bases en aval de I'ATG est

marqué radioactivement, puis hybridé avec les ARMwuUX. Une retro-transcription est
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effectuée. Les ADNc obtenus sont purifiés puis ipiis. En paralléle, la région promotrice
du géne analysé qui a été préalablement amplifigartir de ’ADN génomique, est clonée
puis séquencée en utilisant le méme oligonucléolideséquence obtenue est séparée sur un
gel d’acrylamide dénaturant en méme temps que IBINA obtenus par la réaction
d’extension d’amorce, ce qui permet de localisécH#guement par la suite I'extrémité 5’ des
transcrits détectés.

2.11.1Marquage de l'oligonucléotide

Le marquage de I'oligonucléotide se fait en 5’ [@aif4 polynucléotide Kinase et gu*? P-
ATP, de la maniére suivante :

100 ng d’oligonucléotide est incubé avec 5 plydé@P-ATP (10uCi/pl, 3000 Ci/mmol), 5ul
de tampon 5X, 10 U de T4 polynucléotide Kinaseiftogen) dans un volume final de 25pl.
La réaction se déroule pendant 10 min a 37°C. gdolucléotide est purifié comme indiqué

dans le paragraphe 2.9.1.

2.11.2Séquencage Manuel

La séquence de la région promotrice du gene éastigdalisée selon le protocole fournit avec
le Kit de Séquencage manuel (T7 sequencing KitB)JJU3ug d’ADN plasmidique obtenu par
clonage dans le vecteur PCR2.1-TOPO sont utilipées le séquencage. L'’ADN ainsi que
I'oligonucléotide (1uM ; le méme utilisé pour I'eéxtsion d’amorce) sont dénaturés pendant 5
min a 65°C en présence de 1,5umol de NaOH 1N. Langé réactionnel est neutralisé par
I'ajout de 1,5ul de HCI 1N. Ensuite, 2ul de tampidmybridation sont ajoutés et la réaction se
déroule pendant 10 min & 37°C puis 5 min a tempggambiante. On ajoute par la suite 3ul
de tampon de marquage, 2 pl de tampon de diluipth,de o** P-dATP (10pCi/ mmol,
3000Ci/ml) et 0,5 ul de 'enzyme T7 DNA polymérage. polymérisation s’effectue alors
pendant 5 min a température ambiante. Pendantngesiet tubes contenants chacun 2,5l
d’'un des ddNTP (di-déoxynucléotides A, C, G, T)tsmcubées 1 min & 37°C. A la fin du
temps d’incubation, 4,5ul du mélange réactionneit sgoutées a chaque ddNTP avant de
poursuivre la réaction pendant 5 min a 37°C. Latiéa est arrétée par I'ajout de 5ul de
tampon STOP (97,5% formamide, 10mM EDTA, 0,3% kdeubromophénol, 0,3% xyléne
cyanol). Chaque séquence est dénaturée 2 min as@f@ d’'étre séparée par électrophorese

sur un gel de polyacrylamide dénaturant.
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2.11.Réaction d’extension d’amorce

10pg d’ARN totaux sont dénaturés pendant 5 min &C6%®n présence de 3ul
d’oligonucléotide marqué, puis mis 5 min dans kcgl L'oligonucléotide marqué est incubé
avec ’ARN pendant 20 min a sa température opgndal I'hybridation (Tm moins 5°C). On
réalise apres une rétro-transcription avec 100 pe&kcript Il (invitrogen) en présence de
0,4mM de chaque dNTP, 5ul de tampon 5X, 10mM DDT/ 8 RNase Inhibitor
(Fermentas), pendant 50 min a 42°C. La réactamheve par chauffage 15 min a 70°C. Les
ARN sont éliminés par traitement, 30 min a 37°C cavgil de RNase A (10mg/ml,
Fermentas). Les ADNc radioactifs obtenus sont d@bepurifiés par extraction au
phénol/chloroforme puis précipités par I'ajout d&QLV TNE 10X et 2V d’éthanol absolu
froid, pendant la nuit & — 20°C. Le culot obtepues centrifugation de 15 min a 14000 rpm a
4°C et lavage a I'éthanol 70%, est repris avec diptampon de dépét dénaturant (97,5%
formamide, 10mM EDTA, 0,3% bleu de bromophénol%0,8y/lene cyanol). Les ADNc sont
dénaturés 2 min a 80°C avant leur dép6t et migragio un gel de polyacrylamide dénaturant
a cOté des séquences préparées auparavant (codesps a la région promotrice du géene

étudié).
2.11.4Préparation de gel de polyacrylamide dénaturant

Des gels de 6% polyacrylamide (bis-acrylamide/acmtle, 1/19) contenant de l'urée 8M
sont préparés avec une solution de TBE-S 1X (45nmig-Borate pH8,3 ; 0,5mM EDTA).
L’électrophorése se déroule dans du TBE-S 1X a @Wdant environ 1h30. Les gels sont

ensuite démoulés des plaques, séchés puis migesitan avec un film autoradiographique.

2.12Détermination de I'origine des transcrits

Ces différents transcrits peuvent provenir direeei’un site d’initiation de la transcription
(transcrit primaire) ou bien du clivage d’un tramisprécurseur. La technique d’extension
d’amorce, ne nous permettant pas de distinguee ees deux types de transcrits, nous avons

alors réalisé les techniques suivantes :

106



Matériel et Méthodes

2.12.1Capping in vitro des ARN par guanylyltransferase

Les ARNm plastidiaux ne possedent pas de coifluaéxtrémité 5'. La guanylyltransferase
permet le transfert du GMP en GTP au niveau ddrBexité 5’ tri ou di phosphate d’'un
ARNmM primaire. Aucun transfert ne peut avoir liew aiveau de I'extrémité 5’
mononphopshate d’'un ARN processeé.

Nous avons marqué I'extrémité 5° des ARN par addipar la guanylytransférase d’une
coiffe a**P-dGTP, selon les instructions fournies par lei€atant (Ambion).

15ug d’ARN et 10U de guanylytransférase ont étébies en présence de 100 pCindeP-
dGTP (3000 Ci/mmol) et 20 U de RNase Inhibitor.réaction a été incubée a 37°C pendant
1h. Les ARN ont été par la suite purifies par desaetions au phénol/chloroforme suivies
d'une précipitation au TNE1X et éthanol 100%. Ldotwbtenu (contenant les ARNs
marqués) est repris directement dans un tamporbddation (Hybr B Ill, kit RPA Iy Kit,
Ambion) puis dénaturé 5 min a 95°C avant d’étreriaibtoute la nuit a 42°C avec une sonde
ARN, produite par transcriptiom vitro correspondanau transcrit analysé. Les ARN non
hybridés (simples brin) sont digérés pendant 30 &iB87°C avec un mélange de RNase
A/RNase T1 (1,6 pl du mélange fourni dans le kitnl#on). Aprés inactivation des RNases,
les ARN doubles brin sont précipités puis lavegthanol 70% et séparés par électrophorése

sur un gel de polyacrylamide dénaturant avec umuean de taille d’ADN.

2.12.2 5’ Race couplée au traitement a la phosphatase AP)

Principe

Les transcrits plastidiaux primaires possedent exteémité 5’ tri-phosphate, les transcrits
secondaires, issus du clivage de transcrits prégrgs possedent une extrémité
5’'monophosphate. La ligation d’'un adaptateur ARNoeat I'amplification de I'extrémité 5’
par RACE peut se faire exclusivement avec un trénpoocessé. En revanche, aprés un
traitement des transcrits primaires a la phospbald$® (Tobacco acid pyrophosphatase) qui
permet de digérer le groupement tri-phosphate, AB& peuvent ainsi étre ligués a
I'adaptateur ARN.

Dans le but d’identifier les transcrits primairéardgéne, nous avons amplifié les transcrits
étudiés a partir d’ARN traités et non traités alecrAP, en utilisant le Kit RLM-RACE
(Ambion).
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Protocole

10pg d’ARN sont traités a la TAP, en présence diitdur de RNase, 1h a 37 °C dans un
volume final de 20ul. 4ul des ARN traités a la Tédnt ligués avec 300 ng d’adaptateur par
la T4 RNA ligase (5U), 1h a 37 °C. La reverse tcaipsion est alors réalisée avec 2ul d’ARN
ligués en utilisant une amorce (2uM) spécifiquetrdnscrit analysé. Deux PCR successives
sont alors réalisées sur les ADNc obtenus, ersaititia chaque fois une amorce situées d’'une
part au niveau de la séquence de l'adaptateur ARNlamitre part au niveau du transcrit
analysé. Les produits de PCR obtenus sont clon@dusieurs clones sont séquencés. Les

séquences obtenues déterminent les extrémitéstBamiscrit.

2.12.3Déterminations des extrémités 3’ et 5’ d’'un transat par Circular
RT-PCR

Principe

Cette technique a pour but de déterminer en mémpstées extrémités 3’ et 5’ d’un transcrit.
Pour cela les ARN sont autoligés par I'enzyme T4ARNpase (les deux extrémités 5’ et 3’
se lient entre elles). En utilisant des amorcesigées situées au niveau du 3’ et du 5’ du
transcrit analysé, une réverse—transcription suikime PCR est réalisée. Les produits de
PCR obtenus sont clonés et plusieurs clones saqieséés. Les séquences obtenues

permettent de déterminer les extrémités 3’ et Rrduscrit.

2.13
Protocole

1 a 5pg d’ARN totaux traités a la DNase sont dégata 70°C pendant 2 min, puis placés
dans la glace. La réaction d’'autoligation se fag@50U de T4 RNA ligase (Fermentas) en
présence de DNase | (1U, Fermentas) et RNase toh{{@iOU), 1 h a 37°C. Les ARN sont
par la suite purifiés par deux extractions au pléhlmroforme suivies d’une précipitation au
TNE1X et éthanol 100%. Les ARN précipités par dargation, sont repris dans I'eau stérile
et rétro-transcrits en présence de@lld’amorce spécifique du transcrit (2 uM) et 2008 d
Superscript Il H- RT (Invitrogendlans un volume de 20uL pendant 1h a 42°C (Zandueta-
Criado and Bock, 2004). La PCR est par la suidis€e dans un volume de 25ul avec 2 ul
d’ADNCc, en utilisant des amorces spécifiques sk part et d’autre des extrémités 3’ et 5’

du transcrit. Les produits de PCR obtenus sontéslat plusieurs clones ont été obtenus et
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séquencés. Les ségquences obtenues permettent efenidét les extrémités 3’ et 5 du

transcrit.

2.14Détermination de I'existence d’ARN double brinin vivo

Principe

Cette technique a pour but de déterminer I'exisgai&RN double brin in vivo. Pour cela les
ARN sont traités avec un mélange de RNases A/Tila gartaines concentrations, permettent
de digérer uniquement les ARNs en simples brin. ARSI présent en double-brin sont ainsi
protégés de la digestion par ces nucléases et peéte détectés par une RT-PCR, en

utilisant des amorces spécifiques du transcrityzal

Protocole

La digestion par les RNases (16ng/ul de RNase ®3&U/ul de RNase T1) se fait pendant
30 min a 37°C dans un mélange réactionnel de @@uhi1 Tris pH 7,5 ; EDTA 5mM ; NacCl
300mM) en utilisant 2ug d’ARN totaux traités préd¢ament a la DNase. Ces nucléases sont
inactivées par une incubation de 30 min a 37°C &@qug de Protéinase K. Les ARN sont
par la suite purifiés par trois extractions au piehloroforme et une extraction au
chloroforme. lls sont précipités par addition deEINX (1/10 V) et éthanol 100% (2V),
pendant la nuit a — 20°C. Les ARN sont alors sédtésepar une centrifugation de 15 min a
13 000 rpm, a 4°C. Le culot est lavé a I'éthanol%0roid, séché puis repris dans I'eau
stérile. Une RT-PCR est alors realisée en utilisded amorces spécifiques du transcrit

analysé.

3 Méthodes d’analyses des protéines

3.1 Extraction des protéines
Le matériel végétal est finement broyé dans unieragt’'azote. 200 mg de poudre sont mise

en suspension avec 200ul du tampon de dépot 4AXmO0Tris/HCI, pH6,8 ; 5% (v/iV)3-
mercaptoéthanol ; 0,2% bleu de Bromophénol ; 2096égbl ; 4% SDS). L'échantillon est
dénaturé pendant 10 min a 100°C, puis centrifugémbbutes a vitesse maximum. Le
surnageant peut étre alors utilisé pour une munaélectrophorétique. C’est une méthode

tres rapide et efficace pour I'extraction des pras.
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3.2 Isolement de chloroplastes intacts d’Arabidopsis

Ce protocole est réalisé a partir d’'un bac de plandle trois semaines, cultivées en semis
dense en chambre de culture. Les bacs sont pladé€ @&t a I'obscurité la nuit précédent
I'extraction de chloroplastes afin d’éliminer l'atin accumulé. Le protocole suivi est
également adapté ddviethods in Molecular Biology, vol 82 :Arabidopsis protocols.

Toutes les manipulations sont réalisées dans e gldans une chambre froide a 4°C. Les
feuilles sont broyées (3 fois 5sec) a I'aide d’'uminbroyeur a hélices dans du tampon HB
préalablement refroidi (0,45M sorbitol, 20mM TrieikKOH, 10mM EDTA, 10mM NaHCO3,
0,1% BSA). Le broyat est filtré sur 4 épaisseurgydee et une épaisseur de toile a bluter de
50 uM de vide de maille. La suspension est ensuiteribegée 3 min a 5000 g (rotor JS 7.5,
Beckman). Le culot est mis en suspension dans 12dentampon RB 1X (0,3M sorbitol,
20mM Tricine KOH, 5mM MgCQl; 2,5mM EDTA, pH 7,2) puis déposé sur un gradiat
percoll 40% (préparé dans du RB 2X concentré, fguiwlume est ajusté avec de I'eau) et
centrifugé 10 min a 5000 g (rotor JS 7.5, Beckméek chloroplastes intacts sédimentent
alors en bas, on élimine le percoll par aspiratlaes chloroplastes sont ensuite lavés 3 fois
dans du RB1X avec des centrifugations intermédialee5 min a 5000g.

Afin de séparer les fractions membranaires et $edublastidiales, les chloroplastes sont
éclatés par choc osmotique (MOPS/NaOH, 10 mM pH®8CI2 4 mM et EDTA 2,5 mM ;
PMSF 1 mM ; benzamidine.HCI 1 mM). Les membranestudiales sont alors sédimentées
par une centrifugation de 3 min a 5000 g. La faacsoluble est prélevée et mise de cbété, le

culot de membranes est lavé 3 fois puis finalemegris dans le milieu de choc osmotique.

3.2.1 Séparation des protéines par électrophorése sur gelde
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE

L’électrophorése SDS-PAGE est un systeme discomtimstitué de deux gels contigus mais
distincts : le gel de concentration et de sépamatidous avons utilisé deux systemes
d’éléctrophorese : Glycine SDS-PAGE (Laemmli, 19@0)Tricine SDS-PAGE (Schéagger
and von Jagow, 1987). Le premier permet de sémmsrprotéines de poids moléculaire
supérieurs a 30 kDa, tandis que le second estaplaigté a la séparation de protéines de petit

poids moléculaire (allant de 1 a 100 kDa).
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Glycine SDS-PAGE

Dans ce systeme d’électrophorese les gels de $é@paedde concentration sont réalisés avec

des tampons différents: le gel de concentratiovh &crylamide (v/v) ; 1M Tris-HCI, pH 6,8 ;
SDS 0,1% (v/v) ; 10% de persulfate dammonium (AP8)2% de Temed) et le gel de
séparation (12% acrylamide (v/v) ; 2M Tris-HCI, @B ; SDS 0,1% (v/v); 10% APS ;
0,2% de Temed). 10 a 30ug de protéines, apresutatiah, sont déposés dans chaque puits.
La dénaturation des protéines est obtenue en @muffendant 5 minutes a 95°C les
échantillons. L'électrophorése est réalisée a teatpee ambiante, avec un voltage constant
de 100 V, dans un tampon Tris-Glycine (Tris 25m@Glycine 240mM ; SDS 1% (p/v)).

Tricine SDS-PAGE
Dans ce systeme d’électrophorése, les gels deatipaet de concentration sont réalisés avec
le méme tampon (3M Tris-Cl, 0.3% SDS, pH8.45). é&dtophorese est réalisée a

température ambiante, avec un voltage constantO8eVl dans deux tampons différents :
tampon Tris-Tricine (0.1M Tris, 0.1M Tricine, 0.18DS) au niveau de la cathode et tampon
0.2M Tris-Cl, pH8.9 au niveau de I'anode.

3.3 Détection immunologique d’un transfert Western (wetern blot)

Les protéines séparées par Glycine SDS-PAGE samisférées sur une membrane de
nitrocellulose(Schleicher & Schuell, 0,45uNbendant une heure dans un tampon de transfert
(Tris 26 mM ; Glycine 190 mM ; SDS 0,037 % (p/v@thanol 20% (v/v)). Les protéines de
petit poids moléculaire séparées par Tricine SD&PBAont transférées dans du tampon (Tris
26 mM ; Glycine 190 mM; éthanol 20% (v/v)) pend@btmin a 15V sur des membranes de
nitrocellulose(Schleicher & Schuell, 0,2uM).

La qualité du transfert est vérifiée par coloratienla membrane avec du Rouge Ponceau (2%
(p/v) de Rouge Ponceau S; Acide Sulfosaliciliqu&gv) ; TCA 30% (p/v)).

Apres décoloration a I'eau, la membrane est satavéc 5% de lait dans du TBS 1X (Tris-
HCI 10mM, pH 7,5 ; NaCl 150mM) pendant une heur@.nhembrane est incubée pendant la
nuit a 4°C avec l'anticorps dilué dans du TBS-Tweentenant 0,1%-Lait 5%. La membrane

est lavée trois fois pendant 10 min au TBS-TwedfoOavec agitation. Aprés une deuxieme
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incubation avec I'anticorps secondaire (dilué &0@0) pendant 1h a température ambiante,
avec agitation, dans du TBS-Tween 0,1%-Lait 5%néambrane est rincée trois fois pendant
10 min au TBS-Tween 0,1% avec agitation. La reaatist enfin révélée avec application des
réactifs ECL.
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ABSTRACT

We have investigated the function of one of the
six plastid sigma-like transcription factors, sigma
3 (SIG3), by analysing two different Arabidopsis
T-DNA insertion lines having disrupted SIG3 genes.
Hybridization of wild-type and sig3 plant RNA to a
plastid specific microarray revealed a strong reduc-
tion of the plastid psbN mRBRNA. The microarray
result has been confirmed by northern blot analysis.
The SIG3-specific promoter region has been local-
ized on the DNA by primer extension and mRNA
capping experiments. Results suggest tight regu-
lation of psbN gene expression by a SIG3-PEP
holoenzyme. The psbN gene is localized on the
opposite strand of the psbB operon, between the
psbT and psbH genes, and the SIG3-dependent
psbN transcription produces antisense RNA to the
psbT-psbH intergenic region. We show that this
antisense RNA is not limited to the intergenic region,
i.e. it does not terminate at the end of the psbN
gene but extends as antisense transcript to cover
the whole psbT coding region. Thus, by specific
transcription initiation at the psbN gene promoter,
SIG3-PEP holoenzyme could also influence the
expression of the psbB operon by producing psbT
antisense RNA.

INTRODUCTION

Plastids are semiautonomous plant organelles harbouring
their own transcription system that originate f{rom a
cyanobacteria- and proteobacteria-like endosymbiote. The
cyanobacteria-like ancestor of chloroplasts has contributed
with a eubacteria-type RNA polymerase and the proteo-
bacteria-like ancestor of mitochondria with a phage-type
RNA polymerase to the transcriptional apparatus of higher
plants (1-3). Transcription regulation of the plastid genome
of higher plants is rather complex. In dicotyledon plants,
two different phage type RNA polymerases (NEPs, nucleus

encoded RNA polymerases, RPOTp and RPOTmp) and one
eubacteria-type RNA  polymerase (PEP, plastid encoded
RNA polymerase) participate in the transcription of the
~120 genes that are encoded on the plastid genome. The
PEP core enzymes is composed of four different subunits,
o, B, B’ and B”, which are encoded on the plastid genome
in two different transcription units. Genes coding the B, p’
and B” subunits are arranged as operon analogous to the rif
operon of Escherichia coli. The o subunit is encoded in
a S10 or spe-like operon together with genes coding for
ribosomal proteins [(4), reviewed in (5)].

The activity of the PEP core enzyme (o, B. B, B”) is
regulated by sigma-like transcription factors (SLFs), which
have at first been characterized by in vitro transcription
assays (6-8). The first cDNA sequences coding plant nucleus-
encoded SLFs have been described much later (9-15) and
finally six different sigma factors, SIGI-SIG6, have been
described for Arabidopsis thaliana (16). The mRNAs of
these SLFs are translated in the cytoplasm and corresponding
proteins are subsequently imported as precursor proteins into
the plastids. The functions of all these sigma factors are
not yet completely elucidated. Besides of specificity in the
recognition of different promoter regions, SLFs are also dif-
ferentially expressed during plant development and plastid
differentiation (17,18). Transcription of most of the sigma
factor coding genes is under light control, but tissue/organ
specific expression and regulation by circadian rhythm have
also been described previously (11,13,19). In addition, regu-
lation of PEP activity by phosphorylation either ot SLFs
or RNA polymerase subunits has been described (20,21).

In general, it seems that SLFs have overlapping as well as
specific functions (15,22,23). Although overlapping functions
have been demonstrated by in vitro transcription assays that
are performed without competition by other sigma factors,
the specific functions are more easily detected by analyses
that reflect in vivo competition conditions, i.e. by character-
ization of specific sigma knock-out plants. Most of the results
concerning the specific functions of plant sigma factors have
been obtained by analyses of Arabidopsis T-DNA insertion
mutants. From these results it can be concluded that a
SIG2-PEP holoenzyme transcribes specifically some of the
tRNA genes (24) and the psal gene (25). SIG5 has been
shown to play an important role in the recognition of the
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blue-light dependent promoter of the psbD gene (26-28) and
might in addition have specific functions during embryogene-
sis (29). SIG6 plays a more general role during early plastid
differentiation and plant development (30), and SIG4 is
of specific importance for ndhF gene transcription (31). The
tunctions of SIG1 and SIG3 in vive have not yet been
described.

From results obtained by in vitro transcription assays, it is
suggested that the activity of SIGI1 might be regulated by its
interaction with additional protein(s) (32) and that the activity
of SIG3 might be regulated by proteolytic cleavage (15.22).
In the present paper, we have analysed the plastid gene
expression pattern of an Arabidopsis SIG3 T-DNA insertion
mutant in order to characterize the function of SIG3 in plastid
gene transcription.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of SIG3 T-DNA insertion lines

Two different A.thaliana (ecotype Columbia, Co) SIG3
T-DNA insertion lines have been obtained from the SALK
collection (SALK_009166 and SALK_081321, named sig3-2
and sig3-4, respectively). The T-DNA is inserted at the border
of intron | and exon 2 in line sig3-2 and within exon 4 in line
sig3-4. None of the two lines was kanamycin resistant. The
heterozygous SI/G3 insertion lines were at first backcrossed
with wild-type (WT, Co.) plants two times in order to elimi-
nate any other T-DNA insertion or mutations. Every genera-
tion resulting from self-pollination was analysed by PCR
for the presence of the T-DNA insertion in the SIG3 gene.
Resulting homozygotes were isolated for both lines. The
sequences of the primers that have been used for the charac-
terization of the T-DNA lines are as follows:

1 5-GATGATACTGGTTGTGCCGCC-3"; 2: 5-AACGG-
CAAGCACAAAGAGACG-3'; 3: 5'-TGCCAAAAGGTTCT-
TTGCCAG-3": 4: 5'-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3";
5: S"-TTCAATTCGTTCCCCATTCCC-3'. PCRs have been
performed as described previously (31).

Plant material and RNA isolation

Surface-sterilized Arabidopsis seeds were spread on MS agar
plates, kept for 72 h at 4°C in darkness and then transferred
into a growth chamber and grown for 6 days at 23°C under
16/8 h light/dark cycle at 110 pmol of photons m~2 s~

Total RNA was prepared from seedling as described in (23).

DNA microarray preparation

The A.thaliana plastid DNA microarray was constructed by
spotting 60mer synthetic oligonucleotides that corresponded to
sequences of 80 protein genes on nitrocellulose membranes.
Oligonucleotides have been chosen within 200 nt sequences
downstream of the ATG translation initiation codons. The
spotting procedure was performed by Eurogentec (Belgium).
Each DNA sample was spotted two times on a nitrocellulose
membrane.

c¢DNA synthesis and array analyses

Total RNA was treated twice with DNase I (2 U/ug RNA)
in order to remove traces of DNA. An aliquot of 4 pg of

each RNA preparation have been labelled for microarray
hybridization. RNA was reverse transcribed using specific
primers corresponding to the 80 protein coding genes that
we wanted to analyse on the microarray. Primers are local-
ized as near as possible to the 3" end of the 60mers that
have been spotted onto the filters. The reaction was per-
formed as described (31) in the presence of 100 nCi of
[o-**PldATP (Amersham Bioscience) using Superscript 11
reverse transcriptase (Invitrogene). Samples were treated
with RNase H at 37°C for 15 min and non-incorporated
deoxyribonucleotides were removed by passage through
Sephadex G350. An aliquot of each of the synthesized
cDNAs was analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide
gel in order to verify the quality of the synthesized cDNA.
Hybridization was performed under the same conditions as
indicated for northern experiments, however, hybridization
time was extended to 3 days. After 3 weeks exposure to
Fujifilm Imaging Plates, the plates were analyzed using a
Phosphoimager (Fujifilm FLA-8000) and the accompanying
software. Background substraction was performed by applica-
tion of the R Project for Statistical Computing (33) (http://
www.R-project.org). Before calculating mean values and
standard deviations, results from all independent experiments
were normalized taking the highest-labelled experiment as
reference.

Primer extension

Using isolated total DNA from Arabidopsis as template,
the clpP, atpH, psbN and psbT promoter regions have been
PCR amplified and cloned into pCRRE.l-T()P()R (Invitrogen)
with the following primers: 5'-CCAATATGCAATGGGGG-
3" and 5-GTATCTCCTTCTCCAGG-3' (clpP), 5'-GGATA-
GGAACTACTATC-3' and 5'-GTCCAATAGAAGCAAGC-
3" (atpH, —44), 5'-GTGAGTCTATGGAAGGTC-3" and 5'-
CGCTAAGATTAATCCAGCC-3' (atpH, —413). 5'-CATC-
CAGTAGAACAGAAG-3" and 5-CTCTTAGTTGTTGAG-
AGG-3" (psbN) and 5-AGGTTGGTTTACGTTTG-3" and
S“TCATTTTTTAGTTGAAATTTT-3" (pshT). Primer exten-
sion experiments have been performed as described (31)
using 10 pg of total RNA. The following primers have
been used for primer extension and to establish the accom-
panying sequence ladders: 5-GTATCTCCTTCTCCAGG-3'
(clpP), 5'-GTCCAATAGAAGCAAGC-3" (atpH), 5'-CA-
AAGGCAGTATATAGAGC-3 (psbN), 5'-GAAATTTTAG-
GTGGTTC-3' (pshT) and 5-ATGGAAGCATTGGTTTAT-
AC-3" (psbN/psbT-antisense).

Capping

In vitro capping reactions were performed in a final volume
of 30 ul, using 15 pg of total RNA and 10 U of guanylyltrans-
ferase (Ambion), in the presence of 100 uCi of [G-"ZP]GTP
(3000 Ci/mmol) and 20 U of RNase inhibitor. The reactions
were incubated at 37°C for | h. RNAs were purified with
phenol/chloroform extractions and precipitated with 3 vol
of ethanol. Transcripts were then hybridized to 5 ng of
complementary riboprobe and subjected to ribonuclease
protection assay, using the RPA 1II'™ Ribonuclease Protec-
tion Assay Kit (Ambion), according to the manufacturer’s
protocol.



5'-RACE

The discrimination between transcription start sites and pro-
cessing sites of precursor RNAs was done by RNA Ligase
Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends (RLM-RACE
Kit; Ambion) without and with previous TAP treatment of
RNAs. Reactions were performed according to the supplier's
protocol but without removal of free 5'-phosphates by calf
intestine alkaline phosphatase. PCR products were analysed
on agarose gels after two successive PCR amplifications,
the first using two outer primers and the second using two
inner primers. Primers are as follows: psbT-as outer: 5'-
ATGGAAGCATTGGTTTATACATTTC-3', pshT-as inner:
5'-CGGGAACCACCTAAAATTTCAAC-3, psbN outer: 5'-
CTCTTAGTTGTTGAGAGG-3' and psbN inner: 5'-CCC-
AAAGGCAGTATATAGAC-3. The inner and outer Adapter
primers are those of the RLM-RACE Kit.

Northern

For northern blot hybridization, PCR fragments have been
p_jabelled by random priming (psbH, psbN, psbB and
rbcL) or riboprobes have been generated by T7 RNA poly-
merase (pshT). The gene-specific PCR fragments have been
obtained with the following primers: 5'-GGCTACACAA-
ACTGTTGAAG-3' and 5-CTAATTCACTGAAATTCCAT-
CC-3 (psbH), 5'-GGAAACAGCAACCCTAGTCGCC-3 and
5-CCCCGTGTTCCTCGAATGGATC-3" (psbN), 5-GGT-
CCTGGAATATGGGTATCC-3 and 5-GCCCCGAATTC-
CACTTGAGC-3 (pshB), 5-AACCAAGGATACTGATAT-
CTTGGC-3" and 5-ATCGTCCTTTGTAACGATCAAGGC-
3 (rbel). Prehybridization (1 h at 65°C) and hybridization
(24 h at 65°C) were performed in 0.5 M NaHPO,, pH 7. 2
1 mM EDTA, 7% SDS and 1% BSA. After h)bridization
filters were washed in 40 mM NaHPO,, pH 7. 2, 1 mM
EDTA and 7% SDS at room temperature for 10 min followed
by washing at 65°C for 5 min.

The psbT PCR fragment has been cloned into pCR2.1-
TOPO vector (Invitrogen), the construct was linearized by
BamHI and transcribed using T7 RNA polymerase in order
to obtain a pshT antisense riboprobe. Hybridization of the
psbT antisense RNA was performed overnight in 50% form-
amide, 5x SSC, 5x Denhardt and 19% SDS at 60°C. After
hybridization, filters were washed twice in 0.2x SSC contain-
ing 0.1% SDS at 42°C for 10 min.

RESULTS
Isolation of SIG3 T-DNA insertion lines

Two different A.thaliana SIG3 T-DNA insertion lines have
been obtained from the SALK collection (named here sig3-2
for SALK_009166 and sig3-4 for SALK_081321). The posi-
tions of the T-DNA insertions in the S/G3 gene are indicated
in Figure 1A. Homozygous plants were selected for each of
the two lines by PCR analyses using one primer pair that
amplifies the border between T-DNA and the S/G3 gene
(primers 2 and 5 for sig3-2 and primers 3 and 5 for sig3-4)
and one primer pair that amplifies part of the SIG3 gene
(primers | and 2 for sig3-2 and primers 3 and 4 for sig3-4).
Figure 1B shows the PCR analyses obtained after cleaning of
the mutants by two successive backcrosses (see Materials and
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Methods). Results reveal three homozygous plants for sig3-2
(Figure 1B, lanes 1/7, 3/9 and 4/10) and one homozygous
plant for sig3-4 (Figure 1B, lanes 2/8). These plants have
been propagated and their descendents have been analysed
in the following experiments. Figure 1C shows the visible
phenotypes of WTand mutant plants (sig3-4) when grown

at "3°C under 16/8 h light/dark cycle at 110 pmol of photons
m % s ! ie. visible phenotypes are not different. We have
also compared different light conditions, varying from 50 to
200 pmol of photons m gt using light/dark cycle or con-
tinuous illumination. Up to now, we could not detect visible
differences between phenotypes of WT and sig3 (sig3-2 and
sig3-4) plants (data not shown). If not otherwise indicated, in
all following experiments sig3-4 plants have been analysed.

Analyses of plastid gene expression in the
SIG3 T-DNA insertion mutants

In order to characterize the function of SIG3 in plastid
gene expression, we performed an overall transcript profiling
by microarray hybridization. Transcript levels of 6-day-old
SIG3 insertion mutants corresponding to 80 ORFs of the
A.thaliana plastid genome (see Materials and Methods) were
compared to that of WT plants. Three independent experi-
ments have been made. Normalized average values (sig3/
WT) and standard deviations are summarized in Table 1
(Supplementary Table S1 is at available at NAR online). If
the commonly used threshold value of 0.66 (1/1.5) is applied
(34), only two mRNAs, psbN and atpH. are significantly
reduced in the sig3 plants thus representing valuable candi-
dates for specific transcription by a SIG3-PEP holoenzyme.
These two mRNAs have been analysed in more detail by
primer extension in order to determine the promoter region
for specific SIG3 dependent transcription (Figure 2A and B).

The determination of 5" ends of precursor RNAs by primer
extension shows that psbN mRNA is transcribed from a sin-
gle PEP promoter (Figure 2A, lanes 5 and 6). Transcription
initiation at position —32 was confirmed by in vitro capping
of pshbN mRNA (Figure 2A, lanes 7-9). The upstream DNA
sequence of the transcription start site harbours —35 and —10
sequences reminiscent of prokaryotic-type promoter elements
(Figure 2D, upper lane). The psbN transcript is strongly
reduced in the sig3 plants, thus indicating that the pshbN tran-
scription is under specific control of SIG3. This experiment
was made with the two different sig3 mutants, sig3-2 and
sig3-4, and in both cases we obtained the same result (data not
shown). This shows that the lack of psbN mRNA in the two
mutants is indeed caused by the lack of sigma factor 3 and
not by an additional, undetected, mutation.

The arpH gene yields two different transcripts. One of
them ends up at position —44 from the ATG translation
initiation codon (Figure 2B, lanes 1 and 2). This mRNA
should result from transcription by NEP, as its upstream
sequence does not reveal recognizable prokaryotic-type
promoter elements. The exact position of the longer mRNA
in Figure 2B could not be determined since the accompanying
sequence ladder could not be read up to this point. Therefore,
we have cloned the DNA sequence upstream of the —44 RNA
and repeated the primer extension analysis using a primer that
is close enough to determine the 5'-end of the long apH
transcript (Figure 2B, lanes 11 and 12). The upstream DNA
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Figure 1. Characterization of two different S/G3 T-DNA insertion mutants. (A) Schematic representation of the T-DNA insertions and the location of the primers
that have been used for PCR analyses. (B) Selection of homozygous lines for sigd-2 and sig3-4 after the second backeross. Total DNA was prepared from five
individual Fj lines obtained by self-pollination of heterozy gous plants after the second backcross. The presence of the T-DNA was verified by PCR using primers
2and 5 (sig3-2, lanes 1-5) or primers 3 and 5 (sig3-4, lanes 1-5). The presence of WT DNA was analysed by PCR using primers | and 2 (sig3-2, lanes 7-11) or
primers 4 and 3 (sig3-4. lanes 7-11). (C) WT and homozygous 5/GG3 T-DNA insertion mutants grown on agar plates under 16 h light/8 h dark cyvcle for | week.

sequence of the long transcript starting at position —413 is
reported in Figure 2D, lower lane. This long RNA should
result from specific transcription by SIG3-PEP holoenzyme
because this RNA is completely absent in sigJ plants
(Figure 2B, lane 12). Altogether, these results show that the
atpH gene is under two-promoter/two-RNA polymerase con-
trol, and one of the two promoters is recognized specifically
by a SIG3-PEP holoenzyme. As control for an mRNA whose
expression does not change, i.e. it is not under control of
SIG3, we have analysed also ¢ipP mRNAs by primer
extension. The predominant —53 precursor RNA that is
produced by NEP (35) is present in equal amount in WT
and sig3 plants (Figure 2C, lanes 4 and 5).

The lack of psbN mRNA does not change
the processing of the psbB operon

The psbN mRNA represents naturally occurring antisense
RNA to the pshbB polycistronic mRNA (36). Therefore. we
wanted to know whether the strong reduction of the psbN
mRNA in the sig3 plants influences the processing of the
polycistronic transcript of the psbB operon which consists
of psbB, psbT, psbH, perB and perD mRNAs (37.38). The
organization of the pshB operon is schematically represented
in Figure 3A.

At first we have analysed the intermediary RNA species
that result from processing of the long co-transcript by north-
ern analyses (Figure 3B). By using probes that correspond
to the psbB, psbT and pshH genes northern analysis do not
show remarkable differences between WT and yig3 RNAs
(Figure 3B). The rbclL mRNA is analysed because the
microarray analyses for this gene had a high average value
and a high standard deviation (see Table 1). The rhcL
probe had been spotted in one of the corners of the nitrocel-
lulose membrane that had been utilized to handle the mem-
brane. Background hybridization was very high in some
experiments and the microarray results are not conclusive.
Therefore, we have analysed the rbcL transcripts by northern
hybridizations. As shown in Figure 3B, the rbcL mRNA level
does not change significantly in sig3 plants. The pshN mRNA
has been analysed in order to verify the microarray result.
The result confirms that pshN transcription is indeed very
much reduced in the sig3 mutant.

The psbT sense and antisense mRNAs were analysed by
primer extension, a method that is more sensitive than north-
ern analysis (Figure 4), The localizations of the primers that
have been used in these experiments is schematically indi-
cated in Figure 4A. Primer extension analysis using primer
(1). i.e. analysing pshT-antisense RNA, yields two different
RNAs (~330 and ~140 bases) that are both absent in sig3



Table 1. Transcript analysis of plastid genes in sigs compared with WT plants

Gene Ratio Gene Ratio Gene Ratio

name sigd/WT name sigd/WT name sigd/WT
psbN 0.49 £ 0.46 ndhE 096 +0.25 petN 1.OB £ 0.21
atpH 0.64 £ 0.20 psal 097 = 0.09 rpsl2 1.09 + 033
atpA 072 +£0.17 psbl 097 £0.15 rpll6 109 + 0.03
atpE 0.75 £0.20 petL 097 £ 0.18 rpl22 L.O9 +0.13
atpF 077 +0.32 psbT 098 +0.25 yef2 1.09 + 024
rpoC1 079 £0.13 ndhF 098 +0.22 rps 8 111 + 004
rpsl8 0.80 +0.26 rpoC2 100 £ 0.45 yefs L.11 £ 045
rpoB 0.80 +0.52 psbK 100 +0.12 ndhB 1.12 + 0.05
ndhH 0.85 £ 0.28 psbB 102 £0.36 rpsd 1.12 £ 0.26
petA 0.87 £ 0.09 Rps7 1.02 030 psbM 1.12 £ 043
rpl36 0.88 £ 0.11 clpP 1.02 037 ndhlJ 1.13 £+ 041
psaC 091 +0.17 psbl 102 +027 psaA 1.14 + 043
rpsld 091 £0.12 ndhD 102 £027 yefl 1.15 + 047
petB 091 £ 0.15 matK 103 £022 rpsl9 1.15 £ 050
atpB 091 £ 0.11 accD 103 2017 pshZ 1.17 £ 0.13
psbC 092 £0.33 rps 14 104 £0.15 rpl33 1.18 + 0.09
petG 092 £0.10 ndhG 1.04 +0.20 ndhK 1.20 £ 0.26
petD 0.92 £ 0.09 rpl20 1.04 023 psbL 1.21 £ 025
cemA 092 +0.10 rpL.23 1.05 +0.04 rpsl6 1.24 + 0.64
rpsl1 092 £0.33 Rpsl5 105 £ 030 rps3 1.24 £ 026
ndhC 0.93 £ 0.26 rps2 105 £0.10 psbH 1.31 £ 0.05
psbE 0.94 £ 0.05 Yefd 105 +0.54 yef3 1.33 £+ 031
rpl32 0.94 +£0.22 psal 105 £ 0.49 psbF 1.45 £+ 0.39
rpl2 0.94 £ 0.15 psaB 107 £ 0.09 pshD 1.50 + 0.63
rpoA 0.94 £ 0.14 ndhA 107 £0.27 psbA 207 £ 1.03
ndhl 0.96 +0.03 arpl 108 +£0.15 rbel 2.07 + 144

Values have been obtained from three independent experiments, each one
performed in two replicates.

plants (Figure 4B, left-hand side). From this result we can
conclude that both of these RNAs are under the control of
SIG3. The shorter of the two transcripts results from process-
ing and the longer one is a primary transcript, as shown by
5-RACE without or after treatment of mRNAs with tobacco
acid pyrophosphatase [TAP, (39)] (Figure 4B, left-hand side,
lanes 7 and 8). This means that the longer RNA corresponds
to a pshN/pshT-antisense co-transcript, and the shorter one
(i.e. the pshbT-antisense RNA) results from processing of the
long psbN/psbT-antisense co-transcript. The shorter RNA
ends up in the intergenic region, between psbT and psbN.
The exact cleavage site is shown in Figure 4C (upper lane).
The processing event separates the pshT-antisense RNA
from the psbN mRNA. Altogether, this experiment shows
that transcription from the psbN promoter produces antisense
RNA that covers the whole psbhT reading frame and whose
production is dependent on sigma factor 3.

Primer extension using primer (2) reveals two different
RNAs having their 5' ends located either in the intergenic
region of the pshB and the pshT genes (several transcripts
~154 bases) or within the coding region of the pshB gene
(~345 bases). Both RNAs are present in WT as well as in
sig3 plants (Figure 4B, right-hand side, lanes 5 and 6). The
~154 bases transcripts diverge between the last 6 nt at the
5" end. These RNAs could be processing intermediates of
the larger RNA. But the sequence upstream of these mRNAs
reveals two possible NEP promoter consensus sequences,
underlined in Figure 4C, that could also be responsible for
transcription initiation of RNAs starting at different, closely
situated, sites.
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DISCUSSION

In the present paper, we have analysed plastid gene expression
in two different SIG3 T-DNA insertion mutants that had been
obtained from the SALK collection. Plastid mRNAs have
been characterized by three different methods. At first, RNA
levels of all plastid mRINA coding genes have been monitored
by hybridization on a plastid specific microarray and in a
second step, selected mRNAs have been analysed in more
detail either by northern or by primer extension experiments.
In each analysis, RNAs prepared from sig3 mutants have
been compared to RNAs obtained from WT plants.

Microarray analysis revealed only two significantly redu-
ced mRNAs in sig3 plants, i.e. psbN and apH (Table 1).
These two mRNAs have been further characterized by primer
extension, a method that allows localization of the 5’ ends of
the corresponding precursor RNAs (Figure 2A and B). This
analysis shows that the psbN gene is under control of a single
promoter that is specifically recognized by SIG3-PEP holo-
enzyme. The promoter sequence of the SIG3-specific PEP
promoter of pshbN is shown in Figure 3 (upper line). The
—10 sequence is remarkably rich in adenine, while the —35
element harbours the consensus TTG triplet. On the other
hand, the arpH gene is transcribed from two different promot-
ers. The presence of two different promoters explains why
the aipH mRNA is less reduced in sig3 mutants than the
psbN mRNA. Only the minor, longer, atpH RNA (—413) is
under control of SIG3-PEP holoenzyme.

The comparison of the two different SIG3-specific pro-
moter sequences reveals similarities in an extended 35
region, in the region between the —10 and —35 consensus
elements and immediately upstream of the transcription
start site. The —10 consensus element is less conserved
(Figure 2D). The question of what makes the specificity of
SIG3 to these promoters cannot be answered by simple
sequence comparison and represents a challenge for future
work. The same holds true for other sigma factor/promoter
interactions such as SIG2/psal (25), SIG2/trnE-V-M and Q
(24), SIG4/ndhF (31) and SIG5/psbD BLRD (27). At a first
glance, the specificity of SIG3 reported here for the psbN
gene promoter seems to be in contradiction with previous
publications showing recognition of the pshA and rbcL pro-
moters by SIG3 (15.,23). However, these experiments have
been made using in vitro transcription conditions without
sigma competition. Similar results showing sigma specificity
in vivo under competitive conditions and apparently less spe-
cificity under non-competitive conditions are also reported
for SIG2 with respect to the psbA promoter (15,23,25.27).
In addition to redundant action of sigma factors under non-
competitive conditions we can also not exclude that addi-
tional SIG3-specific promoters exist in the multiple promoter
regions that precede many of the plastid transcription units.
Some of these promoters might be more easily revealed in
other developmental or environmental situations than used
in our studies. On the other hand, the absence of one sigma
factor might be compensated by overexpression of other
sigma factors that might initiate from another PEP promoter
within the same promoter region thus compensating the lack
of one sigma factor for the overall transcription of a given
gene. In such case, no change will be detectable by micro-
array analysis.
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Figure 2. Analyses of psbN, atpH and clpP precursor RNAs. Total RNA was prepared from 6-day-old Arabidapsis WT and sig3 (A3) plantlets, RNA was either
reverse transcribed and cDNAs were separated on 6% denaturing polyacrylamide gels (pshN, arpH and ofpP) or in addition 5'-labelled by guanylyliransterase and
analysed after RNase protection (psbN). The accompanying sequence ladders have been prepared using the same primers as for primer extension. (A) Primer
extension analysis of psAN mRNA from WT (lane 5) and sigd (lane 6) plantlets and analysis of the —32 manscript by in virro capping (lanes 7-9). Capped RNA
was analysed either directly (lane 9) or after RNase di gestion without (lane 8) and after prior hybridization to pshN complementary riboprobe (lane 7). (B) Primer
extension analyses of atpH mRNA prepared from WT and sigd (A3) plantlets using a primer that is located within the aipH coding region (lanes | and 2) or a
primer located within the 5"-non-coding region (lanes 11 and 12). (C) Primer extension analysis of ¢/pP mRNA from WT (lane 4) and sig? (lane 5) plantlets.
(D} The nucleotide sequences upstream of the pshN (—32) and, aipH (—413) precursor RNAs are shown. Transcription start sites are indicated by arrows and
by boldface in the sequences. The — 10 and —35 consensus sequences of the S1G3-specific psbN and arpH promoters are underlined.

Under our experimental conditions, there is only one gene
on the plastid genome whose expression is remarkably
reduced when SIG3/PEP is lacking. This is psbN. The func-
tion of the PsbN protein is still unknown. On the basis of anti-
body experiments it had been shown that PsbN is localized on
the thylakoid membranes (40). However, the suggestion that
PsbN represents one of the small proteins of photosystem 11
(PSII) has been recently contradicted by systematic sequenc-
ing of all PSII centre proteins (41). We have grown sigJ
plants under various light conditions (50-200 pmol of pho-
tons m ~s ', 8 h/16 h dark/light cycle or continuous light),
but we did not observe changes in the visible phenotype when
compared with WT plants. The question of why evolution
has conserved one sigma factor to regulate specifically the
transcription of the psbN gene cannot be answered at the
moment. The pshN gene expression might serve a regulatory
function for the expression of the psbB operon that is located
on the opposite DNA strand (see Figure 3A). The expression
of the pshB operon has been extensively studied in Fuglena
gracilis (42), Chlamydomonas reinhardiii (4344) and
Arabidopsis (45-47). In fact, two different 5’ leader segments

have been described in Arabidopsis for processed psbH
transcripts, one of them overlapping with the 5" leader of
the psbN transcript (45). The psbN mRNA might therefore
influence the processing of the pshH mRNA. To verify this
hypothesis we have analysed the expression pattern of the
pshB operon in WT and sig3 plants by northern hybridization
and by primer extension (Figures 3B and 4B). Using these
two methods, we could not detect changes in the processing
pattern of the psbB operon in sigd plants. Equally, western
blot analyses of protein extracts prepared from WT and
sig3 plants using commercially available antibodies against
PsbB and PsbH proteins do not reveal remarkable differences
(data not shown). Unfortunately, antibodies against the PsbT
and PsbN proteins are not yet available in order to test also
these two proteins.

Primer extension using a primer that starts at the ATG of
the psbT gene to detect pshT antisense transcripts (primer 1
in Figure 4A and B) shows that the pshN mRNA extends at
it 3" end at least up to the beginning of pshT thus covering the
entire pshT gene as antisense RNA. Both mRNAs, pshN
and psbT, could therefore be regulated by antisense RNA.
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Figure 3. Analysis of the expression of the pshN gene and of the pshB operon by northern experiments. (A) Schematic representation of the pshB operon. (B) Gel
blot hybridization of WT and sig? (A3) RNAs. Total RNA (10 pg) of 6-day-old plantlets have been separated on denaturing agarose gels and stained directly by
ethidium bromide (lanes 2 and 3, upper and lower panels) or RNA has been transferred to nitrocellulose and hybridized with probes corresponding to psbH
(lanes 4 and 5, upper panel), pstN (lanes 6 and 7, upper panel), psbB (lanes 4 and 3, lower panel), psHT (lanes 6 and 7, lower panel) and rbeL (lanes 8 and 9,

)

lower panel). Hybridization probes correspond to ~P-labelled PCR fragments (psbH. pshN. pshB and #bel) or to complementary riboprobe (pshT). Molecular

weight markers are shown on the left-hand side.

Noteworthy, by specific transcription of the psbN gene, SIG3
could also regulate the expression of the pshbB operon by
producing pshT antisense RNA.

Primer extension analysis of the psbT sense RNAs revealed
a yet unknown pshT transcript whose 5' end is located within
the coding region of pshB (~345 bases, Figure 4A and B). It
would be interesting to investigate whether this RNA results
from transeription initiation or from processing. Initiation of
the psbT mRNA within the psbB coding region would mean
that under certain conditions both genes, psbB and pshT, need
to be transcribed separately. On the other hand, processing of
the polycistronic mRNA within the pshB coding region
means inactivation of the psbB mRNA. Thus, our results indi-
cate an additional, so far unknown, mode of regulation of the
psbB operon, concerning especially the two proximal genes,
psbB and psbT. The shorter pshT sense transcript (~154
bases, Figure 4A and B) ends up within the intergenic region
between the pshB and psbT genes. The 5 ends of these
transcripts extend over six bases that are located downstream

of two different potential NEP promoters. Thus, although
cleavage of a dicistronic psbB-psbT mRNA is expected as
part of processing of the polycistronic pshB precursor RNA
we cannot exclude that the shorter pshT mRNA is produced
by transcription initiation. It has recently been shown that
antisense transcripts stabilize polyadenylated mRNA in
chloroplasts (48). Therefore, it would be likely to assume
that the absence of psbN/pshT-antisense RNA in sig3 plants
destabilized the psbT sense transcript. However, the quantity
of the ~154 bases pshT sense transcripts in sig3 plants is not
significantly different from WT plants. Thus, regulation by
antisense stabilization is not applicable at least not under
the growth conditions that have been routinely used in the
present work (i.e. 110 pmol of photons m % s ). Experi-
ments are actually in progress to analyse quantitative changes
in psbN and psbT sense and antisense RNAs during plant
growth and development and under specific stress conditions.
We hope that these experiments will provide an idea under
which conditions pshT antisense RNA regulation might be
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Figure 4. Transcript patterns of the psbT sense and antisense transcripts. (A) Schematic representation of part of the psbB operon. Primers that have been used for
primer extension analyses are indicated by horizontal, closed, arrows and by numibers. RNAs that have been revealed by primer extension are indicated by dotred
lines and processing sites are labelled by vertical, open, arrows. The unique psbB and pshN promoters are indicated as PpsbB and PpsbN. (B) Primer extension
analyses of pshT sense and antisense RNAS. The pshT antisense RNA has been analysed using primer (1) and the pshT sense RNA (mRNA) has been analysed
using primer (2). The sequence ladders have been established using the same primers as for primer extension. The 5 ends of the 140 and ~330 bases pshbN
transcripts have been analysed by 5'-RACE after (lane 7) and without (lane 8) TAP treatment of mRNAs. (C) Nucleotide sequences surrounding the cleavage
sites between psbN sense and pshT-antisense RNA and the 5' end(s) of the shorter psbT mRNAs. Numbers indicate the distance from the 5 end of the primers.

important in plastids. The psbT protein has been shown to
play a role in dimerization of PSII (49) and to be required
for efficient repair of photodamaged PSII reaction centre
(50). Environmental conditions that lead to photodamage
of PSII might therefore be connected to a specific induc-
tion of PsbT protein expression, regulated by transcription
from independent promoter(s) and/or by antisense RNA. It
would be interesting to test such a hypothesis in the future.
The sig3 plants described here represent a powerful means
to investigate on such type of regulation of the pshB
operon, but also to elucidate the function of the psbN
protein.
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Résumé

Trois ARN polymérases sont responsables de ladrigtion du génome plastidial. L'une
d’entre elle, la PEP (Plastid-Encoded RNA Polymeyasst de type eubactérien et
multimérique. Cette enzyme interagit avec des tastele transcription de type sigma au
niveau des régions promotrices des genes ciblesz Brabidopsis thaliana six facteurs
sigma sont codés par des genes nucléaires etosafises dans les plastes.

Nous avons étudié la fonction du facteur sigma [&83 a l'aide de mutants d’'insertion
d’ADN-T d’Arabidopsis. L'analyse du profil d'expre®n des génes plastidiaux
(transcriptome) par puce a ADN nous a permis detraomue le complexe PEP-SIG3
transcrit spécifiqguement le gepstN et régule I'expression des gératpH, atpA, atpE, atpF

etatpB.

Le génepskN se trouve sur le brin opposé de I'opémsbB entre les gengsshl et pstH.
L'expression d@stN produit des ARNs antisens gebl. Des expériences de protection a la
RNase A/T1 nous permettent de suggeérer que lescriggsens et antisens pgbl' forment

in vivoun ARN double brin. Nous avons montré que cheamuéantsig3 le transcrit antisens
de psbr est totalement absent alors que la protéine Psbples abondante par rapport au
sauvage. Ces résultats suggérent que la formatimnARN double brirpsbl' sens/antisens
diminue l'efficacité de la traduction de la pro&PsbT.

Ainsi, le complexe PEP-SIG3, en reconnaissant igaement le promoteur du géepshN,
permet la synthese de transcrits complémentairgsii ce qui constitue un outil de
régulation de I'expression de la protéine PsbT.

Les génesatpH et atpB font partie respectivement de I'opératpl/atpH/atpF/atpA et
I'opéron atpB/atpE. En utilisant la spectinomycine, nous avons n#gue |I'expression des
différents génes codant les sous unités de I'ATRthage plastidiale est exclusivement
contrdlée par 'ARN polymérase plastidiale, PEPuBlavons ensuite analysé I'expression de
ces opérons dans le mutaig3

Le géneatpH code la sous unité CFO-Ill du complexe de I'ATythase, 5-12 fois plus
abondante que les autres sous unités. Le ggBecode la sous unit@ du complexe CF1 de
'ATP synthase. Nous avons observé par puce a ADMNzcla plante sauvage que
'accumulation de 'ARNmatpH est 5 a 12 fois plus importante que les autragstrits
codant les sous unités de I'ATP synthase. Noussawuontré que ’ARNnatpH est produit
Soit par co-transcription des gerapl/atpH soit par transcription a partir d’'un promoteur
(PatpH-413) reconnu par le complexe PEP-SIG3. Nous sogg&insi que le complexe PEP-
SIG3 pourrait participer par la régulation trangtiannelle de I'expression du geagpH a
I'établissement de la staechiométrie de 'ATP sys¢halastidiale che&rabidopsis thaliana

Par contre, 'opéroatpB/atpE est transcrit a partir de deux promoteuratpB -520 et RtpB
-467. Seul le promoteurafpB -467 est sous le contréle du facteur SIG3. Cesiltas
suggerent donc que le facteur SIG3 régule de mapies atténuée I'expression de I'opéron
atpB/atpE.






