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Loctococcus lactis est une bacterie employée en industrie fiomagere, particulièrement 

pour la fabrication du fiomage Cheddar. Son rôle d'acidification du milieu peut être entravé 

partieliement ou totalement par des bacttkiophages, engendrant des pertes t5conorniques 

considérables. Certaines souches bact&kmes possèdent intrinsèquement un ou des 

mécanismes de resistance contre les phages. Parmi ceux-ci, l'avortement de l'infection (abi) 

est l'un des plus efficace. Ce travail a permis la découverte et la caractérisation d'un nouveau 

système piasmidique de type abi, nomme pED 1. Provenant d'un lactocoque isole du lait cru. il 

est efficace contre l'espèce phagique 936, la plus probl&natique en Amtrique du Nord. 

Comparativement la souche sauvage infectée par le phage p2 (espèce 936). un million de 

fois moins de plages de lyse sont observees si la souche contient pEDZ. Sept pourcent des 

cellules infectées relarguent des virions et le cas écheant, dix fois moins de phages sont 

libérés. Jusqu'a present, pED1 est le premier système abi a être disponible au Canada sans 

restriction de brevet et pourrait potentiellement êue exploité commercialement. 

Eric Dion 

directeur 



AVANT-PROPOS 

Comme pour toutes les autres activités qui  nous intéressent, la m a î î  quand on est 

dedans, on n'a jamais le temps de tout faire ce que l'on voudrait faire et quand on l'a t e d e e .  

on trouve que ça s'est trop vite passée. Heureusement que h vie est ainsi faite. Parce que 

malgr6 tout, il faut de la détermination, de la patience et un soupçon de chance! 

De la chance j'en ai eue, j'ai rencontré le Dr Sylvain Moineau alors que j'Ctais encore 

étudiant au baccalauréat, quelques mois aprb son arrivde à l'université Laval. Moi qui 

vouiais œuvrer dans le secteur alimentaire, voilà que je fais partie de l'equipe du seul 

professeur du depariement qui y est implique. Il m'a accorde sa confiance et je lui en suis tres 

reconnaissant. 

Sylvain est un professeur qui ne menage ni son temps ni ses Cnergies pour ses étudiants 

et son laboratoire. Les connaissances acquises, issues de son encadrement, me permettront de 

mener à bien les pro$ts que j'entreprendrai. 

Je me souviendrai toujours de ces belles années passées en compagnie de la gang du 

labo qui forme probablement La plus grande équipe de recherche au pays sur les lactocoques et 

les phages de l'industrie laitiére. L'atmosphere de camaraderie qui y regnait contribuait B 

faciliter le travail. Je me rapellerai aussi de nos activités de loisirs : canot A glace, camping, 

cabane à sucre, mes premiers congres. les p'tits restos, etc. Mechante belle gang (Denise, 

Fredéric, Hl'iene, Isabelle, Julie, Karidia, Line, Martin, Nathalie, Sandra. Steve, Sylvain), sans 

oublier les stagiaires et tous les autres qui sont venus travailler avec nous. 

J'ai choisi de vous quitter pour poursuivre mes etudes de troisieme cycle dans le 

monde des eucaryotes. Ce qui me permet de dire a mes collègues que plus tard vous 

retrouverez un confière et non un compétiteur. Partir pour se complémenter, plut& que se 

concurrencer. 



Je remercie toute l'equipe pour leur soutien et plus spécialement Luie Berthiaume qui a 

grandement contribue au projet, particuli&rement lors des clonages. 

Je remercie les membres de mon cornite aviseur qui ont eu la gentfiesse d'accepter 

d'en faire partie et de soumettre leurs idees et commentaires judicieux : Dr André Darveau et 

Dr Jacques Goulet (aussi codirec teur) . Votre intérêt a été grandement apprecié. 

Ce travail n'aurait pas eté possible sans l'appui de partenaires industriels que sont 

Agropur et Quest International ainsi que des organismes subventionnaires ; CRSNG (projet 

strategique). GREB (Université Laval, bourse), ADSEG (Universite Laval, bourse de 

congres). AELIÉS (Universite Laval. bourse de congrW. 

Les passions drainent souvent beaucoup de temps et ce fut le cas de mon projet. Alors. 

je tiens A remercier mes amis et ma famille pour leur comprehension. À mes parents et a mon 

fii?re, merci de votre support et de vos encouragements. Line, ça a l'air que t'as tellement aime 

le projet que t'as decide de garder le gars qui va avec! Merci pour ton support. 
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CHAPITRE 1 : Introduction 

1.1 L'hôte, le parasite et leurs impacts économiques 

1.1.1 Impacts économiques des produits laitiers (survol) 

Le secteur agro-alimentaire gCnére annuellement a 1'6chelle nationale, des revenus de 

l'ordre de 57.5 milhrds de doilars et les produits laitiers occupent le deuxième m g  après les 

viandes, avec 14% des revenus, soit des retombées economiques de huit milliards de doilars 

(figure 1). Deux p ~ c i p a u x  joueurs se divisent le marché canadien de la production de lait, 

l'Ontario avec 33% et le Quebec, bon premier avec 378 des parts. Ce qui signifie des recettes 

avoisinant un milliard et demi de doliars pour les producteurs laitiers queMcois. 

Les fromages sont le fer de lance des exponations canadiennes de produits laitiers, 

avec des ventes supérieures à 144 millions de doilars. Le Cheddar, dont la production 

necessite l'emploi de lactocoques (sujet ii l'inactivation par les bacteriophages), rappone pres 

de la moitid des recettes, soit 7 1 millions de doliars. A cela s'ajoutent les ventes pour le 

marche intérieur, inutile de dire que les revenus en sont décuples. Au cours des cinq dernieres 

annees, la demande A l'étranger pour le Cheddar canadien est en constante progression (figure 

2). Rien n'indique que la tendance s'inversera à court terme. Fait souligner. en 1998, le 

Québec était le principal producteur de fromage Cheddar, accaparant 50% de t production 

canadienne. 

Donc, l'industrie iaitiere est un secteur économique très important pour le pays (22 0 0  

emplois seulement pour le secteur de la transformation laitière) et le Québec est la principale 

province productrice de fromages (57% de la production canadienne en 19974998)- Le 

produit vedette étant le fromage Cheddar, il est par conséquent impératif que le Canada et le 

Québec se dotent d'outils biotechnologiques pour faire face la vive concurrence à l'heure de 

la mondialisation des marches. Au Étatsunis, l'utilisation de bactéries lactiques modifees 

génétiquement est permise. Quelques mécanismes d'avortement de l'infection sont déja en 



cours d'utilisation (dans des souches de kctocoques) et exploités commercialement Pour 

l'instant la Egislation canadienne en maigre de modifications genetiques ne permet pas 

l'usage de certaines methodes (t5lectroporation) employées aux États-unis. Mais d'ici 

quelques annees. si la reglementation est modifiée. nos industries pourront a km tour 

augmenter leur compétitivitt5. 

Rt? ferences (sites we b) ; Centre Canadien d'Information Laitière. Agriculture et Agro- 

alimentaire Canada. Commission Canadienne du Lait. Statistique Canada. 



Figure 1 Principaux secteurs de l'agro-alimentaire au Canada et leur quote-part en 

fonction des revenus pour f'annee 1998. Centre Canadien d'Information Laitiere 

(http://www.dairyinfo.agr.ca/) 
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Figure 2 Exportations canadiennes de fromage Cheddar, depuis 1994. Centre Canadien 

d ' Information Laitière (http://www.dairyinfo .agr.cal) 
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1.1 3 Les lactocoques, généralités 

Les lactocoques (coques allonges lt Gram positif) font partie du groupe des bacteries 

lactiques, lequel comprend onze genres (Holt et al., 1994) dont plusieurs ont un usage 

cornmerciai. Les bacteries lactiques possèdent la caractéristique interesante d'être 

géneralement reconnues comme &curitaires (van de Guchte et al., 1992). C'est pourquoi elles 

sont fréquemment employées pour la fermentation de produits alimentaires. Le contenu 

nuclCotidique de leur gCnome r&Ue un pourcentage en guanine et cytosine qui s'elève 

environ à 37% (van de Gutche et al., 1992). 

Cinq especes composent le genre Luctococcus ; garwiae, lactis, piscium, plantarum et 

rafinolactis. Celie qui nous intéresse particulièrement, de par son utilisation repandue dans la 

fabrication fromagère (Cheddar), est l'espèce lactis. Cette dernière comprend trois sous- 

espèces ; crernoris, hordinioe et lactis, en plus des biovars. Un de leurs dérivés métaboliques, 

l'acide lactique, permet la coagulation des proteines laitieres via une baisse du pH qui résuIte 

du catabolisme du lactose par Les voies de la fermentation. Ce cedechet bactérien » sen aussi 

d'agent de conservation en empêchant la proiift5ration de plusieurs pathogenes. Le système 

protéolytique de L. lacris est directement implique lors de la maturation fromagère puisqu'il 

dégrade la caséine du lait en petits peptides et en acides aminés, ce qui génère alors des 

composés relies aux saveurs ou leurs précurseurs. Ces caracteristiques expliquent l'usage très 

répandu de ce micro-organisme pour la fabrication d'une gamme etendue de produits laitiers 

fermentés dont une grande variété de fromages. 

Ces organismes procaryotes sont susceptibles aux infections virales causées par des 

bactériophages. Lors de la production fromagère il grande échelle, un tel phenomène 

biologique peut avoir un impact sur le produit fmi. Ce problème d'envergure internationale est 

connu depuis 1935 et de nombreuses études ont Cte déjà effectuées pour tenter de contrer les 

effets néfastes des phages. 



1.1.3 Bactériophages de lactocoques 

Les bacteriophages se retrouvent naturellement dans le lait cru et certains peuvent aussi 

se retrouver dans le lait pasteurise (Dinsmore et Klaenhammer, 1995). Au sein des usines 

laitières, le lacto&rum est un véhicule de choix pour la propagation virale etant donné sa 

faible viscositt5 qui permet aux virus de se disperser aisément (figure 3). En toute logique, il 

est utopique de croire que les phages pourraient être totaiement éradiques d'une usine. 

Conséquemment, il faut trouver des moyens palliatifs afin de réduire au maximum l'impact 

économique négatif engendre par les bacteriophages. La rotation des ferments est une stratégie 

qui  permet normalement d'eviter les ratés imponantes de fermentations. Cela presente 

l'inconvénient d'augmenter la diversite phagique dans I'usine et d'accroître les risques qu'un 

ferment résistant ne devienne la proie d'un phage nouvellement présent (Sing et 

Klaenhammer, 1993). De plus, ce type de système alourdit considérablement la gestion des 

ferments. 

Les fermentations à grande echelle peuvent mettre en présence plusieurs parasites et 

hôtes. Les conditions sont alors réunies pour qu'il y ait « coinfection hMrogène >> 

(néologisme; infection par des phages differents. de la même esp&e ou d'espèces diverses) ou 

« coinfection homogène » (neologisme; plusieurs virions du même phage). 



Figure 3 Cycle lytique d'un bacteriophage pr&nte en cinq etapes (A-E). L'infection 

entraînera une mobilisation de la machinerie cellulaire pour le bénefice du virus. A) 

Adsorption du phage il la cellule. B) Éjection de l'ADN phagique. C)  Synthihe d'acides 

nucleiques et de proteines virales. D) Assemblage des composantes phagiques. E) Libération 

de virions matures. 





1.1.4 Classification des bactériophages et étude de leur génome 

Grâce il certains criteres tels que la morphologie. l'homologie d'ADN. la composition 

protéique, l'analyse des 6ragments de restriction, h sérologie, la taille du genome et la 

spécificite d'infection, il est possible de differencier et donc de classer les phages (Ackemann 

et DuBow, 1987; Jarvis et al., 1991; Moineau et al., 1993; Maniloff et Ackermann, 1998). La 

classification des phages de lactocoques s'effectue à la manière d'un arbre généalogique 

quatre niveaux. D'abord il y a les familles, au nombre de deux, celle des Siphoviridàe et ceUe 

des Pohviridae. Les Sipbviridae ont pour caractéristiques morphologiques une tête 

isom6trique ou ailongde ainsi qu'une longue queue non contractile. Pour ce qui est des 

Podoviridae, ils ont egalement une tête isométrique ou allongée mais possèdent une queue très 

courte. Chacune des familles comporte deux morphotypes (Siphoviridue : B1 et B2; 

Podoviridae : C2 et C3) (figure 4). Chacun des morphotypes peut comprendre une ou 

plusieurs espèces de phages. Les bactériophages de lactocoques se regroupent en 12 espèces 

différentes (Ackermann et DuBow. 1987). Parmi celles-ci, trois espèces se distinguent des 

autres par leur occurrence dans le secteur laitier nord américain; 936, c2 et P335 (Moineau et 

ai., 1992; Moineau et al., 1996). Le dernier niveau de «l'arbre» correspond aux phages eux- 

mêmes. Les especes 936 et c2 contiennent uniquement des phages lytiques. alors que l'espèce 

P335 englobe des phages lytiques et tempérés. Quant A l'appellation des phages de 

lactocoques, l'instar des coliphages (Freifelder, 1965). des corynebactdriophages (Groman et 

Rabin, 1982) ou corynephages (Groman et Rabin, 1980; Le Marrec et al., 1998) et oenophages 

(Santos et ai.. 1998). le ndologisme « lactiphages » ou « lactophages » pourrait leur être 

assigné. 

Depuis quelques annees le séquençage de gtnomes phagiques s'effectue (Jarvis et uI., 

1995) afin de recueillir des informations supplt5mentaires au niveau rnoléculaire. Au moins un 

membre des trois principales espèces de phages de lactocoques renconrr& dans l'industrie 

laitiere nord-amtricaine a été passé au crible. C'est le genorne du phage bL67 de l'espèce c2 

qui a ouvert le bal (Schouler et al., 1994) suivi par le phage c2, de l'espèce du même nom 

(Lubkrs et al., 1995). Quant aux travaux sur le phage skl (espèce 936). ils ont pont sur 

l'analyse de sa séquence d'ADN, l'expression de ses genes, son origine de réplication et sa 



structure modulaire (Chandry et al., 1997). Plusieurs genes ont pu y être identifies et un 

alignement de séquence avec le coliphage A demontre une correspondance frappante entre la 

longueur des cadres de lecture ouverts (orf) et le point isoélectrique de leur produit. Les 

auteurs ont proposé que çe phénomène indique une forte conservation l'organisation genétique 

entre skl et ii, ce qui pourrait servir predire les fonctions des produiis des ghes du phage 

skl. L'espke P335 est moins problématique (puisqu'elle compte des phages tempérés) et le 

premier representant de cette espèce à avoir été auence  est le phage r l t  (van Sinderen et al., 

1996). Une autre étude comparative de génome a 6té menée, cette fois en utilisant quatre 

phages de l'espèce c2 (Perrin er al,. 1997). I1 en ressort que quelques caract~ristiques 

particulieres de la region intergénique cos, sont conservés au sein de tous les membres d'une 

espèce. Un des motifs conservés semble plus général puisqu'il est retrouve dans les régions 

cos de tous les phages de iactocoques séquençés et pourrait être relié la spécificité de la 

terminase. Certains motifs conservés semblent encore phs généraux, car ils sont homologues à 

des séquences irnpliqut5es dans la maturation et I'encapsidation du coiiphage A. 

Une meilleure comprehension de la genttique des phages est essentielle et pourrait 

résulter en la crkation de nouveaux systernes de defense ii leur endroit. Un article de revue de 

Djordjevic et Klaenhammer (1997a) fait le point sur l'état des connaissances à propos des 

genes phagiques et de leur expression dans des lactocoques. Fait particulièrement int&essant, 

plusieurs strategies et mtkanismes ami-phages y sont abordes. L'effet de la température étant 

un effecteur de choix (pour le secteur alimentaire), il fut retenu par une équipe hollandaise afin 

de mettre au point un répresseur thermolabile de bacteriophage utilisable dans un systeme 

d'expression (Nauta et al., 1997). 

Encore avec l'objectif de construire un système d'expression de grade alimentaire, un 

promoteur phagique inductible cette fois apres l'infection virale. a Cte caractérisé au niveau 

mol&ulaire de même que son activateur transcriptionne1 (Walker et al., 1998; Walker et 

Klaenharnmer, 1998). Il a alors été démontré que le promoteur inductible de ce bacteriophage 

lytique avait plus de 958 (jusqu'a 98%) d'homologie avec deux autres phages tempéres a 
certains endroits de leur génome. De plus, L. lactis NCK203 (souche utilisée en laboratoire) 

contient une séquence homologue à ce promoteur phagique et grâce la mitomycine C, un 



prophage a et6 induit de cette demière. Ces résultats tendent à demontrer un mécanisme 

conservé de régulation et d'expression des ghes entre le phage lytique en question (@31 de 

l'espèce P335) et au moins deux autres phages ternpért?~, en plus de mettre en evidence un lien 

entre l't5volution de certains phages tempéres et lytiques. 

À la fm de 1998, un nouvel outii pour suivre le dt?veloppement des phages de l'espèce 

c2 lors de fermentations laitit!res (ou pour des etudes genétiques) a fait l'objet d'un article par 

notre Laboratoire. Il s'agit d'anticorps monoclonaux diriges contre les protéines majeures 

(conformation native) de la capside de phages de iactocoques de l'espéce c2 (Chibani-Azaiez 

er al., 1998). 



Figure 4 Morphotypes des bactériophages de lactocoques. Siphoviridae: morphotypes 

B 1 et B2. Podoviridae: morphotypes C2 et C3. 
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1.2 Les mécanismes de résistance aux bactériophages 

1.2.1 Généralités 

Outre la rotation des ferments, une autre façon de combattre la proliferation des virus 

est d'utiliser des souches posddant un systeme anti-phagique. De tels systemes peuvent être 

prksents naturellement dans cenaines souches, mais grâce la biologie moléculaire. on a dirige 

vers la construction de systemes de resistance qui peuvent être transferés dans des souches A 

fort potentiel commercial (outre le fait qu'elles sont parfois sensibles aux bactdriophages). 

Jusqu'à présent, quatre mécanismes naturels de resistance aux phages de lactocoques ont éte 

rkpertoriés dans la litterature: inhibition de l'adsorption du phage. inhibition de I'ejection de 

l'ADN phagique. restrictiodmodification et avortement de l'infection (Sing et Kiaenhammer, 

1990; Hill, 1993; Garvey et a1.,1995b; Allison et Klaenhammer, 1998). Ils sont habituellement 

codes sur des plasmides. mais ceci ne constitue pas une regle absolue (Garvey et al., 199Sb). 

Parmi ces quatre groupes, celui de l'avortement de l'infection est le plus efficace (Sing et 

Klaenhammer. 1990). 

La littérature regorge d' informations à propos des bacterio phages de lactocoques, de la 

resistance virale et des ferments ktiques. Les mécanismes de résistance habituels font fi de la 

présence des virions dans le lait. Par leur action. ils permettront la fermentation mal@ la 

prdsence de phages. Une autre perspective de la problématique phagique indusuielle a éte 

présentke par l'usage d'anticorps. En effet, l'ajout d'anticorps en concentration elevee (Geiler 

et al., 1998) servirait neutraliser les phages presents dans les cuves de fermentation. Bien 

que tous les phages n'aient pas nécessairement de souche hôte dans le ferment. ils poumient 

être neutralisés. Les anticorps seraient produits par des vaches pr6alablement immunisées et 

dont les immunoglobulines (anti-phages) se retrouveraient dans le lait. Le procedé peut être 

économiquement rentable si le colosuurn (premier lait produit en postpartum) est recueilli, 

puisqu'il est jusqu'à 200 fois plus concentré en irnmunoglobulines que le lait conventionnel 

(Geller et al., 1998). L'avantage de cette methode est qu'elle permettrait de réduire la diversité 

phagique de l'usine. 



Plus un mécanisme de résistance est efficace contre un tventail large d'espèces 

phagiques, plus il devient intéressant de l'utiliser. Dans cette optique. un moyen visant plus 

d'une espèce virate (virus d'eucaryotes et de procaryotes) est actuellement en cours 

d'exploration et concerne l'inhibition de l'assemblage de la capside vitale par une alteration 

du sentier metabolique de la polymérisation (Prevelige, 1998). Généralement. lorsqu'on dtsire 

obtenir une souche résistante en vue d'une utilisation industrielle. le chou de la souche 

s'arrête sur celle qui penere le meilleur produit fmi. dans laquelle on insère un systeme de 

resistance. Une stratégie inverse a et6 proposée et a résuUe en une souche resistante aux 

phages, utilisée avec succès lors de la production de Cheddar (O'Suilivan et al.. 1998). La 

souche initiale (L l a d s  MG1614) etait tres sensible aux phages et n'avait ni la capacite de 

fermenter le lactose (lac-) ni celle de dégrader la cadine (prt'). k s  systemes de résistance 

(Abi, adsorption. R/M) ont eté successivement ajoutes. puis le plasmide pLW 12 fut transfert? 

(lac', prt*). Resuhat, une souche resistante utilisable en fabrication fiomag&re. Dans le même 

ordre d'idee de souche contenant plusieurs plasmides. une equipe d9Iriande a identifié quatre 

plasmides impliques dans la resistance aux phages (Forde et al.. 1999). Parmi ceux-ci. un agit 

sur l'adsorption (pC1658). deux sont de type FUM (pC1642 et pCI605) et sont requis en 

simultané pour ce phenotype. le quatrikme demeure encore à caracteriser (pC1646, code aussi 

pour l'utilisation du lactose). 

Toujours dans l'objectif de contrer la prolifération des phages lors de fermentation de 

produits laitiers, outre les méthodes biotechnologiques. certaines methodes physiques 

pourraient peut-être être envisagees. Ces méthodes ont d6jA fait leur preuve pour la sanie 

publique. il s'agit de l'ozonisation et des rayons ultraviolets. Un traitement il l'ozone peut 

compMtement inactiver le bacteriophage ii en cinq minutes (Komanapalli et Lau. 1998). 11 est 

important de noter que le milieu dans lequel se trouvent les micro-organismes a un impact 

majeur quant a l'efficacite de l'ozonisation. Pour ce qui est du rayonnement UV, les 

bacteriophages étudies (QX174 [E. colil. B40-8 [Bacteroïdes fiagilis] et MS2 [E. cola) y 

dtaient tous sensibles (Sommer et al., 1998). Est-ce que ces méthodes seraient applicables au 

traitement du lait avant la fermentation? Ça reste A voir. 



Peu importe les mecanismes de résistance utilisés, il ne faut jamais sous-estimer la 

capacitb de mutation et dëvolution des bacteriophages. A l'instar des antibiotiques. chaque 

nouveau système de résistance sélectionnera son mutant résistant. c'est pourquoi il faut une 

surveillance constante des ferments et des bactériophages présents. Malgré tout, les phages ne 

sont pas que néfastes en production fiornagere. Lors~u'ils s'integrent au chromosome de 

l'hôte (souche lysogene) ils peuvent devenir un atout pour k maturation du fromage (Lepeuple 

et al., 1998). Bien que ce memoire concerne essentieliement les lactocoques et leurs 

bacteriophages du secteur laitier. il est bon de souligner que ce type de problématique et de 

solutions pourraient s'appliquer dans d'autres secteurs qui ont en commun la fermentation (ex. 

fermentation du soya [Higuchi et al., 19991, production naturelle de vinaigre, vinification 

[Poblet-Icart et al., 19981, etc). 

1.2.2 Inhibition de l'adsorption 

L'inhibition de l'adsorption du phage est un terme utilisé pour décrire Ia rtsistance 

caracteride comme l'incapacitt! de la particule phagique à s'attacher à la cellule bacterienne 

empêchant alors l'infection d'avoir lieu (Hill. 1993; Dinsmore et Klaenhammer 1995; Garvey 

et a1.,1995b). Cette inhibition de l'adsorption peut être obtenue de deux façons différentes ; 

soit les recepteurs cellulaires utilisés par le phage sont absents, altéres, modifies. ou que ces 

récepteurs sont masques par une substance produite par la cellule. En ce qui a trait aux 

récepteurs, il est fréquent de retrouver des bacteries mutantes insensibles aux phages. On 

suppose que la résistance origine d'une mutation simple dans le @ne codant pour Ie(s) 

«récepteur(s) phagique(s)» puisque le taux d'accumulation des variants insensibles aux phages 

est similaire à celui attendu pour les mutations ponctuelles ou ceiles de deplacernent du cadre 

de lecture (King et al., 1983; Garve y et al.. 1995b). À ce jour. au moins sept plasmides codant 

pour l'inhibition de l'adsorption ont éte isoles de plusieurs souches insensibles aux phages 

(Garvey et al.. 1995b). Ils semblent agir en blindant les recepteurs avec un composé contenant 

du galactose etfou rhamnose et/ou de l'acide lipot~khoïque. Peu importe la substance en 

cause, l'effet consensus est une augmentation de l'hydrophobicite de la surface cellulaire de 

l'hôte résistant (Garvey et al., 1995b). Une autre étude. passée sous silence par plusieurs 



revues sur le sujet, traite d'inhibition de l'adsorption engendrée par une prot6ine de 30 kDa, 

dont le déterminant genetique serait d'origine plasmidique (Akçelik et Tunaii, 1992). Certains 

auteurs ont démontré que des evenernents de co-integralion plasmidique pouvaient engendrer 

un phhotype de mutant insensible (Harrington et Hill, 1992). 

1.2.3 Inhibition de la pénétration de l'ADN phagique 

L'inhibition de la phetration de l'ADN du phage est un mécanisme plutôt rare. En 

géneral, le phage s'adsorbe normalement A la surface de la cellule, mais l'ADN phagique 

n'atteint pas le cytoplasme et le cycle d'infection est évite. Une autre hypothese avancee pour 

expiiquer ce phénomhe, propose une altération de l'enveloppe qui rendrait les bactéries 

resistantes à la perforation par la lysine de la queue du phage (Marshall et Bemdge, 1976). 

Chez les bacteries lactiques, le premier système bloquant la pénetration de l'ADN 

virale a eté rapporte chez Lactobacillus casei (Watanabe et al., 1984). Plus récemment, le 

plasmide pNP40 (Luctococcus lactis) a été identifié comme porteur d'un tel mtkanisme 

(Garvey el al., 1996). Dernièrement, un mecanisme du même type aurait eté localisé sur le 

chromosome d'une souche de L. lactis (Akçelik. 1998). 

Les systèmes de restriction~modification sont relativement frequents au sein des 

bactéries lactiques (Dinsmore et Klaenharnmer, 1995; Moineau et al., 1995; Nyengaard et al., 

1995). Dans la plupart des cas rapportés, les deterrninants geneliques sont portés par des 

plasmides (Dinsmore et Kîaenhammer, 1995). La partie enzyme de restriction du systerne 

recomaîr et clive l'ADN qui n'a pas éti? modifié LL un site spécifique. L'ADN de l'hôte est 

protege de la coupure enzymatique par la partie modification du sys the  qui methyle l'ADN 

(au même site de coupure), via la methylase. Lorsqu'un phage injecte son ADN dans la 

cellule. il y a une comp&ition entre I'endonucl~ase et la méthylase pour le(s) site(s) de 



reconnaissance. Lorsque l'enzyme de restriction l'empoxte, alors la multiplication du phage est 

arrê tee. 

Toutefois, si l'ADN du phage est rnodirie avant le clivage. le cycle d'infection se 

compBte. Les systi!mes de R/M sont efficaces pour a d t e r  l'infection phagique B un stade 

precoce sans pour autant sacrifier la viabilité de la cellule. Le principal inconvenient est la 

facilite avec laquelle l'ADN d'un phage peut devenir d t h y l é  et passer outre ce système. Dans 

un tel cas, toute la descendance de ce phage serait alors résistante à ce mecanisme W. Le 

systeme devient ainsi inefficace et cette conséquence empêche un usage intensif pour de 

longues périodes. De plus, pour qu'un systeme de R/M fonctionne, il doit y avoir au moins un 

site de coupure pour l'enzyme de restriction dans le &nome viral. 

Bref, c'est le système le plus répandu, mais aussi le plus simple à éviter si on se place 

dans la «peau» d'un bacteriophage. Au cours de l'évolution. les phages ont acquis divers 

moyens pour contrer les systemes R/M et permettre leur rt?plication. En plus de la 

modification de l'ADN de phages, notons l'inhibition des enzymes de restriction de l'hôte par 

des protéines virales se liant directement aux enzymes de restriction (Krüger et Bickle, 1983). 

D'autres phages contournent le problème en incorporant des bases inhabituelles au sein de leur 

génome. Il s'agit là de bases autres que les quatre bases classiques (adénine, cytosine. guanine 

et thymine) et dont la synthese a lieu pendant le metabolisme des nuclt5otides, ce qui différe 

des bases modiiiées, lesquelles subissent un ajout apres la synthèse de l'ADN. Le génome du 

phage PBS2 (chez B. subtilis) est un exemple d'ADN avec une base inhabituelle, il comporte 

en partie de l'uracile plutôt que de la thymine. Ce phage produit une proteine qui inhibe 

l'uracile N-glycosylase de l'hôte, or cette dernière sen à corriger la désamination de la 

cytosine qui &n&e alors l'uracile (Karran et al., 198 1). Cela a pour effet de diminuer le 

nombre de sites de restriction dans le @nome du phage, le rendant moins sensible aux 

enzymes de restriction. Une variete de strategies permettent donc aux phages de contrer les 

enzymes de restriction de l'hôte et de poursuivre leur cycle infectieux (Krüger et Bickle. 

1983). 



Certains systemes R/M n'appartiennent pas au type II. ce qui les rend ainsi plus 

difficile a caractériser (Garvey et al., 199Sb). Les systèmes de type II nécessitent 

gCnéralement un seul cofacteur, clivent au site de restriction ou près de celui-ci et ont une 

organisation génetique relativement simple. À l'opposé, les systernes de type 1. UI et N 

(récemment proposé) peuvent être soit mult ifonctionneis. avoir de multiples sous-unites, 

nécessitent davantage de cofacteurs etlou clivent il des sites aléatoires (Garvey et al.. 1995b). 

Récemment, une étude a et6 publide sur le contrôle de l'expression d'une enzyme de 

restriction, LlaI, (09Sullivan et Kiaenhammer, 1998) pouvant servir de mecanisme de 

resistance aux phages (systhe R/M complet). Ce système pourrait appartenir une nouveile 

classe de systéme R/M puisqu'il possède des caracteristiques similaires aux types 1 et US. Le 

premier système de RM de type ILI chez les bactéries lactiques (et du même coup chez les 

Gram +) a été caractérisé riScemrnent (Su et al., 1999). 

Un groupe de l'INRA (Schouler et al., 1998) a découvert que trois genes codant pour 

un systéme de restriction/modification de type 1 étaient codes sur le chromosome de la souche 

Lactococcus lactis IL1403. Cette même souche possède aussi un plasmide codant pour ia 

sous-unité HsdS responsable de la spécificite du systeme restriction/modification. La sous- 

unité HsdS (codee sur le plasmide) pourrait alors interagir avec les deux sous-unites HsdR et 

HsdM (codtses sur le chromosome) afin de modifier la spécificite du systi?me. Ce qui implique 

que si un autre plasmide porteur d'une sous-unite HsdS differente était present dans la souche, 

une variation de la spécificite serait alors possible. Cela renforce la r6sistance bactérienne 

contre l'ADN etranger non-méthylt! puisqu'il suffit de varier la sous-unite HsdS pour avoir un 

système de R/M différent. 

1.2.5 Avortement de l'infection (Abi; abortive infection) 

Le mecanisme d'avortement de l'infection (Abi ; abortive infection) integre tous les 

systémes de résistance aux phages (outre R/M) agissant une fois que l'ADN de ces derniers a 

6té éjecte dans la cellule. Sous le vocable Abi, on retrouve les mécanismes agissant sur la 

repiication du génome de phage, la transcription, la traduction, l'encapsidation de l'ADN, 



l'assemblage, la lyse cellulaire et la libération de virus matures (Hill, 1993; Dinsmore et 

Klaenhammer, 1995; Garvey et al.. 1995b). Autres conséquences d'un systeme Abi, la cellule 

infectee meurt et la iiùération de phages est muiimisee ou eliminee ( ~ h s m o r e  et 

Klaenhammer, 1997). Phenotypiquement, les Abi sont caractérisés par une absence de plages 

de lyse ou une réduction de leur taille et une effkacite rCduite B former des plages de lyse 

(EOP). On observe aussi une diminution du nombre de phages relargues (burst sue), une 

diminution de l'efficacité à former des centres d'infection (ECOI) et parfois une augmentation 

du temps de latence (Hiil, 1993). Une caractéristique interessante à signaler est que lorsque 

des phages Cchappent ces systemes, ils ne sont pas nécessairement modifies comme c'est le 

cas avec les systhnes de W. Donc, les générations subséquentes ne sont pas 

automatiquement résistantes au systeme Abi qui peut alors continuer à être utilisé. Par contre, 

des mutants résistants aux systemes Abi peuvent survenir. Ainsi, pour assurer une certaine 

pérennité de la résistance aux virus et Cviter h propagation de mutants résistants. 

particulièrement en vue d'une application industrielle, on peut placer plus d'un systeme de 

résistance dans une souche. Cette façon de procéder permet d'empêcher la prolifération de 

phages advenant le cas où un des systèmes ami-phages aurait étC contourné, un autre peut 

alors prendre la relève. Malgr6 qu'une combinaison de plusieurs systèmes de résistance dans 

une même souche soit une tendance, une &pipe irlandaise a dernonue qu'il n'&ait pas 

toujours possible de jumeler deux mdcanismes Abi ou plus dans une même souche 

industrielle, spécialemenl si un mécanisme Abi y est dé@ naturellement present (Coffey et al., 

1998). En effet, l'ajout d'un plasmide dans une souche hôte possédant au moins un plasmide 

est susceptible de provoquer de I'incompatibilite plasmidique. 

Pour mesurer l'impact de l'usage d'un Abi dans une souche et les comparer les uns aux 

autres, il faut verifier leur efficacité. La plupart du temps l'efficacité d'un mécanisme Abi est 

évaluée à 30°C, cette température permet autant la croissance de l'hôte que la réplication 

virale. Certains Abi ont vu leur efficacité aussi estimée à d'autres températures. Dans ce 

denier cas, il faut garder l'esprit que les souches de lactocoques croissent à des températures 

particulières qui ne correspondent pas necessairement la température idéale pour que le cycle 

lytique d'un bacterio phage particulier puisse s'opérer. Donc, le facteur température idCale 

pour la souche versus celle pour le phage, joue un rôle quant la rdsistance aux phages. Si les 



mêmes souches hôtes et phages sont utilisés et ce, aux mêmes températures. on peut alors 

effectivement comparer entre eux. la gamme de températures couverte par divers systhnes 

Abi 

Près d'une vingtaine de plasmides naturels ont etc classés dans le groupe des 

mecanismes Abi (tableau 1). La quasi-totaïite d'entre eux ont une taille situee entre 30 et 135 

kpb. Les proteines de résistance sont plutôt hét&og?%es et les modes d'action pas tres cormus 

encore. Toutefois. quelques informations ou indices suppl&nentaires sur la nature du mode 

d'action sont disponibles pour certains Abi Notamment, AbiA qui semblerait bloquer la 

replication de l'ADN phagique et AbiC qui inhibe la production de proteines de la capside 

(Moineau et al., 1993). Quant à AbiB. une activité de RNase lui serait associée (Parreira et aL, 

1996). 

Bien qu'ils aient été dCcouverts depuis quelques années, certains Abi demeurent 

toujours à l'étude dans le but ultime d'élucider leur mode d'action. C'est le cas entre autres 

d'Ab% à propos duquel deux articles ont Ett5 récemment publiés. Le premier traite d'une 

région de genome de phage qui serait impliquée dans la sensibilite à AbiA (Dinsmore et 

Klaenhammer, 1997) et le second (Dinsmore et al., 1998) rapporte qu'un motif aleucine 

zipperp serait responsable de la rtsistance conférte par AbiA envers trois espèces de phages 

(P335, 936, c2). Dans la même veine, AbiD, a été combine avec AbiE ou F afin de verfier si 

un effet de synergie pouvait en r6sulter (Mclandsborough et al.. 1998). Contrairement B 

l'équipe d'Irlande. l'union de deux Abi a u&s bien fonctionné et un effet de synergie a etc 

observe. Quant ii AbiG (qui est composé de deux gènes obiGi et abiGii), son expression, sa 

régulation et son mode d'action ont été étudiés (O'Connor. et al.. 1999). Les deux gènes sont 

cotranscrits (2.8 kpb). Toutefois. un autre transcrit de taille inférieure a aussi eté detecte. Ce 

dernier transcrit de 1.5 kpb correspondrait a abiGii et peut eue cause par un faible terminateur 

au sein d'abiGi ou être le résultat d'une transcription indépendante d'abiGii A I'int&-ieur 

d'abiGi. Il semble qu'AbiG agisse en inhibant la synthese dTARN phagique. 

Plusieurs nouveaux systèmes Abi ont aussi été publies depuis le debut de ce travail. 

commencer par AbiI (Su et al., 1997) qui code pour une prodine de 332 acides aminés. L1 est 



efficace contre les phages des especes 936 et c2 mais davantage ii 3093 qu'a 37T. Le 

fkagment de 2.6 kpb contenant le gene abiI a et& cloné à partir d'un plasmide de 56 kpb. AbiJ 

a étt dtcouvert par le même groupe de recherche (Deng et al., 1997) et est issu d'un petit 

plasmide de 16 kpb contenant une région de 1.2 kpb codant pour l'avortement d'infection. 

L'orf lui-même fait 846 pb comparativement à 996 pb pour abil. Un motif «helix-turn-helù>> a 

étC trouvé pour Abu, ce qui pourrait laisser supposer une interaction avec l'ADN de phage. 

Toutefois, I'efficacite de cet Abi est très faible avec un EOP de IO-'. 

Notre laboratoire a publié en 1997 un article sur AbiK (Ernond et al.. 1997). Celui-ci 

fut isole partir d'un tres petit plasmide d'environ 8 kpb. d'où provient la dquence d'AbiK de 

599 acides aminees et d'un poids de 7 1.4 kDa. II a un EOP de 10' contre l'espece 936 et P335 

et de 10-' contre l'espèce c2. L'annde 1998 compte les publications de trois Abi. AbW 

(Prevots et al., 1998). AbiO (Prevost et Ritzenthaler. 1998) et AbiQ (Emond et al.. 1998). À 

ce jour. les publications se terminent avec AbiN qui offre peine un EOP de 10-' contre 

I'espece c2 et même pas l'tquivalent pour l'espbce 936. A b N  contient 178 acides amines (Le.. 

534 pb) ce qui correspond a 20.5 kDa. AbiO est efficace contre les espèces 936 et c2. il offre 

un EOP d'environ 10-1 contre l'espèce 936 et d'environ 10 -~  contre l'espèce c2. L'information 

sur AbiP est disponible dans les banques de données mais aucun article n'a encore ett! publie. 

Finalement. AbiQ a aussi fait l'objet d'une publication par notre laboratoire (Dion et al.. 1998; 

Emond et al.. 1998). Le @ne fait 549 pb et il confere une resistance contre les phages des 

especes 936 et c2. L'ensemble des Abi repertories dans la litterature ou les banques de 

domees, sont presentés dans le tableau 1 avec quelques unes de leurs caractt5ristiques 

particulières. 

Sur le nombre d'Abi ttudies (tableau 1). seulement trois sont codes sur le @nome 

bacterien (AbiB, AbM et AbiN). Les gbnes obi sont habituellement localises sur des 

plasmides car l'expression est significativement augmentee lorsqu'il y a plusieurs copies du 

g h e  dans la souche (Garvey et al.. 1995b; Dinsmore et Klaenhammer 1997; Emond et al.. 

1997). Mais. il y a des exceptions, puisqu'AbiD1 est toxique lorsque surproduite dans la 

cellule (Anba et al., 1995). Il a aussi ett sugger6 qu9Abi0 pourrait être toxique 



lorsqu'exprimée dans un vecteur plasmidique a haut nombre de copies (Pr6vost et 

Ritzenthaler, 1998). 

De plus en plus, les travaux portant sur de nouveaux Abi devront s'effectuer avec 

prudence, étant donnée le nombre grandissant rapporté dans la litterature. En effet. les chances 

d'en trouver un dejà connu augmentent. C'est d'ailleurs su  quoi s'est butée une équipe 

irlandaise qui signalait un homologue du @ne abiB porté sur le plasmide pCI642 (Forde et al., 

1999). 

1.2.6 Mécanismes analogues aux Abi, chez d'autres genres 
bactériens 

Même si l'avortement de l'infection a été particulièrement fertile en publications chez 

les lactocoques, il ne s'agit pas là d'un apanage exclusif. Trois systèmes retrouves chez E. coli 

ont des conséquences analogues aux systemes Abi. Le premier est composé des protéines 

RexA et Rem (Snyder, 1995) qui forment un canal ionique dans la membrane cellulaire 

provoquant un deréglernent de la force proton motrice dont la conséquence inéluctable est la 

mort de l'hôte bacterien. L'autre utilise le principe de la toxine Hok et de son antitoxine sok 

qui a démontré son efficacité A inhiber le phage T4 (Pecota et Wood, 1996). Hok est une 

toxine provoquant une perte du potentiel membranaire avec pour consQuence un arrêt de la 

respiration et fmalement la mon cellulaire (Gerdes et al.. 1986). L'expression de Hok est 

prévenu lorsque I'ARN antisens de sok vient s'hybrider sur une portion de llARNm de ho&. 

Une cellule fille depourvue de sok (gène plasmidique) ne pourrait former un ARN antisens 

prevenant la traduction de hok* d'où la mort cellulaire. Aprb infection par le phage T4, cinq 

minutes suffsent pour ad te r  la transcription et degrader L'ARNrn de sok (demie-vie de 30 

secondes), alors que 20 minutes sont nécessaires avant que les phages T4 matures puissent etre 

libéres. Laissant ainsi 15 minutes a Hok pour agir et tuer la cellule. ce qui est nettement 

suffisant. Le troisieme systeme est localisé dans la région pif du plasmide F et affecte le 

coliphage l7 (Crarn, et al., 1984). 11 semble que dans ce cas. la RNA polymerase de l7 soit 

requise pour provoquer l'avortement de l'infection. En fait. le systeme Pif encodd par le 



plasmide F induirait une erreur de lecture de 1'ARNm par le ribosome. resulmt en une 

suppression du codon d'arrêt ochre. Avec pour effet, une traduction erromée des ghes tardifs 

du phage provoquant ainsi l'avortement de l'infection (Krüger et Bickle, 1987). 

Souvent chez les genres autres que lactocoque. les mecanismes d'avortement de 

l'infection sont appelés systèmes d'exclusion de phages (Moluieux. 1991) ou exclusion de 

superinfection (Kliem et Dreiseikelrnann. 1989). Outre E. coli. de tels systemes ont aussi ét6 

rapportés chez Bacillus subrilis (Moreno. 1979)- Corynebacterium diphterïae (Groman et 

Rabin, 1980), Sahwnella typhimurium (Ebel-Tsipis et Botstein, 1971; Susskind et al., 197 1, 

1974; Susskind et Botstein, 1980) et Arthrobacter aureus (Le Marrec et al., 1994; LR Marrec 

er al., 1998). Caractéristique particuliere chez Arthrobacter aureus. le phénotype de resistance 

aux phages, appeié Apld (aborting phage lytic development) est confiné ii un minuscule cadre 

de lecture ouvert de 63 acides amines (Le Marrec et al., 1998). 

12.7 Tendances et mécanismes de synthèse 

Comme on peut le constater aucun des quatre types de systèmes de resistance 

natureliement retrouvés chez les lactocoques n'est infaillible. 11 est donc sage d'imaginer une 

combinaison de quelques-uns uns d'entre eux pour contenir les infections phagiques. Des 

recherches ont déjik t?te entreprises dans ce sens. Une équipe amtricaine (Durmaz et 

Klaenhammer. 1995) a préconisé la combinaison d'un système R/M et d'un système Abi. le 

tout inscrit dans une strategie de rotation des cultures. L'avantage (sans tenir compte de la 

rotation des ferments) est qu'un phage qui Cchapperait au systeme de R/M (et qui serait 

conséquemment modifie) demeurerait alors a la portee du syst&rne Abi Par contre, il faut 

garder l'esprit qu'il s'agit d'une charge metabolique supplémentaire pour la cellule hate et 

qu'en industrie cela peut se refleter par un ralentissement plus ou moins important de la 

croissance. 

Au cours des dernieres annees des nouveautés se sont ajoutées aux mecanismes 

naturels. Les mecanismes dits de synthése, comprennent la resistance encodee par le phage 



(Per ; phage-encode resistance) et la technique de I'ARN antisens. Ces deux methodes font 

appel à la technologie de l'ADN recombinant, ce qui les exclut donc (pour le moment) de tout 

usage indusuiel potentiel en venu des dispositions Egislatives en vigueur dans l'industrie 

alimentaire. Le principe d'action du mécanisme Per est d'avoir une souche compomt  de 

multiples copies d'un plasmide contenant une origine de replication de phage. Lorsque la 

replication du phage debute. les facteurs de r6piication du phage sont titrés par les origines de 

réplication situées sur les plasmides. Donc, un nombre restreint de facteurs de réplication 

poumont effectivement initier la réplication du phage. Quant à I'ARN antisens, il s'agit d'un 

terme u W  pour décrire l ' A N  produit lorsqu'un promoteur est utilisé pour transcrire le brin 

non-codant d'un @ne. Il se produira alors une interférence entre le brin antisens d'ARN et le 

brin complémentaire d'ARNm (Kim et Batt, 1991a; Kim et Batt, 1991b; Chung et al., 1992). 

On assume qu'un duplex uès instable entre le brin sens et antisens est formé et rapidement 

dégradé (Hill, 1993). Le résultat est que l ' M m  est adétniitm avant qu'il ne puisse être 

traduit en proteine, ce qui elimine alors la proteine ciblee. 

Certains phages. tel que u136 peuvent acquérir une portion du génome de l'hôte via des 

evénements de recombinaison. En scindant le locus au sein duquel surviennent les 

recombinaisons, I't5volution et l'emergence de phages mutants peuvent être inhibées (Moineau 

et al.. 1994). Un groupe de I'université d'État de la Caroline du Nord a fait preuve d'une 

astuce interesante en utilisant un mécanisme de résistance qui transforme 1' hôte bactérien en 

pikge A phage (Djordjevic et al., 1997; Djordjevic et Waenhammer, 1997b). 11 s'agit d'un 

systeme d'auto-suicide fortement regult!, dont un promoteur inductible par les phages est placé 

en amont d'une enzyme de restriction. Ainsi, suite a une infection phagique, l'expression de 

l'endonucléase induit la mon de la bacterie. Les bacteries qui ne sont pas encore attaquees par 

les virions peuvent alors poursuivre leur rnultipiication. La population bacterienne ne peut que 

croître et celles de bacteriophages ne peut que diminuer. II est noter que ceci se limite 

actuellement aux phages de l'espèce P335. Finalement, une stratégie consistant à interrompre 

un gène chromosomique codant pour une proteine (Pip; phage infection protein) essentielle 

l'infection par les phages de l'espèce c2 a aussi dCmontré son efficacite (Geller et al.. 1993; 

Garbutt et al., 1997). 



1.3 Définition de la problématique à l'étude 

La fabrication de produits laitiers fermentes exige de la part de l'industrie laitiereV 

l'usage de bacteries. Parmi celles-ci, krctococcus lactis est le procaryote mésophile 

producteur d'acide lactique le plus couramment utilisé au niveau industriel (Emond et al., 

1997). L'infection des cultures de lactocoques par des bacteriophages est la cause la plus 

importante de ralentissements ou de fermentations incompEtes (Klaenhammer. 1989; 

Dinsmore et Kiaenhamrner, 1995). Ii a et6 estime qu'environ 7% de l'ensemble des 

fermentations laitieres sont affiectées par des bacteriophages. Inutile de dire que les 

conséquences economiques sont importantes et que la recherche pour obtenir des souches 

résistantes aux phages est primordiale. De plus, une fermentation încompl&e peut engendrer 

des problèmes d'innocuité alimentaire en permettant la croissance de bactt5ries pathogènes qui 

autrement auraient été inhibées du fait de la rapide diminution de pH et/ou de la production 

d'agents antibactériens (Batt et al., 1995). Un moyen pour obtenir des souches résistantes aux 

phages pourrait être d'incorporer un mécanisme de resistance dans les souches attaquées par 

les virus. Pour ce faire, les plasmides sont des vecteurs de choix pour ajouter un mdcanisme de 

rdsistance dans une souche bactérienne puisqu 'ils se transferent assez facilement. Parmi les 

mécanismes de résistance, 1'Abi est particulièrement intéressant puisqu'il est fiequernment 

plasmidique, de taille restreinte et qu'il peut être efficace contre plusieurs phages. 

Ce travail sur les bactériophages s'inscrit au sein d'un programme de recherche visant 

A doter l'industrie laitière canadienne d'outils et de comp&ences n&essaïres sa compétitivité 

i# 1'6chelle internationale où l'on constate que de nombreux pays ont déja actes il un tel 

programme. Jusqu'ii present, aucun système de rt5sistance aux bactenophages n'est employ6 au 

Canada, entre autres à cause des propriéth intellectuelles et commerciales des travaux de 

recherches antdrieurs. II s'agit donc d'une opportunite unique de se joindre aux leaders 

mondiaux et de developper davantage les échanges commerciaux. 

Les objectifs plus spécifiques à ce projet consistent en la recherche d'un mécanisme 

anti-phagique naturel isolé de ferments industriels ou d'isolats de lait cru et sa caractdrisation. 

L'etape preliminaire du travail est de cribler le materiel biologique 1 la recherche de tels 



systèmes. L'attention sera portée sur le mécanisme de type Abi, puisque son efficacité est 

supérieure. Parmi les mécanismes Abi trouves, le plus efficace sera sélectionné afin de 

poursuivre les travaux de caractérisation tant moléculaire que micro bio logique. IR but ultime 

serait de pouvoir eventueliement transférer le tout en indusuie, mais de nombreux tests 

devront &re r~aiisés avant d'y arriver. 

Avant de partir a la recherche d'un mécanisme de resistance aux phages. deux 

hypothèses ont été &nises. Si le lait cru constitue une niche écologique naturelle des 

lactocoques et de leurs bacteriophages, alors il doit contenir des lactocoques qui sont 

intrinsèquement résistants iî ces virus. De façon analogue, des ferments utilisés pour la 

fabrication fromagère et qui sont rarement attaques par des bacteriophages, doivent posséder 

une forme de rdsistance. 

Des criteres de sélection ont dtt! avancés afin d'étudier les souches les plus 

prometteuses. La rtsistance doit être d'environ un facteur un miilion (EOP 1 0 ~ ) .  Un 

mecanisme dont le facteur de protection serait de beaucoup inférieur à un million ne saurait 

protéger assez efficacement un ferment (si employe seul). En effet, un système moins 

performant résulterait en la libération importante de virions. Avec pour conséquence, 

l'augmentation marqude de la population virale qui annihilerait ainsi l'effet anti-phage puisque 

ce dernier serait outrepassé par le trop grand nombre de génomes viraux ejectes dans les 

cellules. La nature plasmidique plutôt que chromosomique facilite beaucoup les manipulations 

pour une Cventuelle transformation du systeme anti-phagique 1 des souches industrielles 

sensibles aux phages. Un plasmide de moins de 16 kpb (environ) serait souhaitable pour 

faciliter cette transformation. La resistance au moins iî l'espèce 936 est exigCe. car il s'agit de 

l'espèce la plus impliquee dans les krmentations defaillantes. La résistance a plus d'une des 

trois espèces les plus probldmatiques pour l'industrie (936. c2, P335) est évidemment 

souhaitee- Étant le mtkanisrne non combiné le plus efficace. celui d'avortement de l'infection 

est donc particulièrement recherché. Le caractère de nouveauté du systeme est spécialement 

interessant du fait que les notions de propridtds et de brevets ne viennent pas perturber les 

travaux et pubfications. 
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CHAPITRE 2 : Matériel et méthodes 

2.1 Matériel biologique pour la recherche de mécanismes a d -  
phages 

Le matériel biologique (tableau 2) pour la recherche de mécanismes anti-phages a etc 
obtenu de deux partenaires industriels, de la collection de souches du laboratoire et 

d'échantillons de lait cru. Chacune des entreprises a transmis de l'information quant à Ia 

fréquence des problèmes de fermentation et des ferments utilisés etlou de h rt2sistance des 

ferments envers les phages présents dans leurs usines. Ces informations ont été Ctudiées en 

paraU&le et les ferments ou souches qui ont eu le moins d'infections repertoriees au fü des ans 

ont étt? &lectionn& afin de poursuivre les analyses. Quelques souches de notre collection 

(SMQ) ont aussi &te verifdes. 

Les plasmides des souches d'intérêt ont dté extraits et transformés dans une souche 

hôte (Lnctococcrrs lactis) exempte de plasmide et sensible aux phages afm de vdrifier si une 

résistance aux phages etait confdrée. 



Tableau 2 Origine du matériel biologique utilisé pour la prospection de m&anismes 

anti- p hages 

Fou misseu r Souches 

Entreprise A NP49-19, P072-1, P072-3, P072-4, P072-8 

Entreprise B JN, MD 

Échantillons de lait cru 1-1 à 1-10.2-1 à 2-4, 3-1 à 3-4.4-1 à 4-4.5-1 à 5- 

4,6-1 à 6-4,7-1 à 7-4, 8-1 à 8-4,9-1 à 9-4, 10-1 a 
10-4, 11-1 à 11-4, 12-1 à 12-4, 13-1 à 13-4, 14-1 

à 14-4, 15-1 à 154, 16-1 à 16-4, 17-1 à 17-4, 18- 

1 à 18-4, 19-1 à 19-4, 20-1 a 20-4,2l-l à 21-4 

Laboratoire Dr Sylvain Moineau SMQ- 199, SMQ-20 1, SMQ-208, SMQ-209, 

SMQ-2 10, SMQ-2 15 



2.2 Croissance bactérienne et milieux de culture 

Les souches de lactocoques (collection du laboratoire, souches industrielles) ont tté 

cultivees dans le milieu Ml7 (Diffo. Détroit, É-u). supplementt de 0.5% (ph) de lactose 

(BDH, Toronto. Canada) et de 0.3% (ph) de lait en poudre (Crino, Agropur, Granby. Canada). 

Par la suite. elles ont tte propagées dans un bouillon M l 7  additionne de 0.5% de glucose 

(Anachernia, Montréal, Canada) ou sur gtlose Ml7 (1.5% ph) (Bacto agar, Difco) additionne 

de 0,58  (ph) de glucose (GM17). LRs incubations ont eu lieu 3O0C, gendralement toute la 

nuit (-14h). Les cultures d9Escherichia coli ont été propagées en bouillon ou gélose de milieu 

Luria Bertani (10 g/L tryptone [trypticase peptone, BBL Becton Dickinson, Cockeysville, É- 

U], 5 g/L d'extrait de levure [BDH], 5 g / L  NaCl [BDHJ. agar 1,5% ph) .  Tous les milieux ont 

eté autociavés, 15 minutes à 121°C. Lorsque necessaire, les antibiotiques ont été ajoutes aux 

milieux steriles : Locrococcus /mis; 5 p@mL chloramph~nicol (Sigma. St-Louis, É-u). 5 

p g h L  érythromycine (Sigma). Escherichia coli; 50 WrnL ampicilline (Sigma). 10 p@mL 

tetracycline (Sigma), 20 pC/mL chloramphénicol. 

2.3 Sélection des souches bactériennes dans le lait cru 

Des échantillons de lait cru ont et6 incubés à 30°C (22 h), afin de favoriser la 

croissance des bacteries mésophiles dans le lait, telle Lactococcus lacris. Apres dilution (0.1 Ic 

peptone. VWR, Ville Mont-Royal, Canada). de façon à obtenir des colonies isolees (10~) .  une 

aliquote de 100 pL a ett ttaiee sur milieu gelosé. Les boîtes de Petri ont été à nouveau 

incubées 30°C (pour la nuit). Une observation visuelle quant à l'aspect général des colonies 

a et6 r6aiisee et les colonies ont ett5 sélectionnées sur La base de critères morphologiques 

(forme, pourtour, éldvation, couleur. odeur) et l'observation au microscope (coques 

légerement allongés formant de petites chaînes). Quelques souches ont aussi ét6 identifiées 

avec les galeries API 50 CH (bioMérieux, France) pour s'assurer qu'elles possèdent le profil 

fermentaire typique des lactocoques. 



2.4 Préparation de l'ADN plasmidique 

Pour favoriser le criblage du contenu plasmidique le plus varit? possible, le profil 

phsrnidique des souches a 6tC établi d'apres la méthode de O'SuLlivan et Kiaenhammer 

(1993b). À partir d'une culture de 16 heures, cinq dix millilitres ont ett? centrifuges ai de 

former un culot (dans un tube Eppendorf). Le culot a 6té resuspendu dans une solution de 

sucrose 25% p/v (BDH) contenant 30 m g h L  de lysozyme (Biozyme, St-Romuald, Canada), 

suivi d'une incubation de 15 minutes à 37°C. Ensuite, pour provoquer la lyse bacterienne, 400 

pL de solution alcaline de SDS ( 3 8  SDS, 0.2 N NaOH) ont tté ajoutés. Après avoir 

immédiatement mdlangé et incubé à la température de la pièce durant sept minutes, 300 pL 

d'acetate de potassium froid 3M (pH 4.8) ont et6 ajoutes. À nouveau, il a fallu melanger (1 

seconde au vortex) et centrifuger dix minutes 4 O C  a 14000 rpm. Le surnageant (environ 800 

PL) a été transféré dans un nouveau tube Eppendorf auquel 650 pL d'isopropanol 

(température de la piece) ont étC ajoutes avant de melanger et de centrifuger dix minutes a 4OC 

à 14000 rpm. Aprés quoi tout le liquide a CtC jeté et le culot resuspendu dans 320 jL d'eau 

distillée stérile auxquels 200 pL d'acr'tate d'ammonium 7,5M et  350 PL de 

phénolkhloroforme (Gibco/BRL, Burlington, Canada) ont été ajoutés. Cette étape a permis de 

séparer le surnageant contenant I'ADN et les proteines formant une interface blanche. Aprés 

avoir mélang6 et cenuifugt? cinq minutes à 14000 rpm (température de la pièce), la phase 

supérieure a été prelevée et transfCrée dans un nouveau tube Eppendorf. Er? combinaison avec 

une centrifugation de 15 minutes 4 O C  à 14000 rpm, l'ajout d'un millilitre d'éthanol 95% (- 

20°C) a permis de précipiter l'ADN. Le culot a été finalement lave à l'alcool 70% 

(température de la piece) pour enlever les sels présents tout en empêchant I'ADN de se 

dissoudre. Tout le liquide a et6 enlevé afin de resuspendre le culot d'ADN dans 40 pL de Tris 

1 OmM, RNase O, 1 mg/mL (Boehringer Mannheim, Lavai, Canada). La trousse Qiagen Plasmid 

kit (Qiagen. Chatsworth. É-U) a t t t  u W e  pour une quantitt ou une quaîitt supérieure 

d'ADN. LR contenu plasmidique a étt! visualisé par une électrophor&se sur un gel d'agarose 

0.8% (ph)  (Ultrapure, GibcolBRL, Grand Island, É-u), colort? par trempage de 15 minutes 

dans une solution de bromure d'ethidium 5 pg/mL (Sigma) et photographié lors d'une b r b e  

exposition aux rayons ultra-violet. 



L'électroporation a été faite avec le gene pulser II, selon les directives du 

manufacturier (Bio-Rad, La Jolla, f -u). ainsi que des protocoles éprouves (Holo et Nes. 1989: 

Moineau et al., 1994). Dans le but de verifier h résistance aux phages, les souches hôtes pour 

les transformations ont etc (selon k cas) Lactococcus locris MG 1363 ou L iuctis LM0230 

(tableau 3). Alors que pour les clonages, les souches Escherichia coli DHSa, GM48 et XL-1 

Blue, ont été utilisees. Afin de vérifier si l'ADN plasmidique transformé conférait une 

résistance aux phages chez une souche hôte sensible, une CO-4ectroporation (dans L lactis 

MG1363) a été effectuée avec le vecteur-navette pSA3 (Ed) (1 pg d*ADN/rnélange de 

transformation) et avec 1' ADN plasmidique des souches ou isolats &lectionnCs. Toutes les 

souches industrielles ou isolées du lait cru, de même que celles déjii dans notre collection ont 

vu leur contenu plasmidique extrait et transformé. 

2.6 Criblage de transformants pour vérlller le potentiel anti-phage 

La methode des stries croisées a éte utilisée pour verifier Ia rCsistance aux phages des 

uansformants. Elle consiste B faire sur un milieu gelosé GM17, une strie du phage p2 (espèce 

936) contre lequel on veut tester les colonies et une strie de chacune des colonies croisant celle 

du phage (figure 5). Essentiellement, environ 5 pL de lysat cellulaire du phage p2 (1 x 10' 

ufp/mL) a et6 prelevée avec un fil à boucle et striée de haut en bas sur la gélose. L'opération a 

éte rtpétée en striant la seconde strie par-dessus la première, de bas en haut. Par la suite, les 

colonies bactériennes B tester contre le phage p2 sont prélevées a l'aide de cure-dents steriles 

et striees de maniere à ce que la strie de phages et celle de bacréries forment un angle de 90". 

Une croissance bacterienne aussi dense après la rencontre de la suie de phages qu'avant cette 

deniiere, indique une résistance aux phages. Dans quelques cas, la même procédure a Cté 

employde en parallele pour vdrifier la résistance au phage c2 (espèce c2). Une centaine de 

transformants par souche testée ont etd ainsi criblCs contre les phages. 



Tableau 3 Souches bacteriemes (autres que celies pour la prospection de résistance 

aux phages), bactériophages et plasmides u t W s  

Bactérie, Caract4dstiques particuUbres* Soume 
phage ou 
plasmide 

L lactis 

LM0230 

MG1363 

SMQ- 16 

SMQ-21 

SMQ-2 15 

SMQ-29 1 

SMQ-502 

E. coli 

DH5a 

GM48 

XL- 1 Blue 

Phages 

c21 

ebl 

ml3 

jj50 

PZ 

Hôte pour les phages p2, p2k, skl, J50, c21, ebl, McKay et al., 1972 

mi3, sans plasmide. Lac' 

Hôte pour les phages p2, p2k. skl, J50, c21, ebl. Gasson. M.J.. 1983 

ml3, sans plasmide, Lac', dérive de NCDO 7 1 2 

LM0230 (pSA3); Emr Moineau et al., 1995 

LM0230 (pSA3, pSRQ900); Ernr, Abi' Emond et al., 1998 

LM0230 (pSA3, pED 1); Emr. Abi' Cette étude 

MG1363 (pSA3); Emr Emond et al., 1998 

LM0230 (pED1); Abi' Cette étude 

supE44 Aloc U 169 (980 lacZAM15) hsdR17 recA 1 Gibco/BRL 

e n d  1 gyrA 96 thi- l relA 1 

thr leu thi-1 lacY galK gaIT ara tonA tsx dam dcnt Stratagene 

sup E44 

recA 1 en& 1 gyrA96 thi-1 hsdRl7 supE44 relA 1 Suatagene 

lac- [F' proAB lucPZAMl5 Tn 10 (Tetr)] 

Tête aliongee, espèce c2 

Tête alIongee, espece c2 

Tête aliongee, espèce c2 

Petite tête isométrique, espèce 936 

Petite tête isornétrique, espèce 936 

Emond et al., 1998 

Moineau et al., 1995 

Moineau et al., 1995 

Moineau et al., 1995 

Moineau et al., 1995 



Tableau 3 (suite) 

B acîérie, Caractéristiques particulir&res* Source 
phage ou 
plasmide 
~ 2 k  Petite tête isornéuique, espèce 936 Boucher et al., 1997 

skl Petite tête isométrique, esp&e 936 Chandry et al., 1997 

Plasmides 

pBlueScript Vecteur de clonage pour séquençage, Apr, 2.9 kpb Stratagene 

Vecteur navette. Cmr, 5.5 kpb Wells et al.. 1993 

Vecteur de clonage haute copie pour L loctis, Cmr. de Vos, W. M. 1987 

2.8 kpb 

Vecteur navette. Cmr, Em', Tcr. 10.2 kpb Dao et al. 1985 

Vecteur suicide chez les bacteries A Gram + ; Apr, Moineau et al.. 1994 

Tcr, Cmr. 5.8 kpb 

Vecteur navette, lacZ; Emr, 6.4 kpb O'Sullivan & 

Klaenhammer. 1993a 

Vecteur navette. lacZ; Em'. 6.9 kpb O'Suliivan & 

Klaenhammer, 1 993a 

* ; Abi*. mecanisme de rt?sistance aux phages ; Apr, resistance il l'ampicilline ; Cmr, 

résistance au chloramphenicol ; Emr, rt5sistance il I'&ythromycine ; Tc: resistance a la 

tétracycline ; Lac, capacite il fermenter le Lactose. 



Figure 5 Schéma du criblage des transformants sur boae de Petri. 



Souche 
resistante 
au phage 

Souche 
sensible au 
phage 



2.7 Bactériophages 

Les phages ont et6 isoles A partir d'une plage de lyse, à l'aide d'une pipette adrile (Emond et 

al., 1997) transféres dans 10 mL de bouillon GM17 additionné de CaClt 10 m M  (Fisher, Fair 

Lawn, 6-u), préalablement inocule (1%) avec une culture de cellules sensibles (croissance de 

15 h). LR mélange a été incubé 30°C jusqu'à la lyse totaie. Le lysat cellulaire a CtC filtré avec 

un füue 0,45 pm (Fisher) (Moineau et al. 1992). Le chlorure de calcium (CaC12) a ttt? ajoute 

au milieu afin de permettre l'adsorption des phages. Le titre (concentration de bacterioplmges) 

a étC détermine en mettant en presence une aliquote de lysat phagique dilue et une culture de 

cellules sensibles. le tout etale sur gelose GMI7 + CaC12 et incubé il 30°C (Jarvis, 1978). Les 

differents phages utilisés sont pr&entés dans le tableau 3. 

2.8 Efficacité à former des plages de lyse (EOP) 

L'EOP a été évaluée en effectuant un ratio du nombre de plages de lyse obtenues en infectant 

une souche resistante, versus le nombre de plages de lyse obtenues sur une souche sensible 

(Sanders et Klaenhammer, 1980). 

2.9 Caractérisation phénotypique (adsorption, survie cellulaire, 
COI, ECOI) 

Le pourcentage d'adsorption des phages aux cellules a etd mesure en comparant le 

nombre de plages de lyse formees par les particules virales non-adsorwes aux cellules 

sensibles versus k quantite de plages de lyse formees par l'ensemble des particules virales 

ajoutbes aux cellules (Sanders et Klaenhammer, 1980). Les essais de survie ceiiulaire ont éte 

faits en comparant le nombre de colonies formees en absence et en presence de phages. en 

utilisant un ratio phages/cellules (rnultiplicity of infection, MOI) de cinq (Behne et Malice. 

1978). La détermination du nombre de centres d'infection (COI) a étC effectuCe tel que 

precedernment dCcrit pour le titre de phages, en utilisant un MOI de cinq (Moineau et al., 

1993) mais en etalant le melange phage-hôte sur une souche sensible (SMQ-16) et en 



dénombrant les plages de lyse formées. L'efficacité former des centres d'infection (ECOI) a 

été évaluée par le rappon du nombre de COI obtenu avec une souche résistante et celui obtenu 

avec une souche sensible (Moineau et al., 1993). 

2.10 Courbes de croissance, relarguage phagique, temps de latence 

Pour la courbe de croissance, les souches bact&knnes requises (SMQ-16 [souche 

sensible], SMQ-215 [souche r&istante]) ont été inoculées la veille dans un milieu avec 

antibiotique (&ythromycine). Le jour même, les souches ont servi à inoculer (à 4%) un rniiieu 

GM17 sans antibiotique et se sont developpées jusqu'8 une densite optique (h = 600 nm) de 

0,8 (= 8 x 10' ufdml). Deux millilitres de culture ont 6té preleves, auxquels le phage p2 

(MOI = 0,l) et le CaClz (10 mM) ont etc ajoutes. Ce melange a ensuite eté incubes (L 30°C 

durant cinq minutes, pour permettre l'adsorption des phages. Une centrifugation d'une minute 

(14000 rpm) a suivi et le culot a etc? lave à deux reprises avec du milieu frais GM17 + CaCl*. 

Le culot a éte resuspendu et dilut?, afin d'obtenir entre 30 et 300 plages de lyse par gélose. Une 

aliquote de 100 pL a éte prelevee et ajoutke à 3 mL de gélose molle (GM17 + CaClt) 

contenant dejà 100 PL de cellules sensibles. Le melange a et6 versé sur une gelose GM17 + 
CaCl*. La méthode a eté réalisée en triplicata. La quantité de bactCriophages libérés a etd 

estimée en divisant le titre phagique moyen du plateau supérieur de la courbe de croissance 

par celui du plateau inferieur de la même courbe (Moineau et of., 1993). Le temps de latence a 

etd évalue à partir de la courbe de croissance du phage et correspond au temps Ccoulé entre le 

moment où les virions sont mis en presence d'hôtes (temps zéro) et le premier point 

d'inflexion de la courbe qui mène au plateau supérieur. 

2.11 Réplication de l'ADN total 

L'expérience a été rdahée il Ia suite d'une infection (MOI = 1) par le phage p2 des 

souches SMQ-16 et SMQ-215. L'infection, l'échantillonnage ainsi que l'extraction et la 

purification d'ADN total, ont eté fait selon la méthode de Hill et of., 1991. L'ADN a été digéré 



avec l'enzyme EcoRV selon les directives du fabricant (Boehringer Mannheim, Laval, 

Canada) et chauffé à 65°C avant séparation par électrophorèse (gel d'agarose 0.8%). Le 

contenu du gel a dte transfert! sur une membrane de Nylon (Boehringer Mannheim) par 

capillarite (Sambrook er ui., 1989). Les sondes d'ADN ont CtC preparées par la digestion 

EcoRV du génome du phage p2 et le marquage de ces fiagrnents avec la trousse DIG-High 

Prime (Boehringer Mannheim). Toutes les étapes jusqu'à la detection ont die faites selon les 

recommandations du fabricant (The DIG System User's Guide for Filter Hybridization, 

Boehringer Mannheim). Le tampon DIG Easy Hyb fut employé pour les différentes 

hybridations et le CSPD comme substrat chémilurninescent pour la détection (Boehringer 

Mannheim). 

2.12 Cure sélective de la souche SMQ-215 

La souche SMQ-215 (pSA3, pED1) a éte curde du plasmide pSA3, par repiquage 

successif en bouillon GM17, sans antibiotique. La souche a été ensemencee avec un fil à 

boucle et incubée 30°C pour la nuit. Ce processus a éte repris sept fois consécutives. La 

sensibilite de la souche curee vis-&-vis l'&ythromycine a été démontree en inoculant une 

gélose GM17+Em. M m  de confumer la perte du plasmide pSA3 et la prdsence du plasmide 

pED1, une extraction d'ADN plasmidique a été effectuée. Pour s'assurer de l'authenticité de 

la souche, la spécificite des récepteurs phagiques a aussi éte exploitee (la rtsistance au phage 

p2 et la sensibilitt au phage c2 1 ). 

2.13 Stabilité plasmidique de pEDl 

De façon analogue il la cure sélective de la souche SMQ-215 (section 2.12)' la souche 

SMQ-502 (pED1') a été repiquée (approximativement aux 18 heures) dans le milieu GM17 

sans antibiotique huit fois en s u  jours (incubation a 30°C). Une aliquote du huitikme 

repiquage a servi à strier une gélose GM17 afin d'obtenir des colonies isoldes. Les 112 

colonies obtenues ont ensuite et6 repiquées (1Wgélose x 7 Petri) sur gélose GM17 additionne 



de CaC12 10 mM. Sur chacune de ces 112 colonies, 5 pL d'une dilution 10%~ phage p2 (titre 

= 1.2 x 109 ufplml) ont et6 ddposés. ce qui correspond 5 x 10' ufp. Les cellules qui n'&aient 

pas lysees sont presumees contenir le plasmide pED 1. 

2.14 Cartographie 

La cartographie de pEDl a étC faite il l'aide de l'analyse de séquence, confumée par 

digestions enzymatiques (Bgm,  EcoRI. EcoRV, HindlT. NcoI. ScaI. StyI. Xban afm de 

proc&îer au clonage de ce plasmide. La carte complète de pEDl est presentee la figure 11. 

Parmi les enzymes les plus Mquemment utilisées en biologie moldculaire pour les clonages et 

qui ne possèdent pas de site de restriction dans pED1. notons; ApaI. AvoI, BamHI, BglI. 

BsteII, ClaI, KpnI, NdeI, NotI, NruI, PsrI, PvuI, San, SmoI, SphI et XhoI. 

2.15 Clonage et séquençage 

Des fragments du plasmide pEDl ont éte clones dans le plasmide pBlueScript KS 

(Suatapne, La Joua, É-U) en vue d'en obtenir la séquence. Toutes les enzymes utilisées l'ont 

été selon les directives du fabricant (Boehringer Mannheim). Les clones ont eté envoyds au 

service d'Analyse et de Synthèse d'oligos du pavillon Charles-Eugkne-Marchand (Universite 

Laval) qui a procédC par séquenqage automatique (mode1 373s automated DNA sequencing 

system with upgrade XL. Applied Biosystems) en utilisant le AB1 Prism BigDye Terminator 

Cycle Sequencïng Ready Reaction Kit with AmpliTaq DNA Polymerase FS. selon les 

directives du fabricant (Applied Biosysterns. Foster City. É-u). Les amorces universelles 

Reverse (M13, position -48) et Forward (M13. position -47) ont servi a dquencer les deux 

brins d'ADN. La synthèse d'oligonucléotides a eté con& à la compagnie Life Technologies 

(produits Gibco/BRL, Grand Island. É-u). La séquence comp%te de pEDl a été obtenue en 

procédant par marche sur le plasmide pEDl et les clones dans pBS. 



2.16 Preuve de la nouveauté 

Afin de s'assurer qu'il n'y a pas d'homologie entre les systèmes d'avonernent de 

l'infection repertories dans la Litterature et pED1. la séquence complète de ce dernier a ttt? 

soumise aux banques de données Genbank et EMBL. Les logiciels du Wisconsin Package 

Version 10.0 (Genetics Cornputer Group. Madison, Wisconsin) ont eté utilisés pour analyser 

les séquences d'ADN ainsi que les proteines. deduites des st?quences nucl~otidiques. Le 

logiciel BLASM 2.0.8 (Altschul et al., 1997) a etc u t W  pour la  cation de L'homologie 

d'ADN. 



CHAPITRE 3 : Résultats 

3.1 Souches isolées du lait cru 

Sur i'ensemble des 90 colonies &lectionnées initialement il partir d'échantillons de lait 

cru, 27 satisfaisaient aux criteres minimaux des lactocoques et ont été analysées p u r  verser 

si elles étaient porteuses d'un mécanisme de r&istance aux bactdriophages. Tous ces isolats 

pouvaient évidemment croître dans le lait. Ap& extraction de leurs plasmides et 

ékctroporation dans L lacris MG1363, Le criblage selon la méthode des stries croisées a &te 

effectué. Six colonies de L lactis MG1363 semblaient alors être devenues résistantes au phage 

p2 et/ou p2k. Ces six transformants résistants ont ensuite dté testes de façon B en determiner 

I'EOP (tableau 4). 

Un patron de fermentation (galerie APISOCHL) a éte établi pour les isolats 1-1 c, d, el 

f, g et 7-4a. Tous possèdent les caract&istiques de fermentation reconnues pour les 

lactocoques, sauf l'isolat 1-1 f qui ne fermente que cinq sucres (trois monosaccharides [D- 

fructose, D-glucose, D-mannose] et deux disaccharides [maltose, tréhalose]), soit moins que la 

moitié des substrats fermentés par les autres. De plus, les souches 1-1 cl dl e et g s'agglutinent 

lorsqu'elles poussent dans le milieu GM17, ce qui resulte e n  la formation d'un culot de 

cellules. 

3.2 Souches de provenance industrielle 

Toutes les souches (sept) ont poussé dans Ie milieu LM17 additionné de lait 0,3%. Les 

souches JN, MD et NP49-19, ont coagulé le lait (1 1%). Alors que les souches P072-1,3,4 et 

8 ne le peuvent pas et poussent faiblement dans le milieu Elliker. Aucune souche industrielle 

n'a conféré de résistance suffisante contre le phage p2, en utilisant la méthode des stries 

croisées. Toutefois, elles possèdent toutes au moins un plasmide (figure 6). 



Tableau 4 Détermination de l'efficacité des phages p2 et p2k à former des 

plages de lyse (EOP) pour six transformants issus de pr6parations plasmidiques 

de souches de L lactis isolt5es du lait cru 

Souches EOP (n = 3) 

Phage p2 Phage p2k 

MG1363* 1 ,O 1 ,O 

1-1 c 4.7 x 1 0 - ~  3 3  x IO-' 

1-1  d d . 7  x 1 0 - ~  5,8 x 10-'O 

1-1 e 1,7 x 1 0 - ~  <5,8 x 1 0 - ' O  

1 - 1  f ~ 1 . 7  x 10~' c5.8 x 10-1° 

1-1 g d . 7  x IO-' 2,o x 10" 

7-4 a ~ 1 . 7  x 4 , 8  x 10"O 

* ; souche hôte 



Figure 6 Profil plasmidique des souches industrielles de Lactococcus lactis. Puits 1 : 

Super coiled DNA ladder (Gibco/BRL), Puits 2 : MD, kits 3 : IN, Puits 4 : P072-1, Puits 5 : 

P072-3. Puits 6 : P072-4, Puits 7 : P072-8, Puits 8 : NP49-19. Électrophor&e sur gel 

d'agarose 0.8%. 





3.3 Souches de la collection du laboratoire 

Les souches de L lrrctis SMQ-201, 208, 209, 210 et 215 se sont dCveloppées tres 

rapidement dans le lait reconstitué (1 1%). Seulement la souche SMQ-199 a eu de la difficultk 

à croître dans le lait et le milieu Elmer. Le contenu plasmidique des souches a été vdrifie et 

est pr6sente aux figures 7 et 8. SMQ-208 et SMQ-210 initialement consid6rees comme deux 

souches distinctes se sont averees identiques sur la base de leur profil plasmidique. Pour cette 

raison, seule SMQ-2 10 a été conservée pour la suite des tests. 

La souche SMQ-215 a et6 construite (par le Dr Sylvain Moineau) en codlectroporant 

simultanément le vecteur pSA3 avec le contenu pIasrnidique d'une souche de L loctis 

anterieurement isolee du lait cm (ayant dernonue des indices d'une resistance aux phages). Le 

tout ayant été transformC dans la souche hôte L. lactis LM0230, sensible aux bact&iophages 

des especes 936 et c2, en plus d'être depourvue de plasmide. Outre la bande de 10,2 kpb du 

plasmide pSA3. une bande supplementaire de 12.2 kpb representant le plasmide nomme pED 1 

est visible (figure 8). Cette souche est résistante aux phages de l'espèce 936. 

Sur 400 transfomants criblds (100/souche SMQ-199, 201, 209, 210) aucun n'a 

demontre de resistance contre le phage p2. Le patron de fermentation a aussi etc etabli pour la 

souche SMQ-215 et indique que 14 substrats sont utilisds (essentiellement semblables aux 

isolats 1-1 c. d, e, g et 7-4a. soit; ribose. galactose, D-glucose, D-fnictose, D-mannose, 

mannitol, N acr'tyl glucosamine, salicine, cellobiose, maltose, tréhalose, amidon, 

gentiobiose, giuconate). 

3.4 Mesure de l'efficacité à former des plages de lyse 

Bien qu'initialement, quelques transforrnants issus des souches isolees du lait cru 

paraissaient fort intéressants considerant leur EOP, la souche SMQ-2 1 5 a et6 dlectionnde 

pour la suite des travaux entre autres parce qu'on y voyait clairement la presence d'un 



plasmide. Les EOP de quatre phages de l'espece 936 ont été réduit au moins IO-' en présence 

de pED I . 

Pour l'espèce c2, trois phages ont été testés (c2, ebl et ml3) afin de vérifier si le 

plasmide pED1 pouvait conférer son hôte, une résistance contre cette espèce. II en résulte 

des EOP de 1.0 qui indiquent que le sysdme anti-phagique encode sur pEDl ne confère 

aucune résistance contre les phages de l'espèce c2. La résistance envers l'espèce P335 n'a pas 

et6 vt!rirt?e puisque la souche LM0230 n'est pas sensible cette espece. 

3.5 Efficacité à former des centres d'infection et relarguage 

La facilité avec laquelle un phage r6ussit détourner la machinerie cellulaire de l'hôte 

il son profit jusqu'à l'ultime 6tape de lyse cellulaire a un impact direct sur la production 

fromagère. Une lyse ceUulaire rapide va de pair avec une destruction accentuee du ferment. 

Seulement 6'8% des cellules de SMQ-2 15 infectees ont Liber6 effectivement une progeniture 

phagique dans le milieu (tableau 5). 

Les résultats des calculs presentes dans le tableau 5. sont issus des donnees de la figure 

9. L'usage de pED1 permet une réduction de l'efficacité B former des centres d'infection d'un 

facteur de 15 fois et une diminution de 11 fois du nombre de phages p2 Liber& par cellule 

in fectee. 

3.6 Adsorption phagique et survie cellulaire 

Les résultats d'adsorption et de survie cellulaire sont essentiels afin de discriminer le 

m6canisme de rksistance aux phages parmi ceux répertoriés. 



Les cellules sensibles et résistantes presentent un pourcentage d'adsorption similaire (tableau 

5). De la même façon, on peut constater que le plasmide de résistance pED1, n'a pas 

d'influence significative sur la s w i e  cellulaire (tableau 5). 

3.7 Courbe de croissance du phage p2 sur SMQ-215 (pED1) 

Deux types d'informations sont tirees d'une courbe de croissance. D'abord, une 

évaluation du temps de latence du virus, ie., le temps requis pour qu'un cycle lytique soit 

complete. À la figure 9, le temps de latence du phage p2 est approximativement d'une 

quinzaine de minutes. L'autre type d'information, concerne la quantité de virions matures 

liberes en moyenne par une cellule. Il s'agit du ratio entre le nombre de phages denombrés A la 

fin du cycle lytique (second plateau, 35-50 minutes) et le niveau basal de virions initialement 

présents (premier plateau 0- 15 minutes). La courbe de croissance presentte avec SMQ- 16 est 

ajoutde a titre comparatif afin de mieux visualiser la différence de relarguage phagique 

comparativement à une souche résistante. 

3.8 Réplication de l'ADN total 

Suite à l'infection de la souche sensible SMQ-16 par le phage p2. l'ADN phagique 

apparaît après 10 minutes. avec un maximum d'ADN à 30 minutes. suivi par une rapide 

diminution engendrée par la lyse des cellules. Le ddroulement chez la souche rdsistante SMQ- 

215 est similaire, avec l'apparition de l'ADN à 10 minutes et avec un maximum atteint à 50 

minutes. suivi par une diminution d'intensite des fragments d'ADN. Ainsi. l'ADN du phage 

p2 peut se repliquer même en presence du plasmide pED1. Ce dernier point est ddduit d'après 

la figure 10, ob l'on constate que la forme réplicative (circulaire) et mature (lindaire) sont 

presentes chez la souche sensible tel que demontre par le fragment de 5.3 kpb qui  est le 

produit des fraements EcoRV de 4.0 et 1.3 kpb ligues ensemble par leurs extrémités cohésives 

respectives. Bien que les formes replicative et encapsidée soient aussi pr-ntes chez la souche 

resistante. ce qui est demontre de façon analogue il la souche sensible. il faut noter qu'il n'y a 

pas de lyse cellulaire. 



Figure 7 Profil plasmidique des souches de L lactis de la collection du laboratoire. Puits 

1 : Super coiled DNA ladder (Gibco/BRL), Puits 2 : SMQ-199, Puits 3 : SMQ-201, Puits 4 : 

SMQ-208. Puits 5 : SMQ-209, Puits 6 : SMQ-210. Électrophori2se sur gel d'agarose 0.8%. 





Figure 8 Profil plasmidique de la souche mère de pEDl (L loctis) et des souches 

utilisées. Tous les 6chantillons d'ADN ont eté die&& avec EcoRI dwant 16 heures. Puits 1 : 1 

Kb DNA ladder (Gibço/BRL), Puits 2 : SMQ-210 (souche sauvage contenant pEDl), Puits 3 : 

SMQ-215 (pSA3 + pEDI), Puits 4 :  SMQ-502 (pEDl), Puits 5 : SMQ16 (pSA3). 

Électrophori%e sur gel dwagarose 0.8%. 





Tableau 5 Effet du plasmide pEDl lors de l'infection par le phage p2 et 

influence sur le taux de survie de l'hôte 

Expériences Souche SMQ-16 (pED13 Souche SMQ-215 (pEDl*) 

EOP 1 9.5 3,9 x 106 

ECOI~ (B) 100 6,8 It 3.5 



Tableau 6 Efficacité de différents bactériophages de 

l'espèce 936 & former des plages de lyse (à 30°C*), en 

présence du plasmide pED 1 contenu dans la souche SMQ- 

215 

Bactériophage EOP** 

jjS0 1.9 f 0.8 x 10" 

PZ = 20°c; 9.8 x 104 

3O9C; 9.5 + 3.9 x 104 

39OC; 2.3 + 1,l x 104 

~ 2 k  1.4 + 0.6 x 104 

sk 1 2,1 f 1.4 104 

* Sauf pour p2 : = 20°C (TO piece. la nuit). 30°C, 39OC 

** n > 3, sauf p2 à = 20°C où n = 1. Souche sensible ; 

MG1363 ou SMQ-16 



Figure 9 Courbe de croissance du bactériophage p2 lors de l'infection des souches 

SMQ- 16 et SMQ-215. MOI = 0.1. n = 4 (courbe SMQ-215). 



Tmpm (min.) 



Figure 10 Replication de l'ADN intracellulaire (Southern) chez la souche sensible SMQ- 

16 (A) et chez la souche résistante SMQ-215 (BI, lors de l'infection par le phage p2. A) Puits; 

1 : phage p2 digere EcoRV et chauffé, Puits 2 : phage p2 digerd EcoRV non-chauffe, Puits 3 : 

phage p2 chauffe, Puits 4 : phage p2 non-chauffe, Puits C : SMQ-16 digW EcoRV, autres 

puits : cellules sensibles (SMQ- 16) infectees par le phage p2, r&oltées a intervalle de 10 

minutes pendant 90 minutes, ADN digéré par EcoRV (puits 0-90). B) Puits; C : SMQ-215 

digére EcoRV, autres puits : cellules rMstantes (SMQ-215) infectées par le phage p2, 

récoltées pendant 90 minutes, ADN digért? par EcoRV (puits 0-90). C )  Gdnome du phage p2 

digkré EcoRV (valeurs presentées en kilopaires de bases), d'après Boucher, 1999 et confime 

dans le puits 1 de h figure 10 A. 
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3.9 Stabilité thermique de l'effet de pED1 

Toutes les expérimentations autant qualitatives que quantitatives convergent vers une 

legere tendance vouIant que plus la température d'incubation est ékvée. plus la résistance au 

phage p2. conferee par le plasmide pED1, est importante. Les températures d'incubation ont 

varie de 20°C (température de la piece) A 42OC. mais trois ont Cte retenues pour mesurer I'EOP 

(tableau 6). Le plasmide pEDl confere une résistance contre les phages de l'espèce 936 et ce, 

aux températures en vigueurs lors des diarentes etapes utilisees durant la fabrication du 

Cheddar. 

3.10 Stabilité plasmidique de pEDl 

Apres huit repiquages en six jours, 98'2% des colonies testees ont conservé le 

phenotype de resistance au phage p2 et conséquemment sont prdsumees avoir garde le 

plasmide pED 1. 

3.11 Informations tirées de la séquence du plasmide pEDl 

Le plasmide pEDl est composé de 12232 paires de bases (dquence présentee en 

annexe). Ses principaux cadres de lecture ouverts et régions d'ADN presentant de I'homologie 

avec d'autres gènes connus ou dont le r6le a eté identifié sont rt?sumés (ainsi que d'autres 

caractéristiques) dans les tableaux 7 et 8. Une carte plasmidique de pEDl est presente il la 

figure 1 1. 

L'analyse de h séquence de pEDl a r&W que ce plasmide possède des ghes  ou des 

séquences non-codantes qui ont déjà éte rapportes dans d'autres plasmides codants pour des 

systemes Abi. On y retrouve entre autres oriT, repA, repB. o f l  et hsdS. Une séquence 

similaire ii celle de l'orf 4 (pcp) a déjà eté rapporté dans le chromosome de souches de L 

lacris. Une région de 404 nucltotides. oriT, pouvant être impliquée (agissant en cis) dans un 

transfert conjugatif (non vérifié expérimentalement) a C t t  identifiee chez pEDI. Il a d'ailleurs 



été demontre que les oriT seules (Le., sans protéine MobA), chez p N Z 4 0  (van Kranenburg 

et de Vos, 1998). etaient suffisantes pour permettre un transfert conjugatif. Une forte 

homologie d'ADN est retrouvee avec les deux origines de transfert du plasmide pNZ4000 

(van Kranenburg et de Vos, 1998). soit une identité de 95% pour onTJ et de 97% pour oriï2 

(pour les 405 nucléotides de 1'oriT de pEDL). Le plasmide pSRQ900 codant pour AbiQ 

(Emond et al.. 1998) présente aussi une forte identité d'ADN (97%) sur une portion de 352 

nucléotides de son on'T. Tout comme le plasmide de résistance aux phages pC1528 qui 

presente 95% d'identité sur 335 nucléotides. Pour faciliter les comparaisons, un alignement 

des regions d'origines de transfert a eté prdsenté à la figure 12. L'oriT de pEDl a un contenu 

élevC en adenine et thymine (63.7%). une caract&istique rapportee pour d'autres regions 

d'oriT bactériennes (Lanka et Wilkins, 1995; Mills et al., 1998). Cette oriT comporte trois 

repe tit ions inversées qui permetuaient la formation de stnictures secondaires tige- boucle qui 

sont caractéristiques des oriT, en plus d'une repétition directe. L'une de ces repétitions 

inversées (IR3) est homologue, en plus des oriT de pNZ-000, a celle de 1'oriT du plasmide 

IncIl R64 (Furuya et Komano, 1997) qui comprend le site de liaison de la protéine de 

mobilisation NikA et le site de coupure (figure 13). 

À peine 500 nucléotides apres l'origine de transfert (ori7). se situe une seconde region 

non-codante. repA (nucleotides 1713 a 2053) avec son contenu éleve en A-T (71'26%) est 

probablement la région de l'origine de repiication du plasmide pED 1 (Hayes et al., 199 1 ). Des 

repetitions directes et inverses sont aussi incluses dans cette region de 341 nucléotides qui 

presente de l'homologie avec repA du plasmide pCI305. Ces répétitions sont caracteristiques 

d'une origine de replication (Kues et Stahl. 1989; Scott, 1984; Seegers et al.. 1994). Les 

rép5titions directes sont composées de 22 nuclCotides (5'- TAT GTï CCT AGA AAA AAC 

TGT G - 3') et ont lieu ii quatre reprises (nucléotides 1904 1989). avec une variation de deux 

nucléotides dans la quatrième repétition (changement G pour T dans les deux cas. les deux 

derniers G de la repétition). De plus. la premiere répétition est imparfaite puisque deux 

nucleotides sont absents (G et TT apres le troisieme nucléotide de la repetition). À la fui de la 

séquence repA, se trouve la boîte -35 de repB (nucléotides 1987 à 1992) S'-TïïïTA-3',  

séparée par 16 nucléotides de la boîte -10 (nucléotides 2009 ii 2014) 5'-TATAAT-3'. La 

region -10 est séparée par un nucleotide de la courte séquence TG. qui est généralement 



conservee chez les promoteurs de lactoçoques (de Vos, 1987; van der Vossen et al., 1987). 

Tout juste en amont de repB et de son site de liaison aux ribosomes (tableau 7). se trouvent 

deux structures potentielles tige-boucle (nucieotides 1969 B 2003 et 202 1 à 205 1). séparées par 

un segment comprenant la b i l e  -10. Cette dernière est identique B celle identifiée chez 

pCI305 (Hayes et al., 1991). La boîte -35 est située dans la boucle d'une de ces deux 

structures secondaires, où elle serait plus facilement accessible. 

Un fiagrnent de 1200 nuciéotides (2090 à 3289) pouvant coder pour 400 acides amines. 

constitue repB (dont la traduction résulte en une protéine de rdplication) identique a 88% il la 

séquence de repB de pCI305. Les regions repA et B po&dent de tri% fortes homologies de 

séquences tant au niveau nucleotidique que protéique et ce pour de nombreux plasmides de 

lactocoques séquencks. 

Sur la carte plasmidique, l'og 5 est le gene le plus long et code potentiellement pour 

une séquence proteique de 998 acides amint!s. Sur la base de l'hydrophobicitt5 de cette 

séquence, trois régions semblent être transmembranaires. Les deux extremites de cette 

séquence protéique (25-45 et 969-989) seraient transmembranaires. alors que la troisieme 

region transmembranaire (358-378) est localisee au premier tiers de la sequence (figure 14). La 

probabilite de la localisation de la séquence proteique de l'orf 5 a et6 v6nfiée une autre fois 

(avec un programme different) et dans ce cas, seulement deux regions uansmembranaires 

auraient étC identifiées (figure 15). IRs 25 premiers acides amines du côte N-terminal et les 

huit derniers acides amines du côte C-terminal seraient situes il l'intdrieur du cytoplasme. toute 

la région entre les deux serait ii L'extérieur du cytoplasme. Fait ttomant, la composition 

theonque en acides amines de l'orf5 révele que 25% du contenu de la séquence proteique est 

composé de seulement deux acides aminés (sérine 14,3396 et thrtonine 10.62%). AbiC aussi 

présente deux segments transmembranaires (en N-terminal) (Durmaz et al., 1992) et c'est 

pourquoi un alignement de séquence entre l'orf 5 et AbiC est présente aux figures 16 et 17 

(nucleotides et acides aminés, respectivement). AbiC (1032 nucléotides ou 344 aa) s'inere 

pratiquement en plein centre de l 'og5 (1032 nucléotides ou 998 a.&). 



Tout juste en aval de l'orfde 998 acides amines, se trouve une région (otf6) présentant 

une identité de 9 6 8  (301/311 nucléotides. position 9883 B 10193) avec une portion de 

séquence du plasmide pC175O porteur de la séquence codant pour AbiG. Cette region 

d'identité élevée contient chez pCI750 une dquence tronquée du gène lin (invertaselresolvase 

site specifc DNA recombinase) et correspond la premiere de deux r@étitions directes de 

309 paires de bases. Chez pED1, il n'y a pas ces deux répétitions directes. mais plutôt une 

seule region homologue aux deux répétitions de pCI750 (o@6). 

Par rapport au gène lin sauvage issu de L. lactis ssp. cremoris (no. d'accession 

GenBank 248 180). pEDl contient deux insertions (figure 18). Lorsque les insertions du gène 

lin de pEDl sont retranchées et qu'ensuite un alignement de séquence avec le @ne lin sauvage 

est effectué, on obtient 46,696 d'identite pour la séquence nucleotidique (logiciel Multalin; 

Corpet. 1988 ) et 57.1% de similarité au niveau proteique dont 33,38 d'identitt! (logiciel 

ClustalW 1.74; Thompson et al.. 1994). Les homologies d'ADN et d'acides aminés sont 

prdsentees aux figures 18 et 19. Bref, pEDl contient une séquence analogue à la totalité de 

celie codant pour le @ne fin chez L. lacris ssp. cremorïs. 

Les orf 7 et 8 suivent le @ne lin. Le site potentiel de liaison au ribosome (RBS) en 

amont du premier des deux orf (GGAG, nucleoiides 1 1165 i 11 168, tableau 7) est identique 

celui de I'orf codant pour Abi Eii. La séquence -10 (TATAAG, nucleotides 1 1 155 à 1 1 160). 

séparée de cinq nucléotides du RBS, est similaire à Ia séquence consensus de E. coli 

(TATAAT) ou celle de la boite de Prïbnow de abi Ei (ïATAAT). Encore une fois, comme 

pour plusieurs autres promoteurs de lactocoques, le dinucleotide TG est present, mais quatre 

nucléotides en amont de la boîle -10. Une portion de séquence (ïTGATA, nucléotides 11 113 

B 11 118) correspond assez bien a la séquence -35 de E. coli CITGACA), mais est séparee de 

35 nuclt5otides de la boîte -10. La boae -35 est probablement absente dans ce cas. Aucun 

promoteur potentiel n'a éte identifie en amont de 110tf8 de pED1. Malgré que la boîte -10 

corresponde assez bien avec la séquence consensus de E. coli, le promoteur putatif demeure 

improbable in vivo cause de la courte distance entre le RBS et la séquence -10. 



Figure 11 Carte piasmidique du plasmide pEDl (12232 pb). Sites uniques (*); EcoïU, 

NcoI, ScaI, PvuII, P d ,  Eco47III. BstAPI, BsniBI, B b K I .  2 sites de coupures; EcoRV, SPI, 

BstrI, TaqII, ThoI, BpulOI. 3 sites de coupures; Bgm. HindIII, XbaI, HueIl. NspI, BbsI. 

Région contenant 12 sites de clivage; TaqII (387), PmiI (419). BstAPI (463), HaeII (480). SyI 

(682).  BgnI (867). ThaI (913), Eco47111 (1 134), BbcCI (1 136), BpulOI ( 1  136). HaeII ( 1  136), 

BsmBI (121 1). Les sites de restriction ne sont pas tous representes sur la carte, pour plus de 

details consulter la séquence en annexe. 











Figure 12 Aiignement des séquences nucléotidiques de plasmides de lactocogues 

contenant la séquence des origines de transfert (orin. Alignement selon la longueur totale de 

I'oriT de pED 1. oriTl et o r i n  (pNZ4000, no. accession GenBank AF036485), onT de pED1, 

région contenant au moins un partie de L'oriT de pSRQ900 (no. accession GenBank 

AF00 13 14). codant pour AbiQ et de pCIS28 (no. accession GenBank L0860 1 ), codant pour un 

mécanisme de résistance aux phages, La region correspondant il celle utilisee pour la figure 13 

est comprise entre les deux fleches verticales ( t ). Le site de coupure presume (nic, selon le 

plasmide Incll R64, figure 13) est identif% par le A. Le site de liaison potentiel de NikA est 

identifie par la double flèche (w). Les deux lignes pleines indiquent les séquences inverses 

répétées presentees à la figure 13. Le rouge indique une forte identité, le bleu indique une 

identité moyenne. le gris n'indique aucune identite. Alignement fait avec Multalin 5.3.3 

(Corpet, 1988). 





Figure 13 Alignement des séquences nuclCotidiques contenant la séquence repétee inverse 

3 (IR3) des oriT; oriTl et o r i î ï  (pN2A000). oriT de pEDl et on'T du plasmide IncII R64. Le 

site de coupure (nic, plasmide IncIl R64) est identifié par le A. Le site de liaison de NikA 

(plasmide 1x11 R64) est identifie par la double fleche. k s  deux lignes pleines indiquent les 

séquences inverses rt!@tt?es de oriTI et oriïï (pNZ4000). Les lignes pointillées indiquent les 

séquences inverses répétées de I'oriT du plasmide IncIl R64. Le rouge indique une forte 

identité. le bleu indique une identite moyenne, le gris n'indique aucune identité. Alignement 

fait avec Multalin 5.3.3 (Corpet. 1988). 





Figure 14 Prediction de la topologie, d'après 1' hydrophobicite de la protéine potentielle 

(998 acides amines) codee par l'orf 5 (d'après le logiciel TopPred 2. Topology prediction of 

membrane proteins, Stockholm University Theoretical Chemistry Protein Prediction Servers, 

von Heijne, 1992). 



F r i  R a r  12 te:58:58 1999 sequence 



Figure 15 Probabilite de la localisation de la protCine potentielle (998 acides amines) 

codée par l 'oq 5 (d'apres le logiciel TMHMM, Sonnhammer et al.. 1998). k s  regions ii 

l'intérieur du cytoplasme vont de l'acide aminé 1 à 25 et de 990 il 998. Les regions dites 

transmembranaires vont de I'acide amine 26 48 e t  de 967 989. La region couvrant les 

acides aminés 49 à 966 est presurnee à l'extérieur de la membrane cellulaire. 



100 288 308 400 508 680 788 800 988 
p o s i t i o n  



Figure 16 Alignement de la portion de séquence nucléotidique de l'ov 5 présentant de 

l'homologie de séquence avec abiC. Les nucléotides sont numérotés à partir du debut de 

chacun des gènes et non de la séquence totaie du plasmide. Fait avec le logiciel Lalign version 

2.0. 
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ATATCGGAAGCAAATGCGGATTTCGATGACTTATTAGGG------ TCTAATAGTCTTCAA 
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TTCTCTCTATGTTAAGAGGG--GCTTGGGACTGGG---- TAT-TGAATTAATAGGAACTA 
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GTTACT - - - - GACAATGGGGTAGATTCAGACCGAACCCCTATATCAGTTGATCTGAATAG 
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Figure 17 Aiignernent de la portion de séquence protéique dCduite de I'orf5 prdsentant de 

l'homologie avec AbiC. Regions transrnembranaires; orf5 (a.a. 26-48 et 967-9891. AbiC (a.a. 

18-44 et 65-86). Fait avec le logiciel ClustalW version 1.74 (Thompson et al., 1994). Légende; 

* (identité), : (substitution conservative), . (substitution semi-conservative). 



AbiC --------------- MSEKKNTKGSPIYMKKSFWIPTXIFVVFVrVFVMLLKLP----- S 4 0  
orf5 L N A N P N P K G A K D D S G N I W Y I T W G P T D D R G A W G D K E L E D G E L P S S E G T  360 

. .  . * .* . . .  - . . *  . . .  . - . *  .*t 
W .  

AbiC LS-IQKKNQEESK-KLNNSDSANRZFYSLLD--LFKKEQM(SET---IKAIS-FLYKRAI 137 
0 ï f 5  L Q G A Q A S L T A T S N G K P W G S S E N S K F Y I D T D S N V Y L T K Q G F S A S  480 

t . .  . * .  * :  * .. t t :t* . . . . . . .  .t . .  * : t e  . 

-EKKLDES--DYKNYIGILRTQLSSEEL------ WILINSLYVKRGLGLGIELIG-TNL 274 

AbiC FGDEKDFKI~HF\IIPKPEIIQDD-LSIFINDNEGKNIKDYEKKLKSIDNAEFEDI 333 
orf5 LNDLKALLTSGNITVPKIï7LAYTYSATDSKTDNIGKLPSEIDDMGAYAVPFTRTLTNDI 720 

. * * .  .. * *  * *  . t . . .*t . . . . . .  S .  . . .++ . .  

orf5 P D K K S N I T V K Y I D I S G N T I S D N I V K A G N V G D S Y T T E Q K A S D A  780 
. t* . . .... 



Figure 18 Alignement de la séquence complete du gène lin (L lacris ssp. crenioris. no. 

accession GenBank 238081) avec la séquence homologue de pEDl (nucleotides 9883 à 

10 193). Deux insertions sont presentes dans pEDl comparativement au gene lin en position 

77-125 et 196-266. Rouge; identitk. Gris; aucune homologie. (logiciel Multalin 5.3.3, Corpet 

1988). 





Figure 19 Alignement de la séquence proteique déduite du gène lin avec la traduction 

correspondante de pEDl (sdquence de la figure 18, traduite). Toutefois, si deux nucléotides 

supplt9nentaires sont consid&&, cela permet d'obtenir un codon complet en position un de 

pED1, plutôt qu'un codon incomplet (-1. Ce codon correspond à une methionine (ATG). soit 

un codon d'initiation. Alignement fait avec Clustal W 1.74 (Thompson et al., 1994). Légende; 

* (identité), : (substitution conservative), . (substitution semi-conservative). 



lin MK IGYARVSTGLQNLDLQKDS-LKKINCEKIFTDHMSGSKRERPG--- - -- LKSAIEFSR 53 
pEDl -NIGYARVSTGLQIALKQKSI-NKGSVLNLLFMKTVELEKRLSKGCLSSLKNIVYFFI 58 

.****tttt*tt **  . t - .t t iC t ** . * . .  . S . .  . . 

lin PGDTIVPTRL 63 
p E D l  LRNSLYILTI 68 

m . .  . . 
* . .  * . 



CHAPITRE 4 : DISCUSSION 

A. Le plasmide pEDl 

Trois niches écologiques différentes nous permettaient de rechercher au moins une 

souche de lactocoques résistante aux bactériophages. D'abord, ie lait cru, ensuite les ferments 

industriels (deux compagnies differentes, issues d'autant de pays, ont collabore) et finalement 

des souches de la collection du laboratoire. Aucune souche exploitee commercialement n'a 

dernonu6 suffisamment de résistance au phage p2, selon la méthodologie utilisée. Du lait cru, 

six colonies démontrant une résistance au phage p2 ont été découvertes. D'après les tests 

pr6liminaires d'EOP. une efficacite d'environ lo9 était demontrée (tableau 4). Selon le patron 

de fermentation, cinq des six isolats sont des Iactocoques. L'isolat 1-lf possède un profil 

pIutôt divergent (moins de la moitié des substrats fermentes par les autres isolats). D'autres 

tests plus poussés, tels ceux ndcessitant des sondes d'acides nucleiques (SaIarna et al., 1991), 

n'ont pas &te men& afin d'identifier avec certitude l'espèce. Donc, l'isolat 1 - 1 f a éte ecartC des 

travaux subséquents. 

Les isolats 1-lc, 1-ld, 1-le et I -  lg  s'agglutinent lorsqu'on les fait croître dans le 

bouillon GM17 et forment un culot «duveteux» lorsqu'il est agite. Un tel phrinomene a dejà 

été repertorié pour un systSme de resistance inhibant l'adsorption phagique (Lucey et al.. 

1992). Lorsque l'adsorption est entravee, soit le recepteur cellulaire sur lequel la particule 

virale se fixe est absent ou défectueux, soit un composé quelconque produit un encombrement 

stérique masquant ledit récepteur. Les substances impliquées sont d'origine glucidique ou 

lipoprotdique (Dinsmore et Klaenhammer, 1995). Pour les isolats 1- lc, d, e et g, on peut 

présumer qu'un systeme agissant sur l'adsorption phagique serait UnpliquC dans le phénotype 

de rdsistance. Afrn de vérifier cette derniere hypothese, il serait possible de faire subir aux 

ceiluIes divers traitements chimiques (hydrolyse acide, protéinase K, traitement alcalin, et 

autres.. .) qui vise à inactiver les composés masquant les recepteurs et conséquemment i 

rendre sensible aux phages les cellules qui naturellement ne le seraient pas. Donc. ces quatre 

isolats pourraient éventuellement faire l'objet de travaux de recherche. 



Même si a première vue les isolats 1-lc, d, e et g sont foflement résistants au phage p2, 

ils n'ont pas étC retenus pour h suite des travaux. Principalement, parce que le caractere 

d'agglutination n'est pas désiré et qu'il y a une forte probabilité d'y trouver un mécanisme 

inhibant l'adsorption ou même deux rnt5canismes de resistance, dont l'un pourrait être un Abi, 

ce qui expliquerait la si forte efficacité. De plus, une combinaison du genre ne serait pas une 

première, c'est d'ailleurs ce que l'on retrouve sur le plasmide pCI528 (Coffey er al., 1991; 

Costello. 1988). 

La collection du laboratoire nous a permis de trouver la souche qui correspondait aux 

objectifs du propt. Il s'agit de la souche SMQ-215 qui possède un plasmide conf-t un EOP 

de 1 0 - ~  ou 104, selon le phage utilisé (tableau 6).  C'est le seuil minimal d'efficacité requis 

pour qu'un système puisse être utilisé comme seule arme pour contrer les phages lors d'une 

fermentation A grande echelle. À l'origine, cette souche de laboratoire etait exempte de tout 

plasmide (L. lactis LM0230). Ensuite, un plasmide de lactocoque (isole du lait cm) lui a été 

additionne par t5lectroporation. Donc, le phénotype de résistance au phage p2 provient de 

l'ADN exogène qui lui a eté ajoute, ce qui répond B un autre critère fixe au depart, 

Ce plasmide de 12232 pb. nomme pED1, est de petite taille, ce qu i  pourrait 

&entuellement faciliter son transfert dans une souche industrielle. Ce plasmide est très stable, 

du moins dans la souche LM0230. Élement non negligeable, la resistance est conferée contre 

l'espece 936, soit la plus problématique pour l'industrie fromagère (Jarvis et al., 1991; 

Moineau et al., 1992; Moineau et al., 1996). De surcroît, pEDl code pour un nouveau 

mecanisme anti-phagique, étaye principalement par l'analyse de la séquence compl2te du 

plasmide qui ne présente pas d'homologie avec les séquences des ghes  abi des banques de 

domees. 

Les rtsultats de plusieurs expériences convergent afui de prouver que pEDl contient 

un mecanisme Abi. D'abord, le pourcentage d'adsorption est similaire entre SMQ-215 et 

SMQ-16 (tableau 5). Ce qui élimine par la même occasion la possibilité d'un mécanisme 

inhibant l'adsorption virale. La possibilité d'un mécanisme bloquant lVéjection de l'ADN 

phagique (qui est un mtcanisme tres rare) est exclue puisque l'expérience de replication de 



l'ADN total a d&nontré que I'ADN du phage p2 est bel et bien éjecté. Un mécanisme de 

restriction/modification est aussi rejet6 par la même expérience car l'ADN du phage p2 n'était 

pas clivé in vivo. Une autre méthode classique aurait aussi pu être mise à profit pour verifier 

s'il s'agit ou non d'un rnhnisrne de R/M. Elie consiste a mettre de l'ADN en présence d'un 

extrait cellulaire de h souche hôte de pEDl afin de verifier si l'ADN est digere ou non. 

Une des caraçt&istiques des systi!rnes d'avortement de l'infection consiste en la mon 

cellulaire tributaire ii l'infection et qui se traduit par un taux de survie cellulaire équivalent 

qu'il s'agisse de cellules sensibles (Abi-) ou resistantes (Abi') aux phages. Ce phenornene a 

aussi etc observé avec les cellules porteuses de pEDl (tableau 5). Lorsqu'un mécanisme Abi 

est implique, il est normal de voir diminuer l'ECO1 et le relarguage phagique. Cela s'explique 

par le fait que moins de cellules permettent la libération de particules phagiques matures &tant 

dome qu'elles sont «protégées» et que tout phage adsorbé ne va pas nécessairement engendrer 

un cycle lytique complet. Le cas echeant, beaucoup moins de virions matures en résulteront. 

Une fois de plus, pEDl répond à ce critère (tableau 5). Malgre tout, lorsque des 

bactériophages matures sont reiargués dans le milieu, la quantité Libéree par cellule est de 

beaucoup inferieure lorsqu'un Abi est present (tableau 5)' ce qui se refléte par une taille 

réduite des plages de lyse. Toutes ces caracteristiques tendent prouver que pEDl contient un 

nouveau mecanisme de l'avortement d'infection, efficace contre l'espece 936 de phages de L 

lactis. 

D'autres expériences menées, ont mis en valeur des qualités intrinsèques distinctives 

du plasmide de résistance pED1, telle que I'effkacite ii différentes temperatures, ou la 

demonsvation que I'ADN phagique peut se repliquer en présence de pED1. Ainsi, I'ADN du 

phage p2 est présent sous forme replicative et encapside autant chez les cellules sensibles que 

rMstantes (figure 10). Ce qui dinère de AbiQ (Dion et al.. 1998; Emond et al., 1998) pour 

lequel l'ADN du phage p2 n'&ait present que sous la forme replicative. de même que pour 

AbiK où I'ADN phagique n'&ait détecté que sous forme immature (pour le phage p2) 

(Boucher et al., 1999). 



La souche hôte de pEDl (LM0230) est naturellement sensible aux phages des espèces 

936 et c2. Selon les informations publiées jusqu'à présent, aucune souche de Iactocoques n'est 

sensible aux trois espèces de bactériophages les plus Mquemment impliquees dans les 

fermentations dCfaillantes, à savoir les es@ces 936, c2 et P335. Ce qui impose des contraintes 

suppl&mentaires afin de verfier l'efficacité d'un Abi contre ces trois espèces. Dans le cas de 

pED1, aucun test n'a et6 réahé afin de verifier s'il agissait contre l'espèce P335. Pour 

explorer cette avenue. il faut utiliser une nouvelle souche qui y serait sensible. Or. il faut 

s'assurer que d'autres facteurs propres A cette souche n' interfereraient pas avec le mécanisme 

Abi qui y serait introduit. Dernièrement, la souche F7/2 de L. iactis (Boucher et al., 1999) a 

étt! utilisée comme hôte pour tester les especes phagiques 936 et P335. Conséquemment, des 

travaux futurs de transformations de l'hôte bacterien F7/2 avec pEDl devraient être menes 

dans le but d'examiner si une r&istance l'esp&e P335 peut être conft?rée par pED1. Dans 

1'Cventualité ou une resistance serait demontrée, l'ensemble des expérimentations faites pour 

caractériser pEDl avec le phage p2 devrait être reprise avec un phage de l'espece P335. Si 

jamais la r6sistance l'espèce P335 pouvait être demontrée pour pED1. cela en ferait un 

système Abi aussi intéressant à utiliser à l'échelle commerciale du point de vue de l'efficacité 

que AbiK. Critère technique intéressant pour L'application de pEDl en production fromagtre, 

son efficacité est stable à une gamme étendue de températures utilisées, pouvant varier entre 

20°C et 42°C' alors que AbiK est sensible à la chaleur. Cene palette thermique d'efficacité 

procure une souplesse non négligeable B pED1. le demarquant de la concurrence pour un 

transfert technologique vers l'industrie. 

Le plasmide pEDl a eté clone partiellement dans le vecteur pBlueScript n KS (designé 

pBS KS). afin de pouvoir en déterminer la séquence nucléotidique. Deux clones contenant 

chacun une insertion (HindIlI) d'environ 3.8 kpb ont et6 construits. Le dernier fragment 

(HindIII) d'environ 4.6 kpb de pED1 n'a pu être cloné. Plusieurs vecteurs. souches hôtes 

(Gram+ et Gram-), enzymes de restrictions et strategies de clonage ont été utilisés. mais en 

vain. 

Afin d'en déterminer la séquence complète, nous avons procedé par marche sur le 

plasmide pED1, d'après les amorces déduites des séquences des deux clones de pEDl dans 



pBS KS. Le piasmide de résistance pEDl est désormais enti&remeni séquencé. Plusieurs 

avantages sont tirés du séquençage complet de pEDl plutôt que de la seule séquence 

responsable du catactere Abi comme c'est le cas dans plusieurs travaux parus. D'abord, de 

l'information genétique sur un nouveau plasmide de lactocoques est obtenue ainsi que des 

informations pertinentes pour plusieurs autres projets en route ou à venir au sein du laboratoire 

du Dr Moineau. On n'a qu'A penser aux promoteurs et aux prot6ines de réplications, 

l'organisation ou la structure genéraie d'un plasmide porteur d'un système Abi (présence ou 

non d'éléments indicateurs d'un Abi; origine de transfert [orin, orf X, hsdS, repA, repB, 

séquences répétees et/ou inversées). Les comparaisons possibles avec d'autres plasmides 

porteurs d'un système Abi (ou d'autres mecanismes) et dont la séquence entière est connue 

figurent parmi les cléments à considérer. Il s*agit d'un exercice plus long et cooteux, mais qui 

peut s'avérer très profitable moyen et long terme. Techniquement, il reste une ultime etape il 

franchir afin de prouver qu'un fiagrnent de pEDl est impliqué dans le phdnotype de résistance 

aux phages de l'espèce 936. 

À la mi-avril. les cadres de lecture ouverts 7 et 8 (fragment BgfD de 2.2 kpb) ont eté 

clonés dans le plasmide navette pTRKH2 (E. coli - L lactis). Le test de la resistance aux 

phages a rkvélé un EOP approximatif de IO-'. alors que I'EOP attendu osciliait entre 10" et 

1 0 ~ .  Donc. les orf 7-8 ne sont pas impliques dans la resistance aux phages ou sinon ils 

interagissent avec au moins une autre region du plasmide pED1. À moins que le tiagment 

cloné contienne une mutation ponctuelle (par exemple) diminuant le phéno type. L'autre cadre 

de lecture soupçonné pour son implication dans le phénotype de résistance est l'orf 5 (figure 

1 l), bien que son contenu en guanine et cytosine soit plus eleve que celui des orf 7 et 8. Les 

tentatives de clonages de ce fragment sont demeurées vaines, alors son implication dans la 

résistance reste à prouver. Peut-être que les cadres de lecture ouverts 5, 7 et 8 agissent en 

synergie. Il serait alors très interessant d'obtenir un clone dans L lactis contenant ces trois orf. 

Différents autres tests pourraient ensuite être menés (advenant le cas où 1'Abi avec le 

phénotype correspondant serait clone) : sous-clonage dans des vecteurs h haute ou faible 

copie, influence de divers promoteurs, verification si plus d'un gène contribue à l'effet de 



rEsistance, combinaisons avec d'autres s ysthnes de r&istance, etc. Le niveau d'etude suivant 

mene l'dtude de l'expression de k protéine. sa purification et sa structure. 

LRs difficultés de clonage du @ne de 1'Abi ne sont pas exclusives pED1. II a 

notamment étt? impossible de cloner Le déterminant génétique codant pour AbïN (Prevost et 

al., 1998) et AbiO (Prévost et al., 1998), pretendument cause de iew toxicite, seulement les 

formes tronquées de ces gènes ont pu être clonées avec succès. 

B. L'analyse de la séquence de pEDl 

Avant tout, il importe de rappeler les objectifs principaux du travail qui sont 

l'identification et la caractérisation d'un nouveau système antiphagique, de préférence de type 

Abi. Ce qui signifie que l'analyse de la séquence est utilide ici comme support la 

caracterisation du plasmide de résistance et ne constitue pas une fuialité en soi. Dans le cadre 

des resultats prdsent&. seulement les principales caractéristiques retrouvees dans la séquence 

seront investiguées. 

L'origine de transfert 

Par homologie entre les oriT de pNZ4000 et du plasmide Incl 1 R64. le site de coupure 

(nic) avait et6 determine chez pNZ4000. Puisque I'identite d'ADN. entre 1'oB'T de pEDl et 

celles de pNZ4000, atteint 100% dans la region contenant le pretendu site de coupure (nic). 

cette region de pEDl est donc aussi pr6sumee contenir le site de coupure (nic) (figure 13). Les 

séquences de plasmides de lactocoques (pED1, pN24000) sont conservées entre eues au 

niveau des repétitions inverses. au site de liaison de NikA (sauf une mutation ponctuelie d'une 

adhine pour une cytosine) et du site de coupure (nic). Par contre. eues ne sont pas aussi bien 

conservees lorsqu'on les compare au plasmide IncIl R64 (Salmorieilu ryphimurium). 

Neanmoins, certaines regions sont particuli&rement conservées. Chacune des répétitions 

inverses compte un bloc de neuf nucMoiides identiques pour les trois plasmides. Un di- 

nucleotides (CG) conservk est present entre les deux répétitions. Un second couple de 



nuc1éotides (TG) conservés est présent au site de coupure, lequel est borde (6 nuciéotides en 

aval) par un triplet de thymine. Quelques autres positions dans la region du site de coupure 

sont aussi conservees. 

Une classification des oriT (F, P, Q) a éte établie selon les groupes d'incompatibilit~s 

piasmidiques (Lanka et Wilkins, 1995). D'après I*homologie de séquence entre pEDl et IncI1 

R64 en plus de la correspondance avec la séquence consensus ttabiie pour le groupe de region 

de coupure P (Lanka et Willuns, 1995)' I'on'Tde pED1 appartiendrait au groupe P. La taille de 

la région oriT de pEDl (figure 12) correspond assez bien à celle admise pour la classe P qui 

est d'approximativement 300 pb. 

Nonnalement, chaque plasmide conjugatif ou avec un potentiel de mobilisation, 

encode ses protéines accessoires spécifiques son origine de uansfen (orin. Ces enzymes 

impliqutes dans la coupure et la ligature du brin d'ADN sont requises pour amorcer et 

finaliser le transfert d'ADN. De telles enzymes n'ont pas éte identifiées chez pED1. Par 

contre, il a éte démontre que des facteurs agissant en tram (determinant etnetique porte sur un 

autre plasmide que celui contenant I'ori7) pouvait permettre la mobilisation du plasmide 

porteur de l'origine de transfert. Ce qui permettrait de poser une hypothese qu'un autre 

plasmide dans la souche mere de pEDl pourrait encoder les facteurs agissant en m n s  sur 

1'onT de ce dernier. D'autres plasmides, notamment chez Staph~lococcus aureus et Bacillus 

subtilis, ont déjà dt5montrés leur incapacité à se transmettre d'eux-mêmes, mais pouvaient tout 

de même être mobilisés par complémentation lors de la presence d'un second plasmide 

(Projan er al., 1989; Selinger et al., 1990). 

Des elements permettant la conjugaison sont repertoriés tant chez les bactéries Gram 

negatif que chez celles à Gram positii. Les transposons en sont un exemple. Les cléments 

d'insertion mobilisables, contenant leur propre origine de transfert (orin et au moins un gène 

mob (mobilisation) forme une autre classe d'unitds transmissibles (Lanka et Wilkins, 1995). 

Les oriT du groupe F sont flanquees d'un &ne X. dont le rôie est inconnu. Peu impone I'oriT, 

le cofacteur cationique ~ g "  est requis pour que le clivage survienne. Fait (res interessant, 

MobA qui est une relaxase (Scherzinger et al., 1992)' est aussi connu sous le nom de RepB 



(Schexzinger et al., 1991) possédant une activité spécifique pour amorcer la réplication (Lanka 

et Wilkins, 1995). Or, pEDl possède une proteine RepB impliquee dans la réplication. Ce qui 

powait peut-être signifier que la proteine RepB de pEDl jouerait aussi le raie de Mobk De 

plus, même une version tmnquee de MobA dans sa partie C-terminale a pu démontrer sa 

capacité à cliver son substrat (Lanka et Wilkins, 1995). MobA est impliquée dans l'initiation 

et la terminaison du transfert conjugatif de l'ADN. Le., qu'elle demeurerait liée l'ADN 

(Bhattacharjee et Meyer, 1993; Bhattacharjee et Meyer, 1991) ce qui permet la ligature de 

l'ADN (dont la coupure a éte faite dans I'on'T) pour reformer une molécule circulaire 

(Bhattacharjee et al., 1993). Ces deux facteurs de mobilisation (onT et RepB, ie., MobA) 

necessaires pour l'initiation et la terminaison du transfert pourraient peut-être se faire 

complementer en tram par des proteines issues des plasmides CO-residents de la souche 

sauvage (SMQ-210) ou du chromosome de cette même souche (Vedantam, et al., 1999). Ces 

proteines agissant en trans serviraient à complkter l'appareil de transfert ou de couplage 

cellulaire («mathg apparatus»). LR phenomi?ne de conjugaison par l'entremise des pili est deja 

connu, néanmoins toutes les bacteries n'ont pas de tels appendices, notamment L lactis. Pour 

pallier cette h u n e ,  une hypothèse faisant appel à des pores de transpon de l'ADN a etc emise 

(Lessl et al., 1993; Beijersbergen et al., 1994; Lanka et Wilkins, 1995; Vedantam et al., 1999). 

Toutefois, les processus exacts et la composition des protéines composant les pores de 

transports demeurent mystérieux. La lumiere reste à faire pour les plasmides n'encodant 

apparemment pas d'helicase. 

Un alignement de séquence de plasmides de lactocoques a Cte effectue afin de mettre 

en évidence les régions de nucleotides conservés. Les 70 premiers nucléotides présentent une 

homologie moyenne (bleue) puisque cette portion de séquence n'est pas disponible pour le 

plasmide pCI528 (figure 12). Neanmoins, Les quatre autres séquences y presentent une région 

tres conservée. L'origine de transfert de pEDl (oriT) pourrait donc constituer une cible 

potentielle pour la constniction de sondes visant B identifier les plasmides de lactocoques avec 

un potentiel de mobilisation ou de conjugaison. 



Dans la partie C-terminale de RepB (dans certains cas appelee MobA). on retrouve le 

motif AKYXXK (precSment AKYLKK) qui est identique celui de RepB chez pCI305. Or, 

cette séquence est hautement conservée chez les protéines de replication des plasmides se 

rt5pliquant selon le mode de cercle roulant et produisant des intermediaires d'ADN simple 

brin. Dans ce dernier cas. la séquence AKYXXK serait impliquée dans le site actif pour la 

coupure de l'origine de repfication (Gruss et Ehrlich, 1989). Des séquences répétees dans les 

origines de rt?plications (repA dans le cas de pED1) ont déjà vu un rôle leur etant assigné pour 

l'incornpatibilite plasmidique et le contrôle du nombre de copie (Donington et Rawlings, 

1989; Lin et al., 1987; Persson et Nordsuom, 1986). 

Si jamais pEDl etait transforme dans une souche de iactocoque commerciale et que de 

I'incompatibilitt? plasmidique etait remarquee, peut-être existerait-il une alternative pour palier 

a ce probl&me. soit d'enlever en tout ou en partie la séquence de repA, puisque pour le 

plasmide pCI305 (Hayes et al., 1991), repA (agisant en cis) n'est peut-être pas essentiel pour 

la replication, tel que demontre par une insertion (TnS) entre repA et repB. Idealement, la 

necessite de repA (chez pCI305) aurait pu être prouvee en l'inactivant avec l'insertion TnS ou 

en l'excisant. Toutefois. le motif AKYXXK A lui seul, n'est pas une preuve suffisante pour 

affumer que la replication de pEDl s'opère selon le mode du cercle roulant. Le plasmide 

pCI305 qui possède egalement ce motif et pour lequel des intermediaires d'ADN simple brins 

(caractéristique des cercles roulants) n'ont jamais pu être détectes, appartient il une famille de 

plasmides qui se répliqueraient selon le mode thêta. 

Puisque de l'homologie entre pED 1 et quelques membres de cette famille (pWVO2- 

type theta replicons, Seegers et al.. 1994) a tte trouvd. cela suggere que pEDl se replique 

selon le mode thêta. Mi d'être certain du mode de r6plication utilisé par pED1. il faudrait 

verifier s'il y a pr6sence d'intermt5diaires simple brin. car des arguments pourraient appuyer 

tant le mode thêta que cercle roulant (conversion du relaxosome en appareil de replication). 

Des gels 2D pourraient aussi être faits pour verifier h présence d'intermédiaires thêta. 

Plusieurs plasmides ayant ce type de regions de replication (repA-repB) peuvent se trouver au 



sein d'une même souche. C'est le cas d'une souche industrielle, L kàctis ssp cremoris Wg2 

(Seegers et al.. 1994). Les différences entre les rdpétitions directes de repA pourraient être 

responsables de l'affinité pour la protéine RepB, ce qui expliquerait la possible coexistence au 

sein d'une même souche, de plusieurs plasmides (Seegers et al.. 1994). Cela augure bien pour 

un transfert de pED 1 dans une souche indusuieIIe. 

Tel que rapporté pour quelques autres plasmides de ktocoques (Seegers et al.. 1994). 

les séquences de repB et de o f l  se chevauchent sur quelques nuclt5otides (huit). De 

l'homologie tant au niveau protéique que nucldotidique a t?tC relevee et ce pour de nombreux 

plasmide de lactocoques. Parmi ceux-ci, ont retrouve les plasmides pSRQ8OO (codant pour 

AbiK) et pSRQ900 (codant pour AbiQ). bien que dans le cas de pSRQ800. toute la séquence 

de 1 ' 0 s  ne soit pas encore disponibIe dans les banques de données. Le rôle d'or= demeure 

inconnu puisqu'il a pu être enleve dans le plasmide pJR7 (Seegers et al.. 1994), sans en 

empêcher la réplication. Toutefois, un motif hélice-coude-helice est présent entre les acides 

aminés 1 et 41 d'oc (8% 1 à 8829) chez pED 1. Un tel motif est habituellement implique 

dans les liaisons l'ADN. Le @ne d'am chevauche également le &ne suivant. hsdS, sur 13 

nucléotides. Ceci pourrait signifier un couplage entre ces trois genes lors de la traduction, mais 

des analyses de type northem seraient nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 

Le &ne hsdS qui code pour une sous-unitr! responsable de la spécificité pour un 

système de restriction modification (Schouler et al.. 1998). prdsente de l'homologie avec les 

sous-unités HsdS de plusieurs plasmides de lactocoques, dont pIL7, pIL103. piL2614 et 

pNZ4000 (bien que non identifie par I'auteur dans ce dernier cas). La sous-unite codee par 

pEDl est de taille similaire (379 acides amines) à la plupart de celles retrouvées chez L lactis 

(300-400 acides amines). 



En aval de la séquence homologue divers hsdS. se trouve un cadre de lecture de 2 15 

acides amines qui présente plus de 98% d'identite sur toute sa longueur avec la proteine 

pyrrolidone-carboxylate peptidase (pcp) de L iucris. ainsi qu'une forte identite et de 

l'homologie avec celles d'autres procaryotes Gram-positif (dont plusieurs streptocoques). 

Cette protéine cytosolique se presenterait sous forme d'un homotéuamère et appartient il la 

famille de peptidases C15. Sa fonction in vivo consisterait à enlever la 5-oxoproline de divers 

peptides. Ce @ne d'origine chromosomique avait antérieurement été sélectionné (Cleuziat et 

al., 1992) pour défmù une sonde d'ADN permettant la detection spécifique de streptocoques 

du groupe A qui constituent un groupe de micro-organismes pathogènes pour l'homme. Or, ce 

&ne de pcp a etc retrouvé aussi dans le chromosome de lactocoques tels que MG1363 et 

NCD0763 (Daveran-Mingot er al., 1998), en plus du plasmide pED1. Par con&quent. l'usage 

de cette sonde devient vetuste puisque désormais non spécifique aux streptocoques. L'identité 

s'élkve à 98.6% (acides aminés) entre le @ne de pcp situe sur pEDl et celui de MG 1363. La 

similarité est de 71% et l'identité (acides aminés) est de 58% en comparant avec la séquence 

de S. pyogenes (no. accession Q01328)- Pour ce qui est de l'homologie en terme de 

nucléotides, eile est à toute fin pratique inexistante, ce qui est un peu étonnant (peut-être 

cause d'un biais de codon). Le contenu en G+C de ce gène chez pEDl est de 46,308. ce qui 

est bien au-delà de la moyenne admise de 37% pour les @es de L Iacris (van de Gutche et 

al., 1992). Cela pourrait signifier qu'un transfert horizontal aurait pu se produire afin 

d'acquerir dans le chromosome de L lactis ce @ne d'un organisme inconnu. Ensuite, un 

événement de recombinaison aurait pu se produire pour en permettre le passage du 

chromosome vers plasmide pED 1. 

Les séquences d'insertion 

La region de pEDl comprise entre les positions 6239 et 6439 est homologue il de 

nombreuses séquences d'insertions (1s) et transposases. toutes tronquees. Effectivement, il 

semble que ce ne soit qu'a partir des quelques derniers acides amines de I'extrérnite carboxy- 

terminale que se presentent de l'homologie avec pED1. ce qui se poursuit avec quelques 



dizaines de nuck?otides non-codants en aval de ces séquences. Évidemment, aucune prot~ine 

ne peut être exprimée depuis ces séquences uonqutes. il s'agit probablement d'artefacts 

d'iechanges gtWtiques d'une lointaine époque. Les séquences d'insertions et de transposases 

de nombreux genres et espèces bacteriens présentent de l'homologie dans leur portion C- 

terminale avec pEDl et conséquemment entre elles, laissant supposer une origine commune a 
tous ces elements mobiles. il s'agit d'un moyen efficace afin d'accelérer l'évolution génétique, 

par echange de blocs d'informations, avec pour toute trace de son passage, ces stigmates 

repérables (séquences d'IS et de Tn tronquées). 

Le cadre de lecture ouvert (OMS) de 998 acides aminés 

La prot6ine potentielle la plus longue contenue dans le plasmide pEDl est composée 

de 998 acides amines. La fonction de ce @ne potentiel n'est pas encore clairement identifïiee. 

À prime abord. il est tentant de penser qu'il s'agirait peut-etre du @ne de I'Abi L'analyse de 

la composition nucleotidique indique que le contenu en guanine et cytosine (G+C) est de 

38.97%. Les systèmes Abi répertoriés ont un contenu en G+C inférieur à 30% (Aliison et 

Klaenhammer, 1998). ce qui laisse présager que cette séquence n'est pas un @ne codant pour 

un Abi. 

Les comparaisons avec les séquences nucléiques ou protéiques des banques de domees 

revklent de l'homologie avec soit des proteines inconnues (potentielles) edou avec des 

pro teines mem branaires issues de levures. particu lierement chez Schizosaccharomyces pombe 

et Saccharomyces cerevisiae. D'apres l'analyse de la topologie (logiciel TopPred2; von 

Heijne, 1992; Cseno et al.. 1997) il est fon probable. dans l'éventualit6 où la proteine serait 

effectivement produite, qu'elle soit localisee il la surface de la membrane. D'apres les resultats 

dThydrophobicite, deux régions transmembranaires, une a chaque extr6mite. ont etc identifiées 

avec certitude (logiciels; TopPred2; TMHMM : Somharnmer et of., 1998; PSORT : Klein et 

al.. 1985; TM* prediction : Persson et Argos. 1994, 1996). AbiC aussi possède deux regions 

transmembranaires, mais elles sont localisées du côté arnino-terminal (acides aminés 18 a 44 

et 65 à 86) (Durmaz et al.. 1992). Puisque I'orf 5 et AbiC ont chacune deux regions 



transmembranaires, un alignement de séquence nucléotidique et protéique a bté fait afin 

vérifier s'il y avait de l'homologie. La première region transmembranaire est quasiment au 

même endroit pour AbiC (acides aminés 18 ik 44) et l'o@ 5 (acides amines 26 a 48). k s  

séquences transmembranaires d* AbiC et de l'of 5 ne présentent pas d'homologie entre elles. 

Quant a la protéine putative issue de l'orf5, toutes les données prédictives convergent dans le 

même sens, ii savoir qu'il s'agirait d'une proteine d'origine bacterienne localisée dans la 

membrane. Les comparaisons avec la banque de d o d e s  PROSITE (Hofmann et al., 1999; 

Bucher et Bairoch, 1994) a permis de trouver sept motif dont le plus probable est celui d'un 

hexapeptide d'une protéine de surface d'ancrage de cocci Gram-positif (randomized 

probability = 8,728 x 1 0 ~ ) .  Plusieurs proteines connues ont un tel motif, dont des protéines de 

streptocoques et de lactocoques (nisp : misin leader peptide processing proteasebb et wwall- 

associated serine proteinase»). Le logiciel ProtPararn tool (Guruprasad et al., 1990). classe 

cette proteine potentielle dans la categorie des proteines stables. 

L'invertase/r&olvase (recombinase; lin) 

La séquence de pEDl homologue au @ne lin possède toutes les caracteristiques 

habituelles permettuit l'expression d'une protéine, soit un codon d'initiation, préctdé d'un site 

de liaison au ribosome, d'un promoteur potentiel composé des boîtes -10 et -35. Comme pour 

plusieurs promoteurs de L lactis (van der Vossen et al., 1987)' le couple de nucléotides TG est 

prdsent un nucleotide en amont de la bolte - 10. Par contre. il est peu probable (non vérifïd 

experimentalement) que cette recombinase soit produite chez la souche hôte de pEDl 

puisqu'un codon d'arrêt est present dans la dquence (apres le premier quart de la st?quence 

protéique thCorique). 

La même region de pED 1 a une identitd de 97% (884/903 nuclt?otides, 9725 ii 10627) 

avec le plasmide pNZ400. Toutefois. cette portion de pNZ4000 n'a pas encore etc 
caracterisee. On peut neanmoins penser que la tres grande identite entre pEDl et pNZ4OOO 

signifie qu'une recombinase pourrait être encodée par ce dernier plasmide. Le transposon 

Tn1546 présente aussi de 1'homoIopie pour cette portion de pED1. Deux régions de ce 



transposon sont certainement contenues dans pED1. LR transposon Tn1546 est encadre par 

deux repétitions inverses juxtaposées directement B la séquence du uansposon. La séquence de 

la repétition inversée de droite (l'autre etam absente de pED1) est identique ii 100% a la 

séquence de pED 1. Cette région flanquante est précddee du transposon TnlS46 tmnqd. Seuls 

les 87 derniers nucldotides (12.9% de la séquence) du transposon sont pr&ents, niais l'identité 

avec pEDl est de 100% (nucléotides 9584 à 9670). Cette région de pED1, identique au 

Tn1546, est séparée de l'or€ de 998 acides amines uniquement par deux nucldotides. Une 

séquence d'insertion. IS 12 l6V. présente le même niveau d'identité a pED 1 que Tn1546 et ce, 

exactement pour les mêmes nucléotides. IS1216V et TnlS46 ont donc au moins une région 

très homologue. Tn1546 et IS1216V codent tous les deux pour une transposase (tronquee chez 

pED 1 ) dans cette région. 

Les cadres de lecture ouverl 7 et 8 

En aval de l'orf de 998 acides amines, sont situes deux cadres de lecture ouverts 

&parés l'un de l'autre par 10 nucleotides. Le contenu en G+C de l'orf 7 est de 33,07% et de 

3 1,15% pour l'orf8. Ce qui en ferait un des uois premiers Abi avec un contenu G+C supérieur 

à 30% (en supposant qu'ils soient responsables du phénotype). Cenains auteurs (Deng et al., 

1999) ont rappone que AbiN faisait dejà exception à cette dgle,,. L'article original (Prévost 

et al.. 1998) fait mention de 32% pour tout le cadre de lecture comprenant AbiN et l'analyse 

de la séquence d* AbiN lui-même (no. d'accession GenBank Y 1 1901) indique un pourcentage 

G+C de 31'28% pour les 537 nucléotides qui le compose. L'analyse de la séquence du gène 

abiJ (Deng et al., 1997, no. accession GenBank U41294) indique un contenu en G+C de 

30,4%. Trois autres obi connus (AbiE [Garvey et al., 19951. AbiG [O'Connor et al., 19961 et 

AbiL [Deng et al., 19991) requièrent deux cadres de lecture ouverts pour leur phénotype Abi. 

11 semble que chez les Abi à deux orf (AbiE [Garvey et al., 19951. AbiG [O'Connor et 

al., 19961 et Ab& [Deng et al., 19991). le deuxième ne possède jamais de séquence consensus 

-10 et -35. Pour ces trois systèmes Abi. les deux orf sont CO-transcrits ou présumés comme tel. 

Bien que les analyses de transcription n'aient pas et6 menées avec pED1, il semble probable 



que les orf 7 et 8 seraient transcrits comme un opéron deux cistrons a partir du RBS et des 

séquences -10 et -35 qui précedent le premier de ces deux orf, puisqu'aucun promoteur 

potentiel n'a pu être identifré pour le second cadre de lecture ouvert. L'analyse comparative 

des séquences nucléotidiques ou protéiques des orf 7 et 8 de pEDl ne révèle aucune 

homologie significative entre ces séquences et ceiles contenues dans les banques de données 

(SwissProt et PIR). 

Si, plutôt que de tenir compte de la séquence des orf 7 et 8, on porte attention A 

l'organisation de ces derniers par rapport aux autres genes de pED1. la discordance avec 

l'organisation d'autres plasmides porteurs d'Abi devient flagrante. Habituellement. les 

séquences repA, repB, O@. hsdS et Abi se suivent de maniere assez compacte. h s  systemes 

d'avortement de l'infection AbiA (Hill, et al., 1990). AbiG (O'Connor, et al., 1996) et AbiO 

(Prevost et al.. 1998). ont un orfX rdpertori6 dans la litterature (disponibles dans les banques 

de donnees), mais aucune séquence pr6sentant de l'homologie avec hsdS n'y est contenue. 

Dans le cas des trois Abi susmentionnt?~. jamais I'Abi n'est sépare par plus de 1.5 kpb de la 

séquence codant pour I'orfX. Les séquences compl~tes (Boucher, 1999. communication 

personnelle) de deux autres plasmides codant pour les systemes d'avortement de l'infection 

AbiK (Emond er al., 1997) et AbiQ (Emond es al., 1998), permettent une comparaison avec 

ceile de pED1. II s'agit des trois seuls Abi pour lesquels la séquence compPte de leur 

plasmide d'origine m'était accessible. Il en ressort que pour AbiK et AbiQ, ia distance entre le 

hsdS et 1'Abi est inferieure il 600 paires de bases. Si on suppose que l'orf 7 et I'orf 8 sont 

responsables du phénotype de rdsistance aux phages, c'est plus de 6 kpb qui s'immiscent entre 

le hsdS et I'Abi. C'est dix fois plus important que dans le cas de AbiK et AbiQ. Qui plus est, 

cette séquence supérieure 6 kpb contient un @ne chromosomique (pyrrolidone-carboxylate 

peptidase) ainsi qu'un orf codant pour 998 acides aminés qui ne pesentent aucune homologie 

significative avec les banques de domdes. Ces deux faits contribuent a emettre une hypothese 

selon laquelle un dchange genetique aurait eu lieu anterieurexnent au sein de pEDl et cette 

insertion s'est positionnée entre la séquence du @ne pcp et les orf 7-8. On retrouve d'ailleurs 

de l'homologie pour des IS et Tn en amont de l'orf 7 et en aval du gène pcp (mais pas en 

amont de ce dernier). Le gbne pcp aurait pu aussi être acquis par un echange entre le 

chromosome et pED1. 



Une région d'environ 200 nucleotides localisée entre l'orf 8 et I'oriT présente une fone 

homologie avec des séquences de transposons. Essentiellement. l'homologie est reliee au 

transposon Tn916 contenu en partie dans divers plasmides ou dont cextaines portions sont 

identiques à celles d'autres uansposons. Plus precisément, I'homologie implique les cadres de 

lecture ouverts 23 et 24 du transposon Tn916. L'orf 23 présente de l'homologie avec une 

proteine de mobilisation MbeA (relaxase) du plasmide ColEl (Boyd et al., 1989; Flannagan et 

al., 1994). La fonction particulière de I'orf 24 n'est pas connue. La region d'homologie entre 

pEDl et Tn916 s'&end sur 262 nucltotides et s'eieve à 89% d'identité. Aucun des cadres de 

lecture ouverts n'est compris en totalité par cette région. En fait. 138 des 314 nucléotides 

(44%) de ïorf 23 sont compris dans cette région. Pour l'orf 24, 93 des 114 nucléotides (798) 

sont inclus dans la région d'homologie avec pED 1. Ces deux cadres de lectures de Tn916 en 

constituent l'extrtmite droite et sembleraient n&essaires pour la conjugaison (Flannagan et 

al., 1994). 



CHAPITRE 5 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Un systeme anti-phage possédant les caractt5ristiques d'un Abi a pu être isoY d'une 

souche de L lactis provenant du lait cru. De surcroît. 1'Abi en question ne presente aucune 

homologie significative avec les protCines Abi repertoriees dans les banques de données. Ce 

qui en fait donc un nouvel Abi dans l'arsenal qui pourrait ê w  ernploye pour combattre les 

bacteriophages au sein de l'industrie de la transformation du lait. 

La dt5monsiration du caractère Abi a &C faite ptusieurs niveaux. D'abord en 

exploitant le phénotype confer6 et ensuite en etudiant le genotype. Le phénotype permettait 

deux approches, l'une indirecte (inférence ou d'exclusion) et l'autre directe. Le principe 

d'exclusion, consistait à démontrer qu'il ne s'agissait pas d'un système bloquant l'adsorption. 

empêchant l'ejection de l'ADN, ou encore de type restric~ion/modification. La méthode 

directe, fait appel aux caracteristiques particulières des Abi (EOP. ECOI, diminution du 

relarguage viral, adsorption, survie. etc). 

L'adsorption cellulaire est demeurée similaire pour une souche hôte dont la seule 

variation génétique etait l'ajout du plasmide pED1, rejetant ainsi la possibilite d'un 

mécanisme inhibant l'adsorption du phage. L'expérience de réplication de I'ADN total a 

dhontrt5 que I'ADN phagique pouvait être détecté dans le contenu intracellulaire de la souche 

hôte. Un mdcanisme empêchant l'ejection de I'ADN viral est ainsi exclu. La même expérience 

de rt?plication a permis de visualiser l'ADN du phage p2. Si un système de 

restriction/modification avait étC présent, un autre patron de digestion aurait été obtenu. Ainsi, 

un systkme de restriction/modification ne peut pas être considéré pour expliquer la resistance 

aux phages conferde par pED1. Compte tenu de la présente classification des mecanismes de 

rt2sistance aux phages, il ne reste plus qu'une possibilité soit un mecanisme Abi. 

L'analyse des caractéristiques phCnotypiques directes suggere la presence d'un 

système Abi code par pED1. L'EOP pour les phages testes de l'espèce 936 oscille entre l u 5  et 

10". indiquant que de 100 000 A 1 million fois moins de plages de lyse sont formees. 



L'efficacitC il former des centres d'infection (ECOI) est de 6.8%. Lorsque des virions matures 

seront libérés, c'est en moyenne 5.5 phages plutôt que 58 qui s'&happent d'une cellule. ce qui 

rdduit le relarguage d'un logarithme. En plus d'agir comme discriminant pour les divers 

mécanismes de résistance aux phages. les taux d'adsorption phagique et de survie cellulaire 

lorsqu'ils sont comparables pour une souche sensible (Abi-) et pour une souche résistante 

(Abi+), sont des caractéristiques intrinsèques des m~canismes d'avortement de l'infection. 

Contrairement à d'autres systemes Abi, celui encode par pEDl permet la coexistence de 

l'ADN phagique sous forme lineaire et réplicative (circularisée). Sans oublier la stabilite 

thermique (de 20 à 39°C) de l'effet protecteur de pED1, avantage non negligeable pour 

certaines applications industrielles. Finalement, pED 1 est stable dans la souche hôte utilisée. 

Les principaux cadres de lecture ouverts (orf) ont éte déterminés et la comparaison des 

séquences nucléotidiques et protéiques ont pu dans certains cas, permettre de leur associer des 

fonctions. D'autres cadres de lectures ouvert d'importance (de par leur taille) n'ont presentt 

aucune homologie significative avec les séquences des banques de données. Lorsque cela 

s'avérait possible, le site de liaison aux ribosomes (RBS) et le promoteur (regions -10 et -35) 

étaient identifies en amont de la séquence des proteines potentielles. De cette maniere. trois 

cadres de lecture ouverts (5 ,  7 et 8) sont particulièrement susceptibles d'être impliques dans le 

phenotype d'avortement de l'infection. 

Le premier d'entre eux coderait pour une protéine ayant jusqu'à 998 acides amines. 

Son contenu en guanine et cytosine (38'95%) déroge énormément du contenu retroud 

habituellement chez les autres Abi (30%). Les deux cadres de lecture ouverts suivants (orf 7 et 

8) ont aussi un contenu G+C supérieur B 30% et qui se situe respectivement 33,079 et 

3 1'15%. S'ils s'avéraient effectivement responsables du caractere anti-phagique, il s'agirait du 

uoisieme systeme Abi dont le contenu G+C est supérieur ii 30% (AbiN = 31.3%. AbiJ = 

30.4%. tableau 1). La structure genétique ne serait pas nouvelle en soit puisque pEDl serait 

porteur du quatrième Abi composé de 2 cadres de lecture ouverts. LRs trois autres étant AbiE 

(Garvey et al,, 1995)' AbiG (O'Connor, et al., 1996) et Ab& (Deng, er al., 1999). 



D'un point de vue Cvolutx cela poumit signifier que 1'Abi aurait Cte acquis d'un 

organisme Cuanger (avec un faible contenu en G+C) et que les mutations au sein de 

l'organisme hôte (lactocoque) auraient t?voludes de façon ii ce que le contenu se rapproche 

davantage de ce que l'on retrouve au sein des g h e s  de L. loctis, soit une composition 

moyenne 37% en guanine et cytosine. Quoi qu'il en soit, les deux cadres lectures seraient 

vraisemblablement produit sur le même cistron et semblent tout désignés pour contenir 1'Abi. 

En plus d'un systeme Abi, pEDl est porteur d'un gène chromosomique de lactocoque 

(pyrrolidone-carboxylate peptidase) et d'une origine de transfert pouvant potentiellement être 

utilisée pour de la mobilisation ou de la conjugaison. La proteine RepB pourrait alors être 

impliquee au cours de la mobilisation (MobA). De plus, quekpes regions homologues à de 

nombreuses séquences d'insertions ou des transposons sont aussi présentes au sein de pED1. 

Ces regions du plasmide pED 1 sont peut-être en partie responsables des difficultes de clonage 

rencontrées. 

Ouue la souche mère de pED 1. des souches de lactocoques dtmontrant un potentiel de 

resistance aux phages qui n'est pas nécessairement de type Abi, mais qui pourrait susciter un 

interêt etant dom6 leur effcacitt? (tableau 4) ont bte trouvdes. II y a peut-être des perles qui 

dorment dans le con$lateur! 

Pour pEDI, il reste une ultime etape ii franchir. le clonage du determinant genttique 

Abi. Une fois les clones obtenus. plusieurs autres manipulations pourraient en découler, dont 

celies impliquant l ' M .  Autre t95ment essentiel tester la resistance à I'espke P335. De plus. 

une expérience supplémentaire concernant l'infection des celiules serait pertinente à effectuer. 

En effet. puisque les composantes inuaceilulaires peuvent devenir un facteur limitant pour la 

synthese de nouveaux virions, les phages qui peuvent dominer les coinfections heterogénes 

( d o  logisme) ont un avantage favorisant leur propagation. Cet aspect est interessan t . 
particuliérement pour etudier I'efkacité d'un systeme anti-phage ii contrer simultanément une 

multitude de molécules d'ADN exogènes. L'étude de la limite de coinfection a d'ailleurs Cté 

réalisée pour un phage de Pseudomonas phaseolico~a (Turner et al., 1999). Des travaux 



similaires. pour les mecanismes de rt5sistance aux phages de kctocoques, seraient fon 

pertinents. 

Jusqu'a présent, pED 1 est le premier système Abi a être disponible au Canada sans 

restriction de brevet et pourrait potentiellement être exploite commercialement. Qui plus est. il 

est le seul A avoir etc decouvert au Canada. uniquement par des travaux canadiens (quebecois). 
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ANNEXE 

Séquence de 12232 pb constituant le plasmide pEDl 

B s t 4 C I  
M a e I I I  
Tsp4 5 1 MboII MaeII Mael 1 

I I I 1 
ACTGTGACAATAGTATTCCTTTTCTTCTTTTTTAGACGTTCWTG-CGTCTATTT 
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 60 
TGACACTGTTATCATAAGGAAPAGAAGFMTCTGCMGTTTTTTACTTGCAGATAAA 

T V T I V F L F F F F R R S K N E R L F  - 
L * Q f Y S F S S F L D V Q K M N V Y F -  

C D N S I P F L L F f T F K K * T S I F -  
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 60 

Q S L L I G K R R K ' V N L F H V D I  - 
S H C Y Y E K E E K K S T ' F I F T ' K -  

T L r I T N R K K K K L R E F F S R R N -  

Btrl 
T s p 5 0 9 I  MaeII f Pf11108I Hpyl78III 

I I I l 1 Ta916 
TTTTACCCAATTTOAIUOQACOTOATACTAC~COQAAAATCAAaAMCCAM60TC OZ f 23 - 

F Y P I f K D V f L R K R K I K K P K V  - 
F T Q F E R T ' Y Y E N G K S R N Q R S -  

L P N L K G R D T T K T E N Q E T K G R -  
- - - - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + - - - - - - - - -  + 120 
K K G L K F P R S V V F V S F + S V L P  - 

K V W N S L V H Y ' S F P F D L F W L D -  
K ' G I Q F S T I S R F R F I L F G F T -  

T t h l l l I I  
H i n f  1 I 

Bst4CI BccI T f i I  I 
I I I 1 

a C T c T c c A c c ~ m T z u o A c c I i r r r r ~ r r r m l n l r i r i u ? c a T - ~ ~  

A L H R V R P S N K ' D S F N H K K E R  - 
L S T V ' D H Q T N E I H S T I K K K G -  

S P P C K T I K Q M R F I Q P ' K R K D -  
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 180 
R E G G H L V M L C I L N M ' G Y F L F  - 

S E V T Y S W + V F S I * E V M F F F P -  
A R W R T L G D F L H S E N L W L F S L -  

A p o I  



Tsp509I Hinf 1  
MseI 1 TfiI NlaIII Tsp509 1  

I I I I i 
ATA~~TATOOAAC~AAATTPOTOATPCCCAACA'POQAAAAMCATPC~T 

AluI 
ApoI C a c 8 I  Hinf 1 CviJI 

TspS09I Mn11 I TfiI MboII I9st4CI: 
I I I I I I I 

TTAblUTTTOCTOOCOAOOAT~OTCGTTCAOCOIUaAA~COGACAOCTMCCOTC 

AATCTTAAACGACCGCTCCTATTTCAGCAAGTCGCTTCTTAGTTGCCTGTCGATTGGCAG 

d N L I Q Q R P Y L R E A F F f R V A L R  - 
e * F K S A L I F D N L S S D V S L * G D -  
f K S M A P S S L T T f R L I L P C S V T -  

Hpy188IX 
AluI Mn11 HinfI 1 

Hpy178III CviJI Hpy188IX I Tf iI I Hpyl88IX 
I I I I I I I Tn916 

TTATCAAGAAOCTACIUCCTCTATTCTOATGACGAGA9TCAGAGTTTGTATTCTGXTACT o r f  23 - 
24 

a L S R S Y I L Y S D D E N Q S L Y S D T  - 
orf 23 
b Y Q E A T T S I L M T R I R V C I L I L -  
c I K K L Q P L F ' * R E S E F V F * Y f -  

301 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 360 
d R I L F S C G R N Q H R S D S N T N Q Y  - 
e * * S A V V E I R I V L I L T Q I R I S -  
f K D L L * L R * E S S S F f L K Y E S V -  

BsaAI 
Bst4CI Pm1 I 
MaeI 1  I  AflIIIl 
Tsp45I MaeII l 
HphIl TaqII TspS09I Psi1 NlaIII I I 

I I I I 1 I I I  
AATACCGACACACCCAGACCGTCACATCACCGAGAAGCAATTTTATAAGGTCATGGCACG 



N T D T P R P S H H R E A I L ' G H G T  - 
I P T H P D R H I T E K Q F Y K V M A R -  
Y R H T Q T V T S P R S N F I R S K H V -  

361  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 42G 
* Y R C V W V T V D G L L L K I L D H C  - 

I G V C G S R * M V S F C N * L T M A R -  
L V S V G L G D C f R S A I K Y P * P V -  

Dpn 1  NlaIII HaeII 
Sau3AI I  Hinf I B s t A P I  I  HhaI l 

BsbI I I  Tf iI BfaI MwoI I Sth132I I I 
I  I  I I I  I  I  I  I I  

TGTTGGCGATCTTTTAGGAATCAACTATCTAGGAACGCATACCATGCGTWCAGGCGC 
4 2 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480 

ACm-CCGCTAGWTCCTTAGTTGATAGFFTCCTTGCGTATGGTACGCATTTTGTCCGCG 

C W R S F R N Q L S R N A Y H A ' N R R  - 
V G D L L G I N Y L G T H T M R K T G A -  
L A I F * E S T I ' E R I P C V K Q A L -  

4 2 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 480 
T N A I K ' S D V I ' S R M G H T F C A  - 

T P S R K P I L f R P V C V M R L V P A -  
H Q R D K L F f S D L F A Y W A Y F L R -  

BmrI 
SimI B s r I  l  

I I I 

SfaNI Ns i 1  
SspI I CviRI I MseI 

I I I I  I 
TTATCGGGTCTATCCCCAGTCAPACTATAATATTGGTTTAGTGATGCATTTATTMCCA 

L S G L S P V K L * Y W F S D A F I K P  - 
Y R V Y P Q S N Y N I G L V M H L L N H -  
I G S I P S Q T I I L V ~ * C I Y * T I -  

4 8 1  - - - - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + 5 4 0  
S I P D I G L * V I I N T * H H M * * V  - 

* R T * G W D F f L I P K T I C K N F W -  
K D P R D G T L S Y Y Q N L S A N I L G -  

Hpyl78III 
TaqI l  

CjeI I I  
NlaIII BfaI I I  I  

CjeI I DpnX AluIl I I I  
MslI CviJI I  I M s e I  Sau3AI ICviJIl I I  

I I I  I  1 I I  I I  I  I I  
T T C A A G T G A F . G C C A T G A C T T T A A C A T A T C T T C C G A T  

5 4 1  ---------+---------+---------+------+---------+--------- + 600 
AAGTTCACTTCGGTACTGAAATTGTATAGAACCTAATCTAGTTCGATCAGCTCTTTGCTA 



V R P N + F W V M N V + N L V V V Q K R  - 
L D Q I D F G * * M F R T f * S S K N D -  
* T K L I L G N E C L E L S S R P K T T -  

601 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 660 
H ' V L N I K P L S H K S S L L R G F V  - 

N S W I S K P Y H I N L V * Y D D L F S -  
T L G F Q N Q T I F T ' F K T T T W F R -  

SfaNI TaqI 
HinfI BsaJI IHinfI I 
TfiI StyI I T f i I  I 

l I I I 1 
C T A C T T T T T T T G T T G A A T C G T C C A A G G A C G A T G C T G A  

L L F L L N R P R T I R C F ' L V R T G  - 
Y F F C ' I V Q G R F D A F D L ' E Q D -  
T F F V E S S K D D S M L L T C K N R I -  

661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 7 2 0  
V V K K T S D D L S S E I S K V Q L F L  - 

* K K Q Q I T W P R N S A K S K Y S C S -  
S S K K N F R G L V I R H K Q S T L V P -  

NlaIII 
CviJi Bst4CI Nsp 1  FokI FokI 

I I 1 1 1 
TTGAkTGAAGCCATACTGTTCGCATGTTTTTkGTGGATGMCaTWTACGAGAGAT 

721 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - + - - - + - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - -  + 780 
AACTTkCTTCGGTATGACMGCGTACM-4AATCACCTACTTGTTTATTTTATGCTCTCTA 

L N E A I L F A C F * W M N K * N T R D  - 
' M K P Y C S H V F S G * T N K I R E I -  
E ' S H T V R M F L V D E Q I K Y E R F -  

7 2 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 780 
I S H L W V T R M N K T S S C I F Y S L  - 
Q I F G Y Q E C T K L P H V F L I R S I -  

N F S A M S N A H K ' H I F L Y F V L S -  



F L F V H P K R G T I S E D E I R S S F  - 
F C S F I Q K E G R F R K T K F V P L F -  
F V R S S K K R D D F G R R N S F L F F -  

781  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840 

N K T R E D L F L S S K P L R F E N R K  - 
K Q E N M W F S P R N R F V F N T G R K -  

K K N T f G F L P V I E S S S I R E E K -  

F F F L Y D K K K D L L P I L F L f N G  - 
S S F C M T K R K I F C P F Y F Y K M G -  
L L F V * Q K E R S F A H F I F I K W V -  

841 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 900 
K R R K T H C F S L D K A W K I K I F H  - 

E E K Q I V F L F I K Q G N * K f L I P -  
K K K K Y S L F F Ç R K G M K N K Y F P -  

* V A F A f S K S T Q S K G D K R G K *  - 
R W R S R K A N R H N P K G I K G E S E -  
G G V R V K Q I D T I Q R G f K G K V K -  

901 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 960 
T P P T R T F C I S V I W L P Y F P F T  - 

L H R E R L A F R C L G F P I F P S L S -  
Y T A N A Y L L D V C D L P S L L P F H -  

N F P L F K P H C N T R T K C F V L Q C  - 
T S P F S S H I V I Q E R S A L Y Y N V -  
L P P F Q A T L ' Y K N E V L C 1 T M ' -  

961 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1020 
F S G G K * A V N Y Y L F S T S Q I V I  - 
V E G K E L W M T I C S R L A K Y * L T -  
F K G R K L G C Q L V L V F H K T N C H -  



CviJI I I Mn11 MaeIII 
I I I  I I 

a A T A a C T T n r ? O T A T T T A T O O T f T T A T A ~ T A ~ ~ ~ T M C C O A C L  

a D S L Q Y L W F Y M V Y F V V R I V T E  - 
b I A C S I Y G F I W S I L L f G L + P N -  
c ' L A V F M V L Y G L F C C E D C N R I -  

1021 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1080 
d H Y S A T N I T K Y P R N Q Q S S Q L R  - 
e I A Q L I * P K I H D I K N H P N Y G F -  
f S L K C Y K H N f I T * K T T L I T V S -  

BbvCI  
BpulOf 

Me1 
Hae II 
HhaI ! 

Eco47IIIII 
Mn11 I I I  

HhaX Mn11 BseMII I 1 l l 
I I i 1 1 1  

T A O O a C O C A A T A C T T A ~ A C I U I U ~ ~ W ~ t u ~ W ~ ~ q C T O A O  

d I P R L V * * L I L S L P R N L F S R Q  - 
e L A C Y K N C F * H C L A I S S H A S L -  
f Y P A I S I V F D I V F P S Q P I L A S -  

a A F Y L * G S S f W I R K M Y H K L K Q  - 
b H F I F E E V L D G S E K C I T N ' N K -  
c I L S L R K F L M D Q K N V S Q I E T K -  

1141 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1200 
d P M K D K L F N K I S * F F T D C I S V  - 
e C K I K S S T R S P D S F H I V F Q F L -  
f A N ' R Q P L E Q H I L F I Y * L N F C -  

MseI 
B s n U  I 

Apo 1  
Tsp509 1  
NlaIII l 

Hga 1 I I 



a R L T H L R D A T S M K F C C C D K Q L  - 
b D S L I f E T L L A * N F V V A I S N F -  
c T H S F K R R Y f H E I L L L R * A T S -  

1201 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1260 
d F V ' E N L L R * * C S I K N N R Y A V  - 
e S E S M * S V S S A H F K T T A I L L K -  
f L S V f K L S A V L M F N Q Q Q S L C S -  

a L I H D F * S L H H S F L E e C V S A H  - 
b ' Y T I F S H Y I T R F ' S D V ' V R I -  
c D T R F L V I T S L V F R V M C K C A L -  

1261 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1320 
d E S V R N K T M V D S T K L T I H L H A  - 
e Q Y V I K L u M V R K * L S T Y T R M -  
f R I C S K * D N C ' E N K S H H T L A C -  

a C I L F L R K K P T S V ' N F L V F H H  - 
b A F F F Y E R S R P A F E T F ' F F I I -  
c H S F F T K E A D Q R L K L F S F S S F -  

1 3 2 1  - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - -  + 1380 
d N C E K K V F S A S W R K F S K L K E D  - 
e A N K K * S L L R G A N S V K * N K M M -  
f Q M R K K R F F G V L T Q F K K T K f * -  

Dra1 NspV 
MseI 1 TaqI MseI TaqI Bst4CI 

1 i I 1 I 1 
TCTATTTTAAAACGCTCTAAAACTCGATTTAAGCGACTTTAGTTCGMCaTCTATTTG 

1381 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1440 
AGATAAAATTTTGCGAGATTTTGAGCTAAATTCGCTGAAATCAAGCTTTGCCAGATAAAC 



MseI Tsp509I 
MseI AluI I  Dra1 1 

MseI CviJI I CviJI I MseI l l 
1 1 1 I 1 I I I  

T T C A A A G G G A G C A T T M G A A G G C T T T T P L T T G A T T T T G A  

MseI MseI 
I I  

GTTGAATATCTTGTTGTMGTTGTWCAAGTTAAACPAAGTATCGGTTTTCCATT 

lS0l - - - - - - - - -+-- - - - - - - -  +--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + 1560 
L Q I D Q Q L N Y F F L N F L T D T K W  - 

N F I K N Y T T F F C T L C L I P K G N -  
T S Y R T T L Q L F V L ' V F Y R N E M -  

Hga 1 
Caca I H i n f I  1 

Bs 11 CviJI l Bst4CI T f i I  INlaIII 
I 1 I I  1 I 1 

TAAGGGTTGTTAGGGCTTGCCCTGACCGTCTGTAAGACGCTTGATTCCATGATP.TGAGTA 
1561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 1620 

ATTCCCA4CAATCCCGA4CGGGACTGGCAGACATTCTGCGMCTAAGGTACTATACTCAT 

* G L L G L A L T V C K T L D S M I * V  - 
K G C ' G L P * P S V R R L I P f Y E Y -  
R V V R A C P D R L * D A f F H D M S I -  

1561 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1620 
K L T T L A Q G S R R Y S A Q N W S I L  - 

L P Q * P K G Q G D T L R K I G H Y S Y -  
* P N N P S A R V T Q L V S S E M I H T -  

E f a I  TthlllII 
AluI 1 MseI AluI l Tsp509I Hinf 1  ApoI 

CviJI 1 Bst4CI 1 CviJIl Mn11 1 T f i I  Tsp509I 
1 l 1 I I  I I  1 1 I  

TTTAGCTAGTCAAACAGTTAAAACAGCTTATACGAGCAATTAGAGGGAATCCMTAAATT 
1621 ---------+---------+---------+-----------+---------+--------- + 1680 

AAATCGATCAGTTTGTCAATTTTGTCGAATATGCTCGTTAATCTCCCTTAGGTTATTTAA 



P K S G F D L F F f R V N A A S K M ' A  - 
L K V V L I F S F S E ' T L Q V K C E R -  
* K W F * S F L L A S E R C K * N V S V -  

Apol 
TspS09 1  

Dra1 l 
MseI 1 1 

I I 1 
M O T T T T C O C T C A C T C C ~ ~ C T T T O A C C T T T O O T T T T C U A T T T T T a A l U l U  

K F S L T P F F D D F D L W F ' I F E K  - 
G F R S L L F L M T L T F G F K F L K K -  
V F A H S F F C ' L * P L V L N F * K K -  

CviJI MseI HgaI 
I I 1 

M T ~ O d C ~ O C C T A T T A T A T A T A ~ A T C T T A T A T A ~ M T C T T T T A T T C T P T  

N K K R R S L L Y I Y L I Y F N L L F F  - 
I K K G E A Y Y I F I L Y I L I F Y S F -  
* K K A K P T I Y L S Y I F ' S F I L L -  



C V K K K ' V F S K D F R F L F L E K T  - 
A S K K S E C F Q R I S D F Y S * K K L -  

R Q K K V S V F K G F Q I F I P R K N C -  
1 8 6 1  ---------+---------+--------- +---------+---------+--------- + 1920 

K R ' F F T L T K L P N * I K I G L F F  - 
A D F F L S H K ' L I E S K ' E ' F F S -  

Q T L F F H T N E F S K L N K N R S F V -  

B f a I  B s t 4 C I  B f a I  B s t 4 C I  B f a I  
I I 1 I I 

O T O T A T O T T C C T A ~ T O T O T A T O T T C C T A ~ n r r O T A T O T T C C T A O M  

V Y V P R K N C V C S * K K L C M F L E  - 
C M F L E K T V Y V P R K N C V C S ' K -  

V C S ' K K L C M F L E K T V Y V P R K -  
1921 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 1 9 8 0  

Q T H E ' F F S H I N R S F V T Y T G L  - 
H I N R S F V T Y T G L F F Q T H E ' F -  

T Y T G L F F Q T H E ' F F S H I N R S -  

K T F L T R S 1 L I " K H R E I T R L  - 
K L F ' L G V F ' Y N K S I E K S H V * -  

N F F N * E Y F D I I K A f R N H T S K -  
1981 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2040 

F F K K L * S Y K S I I F A Y L F * V D  - 
F S K t S P T N Q Y L L L M S F D C T ' -  

F V K K V L L I K I Y Y F C L S I V R R -  

B f a I  
P l e I  H p y 1 7 8 I I I  

HinEI BsmAII X b a I  l H i n 4 I  
I 1 I I I I 

MTCUOTCTCTCTATGCCCACTCTAGAACACGCAAAGGAGCGTATCTCTATGTCTATTAT rmpA 
2041 ---------+---------+-----------+---------+---------+--------- + 2100 

TTACTCAGP.GAGATACGGGTGAGATCTTGTGCGTTTCCTCGCATAGAGATACAGATAATA 

N E S L Y A H S R T R K G A Y L Y V Y Y  - 
M S L S M P T L E H A K E R I S Y S I I - o r f l  

' V S L C P L ' N T Q R S V S L C L L Y -  
2041 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2100 

L H T E R H G S C F V C L L T D R H R N  - 
I L R E I G V R S C A F S R I E I D I I -  



Hpyl78III 
Hpy188IX CviRI I 

BplI BspMI I Aar1 I  I TspS09I EarI 
I I I  1 I  i I 1 
ACCAAAGMTGAACAAAATCAGmGCAGGTGCAAATCTTGA%CGMTTATCWCGMG 

T K E ' T K S E A G A N L E R I I K T K  - 
P K ~ R Q ~ Q K Q V Q ~ L N S L S U R R -  
Q R M N K I R S R C K S * T N Y Q N E E -  

Tsp509 1 TspS09I 
MboII I  MseI l  B s r D I  TthlllII BcefI 

I  I  I l  1 I I  
F.CTAGTAGAGCATAATTCTTTAATTACCAGCATTGCCWTmATWCGCCATTGM- 

2161 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2220 
TCATCATCTCGTATTAAGAAATTRATGGTCGTAACGGTTTTACCTATTTTGCGGTMCTT 

Dpn I 
Sau3AI I  

TspS09 1 C v i J I  CviRI DrdII MboII I  I Bst4CI 
1 I  I  i I I I  I 

AATGTTTGA4TTAGCCGTATCGTGCATTGATACCGAACP%CCACCAAAAGATCATACGGT 

TaqI Hpy188IX 
BcgI I lilbo 1 1 MseI BcgI I  Bst4CI 

I 1 I  I I l  1 
TTATTTATCGGGAACGAACTCTTTGCTTTTTTTAAGGTGTCTGATAATGACAÈcP.CACAG 

2281 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2340 
AATAPATAGCTTCTTGCTTGAGmCGAPLAAAAATTCCACAGACTATTACTGTTTGTGTC 



Y L S K I t L I A P I R V S D I D K H S -  
I Y R R T N S L L F L R C L I M T N T V -  

TthlllII CviRI 
Dra1 1 Hpyl78III NlaIII Dra1 

MseI I I TaqI l NspI CviJI M s e I  l 
I I I  I I i I I I 

TCGTTTTWGGCAGTCGAGMCATGCUCAAGCCTTTTTTAAAATCAAAGAAAA 

S F f K G S R E H A K T S L F ' N Q R K  - 
~ t ~ x ~ v r ~ n q n ~ ~ ~ r x r ~ r x -  
V L K R Q S R T C K N K P F L K S K K K -  

Apo 1  HaeIV 
TspS09 1 H i n f  1  Hin4 1  

NlaIII I SspI TfiI MjaIV I 
I I I I l I 

UGAACATGGTTTTGAATTTGWTATTGTGCCGATTCCCTATGTPLAAGTGGACGCA 

K R T W F * I * K Y C A D S L C K V D G  - 
K t H G F E F E N I V P I P Y V K W T D -  
K N M V L N L K I L C R F P M ' S G R I -  

MaeIII 
Tsp4 5 1 

NlaI II I TspS091 
Hpy178III I I Hpyl78III I 

RcaII 1 I Hpy188IX BcefI I I MseI 
I I  1 i I I I  I I 

TTATCATGATGAAGTCACTATCCGATTTAGTCCTGAAATTATGCCGTATTTMTCAACCT 

L S f ' S H Y P I ' S * N Y A V F N Q P  - 
Y R D B V T X R F S P l f Y P Y t f N L -  
I M M K S L S D L V L K L C R I * S T f -  

2461 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 2520 
I L M I F D S D S K T R F N H R I * D V  - 

" S S T V I R N L G S I I G Y K I L R -  
N D H H L ' * G 1 ' D Q F f A T N L ' G -  



DpnI 
Apo 1 Hpy188IX I 

Tsp509 1 BsbI Sau3AI ICviRI 
1 I I l  1 

AAAACAGMTITTACGCAACACGCTTTATCCGATCTTCCAGAACTCAATAGCMTACTC 
2521 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2580 

TTTTGTCTTAAAATGCGTTGTGCGAAF.TAGGCTAGAACGTCTTGAGTTATCGTTTATGAG 

Bst4CI 
RsaI I NlaIII Psi 1 

I I i I 
TATTATCTTGTACCGTTGGTTATCCATGAACIATAACCMTATGAGCATTATAGTTATAA 

2 5 8 1  -- - - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + 2640 
ATAATAGAACATGGCMCC.4ATAGGTAGGTACTTGATATTaTTATACTCGTMTATCMTATT 

Hinf  I Tsp509 1 
Mbo 1 I Hpy188IX I 

MjalV T f i I  FokI BccI I i 
I I I 1 I I  

GGGTGGACGGAGAGAAGUCAkGTGGAATCCTACCGPSlACCCTACCATTTCCATCCGAGA 
2 6 4 1  - - - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -  + 2700 

CCCACCTGCCTCTCTTCTTGTTCACCTTF.GGATGGCTTTGGGATGGTAAAGGTAGGCTCT 

G W T E R R T S G I L P K P Y H F H P R  - 
G G R R E E Q V t S Y R N P T I S I R E -  

V D G E K N K W N P T E T L P F P S E N -  
2641 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2700 

L T S P S F F L H F G V S V R G N G D S  - 
P P R L S S C T S D ' R F G V M E M R S -  

P H V S L L V L P I R G F G ' W K N G L -  

T a q I  
Bst4CI HinfI 1 

Cac8I AlwNI I TfiI 1 NlaI II 
I I I 1 I 1 

ATTGCGF.GCATTGACAG.4TACTGTAAAAGATTACCCAAGAATCGACAACTTTGAAACATG 
2701 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2760 

TUCGCTCGTAACTGTCTATGACATTTTCTMTGGGTTCTTAGCTGTTGMCTTTGTAC 



MaeIII 
T s p 4 5 I  

M s e I  MboII M a e I I  M s e I  I 
I I I I I 

GATATTMCCTTTAGPAGAAATCAACGCCCATACGTCTTTTMTGTGACCTATGA 
2 7 6 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2820 

CTATAATTTTTTTGGAAATCTTCTTTAGTTGCGGGTATGCAGWTTACACTGGATACT 

Hpyl88IX 
AluI H a e I V  1 

CviJI MseI Hin4I  Mn11 Hin4 1 
I I I I 1 

A G C A G A T G A T A A C A G C T A T A A G T T A A A A G A T T A T  
2881 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2 9 4 0  

TCGTCTACTATTGTCGATATTCMTTTTCTATTTCTUTAGTTAaCTGTTTCTCCTTTT 

S R Z f Q L * V K R * R L S I R Q R G K  - 
A D D I S Y K L K D K D Y Q S D K 1 1 1 -  

Q M I T A I S ' K I K I I N P T K R K N -  
2881 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 2 9 4 0  

S C I I V A I L * F I F I I L G V F L F  - 
A S s L L * L N F S L s * f D S L s s F -  

L L H Y C S Y T L L Y L N D I R C L P F -  

AluI  M j a I V  
CviJI R s a I  l 

H p y 1 7 8 I I I  Mme1 I C j e I  M s e I  B s r D I  T a t I  I l C j e I  
I 1 t 1 I I I I I  1 



ATCAAGAAATGAAGCTGACTTATTAAAACAGGCAATGGAAAGCAAGTACACACGATTATT 
2 9 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3000 

TAGTTCTTTACTTCGACTGAATAATTTTGTCCGTTACCTTTCGTTCATGTGTGCTAATAA 

I K K ' S * L f K T G N G K Q V H T I I  - 
S R N B A D L L K Q A Y I S K Y T R L L -  
Q E M K L T Y * N R Q W K A S T H D Y * -  

2 9 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3000 
F * S I F S V f f F L C H F A L V C S *  - 

D L F S A S K N F C A I S L L Y V R N N -  
I L F H L Q S I L V P L P F C T C V I I -  

D t K L S L I P S ' N D G H G T Y G R F  - 
I E N P L L S P L S H T D T A L Y A O L -  
L K T F S Y P L L K * R T R H L W Q V C -  

3001 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + + +  3060 

Q N F V K E + G R K F H R V R C K H C T  - 
I S F K R K D G R S I V S V A S I A P K -  

S Q F S E R I G E Q F S P C P V * P L N -  

MseI 
Mn11 I 

Tsp509I I 
CviEI MaeII MseI 1 1 SimI 

t 1 I 1 1 I 
GChPP4G.UCGTCTATCCGTTGTATC;ACGAGTTMm.AATTMGAGG.\TTGA-4TaGGT 

A K E R L S V V ' R V K G I K R I E W G  - 
Q K N V Y P L Y D E L K E L R G L N O V -  
K R T S I R C M T S ' R N ' E D ' M G S -  

TthlllII 
A l u I  AluI 1 

CviJI Cac8 I CviJI I CviJI 
MseI 1 CviJI I HindIII I l B s r D I  l 

I 1 I I 1 I I I l  
CAk9GACCATTTAAGCTATGTkGCCAGCAAACAAGAAGCTTATTCAAAACGCAATGTAGC 

Q R P F K L C S Q Q T R S L F K T Q C S  - 
K D H L S Y V A S R Q I A Y S K R N V A -  
K T I * A M * P A N K K L I Q N A M f P -  



MboI 1  TspS09I 
CviJI I Bst4CI I 

1 I I I 
C A A G T A T T T G A A G A A A G C C A T T G A A C A A T A C C T A C C A A C G A C C T T G A  

3181 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3240 
GTTCATAAACTTCTTTCGGTAACTTGTTATGGATGGTTGACATTTTAATGTTCTCGAACT 

Q V F E E S H f T I P T N C K I T R P '  - 
K Y L A A A I S Q Y L P T V K L Q D L E -  
S I ' R K P L N N T Y Q L f N Y K T L N -  

3181 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3240  
G L I Q L F G N F L V * W S Y F * L V K  - 

L Y K F F A M S C Y R G V T F N C S R S -  
W T N S S L W Q V I G V L Q L X V L G Q -  

Apo 1 
Tsp509I 

Mn1 1 N l a f  II i 
CviRI I Hpy178III I 1 Dra1 

MaeII I ITaqI CviRI RcaIl 1 lMseI l 
t I I  l l I l  I I I I  

ACAACCAGAACGTGCAAAGGTTCGAGGTAAAGGTGCAAGTCATGAGTGAGAATTTAAAAA 
3 2 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3300 

TGTTGGTCTTGCACGTTTCCAAGCTCCATTTCCACGTTCAGTACTCACTCTTAAATTTTT 

T T R T C K G S R * R C K S C V R I * K  - 
Q P E R A K V R O G A S B E F K N - 0 r f 1  

N Q N V Q R F E V K V Q V X S L N L T - o r f 2  
3 2 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3300 

F L W F T C L N S T F T C T M L S F K F  - 
C G S R A F T R P L P A L * S H S N L F -  

V V L V H L P E L Y L H L D H T L T t F -  

EciI A l u I  
MseI AciI FokI CviJI 

I I I I 
CGATTAAAGAGTTGGCGGATGAGTTAGGTGTTTCTAAACAAGCTATTCAATATCATATAA 

3 3 0 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3360 
G C T A A T T T C T C A A C C G C C T A C T C A A T C C A C A A A G A T T T C T T  

R L K S W R M S + V F L N K L F N I I +  - 
D * R V G G f V R C F ' T S Y S I S Y K -  
I K E L A D E L ~ V ~ A Q A ~ Q Y ~ I X -  

3301 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3360 
V I L S N A S S N P T E L C A I * Y f I  - 

S ' L T P P H T L H K f V L * E I D Y L -  
R N F L Q R I L ' T N R F L S N L I M Y -  

MaeIII 
TthlllII TthlllfIlB~t4CI 

I I I I 
MTCATTGACAAACAPLAAACCGACAAACAAACGACAAAGGTGTAACGGTTTTGTCTGCGA 

3361 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3420 
T T A G T A A C T G T T T G T T T T T G G C T G T T T G C T G T T T A C G C T  



a N H e Q T K T D K Q T T K V * R F C L R  - 
b I I D K Q K P T N K R Q R C N G F V C D -  
c S t T N K # R Q T U D K O V T V L S A I -  

3361 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3420 
d F D N V F L F R C V F S L P T V T K D A  - 
e I M S L C F G V F L R C L H L P K T Q S -  
f F f Q C V F V S L C V V F T Y R N Q R R -  

Hinf 1 
Apo I  MjaIV TthlllII I 

Tsp509I Psi1 AccI l TthlllII ITfiI 
I I t I I 1 I 

TAGAACAAGAATTTATAAGGGGTAAAGTAGACAAACAGACAAACAAAAACAAGACAAATG 

a * N K N L f G V K f T N R Q T K T R Q M  - 
b R T R I Y K G * S R Q T D K Q K Q D K w -  
c E Q E F I R G K V D K Q T N R H K T N S -  

3421 ---------+---------+--------- +---------+---------+--------- + 3480 
d I S C S N I L P L T S L C V F L F L V F  - 
e L V L I f L P Y L L C V S L C F C S L H -  
f Y F L F K Y P T F Y V F L C V F V L C I -  

MseI 
Vsp1 

SSPI I 
TthlllII I I 

Taq 1 TthlllII 1 I I SspI MseI 
I I I I I I I 

AATCGAC.MGCGkCAAACAGACFSIACAfLWGAACCGA4TATTAATCAATATTTGT 
3 4 8 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3540 

a N R Q K S D K Q T N K K N R I L I N I C  - 
b I D K K A T N R Q T K R T E Y ' S I F V -  
c S T K K R Q T D K Q K E P N X N Q Y L L -  

3 4 8 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 3540  
d S D V F F R C V S L C F S G F I L ' Y K  - 
e I S L F A V F L C V F L V S Y ' D I N T -  
f F R C F L S L C V F L F F R I N I L I Q -  

MboI 1 
TspS09I MseI I Tsp509I MseI 

I I I I I 
TMTGAAATTG.UGAAGTTAAGMTAGGGATAAACAATTAGCAGTTAAAGACGAAC 

3541 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3600 
ATTTACTTTMCTTCTTCAATTCTTCTTTTTATCCCTATTTGTTMTCGTCMTTTCTGCTTG 

a * M K L K K L R K I G I N N f Q L K T N  - 
b K f N ' R S * E K ' G ' T I S S f R R T -  
c N E I E E V K K N R D K Q L A V U D E Q -  

3541 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3600 
d N F S I S S T L F F L S L C N A T L S S  - 
e L H F Q L L ' S F Y P Y V I L L * L R V -  
f + I F N F F N L F I P I F L ' c N F V F -  



K t K V ' W K H K N K L K T S * T S N N  - 
N K K F S G S T K T N S K P L R P A T T -  
I R S L V E A Q K Q T Q H L L D Q Q Q R -  

3601 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3660 
C I F L K T S A C F C V ' F R K S W C C  - 

F L F N L P L V F V F E F G R L G A V V -  
L Y F T f H F C L F L S L V E ' V L L L -  

AluI Hpyl88IX 
CviJI EarI MboII I 

BfaI ICviRI MaeIII I Hin4 1 1 I MseI 
I 1 I I I I I I I 

GCCTAGCTTTGCAGGATkAA9AGTTACTTGPAGAGTATMGTCAGMTCMTGACTTM 
3 6 6 1  - - - - - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -  + 3720  

CGGATCGAA,9CGTCCTATTTTTCPATGAACTTCTCATATTCAGTCTTTAGTTACTGMTT 

A * L C R I K S Y L K S I S Q K S M T '  - 
P S F A G f K V T ' R V * V R N Q * L K -  
L A L Q D K K L L S L Y K S E S N D L K -  

3661 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3720 
R R A K C S L F N S S S Y L D S I L S K  - 

G L K A P Y F T V Q L T Y T L F * H S L -  
A ' S Q L I F L f K F L I L ' F D I V ' -  

MseI ApoI 
AluI t MjaIV EcoRI 

CviJI I AccI l Tsp509 1 DdeJ TthlllII 
I I I I I I I 

MGCTCTTfiAAATGTCTACACAGGWCAGMTTCAAACACTTAGACAATCAATATAAAC 
3 7 2 1  - - - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - -+-- - - - - - - -+-- - - - - - - -  + 3780 

T T C G A G A A T T T T A C A G A T G T G T C C T T T G T C T T T G T T A T A T T T C  

K L L K C L H R K Q N S N T ' T I ~ J I K  - 
S S ' N V Y T G N R I Q T L R Q S I * R -  
A L K ~ S T Q E T S P R ~ L D N Q Y K D -  

3721 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3780 
F A R L 1 D V C S V S N L C K S L ' Y L  - 

L E ' F T ' V P F L I ' V S L C D I Y L -  
F S K F H R C L F C F E F V ' V I L I F -  

MjaIV ApoI 
Mme1 1 MseI TspS091 CviRI 

I 1 I I I 
ATGAAGTGMCGCTCTTMGAGAAGTTGGMTTTGCAGGAACAAATCmGGTCAAA 

3781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3840 
TACTTCACTTGCGAGAATTTCTCTTCAACCTTTTAAACGTCCTTGTTTAGTTTCCAGTTT 

M K ' T L L K R S W K I C R N K S K V K  - 
* S E R S t R E V G K F A G T N Q R S K -  
S V N A L ~ ~ K L E N L Q I Q I K ~ Q X -  



BstXI Hinf 1 
MboII ~ c m l  TfiI 

I l I 
AAAGCATAGAAGAACAAGAAAAACCAAGAFHTGGTGGGAACTkTGCCGAlVlATAGATGA 

3841 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 3900 
TTTCCTATCTTCTTGTTCTTTTTGGTTCTTCTTTTACCACCCTTGATACCGCTTTTATCTACT 

Hinf I  
MseI TspS09 1  Dra1 I 

Tsp509I I Hpy178III I AciI MseII TfiI 
I I I I I 1 I I 

TTCAkTTAAAAAGAAAGTTCCAGMTTGCGGTTTAAAGGATTCACGGACGATTGGCAACA 
3 9 0 1  ---------+---------+---------+---------+--------- +--- - - - - - -  + 3960 

~.GTTAPITTTTTCTTTC.9AGGTCTTAACGCCAFATTTCCTMGTGCCTGCTAACCCTTGT 

F N ' K E S S R I A V ' R I H G R L G T  - 
S I K K K V P B L R I K G I T D D W I Q -  
Q L K R K F Q N C G L K D S R T I G N S -  

3 9 0 1  - - - - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + 3960 
I * N F L F N W F Q P K F S E R V I P F  - 

E I L F F T G S N R N L P N V S S Q S C -  
N L ' F S L E L I A T ' L I ' P R N P V -  

Tsp509 1 
HincII I 

Hpa 1  I 
MjaIV l Hpyl88IX 
MseI l I MjaIV MboII Tsp509I I 

I I I I I I l 
GCGTMGTTAACTGRAATTGTGAACCGAGTGAATRUTCTTCTAATTCTGATGTTTTACC 

3961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 4020 
CGCATTCAATTGACTTTAACACTTGGCTCACTTATTTAGMG.4TTMGACTACWTm 

A * V N ' N C E P S E * I F f F * C F T  - 
R K L T t f V N R V N K S S I S D V t P -  
V S f L K L ' T E ' I N L L I L M F Y L -  

3961 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4 0 2 0  
L T L ' S F N H V S H I F R R I R I N *  - 

R L N V S I T F R T F L D E L E S T K G -  
A Y T L Q F Q S G L S Y I K ' N Q H K V -  

Hae IV 
Hpy178III MseI Hin4I 

I I I 



a * S * V * G Y C F R R R S L K Q R Y F I  - 
b K V E T E D I V S O I O R L H A D I S S -  
c K L S L R I L F Q E K V A f T K I F H Q -  

4021 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4080 
d R F N L K L 1 N N f S F T A + V F I N *  - 
e L T S N S S I T E P S P R K F L S I E D -  
f * L Q T Q P Y Q K L L L D S L C L Y K M -  

Apo 1  TthlllII 
TspS09 1  TaqI IMaeII SspI 

I I I I I 
WTTTGATAGTCGAAAAGGCACGTTGTTTGAACCTGWTATTTTGTATGGGAAACT 
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4140 

K I f * S K R H V V * T * K Y F V K E T  - 
R ? D S R K O T L ? I P ~ N I L Y G K L -  
N L I V E K A R C L N L K I F C M G N F -  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4140 
* F K I T S F A R Q K F R F I N Q I P F  - 

F N S L R F P V N N S G S F I K Y P F S -  
L I Q Y D F L C T T Q V Q F Y K T H S V -  

S S V F E K L V I L * F f R C C I R * F  - 
R P Y L K N W L I S D ? L G V A L G D ? -  
V R I * K I G Y S L I L K V L H ' V I S -  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4200 
K T R I Q F I P * E R I K F T N C t T I  - 

R G Y K F F Q N N E S K S P T A N P S K -  
E D T N S F N T I R Q N Q L H Q M L H N -  

AluI 
Hph I CviJI Tsp509I 

I l I 
CTGGGTTTTTGAAGCTACTGATGTTAGCGTTCCGTCCTTTGATTATTACCTMTTCMTC 
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4 2 6 0  
GACCCMCTTCGATGACTACAATCGCAAGGCAGCAAACTAATAATGGATTAAGTTAG 



Hpyl68IX 
ThaI I 

B s a B I  AciI I  I 
Tsp509I I C v i R I  RsaI Fnu4HI I  I  

Hpyl88IX I 1 Eco571 1 SfaNI I Tau1 l I 
I  I I  I 1 I l  I I I 
AGATPATTATCAAAAAGTTGCAAACGATACTTCAGGTACAAAGATGCCGCGTTCTGATTG 

4 2 6 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4320 
TCTATTmTP.GTTTTTCAACGTTTGCTATGAAGTCCATGTTTCTACGGCGCAAGACTAAC 

R * L S K S C K R Y F R Y K D A A F * L  - 
D H Y Q X V A I D T S G T K Y P R S D W -  
I I I K K L Q T I L Q V Q R C R V L I G -  

4 2 6 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4 3 2 0  
* I I I L F N C V I S * T C L H R T R I  - 

S L * * F T A F S V E P V F I G R E S Q -  
L Y N D F L Q L R Y K L Y L S A A N Q N -  

Ban 1  
MboII I  

A c 1 1  Tsp509I I  I 
MaeI 1 Tsp509 I FokIl 1 I 

ta3011 I CviRI l  TthlllII I I  I I  
I 1 I  1 I I I  I I  

GAAAPACGTTTCTTCCAC.4GATTTTGCFATTCCk4GC.3AGGATGGAACAAkA.4CR9.4TTGG 
4321 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4380 

CTTTTTGCMGAAGGTGTCTAAAACGTTAAGGTTCGTTCCTP-CTTGTTTTTGTTTMCC 

E K R F F H R F C N S K Q G ' T K T N W  - 
K N V S S T ~ ~ A ~ P ~ X D E Q K Q ~ G -  
K T F L P Q I L Q F Q A R M N K N K L V -  

4 3 2 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 4380 
P F V N R G C I K C N W A L I F L F L N  - 

F F T E E V S K A I G L L S S C F C I P -  
S F R K K K L N Q L E L C P H V F V F Q -  

Mbo 1 I 
TthlllII CjeI Bce83 1 

Nla IV Taq 1 I M m e I  I  MaeII l Sm1 I 
1 1 I I I  I I I 
TGCCTTCTTC.XUCAACTCGATMCACTATCGTTCTTCATCMCGTAaTTGGATTTACT 

4381 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4440 
ACC;GAAGAAGTTTGTTGAGCTATTGTGATAGCMGMGTAGTTGCATCCMCCTMTGA 

N l a I V  
Ban1 I 

CjeI CviJI CviRI BslI 1 1 Hpyl78III 
I 1 I  I I I  I 

CAAGGAACAGAAAAAAGGCTACTTGCAAAAA.4TGTTCCCTUTGGTGCCPA4GTTCC 



Fau 1 
Sth132I I 

Tsp509I 1 1 AciI Mu01 MaeII MboII 
I I I  I I I I 

TGA4TTGCGATTTGCGGGGTTTGCTGACGATTGGGAAGA9CGTAAGTTCAAkGATATTCT 
4501 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4560 

ACTTAACGCTAAACGCCCCAAACGACTGCTAACCCTTCTTGCATTCAAGTTTCTATAAGA 

AluI 
CviJI Hpy188IX 

Me1 I DrdII I 
RsaI 1 I BccI I I BccI RsaI XnnI 

I i  I I f  I I I I 
AFMCACATTCATTCCGTTCGTACTTAGCTGATGGTTCAGATGATGGTAAGTACGAAGT 

Bs1I 
Pf lMI MjaIV 

Hinf 1 Mun 1 I BccI t 
T f i I  Mme1 Tsp509 1 I Hpyl88IX I I Hph 1 

I I I l I I  I I 
GATTCAACAACCTAATAATCCAATTGTTGTTGC;ATATTCTGATCGTGAACCTTTTACTGATTA 

4 6 2 1  ---------+---------+---------+---------&---------+--------- + 4680 
CTAAGTTGTTCCATTATTAGGTTAACAACCTATAP.GACTACCACTTGGAAAATGACTAAT 

D S T R * * S N C W I F * W ' T F Y ' L  - 
~ Q Q ~ R N P I V ~ Y S D Q B P P T D Y -  
F N K V I I Q L L D I L M V N L L L I T -  

4 6 2 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4680 



H N L L T I L W N N S I R I T F R K S I  - 
I * C P L L G I T P Y E S P S G K V S f -  

S E V L Y Y D L Q Q I N Q H H V K ' Q N -  

CjePI 
BsaI 1 C j e I  

C j e1 BsmAI 1 Bst4CI 1 CjePI 
I I l  1 I I 
CmAGATATAACTCTATTTGGAGACCATACTGTTTCGTTATATMTCCACMGTCCATT 

Q R Y N S I W R P Y C F V I ' S T K S I  - 
~ o r ~ ~ r o o a ~ v s t u n ~ ~ s ~ r -  
K I ' L Y L E T I L F R Y I I H K V H S -  

Mn1 1 
Apo I Tsp509 1  

BccI TspS09I MseI CviRI 1 BsgI 
I I I 1 I 1 

CTTTATTGCTACTGATGGAGTm9AATTTTAAGTGCAGATAATTTTGAGGGTGATTACCT 

L Y C Y " d S K N F K C R f F * G * L P  - 
P I A T D G V K I L S A D N P E O D Y L -  
L L L L M E * K F * V Q I I L R V I T F -  

4 7 4 1  ------ - - -+-------- -+-------- -  +---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -  + 4800 
E K N S S I S Y F N * T C I I K L T I V  - 

K I k V S P T F I K L A S L K S P S t R -  
R ' Q ' Q H L L F K L H L Y N Q P H N G -  

L Y N V R T L * T S S S R I ' A S F Y N  - 
Y T T L E R Y A P A P Q G Y A R I P T I -  
I Q R f N V I N Q L L K D I S V I L Q F -  

4 8 0 1  +---------+---------+---------+---------+--------- + 4860  
K I C R * F T I F W S R L S I L T M K C  - 

" V V N S R ' L G A G ' P Y L R f K V I -  
K Y L T L V N Y V L E E L I Y A D N ' L -  

DrdII 
MboII I 



Tsp509I I I  
BstXI MboIIl t I 

I I I  I I  
TTTGAAAAATAAAGATTTATGTTTTACCAGAAATGTGC;AAGAACWCAAATTGGTTC 

4 8 6 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 4920 
AAACTTTTTATTTCTAAATACAFMTGCTCTTTACACCTTCTTGTTTTTGTTTAACCAAG 

N Q F I F I * T K G S I H F F L F L N T  - 
K F F L S K H K V L F T S S C F C I P E -  

K S F Y L N I N ' W F H P L V F V F Q N -  

TthlllII Tsp5091 
CviJI I SimI 1 SimI 

I I 1 f 1 
AGMCAGa4flAAGGCTTTTTACNGATGTTTGTTTAGGGTCTATMTTAGATAATGA 

CviJI 
CjePI I 

MseI I I CviJI 
Mn11 1 I I C j e P I  I 

I l I I  1 I 
CCCCTCAAAAAGACTATTPMACAGCCCCCATTATCTATCGGTTAGATAATGGGGGCTGT 

P L K K T I K T A P I I Y R L D N G G C  - 



ScrFI 
EcoRII 1 

AvaII 1 I  
Bst4CI I  I  

MseI Sau96I I I 
1 I I I  

TTTTTTGTTAAGTGATATAATAPLACCATA9ACCATAAAAGAAGTTTAGAAATACGGTCCTGGTCATC 
5101 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5160 

WCAATTCACTATATTATTTGGTATTTTCTTCAAATCTTTATGCCAGGACCAGTAG 

F F V K f Y N K P C K K F R N T V L V I  - 
F L L S D I I N H K R S L E I R S W S S -  
F C * V I * * T I K E V f K Y G P G H Q -  

5101 - - - - - - - - -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -  + 5160 
N K Q * T I Y Y V M F S T * F Y P G P +  - 

K K N L S I I F W L L L K S I R D Q D D -  
K K T L H Y L L G Y F F N L F V T R T M -  

Tsp509I PleI MaeI 1  RsaI 
Hha 1 l BccIl HinfI DrdI 1 MseI BccI 1 Mme1 

I I 1 I 1 I I I  1 I I  
CGCk4CAAATTGTCCTACCCATCAAAGACTCCAACGTCTTmGATGGTACMGATACAC 

5221 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5 2 8 0  
GCGTTGTTTAACAGGATGGGTAGTTTCTGACGTTGCAGPTTTCTACCATGTTCTATGTG 

R N K L S Y P S K T P T S ' R W Y K I H  - 
A T N C P T H Q R L Q R L K D G T R Y T -  
Q Q I V L P I K D S N V L K M V Q D T L -  

5221 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5280 
A C C I T R G M L S E L T K F I T C S V  - 

A V F Q G V W ' L S W R R L S P V L Y V -  



Apol 
Tsp509I 

NlaIII 1 
TaqI RsaI Hpy178IXI 1 I 

Hpyl78III l TatI 1 MboX 1 R c a X  l  1 1 
I  1 I f 1 I I  1 1 

T T C T C G A T A G T T T C T G T A C T T C T T G G C A T T T T A G T T T C T  

a F S I V S V L L G I L E R K S S H E N S  - 
b S R F L Y F L A F f K G N L L I I I L - 0 r f 4  
c L D S F C T S W H F R K E I F S f K F L -  

5281 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5340 
d S R S L K Q V E Q C K L F S L K E H F N  - 
e E R Y N R Y K K A N f F P F R R M F I R -  
f K E I T E T S R P M K S L F D E ' S F E -  

Dpn 1  
S a u 3 A I  I 

AlwI I I Bcef 1 
MspI [ 1 I  MseI I 

BsaWI I I 1 1 VspI I CviJI 
MaeIII I l  I I I TspS09I 1 I MWGI I 

1 I I I  1 I  I  1 1 1 I 

C Y R I * S L h r R R * N * S C D * S R K  - 
V T O ? D P ? O D D K I I P A I I A V K -  
L P D L I P L A T I K L I L R L K P ' N -  

BseSI 
Bspl286I Hpy188IX 

Ac11 TspS09I BmgI 1 Tsp509I ApoI 1 
MaeII MspI 1 FokI I 1 MseI ITspS091 1 M s e X  

I I 1 I I I  I I I I I  
ACGTTTGCCGGATGAAATTGCTGC;C;GCACAAATCGTTAAATT~MTTCCGAC~GTT 

T F A G * N C W G T N R * I G N S D K V  - 
R L P D I I A O A Q X V K L E X P T I I -  
V C R M K L L G H K S L N W K F R Q S L -  

5401 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5460 
F T Q R I F N S P C L D N F Q F N R C L  - 

R K G S S I A P A C I T L N S I G V F N -  
V N A P H F Q Q P V F R * I P F E S L T -  



M m e I  1 
CviJI I I M s e I  C v i J I  B s b I  

1 I I  I 1 1 
TAATGTTTCAGCCGATGTCGTTAAAGATGCTATTGCCAAAG-GCCTGACTATGTGTT 

M s p I  
B s r F I  1 
C v i J I  1 

H a e I I I  1 
E a e I  1 I 

G d i I I  1 I M s p I  M s e I  
H i n 4 I  C v i J I  1 I l  N l a I I I  l M m e 1  l 

1 I 1 I I  1 1 1 1 
GAGCATTGGTCAGGCTGGTGGCCGGTTTGA4CTCATGCCGGAGCGAGTTGCGATTMCTT 

S t h 1 3 2 I  
f f p y 1 7 8 I I I  I 

FokI 1 I 
H i n i I l  1 1 

T f i I l  I I 
H p y l 8 8 I X  1 1 I 1 N c i I  M s e I  

B s i E I  I I I  1 1 ScrFI CjeI 1 H i n f  1 M s l I  
B s t 4 C I  1 1 1  1 1 1 M s p I  1 C v i J I  1 1 T f i I  N l a I I I  I 

I I I I I  l I 1 1 1 I l  I 1 1 
GGATGACGGTCGGATTCAAGATAATGCCGGGTATCACCCACTTAATCACP.CGATTCATGG 

5 5 8 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5 6 4 0  
CCTACTGCCAGCCTAAGTTCTATTACGGCCCATAGTCGGTGMTTAGTGTGCTMGTACC 

G * R S D S R * C R V S A T * S H D S W  - 
D D o R X Q D N A G Y Q R L # H T X E Q -  

M T V G F K I M P G I S H L I T R F M A -  
5 5 8 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 5640  

Q I V T P N L I I G P I L W K I V R N M  - 
S S P R I S L A P Y G S L V I * P -  

P H R D S E L Y H R T D A V * D C S E H -  



CviJI I 
Sthl32I l I 

CviJI I I I 
HaeI I I I 

HaeIII I 1 I 
MscI I I I 

NlaIIIl 1 1 I 
E a e I I l  1 1  I 

BsaJI I I I 1 I 1 
Bs tDSI  I I I 1 1 I 

N c o I  1 l l I 1 I  
S t y I  1 I  I l I 1 

CviJIl l l  l I I I 
HaeIl I I I  1 I I 

HaelIII I I I  1 I I  
CjePIIl I l l  I I I 

MSeI 1 1 1  I I I  I I I 
Tsp509I  I l i l  1 1 1  1 I 1 

MaeIII I 1 1 1 1  I l !  1 I  I 
BsmI Bmr 1 l I I i l 1  I I I  I 1 I 

BccI CjeI l BsrI l  I I I  I l 1  1 1 1  1 I I 
t I 1 I l l  I 1 1 1 1  1 1 1  1 I  I  

C G A T G G C G A G A A T G C C T A C T T T A C C C A G T T A C C P A T T A A G C C A T T C G  
5641 ---------+---------+---------+-----------+---------+--------- + 5700 

GCTACCGCTCTTACGGATGRAATGGGTCAATGGTTAATTCCGGTACCGGTTTCGGTAAGC 

a R W R E C L L Y P V T N f G H G Q S H S  - 
b D G E N A Y F T Q L P I K A H A K A I R -  
c M A R M P T L P S Y Q L R P W P K P F G -  

5641 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 5700 
d A I A L I G V K G L ' W N L G H G F G N  - 
e S P S F A * K V W N G I L A M A L A M R -  
f R H R S H R S * G T V L f P W P W L W E -  

AluI B s b I  CviRI 
CviJI CjePI BsmAI 1 Caca1 MaeII Mme1 

I I I l  1 I I  
G G A A G C T G G T G T T C C G T C A G C A G T C T C C A A C A C A G C k C C C C A C A T  

5 7 0 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 5760 
CCTTCGACCACAAGGCAGTCGTCAGAGC;TTGTGTCGTCCGTGMTGCAGACGTTGGTGTA 

a G S W C S V S S L Q H S R H L R L Q P H  - 
b E A O V P S A V S M T A O T Y V C R P X -  
c K L V F R Q Q S P T Q Q A L T S A T T F -  

5701 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5760 
d P F S T N R ' C D G V C C A S V D A V V  - 
e S A P T G D A T E L V A P V e T Q L W M -  
f P L Q H E T L L R W C L L C K R R C G C -  

Bst4CI  
Fau 1 

C v i J I  
Cac8I  1 
M s p I I  I 

B s r F I l  I  I 
C v i J I l  I  I 

H a e I I I l  1 I 
NgoAIVl I I 

MseI I I I  I 



Sth132I l Sth132X I I I  I 
RsaI l l AciI Hpyl78III 1 I I I  I 

I I I  I I I I I I  I 
TTTTTATCACGTACAGTATATGCGGGATAAGATGTTTCCCGATATTMGGCCGC;CTTCAT 

F L S G T V Y A G * D V S R Y * G R L H  - 
~ Y Q V Q Y M R D K M ~ P D X K A ~ ~ ~ -  
F I R Y S I C G I R C F P I L R P A S C -  

5761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5820 
N K I L Y L I H P I L H K G I N L G A E  - 
K * ' T C Y I R S L I N G S I L A P K M -  
K K D P V T Y A P Y S T E R Y * P R S * -  

Hpyl78III 
NsiI MspI 

CviRI I MaeI II BsaWI I 
NlaIII I MspI Tsp4 5 1 KpnS 1  l 

I I  I I I I 
GCATATTCCATTTTTGCCGGAACAGGTTGTCACTCGTCCGGAAACACCAGCGTTGTCATT 

A Y S I F A G T G C H S S G N T S V V I  - 
H I P l L P 1 Q V V T R P n T P A L S L -  
I F H F C R N R L S L V R K H Q R C H W -  

H M N W K Q R F L N D S T R F C W R Q '  - 
C f G N K G S C T T V R G S V G A N D N -  
A Y E M K A P X i P Q * E D P F V L T T M -  

BsmFI 
TspRI I 
AciIl I 

Fnu4HII I CviJI Sth132I 
SfaPlI I I HaeI MaeI II l 
TauIl I HaeIII Tsp4 5 1 1 

FokI BcsI I I lMwoI l BscGI I I 
1 I I I 1  I I  I 1 I 

GGATGATGATGTTTTAGGCATCACTGCCGCTATCPLAGGCCATTGTGTCCCGTGACGCCPLA 

G V C F R H H C R Y Q G H C V P * R Q  - 
D b D V L O I T A À I X A L V S R D 0 U -  
M M M F C A S L P L S R P L C P V T A K -  

5881 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 5940 
Q I I I N ' A D S G S D L G N H G T V A  - 
S S S T K P M V A A I L A M T D R S P L -  
P H H H K L C f Q R * * P W Q T G H R C -  

Bcef 1  
TaqI l DpnI CviJI 

EcoRV I I Sau3AI I AlwI I CviRI 
I I I  1 I I I I 

AGGCGATATCGAAACGATTGAAGGCAAGGATCACTAAAAGCCTGTTTAGTGTTTTTGCAG 



R R Y R N D ' R Q G S L K A C L V F L Q  - 
O D I T I E O K D R K P V C F C R - o r f 4  
A I S K R L K A R I T K S L F S V F A E -  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6000 
F A I D F R N F A L I V L L R N L T K A  - 

P S I S V I S P L S ' * F G T ' H K Q L -  
L R Y R F S Q L C P D S F A Q K T N K C -  

ApoI 
Tsp509 1  
CjePI l 

AluI 1 1  
CviJI I I 

Hpyl88 IX 
MseI 1 
VspI 1 

N S * I L D M L W f I I V K L I R T L F  - 
T A E F ' I C F G R L L ' N ' S E R C S -  
Q L N F R Y A L V D Y C K I N P N A V R -  

6001 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6060 
S C S F K L Y A K T S ' Q L I L G F A T  - 

V A S N f I H K P L N N Y F * D S R Q E -  
F L Q I K S I S Q Y I I T F N I R V S N -  

S a u 3 A I  
AluI I 

Hpyl88IX CviJI MseIl MseI AceIII EsII CviJI I 

G R K R P A S F K M V F N T T H F e E L  - 
D E K D Q L P L K W C L T Q P 1 F R S ' -  
T K K T S F L ' N G V f H N P F L G A D -  

6081 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6120 
R V F F V L K R ' F P T ' C L G N K P A  - 

S S F S W S G K F H H K V C G M K L L Q -  
P R F L G A E K L I T N L V V W K ' S S -  

HaeIV MseI BfaI 
Hin4I Tsp509I 1 AluI  l 

DpnI I BfaI Hpy188IX I I TaqI CviJI l 
I I I 1 I I I I 1 
ATCTTTTGTCTAGTATAACCTATTCAGAATGAATTWTCGMCTTTTTGTGAGCTAG 

6121 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6180 
T A G M à A A C A G A T C A T A T T G G A T A A G T C T T A C T T T C A C T C G A T C  

I F C L V ' P I Q N E L K S K L F V Ç *  - 
S F V f Y N L F R M N ' N R N F L ' A R -  



H i n c I I  
M j a I V  

X c m I  CviJI MaeII I BsmFI B s t 4 C I  
I 1 I l  I I 

GTCTGTCCAATACCCAAGTGGCTTATTGGGACGTTGACGATAATCAACAGTTGTCGTTW 1s-Tn 

V C P I P K W L I G T L T I I N S C R W  - 
S V Q Y P S G L L G R R S T V V V G -  

L S N T Q V A Y W D V D D N Q Q L S L V -  
6181 - - - - - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -  + 6246  

P R D L V W T A ' Q S T S S L ' C N D N  - 
D T W Y G L P K N P R Q R Y D V T T T P -  

T Q G I G L H S I P V N V I I L L Q R Q -  

NlaI I I  
Hpyl78III I 

Taq 1 M n 1 1  I 
PleI l R c a I l  I 

MseI l I H i n f I  I I I CviRI 
I I I  I I I  I 1 

TTTOTTIUATC~C~CTCATGACAGA~TTCTGTTQClUAGTTTTCC~TCTAT 

F V K S T T H D R G F C C K V F Q K I Y  - 
L L N R R L M T E G S V A K F S K K S I -  

C ' I D D S ' Q R V L L Q S F P K N L F -  
6 5 4 1  - - - - - - - - -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -  + 6300 

T Q f I S S E H C L T R N C L K G F F R  - 
K N F R R S M V Ç P E T A F N E L F D I -  

N T L D V V * S L P N Q Q t T K W F I * -  

H i n f  1 D r a 1  
T s p 5 0 9 I  Mn11 T f i I  M s e l  l 

I I I I I 
T T T A G ~ T A I U I I T T O A O T ~ ~ C A ~ ~ ~ ~ n l G T M T O A A ' P C A T T T T A A A O O C A  

MseI 
T s p 5 0 9 I  I T t h l l l I I  P s i 1  B f a I  C j e P I  M s e I  



TTGTTMTTTTTTTAGGTTCATAAAACCTTTCCMTATTATTTGATCTGTGTTTCMTTC 

N N * K N P S I L E R L * * T R H K V K  
T I K K I Q V F W K G Y N K L D T K L R  
Q L K K S K Y F G K V I I N ' T Q S * E  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 
L C N F F D L Y K P F T I r F f V C L f  
V I L F I W T N Q F P * L L S S V F N L  
F L ' F F G L I K S L N Y Y V L C L T L  

N s p V  DpnI 
TaqI BglII I 

HinfI l BstYI I A p o I  
CjePI I IMboII I Tsp509 I  

C jePI lTfi1 ISau3AI IPleI HinfI 1 
I I I I  I l  I I I 

A~TCGTOOAAAWTTTATTATGGCAAGAAGATTCG~GATCTGGGTATGACTCAA 
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 
TCTTTAGCACCTTTCCPR9TAATACCGTTCTTCTAAGCTTTTCTAGACCCATACTGAGTT 

K N R G K V Y Y G K K I R K D L G M T Q  
E I V E R F I M A R R F E K I W V f L K  
K S W K G L L W Q E D S K R S G Y D S N  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 
S F D H F P K N H C S S E F L D P Y S E  
S 1 T S L N I f A L L N S F I Q T H S L  
L F R P F T * * P L F I R F S R P I V '  

Hpy188IX 
HinfI I 

RsaI 
CjePI I 

CjePI Hpy188IX TfiI I MseI TatI I 

I Q V S E G I ' F N V S T K E F L W F Q  
F R F Q K E S D L M ' V Q R S F Y G F K  
S G F R R N L I ' C K Y K G V F X V S K  

Tsp509I CviJI 
RsaI I HaeI II 

BsrGI I I NlaIVl 
TatI I I Eco0109IllNspV 

CjePIl I I MboII Sau96111TaqI 
I I  I I I I I I  I 

A G A A T A A T G T A C A A T T T T A T G A T A A G A A G A A T G A T C  
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 



C v i J I  
TthlllII TspRI BscCI 

Hpy188IX I Bst4CI l Sthl32I MseI I 
1 1 1 I I 1 I 

MCAAGTTTCGGATTGGCTTCACTGTTGCTTGGAACATCTTTTGTTTTATTTAACGGGG 
6601 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6660 

TTTGTTCAAAGCCTAACCGAP.GTGACAACGMCCTTGTAGW.CWTfiMTTGCCCC 

MaeI II 
Tsp4 5 1 CviRI 

M j a I V  B f a I  C j e I  BsrI C j e I l  B s r D I  I  
1 I I 1 I I I I 

CAGTTGTCCkCGCCG?.TACGCCTAGTMTG>.TPA4CCAGTF..GTTGTGAC?ACCATTGCk9 
6661 - - - - - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -  + b720 

Q L S T P I R L V M I N Q * L f Q P L Q  - 
S C P R R Y A * ' * ' T S S C D N H C K -  
V V H A D T P S N D K P V V V T T L A S -  

6561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 6720 
A T T W A S V G L L S L G T T T V V M A  - 

L Q G R R Y A ' Y H Y V L L Q S L W Q L -  
C N D V G I R R T I I F W Y N H C G N C -  

CjeI 
CviJI l 

TspRI 1 I  CviJI 
MwoI I I I  BsgI TspRI I 

C j e I l  l 1 l BsrI M w o I l  1 
B ~ S I  I I I  1 1  CviJII CjeII I I 

TspRI I I I  f l HaeIII l BtsI I I I  1 
CviRI I  I l  1 I I E d e 1  1 1  T s p R I  I I 1 1 
M n l I l  1 1 1 1  1 1  GdiII 1 1  C v i R I  1 1 1 1  1 

CjeI BtsI I I  I I I I  I I  MwoIl 1 1  BcefI BtsI I 1 1 1 1  1 
I  I I I  I I l l  l i  I I  I l  1 I I l  1 1 1  1 

G T A A T A G C A G T G C A G T G G A G G C T G A A A C G G C C A G T T C C  
6721 ---------+---------+---------+---------+--------- +--"""' + 6780 

CATTATCGTCACGTCACCTCCGKTTTGCCGGTCAAGTTCATCATCGTCACGTCACTTCC 

V I A V Q W R L K R P V Q V V A V Q ' R  - 
* Q C S G G ' t J G Q F K f  * Q C S E G -  



C j e l  
C v i J I  f 

T s p R I  1 I BsgI 
MwoII 1 I B s r I  
CjeIll I I  CviJII 

T s p R I  BtsI I I I  1 1  HaeIfIl 
CviRI 1 T s p R I  I l  1 i 1 Eael 1 1 

Bsg 1 I I C v i R I  1 1 1 1  I l  GdiII I I  
CjeI B s r I  1 I BtsI I 1 1 1 1  1 1  Mwofi I I  

I f I i 1 I l  1 1 1  1 1  I I  I I  
C T G A A A C G A C C A G T G C A A G T A G T A G C A G T G C A G T G C G T A  

6781 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6 8 4 0  
GACTTTGCTGGTCACGTTCATCATCGTCACGTCACTTCCGACTTTGCCGTCUGTTCAT 

L K R P V Q V V A V Q ' R L K R P V Q V  - 
* N D Q C K e *  Q C S E G C N G Q F K ' -  
E T T S A S S S S A V K A I T A S S S S -  

6 7 8 1  ---------+---------+---------+-------+---------+---------  + 6840 
A S V V L A L L L L A T F A S V A L E L  - 

Q F S W H L Y Y C H L S P Q F P W N L Y -  
S F R G T C T T A T C H L S F R G T ' T -  

C j e I  
CviJI l 

T s p R I  I 1 C  je1 
MwoII 1 I CviJI l 

CjeIl I 1 I T s p R I  1 1 
B t s I  I 1 1 I I T s p R I  MwoIl I I 

T s p R I  I I 1 1 1 C v i R I  I C j e I  l 1 1 1 
C v i R I  1 1 1 1  i l  Bsg 1 I I BtsI I I I 1 1  

BcefI B t s I  I I 1 1 1  1 1  %sr1 1 1 C v i R I  1 I 1 1 I I 
I l I l  1 1 1  1 1  I 1 1 1 I I l l  I I  

GTAGCAGTGCAGTGAAGGCTGAAP.CGACCAGTGCAAGTAGTAGTAGTGCAGTGAAGCCTG 
6 8 4 1  - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - -  + 6900 

CATCGTCACGTCACTTCCGACTTTGCTGGTCACGTTCATCATCATCACGTCACTTCCGAC 

V A V Q ' R L K R P V Q V V V V Q ' R L  - 
* Q C S E G ' N D Q C K ' * * C S E G f -  
S S A V K A I T T S A S S 8 S A V K A ~ -  

6 8 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6900 
L L L A T F A S V V L A L L L L A T F A  - 

Y C H L S P Q F S W H L Y Y Y H L S P Q -  
T A T C H L S F R G T C T T T T C H L S -  

Bsg 1 
BsrI 

C v i J I  1 
H a e I I I  I 
E d e 1  I I 

C j e I  
CviJI l 

TSpRI I I 
MW011 I 1 

C j e I I  l 1 1 
3 t s I  l l l 1 I 

T s p R I  I I I  1 1  
T s p R I  

C v i R I  I 



GdiII l l C v i R I  I I I I  I I  B s g I  I I 
M w o I l  I I BcefI B t s I  I 1 1 1 1  1 1  B s r I  I I 

I I  I I  I I I I I I I  I I  I l I 
AAACGGCCAGTTCAAGTAGTAGCACTGCAGTGAAGGCTG~CGACCAGTGCGTAGTA . 

6901 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 6960 
TTTGCCGGTCMGTTC.4TCATCGTCACGTCACTTCCGACTTTGCTGGTCACGTTCATCAT 

C j e I  C j e I  
C v i J I  l C v i J I  f 

T s p R I  1 I T s p R I  I I 
M w o I l  1 l MwoIl l  1 

C j e I l  l I I C j e I l  l 1 I 
B t s I  I I I  I l  TspRI B t s I  1 I I I I 

T s p R I  I l l  I I  C v i R I  I T s p R I  I I I I I 
CviRI 1 1 1 1  1 1  B s g  1 I I C v i R I  I I I I 1 I 

B t s I  1 1  1 1 1  1 1  B s r I  1 1 BtsI 1 1 I I I  I I  M W 0 1  
I I l  1 1 1  I I  I I 1 I I I I I I  I I  I 

GCP-GTGCAGTGAAGGCTGA4ACGACCXGTGCAAYTAGTAGCAGTGCAGTGAAGGCTGFPLA 

A V Q ' R L K R P V Q V V A V Q ' R L K  - 
Q C S E G * N D Q C K " Q C S E G t N -  

S A V K A E T T S A S S S S A V I A E T -  
6961 ---------+---------+---------+------------+---------+--------- + 7020 

L L A T F A S V V L A L L L L A T F A S  - 
C H L S P Q F S X H L Y Y C H L S P Q F -  

A T C H L S F R G T C T T A T C H L S F -  

C j e I  
C v i J I  1 

T s p R I  l I 
B s g  1 M w o I l  I I 
B s r I  C j e I l l  I I  

C v i J I  l B t s I  I I I 1 I T s p R I  
HaeIII l T s p R I  I I ! I 1 C v i R I  I 
E a e I  I I C v i R I  1 1 1 1  1 1  B s g I  I 1 

GdiII 1 I B c e f I  B t s I  I I l l  I I  B s r I  I I 
I I I  I I I l I I I  I I  I I I 
CGGCCAGTTCAAGTAGTAGCAGTGCAGTGk4GGCTGAAACGACCAGTGCAAGTAGTAGTA 

R P V Q V V A V Q ' R L K R P V Q V V V  - 
G Q F K " Q C S E G ' N D Q C K ' " -  
A S S S S S S A V K A E T T S A S S S S -  



BbvI 
Hinf 1 

Hpy188ZX1 
PleI I I 

W e I  1 1 I 
BbvI AluIl I I I 

CviJI I CviJII I 1 I 
Fnu4HI HaeIII I Fnu4HI Fnu4HI I I I I I 
CviRIl MwoI I I Tau1 CviRIi I I l I I 
TseIICjeIl I I BsgIAciIl TseIl I I 1 I I 

I I  I I  I l I I I I I  I I  I I I 
GTGCAGCAAAGGCCGATACGACAAGTGCGGCAAGTAGTAGTGCAGCTMGTCCGACTCAT 

V Q Q R P I R Q V R Q V V V Q L S P T H  - 
C S K G R Y D K C G K f * C S * V R L I -  
A A K A D T T S A A S S S A A K S D S S -  

Taq 1 
HinfI I 
TfiI I 

BfaI I I 
EarI Hini1 MboII Hpyl78III 1 I 

B s g I  MseIl Mme 1 PleI l XbaI l I 1 Tsp509I AlwI 
1 I I 1 I I I I  1 1 I I 
CGCTTGTTk.4.4GGFAGAGTCT.t..TGCTTCTACTTATCTAGMTCGMCMG~TTATTATA 

DpnI 
BcefI I B s a J I  B f a I  
Sau3AI I BstDSI Hpyl78III CjeI 
CjeIl I CviJI l XbaIl CviJIl WeI C j e P I  Sau3AI 

I I  1 I I I I I I I I I 
CCGATCCTGCCATAAGCCGTGGTTTTTCTAGATAGCCCTATTTCTMGGM.CTATTGGGAG 



d V S G A M L R P K R S L G I E L S S N P  - 
e R D Q W L G H N E L Y G * K * P V I P L -  
f G I R G Y A T T K f I A R N R L F * Q S -  

NlaIII 
Tsp509I NspI AluI ScrFI 

Hpy188IXI AflIII I CviJI BsaJI 1 
DpnI 1 l P c i I  I CjePI I WeI EcoRII 1 

1 i l  1 I I I 1 1 1 
ATCAGAATTGGMCATGTTTCAGGTAGCTGTTTCTAAAAACTTAGTTTCCTACAACCCTG 

MseI 
HaeIV l Hpyl78III 
Hin4 1  1 BpmI SspI 1 TspS09I MboII 

1 I I 1 1 1 I 
GPATGACATTTAATCAGTATTATTTATTTAGCAfiTMTATTTCTCCAGMGATMTTTCATTG 

MjaIV MseI CviJI BsmI 
I i 1 1 

TTTACCCP4GATTAACAAATCAAATAGTTAGTTAGGCTAAP.GTCAGGTGCGTATTTGAATGCGA 
7381 - - - - - - - - -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -+-------- -  + 7440 

AAATGGGTTCTAATTGTTTAGTTTATCAATCCGATTTCAGTCCACGCATMCTTACGCT 

a F T Q D + Q I K f L G * S Q V R I * M R  - 
b L P K I N K S N S ' A K V R C V F E C E -  
c Y P R L T N Q X V R L K S O A Y L N A N -  

7381 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 7 4 4 0  
d T + G L N V F f I T L S F D P A Y K F A  - 
e K G L I L L D F L ' A L T L H T N S H S -  
f N V W S * C I L Y N P L * T R I Q Z R -  

TspRI 
MaeIII 1 HincII 

Bst4CI 1 1 M j a I V  
I I I  I 

ACCCCAATCCTAAAGGGC;CAPMGATGACAGTGGTAACATTGTTGACTATATCACTTATG 



T P I L K G Q K M T V V T L L T I S L M  - 
P Q S * R G K R f Q W * H C ~ L Y H L C -  
P I P K O A K D D 8 0 1 X V D Y X T Y V -  

7441 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 7500 
F G L G L P A F S S L P L M T S f I V '  - 
G W D * L P L L H C H Y C Q Q S Y f K H -  

V G I R F P C F I V T T V N N V I D S I -  

BsrI 
DpnI 1 

BstYI 1 I 
Sau3AI 1 1 

AvaI 1  BsrnFI 1 I 1 
Eco01091 TaqI CjePI 1 I 1 I 

PspSII DpnI 1 B s r I  A l w I l  1 I I l  
Sau9 6 1 S a u 3 A I  1 l AceIII I A l u I I l  1 I I I MboXI 

Sse8647I Mn11 I  I l  C v i J I  BmrI 1 C v i J I l l  I I I 1 Mme11 
I  1 I l 1  t I I 1 1 1  1 1 1 I 1 1 

Tsp509I 
C j e P I  I 

Bst4CI I 1 B c c I  Cac8I 
1 I 1 1 1 

TGTTCTCTCGTCTAACAGTTGGAGAATTGCCATCAGCMGCGMGGAACACTTGGTCTTT 

C S L V f Q L E N C H Q Q A K E H L V F  - 
V L S S N S W R I A I S K R R N T W S F -  
F S R L T V O E L P S A S E O T L G L I -  

HincII 
HpaI 

MjaIV 
MseI I 

Bst4CI 1 I 
Hpyl88IX CjePI I I 

Hpyl78III CjePI I SfcI I l 1  
DdeI 1 BseMII I DdeI I BseMII Mme1 1 I  I I  

I  1 1 1 I l  I 1 I  I  I I  



S T Q E L I S F Q L R ' V M E K T L Q L  - 
Q L R N L S L S N S D R L W R K R Y S ' -  
X S O T Y L ? P T Q I Q Y Q I I A T V P -  

ScrFI 
BsaJI 1 

EcoRII 1 
HincII I 1 
MjaI'J I I 
SimI 1 I MseI 

I I I  I 
ACGACTATATGTTGACCCCAGGTflATGATTTTATTPPTTCCAACTCGGTTTAATACAATAA 

7 6 8 1  --- - - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -+---- - - - - -  + 7 7 4 0  

TGCTGATATAC~CTGGGGTCCPPTTACTAAAATAATAAGGTTGAGCCWATTATGTTATT 

T T I C ' P Q V M I L L F Q L G L I Q *  - 
R L Y V D P R ' * F Y Y S N S V * Y N K -  
D Y M L T P G N D t I I P T R ? N T I R -  

CviJI 
HaeIII 

Eco01091 I 
Sau96I 1 Bce83 1 

AluI 
CviJI 

CCTTACTACATATAGAGTGTTACTCTTCATCCCGGATWCCTCGTCCTMTGTCCCTC 

G M M Y I S Q f E V G P I L E Q D Y R E  - 
E * C I S H N E K * G L F W S R I T G S -  
N D V Y L T Y R S R A Y F G A O L Q O A -  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- 4 7 8 0 0  

L F S T Y R V I L L L A ' K P A P N C P  - 
S H H I D f L S F Y P R N Q L L I V P L -  
P I I Y I E C H S T P G I K S C S * L S -  

Bsp24 1  
AluI 1 

CviJI 1 
HindIII I I 
BanII I I I 

BsiHKAI 1 I I 
Bsp1286I I 1 I 

Sac1 I 1 CjeI 

DrdII 1 I 
CjeI l I I 

CjePII I I l  
Bsp24I 1 l I I i 
BsLIl I 1 I 1 l 



L K L P ' Q R L L M V N L L L V L L K I  - 
S S F P N S D F ' W f T C C W F F + K F -  
Q A S L T A T S H O K P V V O S S t X S -  

7801 -- ------- +--------- +---------+---------+----a-+-----+--------- + 7860 
A f A E R V A V E L P L G T T P E E S F  - 
E L K G L L S K ' H Y V Q Q Q N K Q F N -  
S L S G ' C R S R I T F R N N T R R F X -  

TspS091 
TthlrlII 

DpnI 1 
ApoI BclI I 1 

Tsp509 1 MjaIV Sau3AI I I 
I I I I I  

CAAAATTCTATATTGATACCGATAGTAATGTTTACTTGTTTACTTGACCMCMGGATTTGATCMT 
7861 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 7920 

GTTTTMGATATAACTATGCCTATCATTACAAA-TGAACTGGTTTGTTCCTAAP.CTAGTTA 

Q N S I L I P I V M F T ' P N K D L I N  - 
K I L Y * Y R * * C L L D Q T R I f S I -  
K ~ Y I D T D S N V Y L T K Q ~ F D Q L -  

7861 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 7920 
E F N * I S V S L L T * K V L C P N S f  - 
L I R Y Q Y R Y Y H K S S W V L I Q D I -  
* F E I N I G I T I N V Q G F L S K I L -  

Eco57 1 
TspS09 1 NlaIV DpnI 
C jePI l Tsp509I CviJI l C jePI Sau3AI 1 

I I 1 I I 1 I I 
TAGr;TUTTTTGGWTTATGGCTCCTTTCGTCTATACTTCAGCAAGTUTGATCTM 

7921 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 7980 
ATCCATTfrAAACCTTTTTAATACCGAGGaGCAGATATGUGTCGTTCATTACTAGATT 

' V I L E K L W L L S S I L Q Q V M I *  - 
R f F W K N Y G S F R L Y F S K * * S K -  
O N ? O A f Y A P ? V Y T 8 A S N D L K -  

79-21 ---------+---------+---------+-----------+---------+--------- + 7980 
N P L K P F I I A G K T + V E A L L S R  - 
L Y N Q F F ' P E K R R Y K L L Y H D L -  
' T I K S F N H S R E D I S + C T I I * -  

BseRI 
BseMI 1  I 

Hin4I Hinf 1  I I 
ApoI 1 TfiI I I  BsaI Mn1 1  

TspS09I TspSO9IIDdeI BsrDI l I I BsmAI Bst4CI I 
I I I I I I  I I  I i I 

M4AGTAmAATTGATfcAATTCTCAGCMTGATGMTCAAGC;TCTCTCCTC.UTACAGT 
7981 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8040 



K K f E L 1 N S Q Q * *  I K V S P Q Y S  - 
K S R N + f I L s N D E S R S L L N T V -  
~ v o r ~ x r s ~ x u ~ ~ o ~ s s r ~ s -  

BseMI 1  
NlaIV Mn1 1 CviJI 1 A c i I  
Ban1 I MspI 1 HaeI I BsrBI 

A c i I  I 1 B s b I  B s a W I  l I HaeIII I DdeI 1 
I I I  1 I I  I I I I I 

CAAAAAGCGGTGCCAACACTATTGTTTCCGGTAATGGAC;C;CCAAATACAACTGAGCGGTT 
8 0 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8100 

GTTTTTCGCCACGGTTGTGATAAC-GGCCATTACCTCCGGTTTATGTTGACTCGCCM 

Q K A V P T L L F P V M E A K Y N ' A V  - 
K K R C Q H Y C F R * W R P N T T E R F -  
~ s o ~ ~ ~ r v s o ~ o a ~ x ~ ~ s o r -  

8 0 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8100 

D F L P A L V I T E P L P P W I C S L P  - 
L F R H W C * Q K R Y H L G F V V S R N -  

* F A T G V S N N G T I S A L Y L Q A T -  

MjaIV 
RsaI l 

Dra1 HincII BsrGI I I 
MseI l M j a I V  Tac1 1 1 

I 1 I 1 I I  
A T G C T T T W T A C A G A T G T C A A C T T T T A T G T A C  

8161 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8220 
TACGAAATTTTTTATGTCTACAGTTGAAAATATACATGTGTTTCCCCTTGTGTCTTTGTT 

M L ' K I Q M S T F I C T Q R G T Q K Q  - 
C F K K Y R C Q L L Y V H K G E H R N K -  
A L K R T D V N F Y Y Y T K O W T S T I -  



Apo I 
TspS09 1 

sth132I Hpy188IX 1 
MaeIII BpulOI I A c 1  I I 1  
Tsp45I Me1 1 BscGI MaeI 1 1 f 

I I I  I 1 1 f 
ATGTGACTACACCCTTAGCACCP4ACGGCTATCATCTTTATTCTCCMCGTTTCAGMT 

M f L H P * H Q T G I I F I L Q T F Q N  - 
C D Y T L S T K R V S S L F S K R F R I -  
V T T P L A P I O Y ~ L Y S P I V S B ~ -  

BscGI 
BspGI 1  

ApoI AluI I 1  
Tsp509I CviJI I 1  
Dra1 I Sth132I  1  I 1  

MseIl I B f a I  XcmI I 1 I HphI 
I I  I I I I I  1  1 

TTW.TTCkAACCACTAGACCATATTTTP-GCTGGACGGGTGJ.TATATCTAA.TGCTAT.U 
8 2 8 1  ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 8340 

Ar?TTTTFAGTTTGGTGATCTGGTATAAAATCGACCTGCCCACTATATAGA.TTACGATATT 

Bbs 1 
MboII MaeIII 

Hpy188IX AciI TaqI SimI I CjeI 1  
I I 1 1 I 1 1 

AAATATCffiAAGCAAATGCGGATTTCGATGACTTATTAGGGTCT~TAGTCTTCAAGTTA 



Hpyl88IX Hpyl88IX 
Hinf 1  1 NlaIV DpnI 1 H i n f I  
TfiI I C j e I  i S a u 3 A I  1 I TfiI 

I 1 I I  I l  I I 
CTGACAATGGGGTAGATTCAGACGGAACCCCTATATCAGTTGATCTGAATAGAGTTAGGA 

L T M G * I Q T E P L Y Q L I f 1 E L G  - 
f Q W G R F R R N P Y I S * S E * S * D -  
D I O V D S D O T P I S V D L U R V R  1 -  

8 4 0 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8460 
V S L P T S E S P V G I D T S R F L T L  - 

Q C H P L N L R F G * I L Q D S Y L f S -  
S V I P Y I V S G R Y * N I Q I S N P -  

Tsp509I RsaI BstZ17I 
NspV 1 MboII I HinfI M j a I V  
TaqI I Mn11 BccI TatI i TfiI AccIl MseI MseI 

I I I I I 1 1 I 1 I 1 
TTCGAATTAGTGAAGATGGAGGAAGTACATATTCCAATGATTCGTATACCCTTAATGATT 

F E L V K M E E V H I P M I R I P L M I  - 
S N * * R K R K Y I F Q * F V Y P f f  F -  
R S O G S T Y S N D S Y T L N D L -  

Bst4CI 
Dra1 BsmFI SspI 1 

I 1 I I 
TAAUGCACTTCTAACAAGTGGTAATATTATTACAGTCCCTWTAGTTATTGCTTATACAT 

HinfI 
Ti iI TspS09 1 

A l w N I  1 SspI BfaI 1 
1 I 1 I 1 

ATTCAGCA4CTGATTCAFVlAACGGATAATATTGGWCTTCCTAGTGMTTGATGATA 
8581 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8640 

TAAGTCGTTGACTAAGTTTTTGCCTATTATMCCTTTTGAAGGATCACTTTR4CTACTAT 

I Q Q L I Q K R I I L E N F L V K L M I  - 
F S N * F K N G * Y W K T S * + N * f f -  



Y E A V S E F V S L I P F S G L S I S S  - 
N L L Q N L F P Y Y Q F V E ' H F Q H Y -  
I * C S I t F R I I N S F K R T F N I I -  

MjaIV 
RsaI i 

B s a A I  I 1 
AluI MaeIIl I I 

CviJI AflIII I I  I I  
BsrI l  BpmI I I I  I I  T s p R I  EcoRV E a r I  

l I I I I I  I I  I I 1 
ATACTGGAGCTTATGCTGTTCCTTTTACACGTACACTGACAAATGATATCCCAGATAAGA 

RsaI 
TatI I 

MseI 1 1 
B s t 4 C I  I I I  H p y 1 8 8 I X  

MaeIII MboII 1 I  I I Tsp5091 I BspMI 
t 1 I l  I I  1 I I 

A G A G T A A C A T T A C T G T T A A G T A C A T A T C T G  

R V T L L L S T ' I Y L V I Q F P I I '  - 
E ' H Y C * V H R Y I W ' Y N F R f Y S -  
S N x T V A Y x D I S O I T I S D N I V -  

MseI BsmAI 
I I 

AluI 
Cvi JI 

I 
TTAAAGCAGGTAATGTAGGAGACAGCT 

ScrFI 
EcoRII 1 

BciVI I I 
HinfIl 1 I 
TfiIl I I 

I I  I I 
ATACAACTGAACAAAAAGCGATTCCTGGATACA 



T L A P L T P S L * V V S C F A I G P Y  - 
* L L Y H L L C S Y L Q V F L S E Q I C -  

N F C T I Y S V A I C S F L F R N R S V -  

SfaNI Bst4CI 
Tsp509I I  Mn11 1 

Dra1 RsaI B s r I I  I  Mme1 IMaeIII 
MseII Tatl: I  BspGI I I  I  Hpy188IX I  I T s p 4 5 I  

I  I i l  I I I  I  I I I  1 
CCTTTMGCAGTACAACGCA4TCCAACTCGACAATTTACCTCTGATGCTCMCAGTCA 

8821 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8880 
GGFAATTTCGTCATGTTCCGTTAGGTTGACCTGTTAAATGGAGACTACGAGTTTGTCAGT 

DpnI MaeI II 
BstYI I  T s p 4  5 I  

TthlllII Sau3AI I  B s l I  BsaXI I 
MaeII I AlwI I I Mn11 I Hin4I I BpmI TaqI 

! I I I I I I l I I I  
CTTACGTTTATACAAAAGATCCTGTTGCTGGAGGAAGTGTGTCACAGCGMGTATGTCGATA 

8881 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 8940 
GMTGCAAATATGTTTTCTAGGACMCGACCTCCTTCACAGTGTCGCTTCATACAGCTAT 

L T F I Q K I L L L E E V S Q R S M S I  - 
L R L Y K R S C C W R K C H S E V C R Y -  
Y V Y T K D P V A O O S V T A K Y V D T -  

L L A M P S L I M f L R Q G T + E I L I  - 
F W Q C H L * * C S * D R E H R R Y L e -  
S O N A I S D N V V K T O # I ~ D T Y S -  

8941 ------a--+---------+------------ +---------+---------+--------- + 9000 
V E P L A M E S L T T L V P F M P S V *  - 

K Q C H W R Q Y H L f S L S C L L Y K Y -  
S R A I G D R I I Y N L C P V Y S I S I -  

ScrFI 
EcoRII I  

HinfI I I  



DpnI 
B s t Y I  I 

S a u 3 A I  I 
A l w I  I 1 BslI 

V N S Q T K N K P L P M F I R K I L L L  - 
S I H K P R T N R Y L C L Y E R S C C W -  
Q P T N Q E Q T V T Y V Y T K D P V A G -  

---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9120 
P * N V F W S C V T V f T * V F S G T A  - 
D I ' L G L V F R ' R H K Y S L D Q Q Q -  

T L E C V L F L G N G I N I R F I R N S -  

Hha 1 
F s p I l B s r D I  Hpy188IX 

I l I I 
GTGCGCATATCATTGCGMTATGTTGATGAAAACGGAIWTACTATTTCAGACAATGTTG 
---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9180 
C A C G C G T A T A G T A A C G C T T T A T A C A A C T A C T T T T T C  

S c r F I  
EcoRII I 

BciVI I I 
HinfIl 1 I 

H p y l 7 8 I I I  BSGI I CviJI T f i I  1 I I 
I I I I I I  I I 

TGAAATCTGrJAAATATCGC;AGACAGCTATACMCTGAACWGCGATTCCTC;GATACA 

ACTTTAGACCTTTATAGCCTCTGTCGATATGTTGACTTGTTTTTCGCTMGGACCTATGT 

' N L E I S E T A I Q L N K K R F L D T  - 



SfaNX B s t 4 C I  
TspS09Z I  Mn11 1 

Dra1 RsaI B s r I I  I  Mme1 I M a e I I I  
MseI I  TatI I BspGI I  I  I  Hpy188IX I  I T s p 4 5 I  

1 I I  I I  I I  1 I I I  I 
CCTTTAAAGCAGTACAACCCAATCCFLACTGGACPSATTTACCTCTGATGCTCMCAGTCA 

9 2 4 1  ---------+---------+-------+---+--------+---------+--------- + 9300 
GGAAATTTCGTCATGTTCCGTTAGGTTGACCTGTTAAATGGAGACTACGAGTTTGTCAGT 

P L K Q Y K A I Q L D N L P L M L K Q S  - 
L ' S S T R Q S N W T I Y L f C S N S H -  
? X A V Q G # P T G Q ? T S D A Q T V T -  

9 2 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9300 
V K L A T C P L G V P C N V E S A f V T  - 

R * L L V L C D L Q V I f R Q H E F L * -  
G K F C Y L A I W S S L K G R I S L C D -  

Hpyl78III 
MspI 

BsaWI I 
FokI Kpn2 1 I TspRI 

TLhlllII I MseI Mn11 I I  BtsI I BccI 
I I l I I I  I I I 

CTT?.CkTTTATACFFAAGTT?AGACATCCGGAGGCAGGCAGTG~4CTCCTACACC?.TCW 
9301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 9360 

GMTGTAAATATGTTTTCAATTCTGTAGGCCTCCGTCACTTTGAGGATGTGGTAGTTTTT 

L T F I Q K L R H P E A V K L L H H Q K  - 
L H t Y K S f D I R R Q * N S Y T I K N -  
Y I Y T K V K T S G G S S T P T P S A T -  

9301 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9360 
V f M ' V F T L V D P P L S V G V G D F  - 

K C K Y L L ' S M R L C H F E * V M L F -  
S V N I C F N L C G S A T F S R C W C F -  

Sth1321 
Pf 111081 Mn11 1 
AluI I  RsaI I I  B s c G I  

CviJI I  TatI I I  I  B s l I  I  
SfcI I  I  Bce83 1  Sm11 I  I  I  I BsmAI 1 1 

I  I  I  I  1 I I  I I  I I I  
C T A T A G C T A C G A A A A G T T C T A C T A A C A C C A T A T C C T C A A G  



N l a I V  
A l u I  I 

B s t 4 C I  RsaI Hpy188IX A c e I  I I  CviJI I 
l I I  I I 1 

A C A G T C A A G T A A G T A C G C T G T T C G G A A T G G T A G T T G  
9421 ---------+---------+------+----+---------+---------+---------+ 9 4 8 0  

TGTCAGTTCATTCATGCGACAAGCCTTACCATCAACCAAAGAAATAGAAACCTCGACCTT 

T V K f V R C S E W ' L V S L S L E L E  - 
Q S S K Y A V R N G S W F L Y L W S W N -  
S Q V S T L ? O Y V V O ? ? I ? O A O T -  

T s p 5 0 9 I  
MseI l  

Ppi 1  EarI l  I 
MboII I  Mn11 I l l  T a q I  D r d I I  C v i R I  

I  I I  I l l  I I I 
CCCTCTCTCTCTTCTTTAATTCAP,AAAGAAAAAGWTCGRUTAAGTGGTTCTGTTGC 

P S L S S L I Q K E K E N R N K W F C C  - 
P L S L L ' F K K K K K I E I S G S V A -  

S L N S K R K R K S K * V V L L Q - O ~ ~ ~  

K V L N K E ' N P L R Y L C F K L G F P  - 
K F * I K N K I P Y G I Y N L S W D S Q -  

S F K ' R I K S L T V S I I ' A G I P N -  
9541 ---------+---------+------+----+---------+---------+--------- + 9 6 0 0  

C L K L Y L I F D R V T D I I * A P f O  - 
F N ' I F F L I G + P I C L K L Q S E W -  

L T K F L S Y F G K R Y R Y N L S P N G -  

MboI 1 
Sth132I 1 

RsaI Sth132I I I 
TatI lBcg1 EarI Taq 1  I I l  Bcg 1 



I I P f F Q Y R P K T R R E C L L F G F  - 
+ Y L D F S T D R K P E E S A F F S G F -  
N T L I S V Q T E N P K R V P S F R V F -  

9601 ---a-----+---------+--------- +---------+---------+--------- + 9 6 6 0  
L L V K I t T C V S l O l t T O 1 I R T  - 

Y Y R S K L V S R F G S S L A K K E P K -  
I I G Q N * Y L G F V R L S H R R K P N -  

Ava 1  1 AluI 
Sau96I Tsp509 1 CviJI SspI 

i 1 l I 
T C T T A T A T A A T C G A C C A C T A T C A A A T A A T T A G A C A T A A f J T A  

9661 --a------+---------+--------- +---------  +---------+--------- + 9720 
AWTATATACCTGGTGATAGTTTATTAATCTGTATTTTACTCGATATMGTTAT 

S Y I M D H Y Q I I R H K M S Y I F S I  - 
L I ' W T T I K C L D I K f A I F F Q Y -  
L Y N G P L S N N ' T ' N E L Y F F N I -  

9661 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9720 
~ K Y L P G S D F L ' V Y F S S Y K K L  - 

B s p G I  Apo 1 
Tsp509 1 Hpÿl78fII I Tsp509 I 

Hpy188IX I I4boIT I EarI MseI I MseI 
I l  I 1 I I I I 

TTTGAGTGTTCAGF~TTGTCATTTTCTGGACACTCTTCTTTTCTTATTP~TTCTTA 
9721 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9780 

AAACTCACAAGTCTTTTAACAGTAA-4AGACCTGTGAGAAGAAAAGAATAATTTTAAGAAT 

F E C S E N C H F L D T L L F L L K F L  - 
L S V Q K I V I F W T L F F S Y * N S * -  
" V F R K L S F S G H S S F L I K I L K -  

9721 ---------+---------+---------  +---------+---------+--------- + 9780 
I Q T N L F N D N E P C E E K R I L I R  - 
K L T C F I T M K Q V S K K E " F E * -  
N S H E S F Q ' K R S V R R K K N F N K -  

Sth132I 
TspS091 I 

BSCGI i I 
I I I  

AAATCATTTACTTTTATTGTTCATAAACCCGTAATTTATTCTATGTTCATTTATATACAC 
9781 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9840 

T T T A G T A A f \ T G A A A F . T M C A A G T A T T T G G G C A T T A A T A T A T G T G  



d L I M * K * Q E Y V R L K N f T * K Y V  - 
e F ' K S K N N M F G Y N I R H E N I Y V -  
f F D N V K I T f L G T I * E I N M f I C -  

MseI B s s S I  
M e  1 TspSO9I I Hpy188IX CviRII 

1 I I I I I 
A T T T C T A A G T T A T G A T A C A A T A A A T T A A A A T G A A G G  

a I S K L * Y N K L K * R K K Y I I O Y A  - 0 r f 6  
b F L S Y D T I N f N E G K K + I S D M H -  
C F ' V M I Q ' I K M K E K N E Y R I C T -  

9 8 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 9900 
d C K * T I I C Y I L I F S F F S Y R I R  - 
e N R L * S V I F * F S P F F H I D S I C -  
f M E L N H Y L L N F H L F F I F I P Y A -  

GCTCAAAGTTGACCTGAAGTTTAACGCMTTTTGTTTTTAGATMTTTTGTTCCCCTCA 

a R V S T G L Q I A L K Q I S I e N K Q S  - 
b E F Q L D F K L R * N K N L F K T R G V -  
c S F N W T S N C V K T K I Y L K Q G E C -  

9901 --------- +---------+---------+-------------+--------- +---------  + 9 9 6 0  
d V L L Q V E F Q T L V F I * K F C P S  - 
e S N ' S S K L N R ' F L F R N L V L P T -  
f R T E V P S f I A N F C F D I ' F L P L -  

a V L I L L I Y K T V I L E K R L S K O A  - 
b Y * T Y C L * K R L N C K S A F Q K V L -  
c T E L I V Y E N G ' I R K A P F K R C F -  

9961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10020 
d H V S S I T f S F P Q I L F A G K L L H  - 
e Y Q V + Q K H F R N F f F L A K * F T S -  
f T S F K N N I F V T S N S F R R E F P A -  



MseI 
VspI MaeI II 

Mn11 l Tsp4 5 1 
Tsp509I 1 1  TspS09I MslI lBst4CI 

I I I  I I I I 
C C A T I U I U M T A C ~ T A C A ~ T M ~ M T A ~ O O O I U T T O C C A T M T A O T G A C T G T  

P K I L N T E I I N R G N C H N S D C  -0rf6 
H K K Y f I Q K * L I E G I A I I V T V -  
1 K N T E Y R N N f f R E L P * * + L Y -  

10141 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + lOZ00 
G M F F V S Y L F L f Y L S N G Y Y H S  - 

W L F Y Q I C F Y N I S P I A M I T V T -  
G Y F I S F V S i I L L P F Q W L L S Q -  

I L T F F L F C I E M I V A I N P N I N  - 
S L H F F F S V S K * L * Q L I L I * I -  
P Y I F S F L Y R N D C S N * S * Y K * -  

10201 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10260 
Y G * M K E K R Y R F S Q L L ' D t Y L  - 

D K C K K K E T D F H N Y C N I R I Y I -  
I R V N K R K Q Z S I I T A I L G L I F -  

Tsp509I 
BfaI 1 

Sth132I 1 SimI MseI 

Tsp509I  
MseI I 

CviRI I I 



I I l I I I  1 
AATCAACTAGCAATTCGGGTCTTTATTAAP-TACTAATGATTGCATTMTTGCTTTTT 

10261 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10320 
T T A G T T G A T C G T T A F - G C C C A G A A A T A A T T T A T G A T T A C T C G T T T T T T C G  

Hinf 1 
Tf iI 

Hinf I  A l u I  l 
Tsp509I Mn1 I TfiI AceI II CviJI I 

I 1 I I I I 
GAGATAATTGCTAAAAAAGAGAGGATTCTCAAATTCTCAAATGGATAACAAAGATATAGAGCTGATTC 

10321 ---------+---------+---------+------------+---------+--------- + 10380 
CTCTATTMCGATTTTTTCTCTCCTAAGAGTTTACCTATTGTTTCTATATCTCGACT&G 

a E I I A K K E R I L K W I T K I f S * F  - 
b R ' L L K K R G F S N G f Q R Y R A D S -  
c D N C t K R E D S Q M D N K D I E L I Q -  

10321 ---------+---------+---------+---------+---------+---------  + 10380 
d Q S L Q * F L S S E ' I S L L S I S S I  - 
e L Y N S F F L P N E F P Y C L Y L A S E -  
f S I I A L F S L I R L H I V F I Y L Q N -  

Tsp509 1  
Tsp5 09 1  I 

MslI B s r I  MseI l MseI l BsbI 
I I i I I l  l 

AP.CMTGGPmCPAATATGACACTTTTATGCCAGTCTTAACTAhTTT.4ATTGATAGTG 

a N K W K T N M T L L C Q S f L I * L I V  - 
b T N G K Q I f H F Y A S L N * F N * * C -  
c Q M E N K Y D T F M P V L T N L I D S V -  

10381 ---------+---------+---------+---------+-+-------+--------- + 1 0 4 4 0  

d ' C I S F L Y S V K I G T K V L K I S L  - 
e V F P F C I H C K * A L R L f N L Q Y H -  
f L L H F V F I V S K H W D * S I * N I T -  

Tsp509I Apo 1  
MseI I Tsp509 1  

A p o I  I I M s e I  1 
T s p 5 0 9 I  I I T s p S 0 9 I  I I 

I I I I I I 
TTGWTTTAACTCAATTTTACAATAACTATATTGAATTAAGAAATTTTTATGGTAGTG 

a L K N L T Q F T I T I L N 0 E I F M V V  - 
b * K I * L N L Q + L Y * I K K F L W * * -  



C E K F N S I Y N N Y I E L R N F Y G S E -  
10441 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10500 

d T S F N L E I f L L * I S N L F K + P L  - 
e Q F I f S L K C Y S Y Q I L F N K H Y H ;  
f N F F K V f N V I V I N F * S I K I T T -  

BrnrI 
Tsp509I B s r I  l  MseI 

i I  1 I 
AAAAATGGTTTGAATATATGGAAATTGAAAAAATCCCAGTAAAATGTGGTGTTTTAACAG 

a K N G L N I W K L K K S Q f N V V F * Q  - 
b K M V f I Y G N ' K N P S K M W C F N R -  
c K W F E Y M E I E K I P V K C G V L T E -  

d S F H N S Y I S I S F I G T F H P T K V  - 
e F ~ T Q I Y P F Q F F G L L I H H K L L -  
f F F P K F I H F N F F D W Y F T T N f C -  

DpnI 
BclI I  

S a u 3 A I  1 
Bbs 1 HaeIV I  1 

Tsp509IiMboII Hin4I I 1 
I  I  1 I I I  

AkGACCA4TTATTTGATATGATTAGTGXTCATMTGAACTTCTTGGAGTATTACTTGACC 
10561 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10620 

TTCTGGTTAAT~.9CTF.TACTMTCACTAGTATTACTTGGUGAACCTCATMTGMCTGG 

a K T N Y L I * L V I I M N F L E Y Y L T  - 
b R P I I ' Y D " S " T S W S I T f P -  
c D Q L F D M I S D H N E L L G V L L D L -  

ApoI 
Tsp5091 

RsaI 1 
B s r G I  i 1 Dra1 HinfI 
TatI I 1 MseII Tf iI MseI BciVI 

I  I  I  I  I I I 1 
TAACTTC-4AAAATGTACAAAAATTTTTTAAAAATATCAAAGATTCAAATATCTTAAAAATG 



CviRI BsgI TspS09I  BccI XcmI 
I  I  1 1 I  

GTGCAGGATACACTACTTGATAGTTTTCGTGCTGGTCGTCGCAATTACACCATCTTTCAA 

V Q D T L L D S F R A G R R N Y T I F Q  - 
C R I H Y L I V F V L V V A I T P S F K -  
A G Y T T " F S C W S S Q L H H L S S -  

10681 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + + +  10740 
P A P Y V V Q Y N E H Q D D C N C W R E  - 

H L I C ' K I T K T S T T A I V G D K L -  
T C S V S S S L K R A P R R L ' V M K ' -  

MseI N l a I I I  
Af 111 1 Hpy1781II I 

CviJI Sm11 l  R c a I l  1 MseI Hpy188IX 
I 1 I  I I  l  I  I 

GTGGGGAAAGCCACTCTCTTMGGGTAAGTGATGTCATGMCTTUTCAGATGTC 

V G K A T L L R V S D V M K L K K S D V  - 
W G K P L S * G t V M S * N L K N Q M S -  
G E S H S L K G K ' C H E T ' K I R C L -  

Dpn 1 
NlaIII t 
BclI I I 

MseI Sau3F.I 1 I 
Hpy178III Bst4CI 1 Hpyl78III I I I 
MseI I B c c I  1 1 AciI R c a I l  1 1  1 

! I  1 I  1 I  I l  I I I  
TTTAATCCTGATGGPACGGTTMCAAACCGCTTTTATTCATGATCWMCAGG-G 

F N P D G T V K Q T A F I H D Q K T G K  - 
L I L M E R L N K P L L F M I K K Q E R -  
' S C W N G * T N R F Y S * S K N R K G -  

BfaI 
DpnI I  

RsaI BglII I  1 NlaIII AvaII 
TatI 1 BstYI I l  Hpy178III 1 Sau96T 

Mae XI B s r I  1 l  Sau3AI I  I  R c a I l  ICviJI 1 
1 I i I I I I  I l  I 1 1 

GCGAATACGTTATATTTGAAACCAGTACMCMGATCTAGTaTCTATCATGATTaCTG 



CGCTTATGCMTATAAACTTTGGTCATGTTGTTCTAGATCACCAGATAGTACTAACCGAC 

a A N T L Y L K P V Q Q D L V V Y H D W L  - 
b R I R Y I ' N Q Y N K I ' W S I M I G W -  
c E Y V I F E T S T T R S S G L S ' L A G -  

10861 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10920 
d P S Y T I N S V L V V L D L P R D H N A  - 
e R I R * I Q F W Y L L I * H D I M I P Q -  
f A F V N Y K F G T C C S R T T f f S Q S -  

Hpy188IX 
Tsp509I I BsmAI 

MseI I t Mn11 I 
BseMII I I  Wel l  Mme1 PleI HinfI I I 

I I I  I I I I I I I  
GTCCAACWTCTTAATTCTGAGTTGTTTGTTTCCCTCAACGACTCATATAGAGACTATT 

10921 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10980 
CAGCTTGTTTTAGAATTAAGACTCACCAACAAAGGGAGTTGCTGAGTATATCTCTGATM 

a V Q Q N L N S E W L F P S T T H I E T I  - 
b S N K I L I L S G C F P Q R L I f R L L -  
c P T K S ' F ' V V V S L N D S Y R D Y C -  

10921 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 10980 
d P G V F D f N Q T T T E R L S E Y L S *  - 
e D L L I K I R L P Q K G * R S M Y L S N -  
f T X C F R L E S H N N G E V V ' I S V I -  

B s a A I  
SnaBI 

B s b I  MaeI 1  l TthlllII 
1 I I I 

GTGTTGCTACAACGAGCMaTACGTAGAAATCCTTTATTTCMGCACTTTTACUGCATA 

a V L L Q R A N T ' K S F I S S T F T S I  - 
b C C Y N E Q I R R N P L F Q A L L Q A Y -  
c V A T T S K Y V E I L Y F K H F Y K H I -  

10981 - - - - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -+--- - - - - - -  + 11040 
d Q T A V V L L Y T S I R * K L C K f L C  - 
e H Q * L S C I R L F G K N * A S K C A Y -  
f T N S C R A F V Y F D K I E L V K V L M -  

TthlllII Hpy188IX 
MnlIl BsrI HphI I MseI 

I l  I I I I 
TCGTCTTTACTGGTGAGGGGAATFAAATCAGAAATAAAGAGATTAAGGACTP-TATCAATG 

a S S L L V R G I K S E I K R L R T I S M  - 
b R L Y W f G E * N Q K ' R D * G L Y Q C -  
c V F T G E G N K I R N K E I K D Y I N V -  

11041 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11100 
d I T K V P S P F L I L F L S I L S ' I L  - 
e R R + Q H P S Y F ' F Y L S * P S Y f H -  
f D D K S T L P I F D S I F L N L V I D I -  



Mn1 1 
SfcI Psi1 1 

1 1 I 
TTTCTGTAGTGATTGATATAGAGTGTGGAGATACAACAAAATAAAGAATGGGATTATAAG 

F L f f L I ' S V E I Q Q N K E W D Y K  - 
F C S D ' Y R V W R Y N K I K N G I I R -  
S V V I D I E C G D T T K * R M G L f E -  

BsmFI BciVI BsaBI 
I 1 1 

aCGGAGGGACATTATGGAAAATAATCATCATUCAACAAAGWGGATACTAATCAC 

TTTGCCTCCCTGTAATACCTTTTATTAGTAGTATTGTTGTTTCTTTTCCTATGATTAGTG 

K R R D I Y I N H H N I K L X D T N H  - o r f 7  
N G G T L W K X I I I T T K K R I L I T -  
T E G H Y G K f S S f Q Q R K G Y * S L -  

11161 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11220 
S V S P C * P F Y D D Y C C L F P Y * D  - 

F P P V N H F I I M M V V F F L I S I V -  
F R L s M I S F L ' " L L L S F S V L * -  

Apo 1  
TspS09I 

BsrI 1 
Hpyl78III BmrI I 1 TspS09 X 

I I 1 1 I 
TCTGTTAGTGTTTCAGGAAATGCTACTGCTACTGffiGTTCAAATTCAACAGC9ATGTATCTAATTCT 

11251 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11280 
AGACAATCACAAAGTCCTTTACGATGACCCCAAGTTTAAGTTGTCTTACATAGATTAAGA 

s v s v s ~ a ~ ~ ~ v ~ x ~ ~ ~ v s ~ s  - 
L L V F Q E M L L G F K F N R M Y L I L -  
C * C F R K C Y W G S N S T E C I ' F Y -  

11221 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11280 
S Q f H K L F H * Q P E F E V S H I f N  - 

R N T N + S I S S P N L N L L I Y R I R -  
E T L T E P F A V P T f I C F T D L E -  

TthlllII 
I 

ACGCAAACACAGGCAGTMTGAAGTTTTTGMTACGUGTATTAGAAGTTTTACAC 
11281 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11340 

TGCGTTTGTGTCCGTCATTTACTTCAAAAACTTATGCTTTTTCATMTCTTCWTGTG 



' A F V P L L H L K Q I R F L I L L K V  - 
R L C L C Y I F N K F V F F Y * F N * V -  

V C V C A T F S T K S Y S F T N S T K C -  

ApoI 
Tsp504I 
NspV I 
TaqI I 

CjeIl I 
ApoI I l  I Dra1 

Tsp509I I I  I MseI I CjeI AciI 
i I l  I I 1 I 1 

GAAkTTTCGAATTTCCAGCAGATGTTTAAAGATACTTACmMTGMGCaMCMGTA 

a E ~ ~ H P Q Q M ~ X D T Y ~ H ~ A E Q V  - 
b K F R I S S R C L K I L T E M K R N K Y -  
c N F E F P A D V ' R Y L R K " S G T S 1 -  

FokI 
MaeIII I 

AluI Tsp45I I TthlllII TLhlllII 
CviJI MwoI I lFok1 1 BccI l 

I I I I  I I I l  
TTAGATTTACTAEiATCAAGCTAAACAAGCAGTCACAAACAGGGAAChTCCATCCAAGATA 

DdeI 
MaeIII Aluf l 

MseI MseI 1 CviJI l 
I I I 1 I 

MGGATTTCTCMTGTCATTAAAGACATATCATTAAGAGTTACAAGTAGCTTAGTGGCA 



W e I  ApoI 
MjaIV I Mn11 RsaI 

Mme1 AccIl I TspSO9I TatI I 
I I I  I I I I 

A C A G G A A T A C T T G G T C T A C T T A G T C A A G T T T A G  
11521 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11580 

TGTCCTTATGAACCAGATGAATCAGTTCAACCTTAAATCTcCATCATGTTAcccTTTTTA 

ApoI 
BfaI DdeI Tsp509I Msef 

I I 1 1 
AGTTTTGGATTTACAACTAGAAGCP.CTTAGTAAAGÈiTAGCGATGTTTTGAATTTATTAAG 

11581 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11640 
T C A A A A C C T A A A T G T T G A T C T T C G T G A A T C A T C G T C  

S F G F T T R S T * * R * R C F E F I K  - 
V L D L Q L B 1 L S X D S D V L l L L R -  
F W I Y N f K H L V K I A M F * I Y f G -  

11581 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11640 
Y N Q I ' L ' F C K T F I A I N Q I * '  - 

T K S K C S S A S L L S L S T K F K N L -  
L K P N V V L L V ' Y L Y R H K S N I L -  

A l u I  
C v i  JI MseI ApoI MboII 

HindIII 1 Mme1 Tsp509I 1 Tsp509I FokI SimI I 
I 1 I I 1 I I I I 

GAAAGCTTATGTAGTAGCAAGAAAATTAPAGTTGGATGAATTTGAAGAATGGGTCAATAG 
11641 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11700 

CTTTCGAATACATCATCGTTCTTTTTAATTTCAACCTF.CTTAAACTTCTTACCCAGTTATC 

Hpy178III 
BcefI H i n f I  I 

C v i J I  BccI I TfiI I M s e I  
I I I 1 1  I 

TGAGTTGAACGGCTATAAAGATGGCAATAAGATTCCTGMTATAGWGTTMmCGA 
11701 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11760 

ACTCAACTTGCCGATATTTCTACCGTTATTCTAAGC;ACTTATATCTTTTCAATTCCCGCT 



NlaIII 
BslI I 

Sth132I I 
BscGI 1 IHinfI 

Mme1 NlaIV I I I TfiI BseMII DdeI 
1 I I f I I I l 

AGTCAAAGGGTWMCCCGTATCATGGTTGGATTCCTATGATTATGAAAGATACTGAGAT 
11761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11820 

TCAGTTTCCCACCTTGCGCATAGTACCAACCTAAGGATACTAATACTTTCTATGACTCTA 

a S Q R V E P V S W L D S Y D Y E R Y e D  - 
b V K O W I P Y H O W I P H I ~ K D T S I -  
c S K G G T R I M V G F L f L f K I L R ' -  

11761 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11820 
d F D F P P V R I M T P N R H N H F I S L  - 
e T L P H F G Y ' P Q I G I I I F S V S I -  
f L * L T S G T D H N S E * S * S L Y Q S -  

HinfI BstZ17I 
Hpyl88IX I MjaIV 

Hpy188 IX PleI I I AccI l 
l I I I I I 

AGFAAATATGATTTCAGAACS.TTTAGTTTCAGP.CTCAATCCCTAATCTAAAAAATGTATA 
11821 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11880 

TCTTTSATACTAkAGTCTTGTAAATCAAAGTCTGAGTTAmATTAGATTTTTTACATAT 

a R K Y D F R T F S F R L N P ' S K K C I  - 
b E N H I S S H L V S D S I P I L X N V Y -  
c K I f F Q N  I t F Q T Q S L I ' K M Y T -  

11821 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11880 
d Y F I H N ' F M t N ' V f D R I + F I Y  - 
e S F I I E S C K T E S E I G L R F F T Y -  
f L F Y S K L V N L K L S L G ' D L F H I -  

MseI 
Bst4CI I 

CviRI CviRI BspMIl ICviRI 
I I I I  I I 

CGATAGTGCAAATGGTAGTAATGCAACATTACAGTTTMTGCAGGTATG-CMTCTATT 
11881 --------- +---------+---------+---------+---------+--------- + 11940 

GCTATCACGT? -crCCATCATTACGTTGTAATGTCAAATTACGTCCATACTTGTTAGATM 

a R * C K W f f C N I T V f C R Y E Q S I  - 
b D S A I ~ S I A T L Q I N A O M l l L L -  
c I V Q M V V M Q H Y S L M Q V ' T I Y Y -  

11881 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 11940 
d V I T C I T T I C C * L K I C T H V I e  - 
e S L A F P L L A V N C N L A P I F L R N -  
f R Y H L H Y Y H L M V T f H L Y S C D l -  

Tsp509 1 MseI MseI CviRI 



I I I 1 
ATCAAAATTGAGTGATTTTAATACAAAATACAAAATACGCTTTAATGATAAGTGCAAATCAAATATA 

1 1 9 4 1  ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 12000 
TAGTTTTAACTCACTWTTATGTTTTATGCGAAATTACTATTCACGTTTAGTTTATAT 

' H I R R G V A I Y E K R K R Y C C F F  - 
D f L O t O t Q I T K R E K O I A V S S -  
T Y f E R G C N L R K E K K I L L F L L -  

12061 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 12120 
I V Y * S L P Q L K R F S F F I N S N R  - 

S M N P S P N C N V F L S F S I A T E E -  
H C I L L P T A I f S F L F L Y Q Q K K -  

TspSO91 HphI 
MseI I Xrnn 1 Hpy178I I I  I 
VspI  I T s p 5 0 9 I  I TaqI l I Mwo 1 

1 I I I I I  I I 
T T C A A C T A T T A A T A A T T A C P . C G A A T I I A T T T C T A T G G T T A C A  

12121 ---------+---------+---------+---------+---------+--------- + 12180 
AAGTTGATMTTATTAATGTGCTTATTAAAGATACCACTACAAGCTCTTTGCGTTTATGT 



H i n f  1 
T f i I  

H p y l 8 8 I X  I M s e I  
I l  I 

GCAAGACACATCAGAATCTACGC~TAGAGTAA'TACGATTTTAAGGAGT 

CGTTCTGTGTAGTCTTAGATGCGTTTTTATCTCATTATGCTWTTCCTCA 

a A R H I R I Y A K I E ' Y D F K E  - 
b Q D T S ~ S T Q R * S N T I L R S  -orfa 
c K T H Q N L R K N R V I R F e G  - 

1 2 1 8 1  ---------+---------+---------+---------+--------- +-- 12232  
d L L V C a F R R L F L T I R N * P T -  
e C S V D S D V C F Y L L V I K L L -  
f A L C M L I ' A F I S Y Y S K L S  - 

E n z y m e s  that do c u t :  

A a r 1  A c c I  A c e I I I .  
A l w f  A l w N I  A p o  1 

B b v C I  B c c I  B c e 8 3 I  
B g l I I  Bmg 1 B m r I  
B s a B  1 B s a J I  B s a W I  
B s e S  1 B s g I  B s i E I  
B s r n F I  B s p 2 4 I  B s p 1 2 8 9 I  
B s r F I  B s r G I  B s s S I  

B s t Z 1 7 I  B t r I  B t s I  
D d e I  D p n I  D r a 1  

E c o 4 7 1 1 1  E c o 5 7 1  E c o 0 1 0 9 1  
FokI F s p I  G d i  I I  
H h a I  H i n 4 I  H i n c I I  

H p y l 8 8 I X  K p n Z I  Mae I I  
M s c I  M s e I  M s  11 
N c o I  N g o A I V  N l a X I I  
P c i I  P f 1 1 1 0 8 1  Pf lMI 

P v u I I  Rca 1 R s a I  
S f c I  S i m I  S m 1 1  
Taq  1 T a q I  1 T a t I  

Tsp509I T s p R I  T t h l l l I I  

ScaX coup. au m i t .  O 

E n z y m e s  t h a t  do n o t  cut :  

A c i  1 A c 1 1  
A v a I  1 B a n 1  
B c e f  1 B c g  1 

B p l I  B p m I  
B s a X I  B s b I  

B s i H K A I  B s l I  
B s p G I  B s p M I  

B s t A P I  B s t 4 C I  
Cac8I C j e I  

D r d I  D r d I I  
E c o R I  E c o R I I  

H a e I  H a e X  1 
H i n à I I I  H i n f  1 

M a e I  I I  MboI 1 
M s p I  M s p A l I  

N l a I V  N s i f  
P l e I  Pm1 I 
Sac1 S a u 9 6 I  

S n a B I  S s e 8 6 4 7 I  
Tau 1 T f  11 
V s p I  X b a I  

A f  111 
B a n I I  
B c i V I  

B p u l O I  
B s c G I  

B s m I  
B s r I  

B s t D S T  
C j e P I  

E a e I  
E c o R V  

H a e I  I I  
H p a I  

M j a I V  
M u n 1  
NspI 
P p i I  

S a u 3 A I  
SspI 
ThaI 
X c m I  

Af 1111 A l u I  
B b s  1 B b v I  
B c l I  B f a I  
B s a I  B s a A I  

B s e M I  1 B s e R I  
B s r n A I  B s m B  1 
B s r B I  B s r D I  
B s t X I  B s t Y I  
C v i  J I  C v i R I  

E a r I  E c i  1 
F a u I  F n u 4 H I  

Hae I V  H g a I  
H p h I  H p y l 7 8 I I I  
Mme 1 M n 1  1 
Mwo 1 N c i  1 
N s p V  PacI 
P s i 1  P s p S I I  

ScrFI  S f a N I  
S t h l 3 2  1 S t y I  

T s e I  T s p 4 5 I  
XmnI 

A a t I I  Ahd 1 A l 0 1  A p a I  A p a L  1 A s c I  A v a  1 A v r l I  
B a e I  BamHI B g l I  B p u l l O 2 1  B s a H I  BssHII B s t E I I  B s u 3 6 I  
C l a I  D r a 1 1 1  E a g  1 E c o N I  FseI H g i E I I  K p n I  M l u I  
N a r I  N d e I  Mie1 N o t I  N r u I  PinAI PmeI P s h A I  
P s t 1  P v u I  R l e A I  R s r I I  SacII Sa11 S a n D I  Sap 1 
Sbf 1 ScaI S e x A I  Sf i I  SgfI  S g r A I  Sma 1 SpeI 
SphI S r f I  S s e 2 3 2 I  S t u I  Sun1 Sua1 T t h l l l I  X h o I  




