La biodiversité et sa dynamique

Quelques outils pour
I’étude des génomes




Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose
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Sens de la migration de 'ADN (D Les depots se font cote
o cathode car la

migration se fait vers

I'anode.

Il est important de ne

pas se tromper !
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Cuve a ¢lectrophorése sel d'agarose Tampon TBE pH 8.3

Sites de coupures des enzyvmes de restriction utilisées sur 'ADN de phage
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Résultats aprés migration et coloration
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Résultat : carte de restriction
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Transgenése : construire un ADN recombiné

Sequences de reconnaissance
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Molécule d"ADN recombinge

Quelques vecteurs :
- plasmide

- phage

- YAC...

+ ajout d’un géne facilitant la
sélection des recombinants
(géne de résistance a un
antibiotique, géne d’enzyme
& produit coloré...)



El un protocole de clonage.

On veut cloner une séquence d’ADN d'un chromosome de
souris dans des bactéries. Cette séquence est encadrée par
deux sites de restriction reconnus par l'enzyme Bam HI et
I'on dispose de plasmides bactériens avec un site unique de
restriction pour cette méme enzyme (document 1).

L'ADN des plasmides contient deux génes qui conferent d
leurs bactéries hotes une résistance a deux antibiotiques A
et B. Lle géene de résistance B possede un site de restriction
reconnu par Bam HI et est inactivé lorsqu’il est coupé; la
bactérie devient alors sensible a I'antibiotique.

Pour procéder au clonage de cette séquence, on mélange
dabord dans un tube les plasmides et 'ADN de souris
découpés par Bam HI et de I'ADN ligase. On ajoute ensuite
des bactéries naturellement dépourvues de plasmides et
susceptibles d’intégrer les plasmides recombinés. Quelque
temps apres, on étale les bactéries sur un milieu de culture
additionné de l'antibiotique A. Chacun des clones est sépare
en deux parties; I'une est remise sur du milieu avec lanti-
biotique A, I'autre sur du milieu avec 'antibiotique B selon
une disposition précise et l'on observe le développement
des clones (document 2).

Question 1

En utilisant 'ensemble des données du document 1, mon-
trez a l'aide de schémas comment se forme un plasmide
recombiné. Pourquoi parle-t-on de bactéries « suscep-
tibles » d’intégrer des plasmides recombinés?

Question 2

Expliquez pourquoi la procédure représentée sur le
document 2 permet de sélectionner les clones ayant

Document 1

« L'ADN du plasmide « L'ADN du chromosome de souris

gene A

: :
SR SR

« Le site de restriction (SR)

gene B GIGATCC
CCTAGG
Document 2
Etalement des bactéries
un clone milieu avec
antibiotique A
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milieu avec milieu avec
antibiotique A antibiotique B

intégré I’ADN de souris. Pourquoi certains clones pous-
sent-ils sur les deux milieux?




Etude d’un géne du développement

Embryons modifiés génétiquement
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Fabrication des puces a ADN

Lames de verre
recouvertes de polylysine

+
6116 ORFs de levure
amplifices par PCR
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Résultat
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Profil d’expression des genes entre la souche 1 et 2 de levures.

On distingue les genes réprimés ou induits chez la souche 1 par rapport a la
souche 2.

Entre les deux, les niveaux d'expression des génes sont comparables.




Exercice : puces @ ARN
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Figure 1 : Analyse de la reproductibilité de
I'expérience. Deux sondes marquées, l'une au
Cy3 et l'autre au Cy5, ont été réalisées a partir
des mémes ARNmM de plantes cultivées dans des
"conditions contrdle". Ces deux sondes, a priori
identiques, ont été hybridées sur une méme
lame. Les intensités mesurées sont exprimées en
unités arbitraires.
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Figure 2 : Comparaison des deux traitements. La
lame a été hybridée avec deux sondes réalisées a
partir d'ARNm de plantes cultivées en condition
contréle (résultats de I'hybridation indiqués en
abscisse) ou en condition de stress hydrique
(résultats de I'hybridation indiqués en ordonnées).
Les intensités mesurées sont exprimées en unités
arbitraires. Les lettres et les fleches sont explicitées
dans le texte.



