Unité 2 : Nature de I’information génétique et son expression — Génie génétique Chapitre 3- Génie génétique

Chapitre 3 : Principes et techniques du génie génétique et ses applications.

Introduction :

Pour répondre aux besoins de I’humanité apres I’explosion démographique, les spécialistes vont modifier les plantes
et les animaux pour augmenter leur productivité. Cette modification est assurée par le génie génétique.
- Quels sont les principes et les techniques du génie genétique ?
- Quels sont les domaines d’application du génie génétique ?
I- Notion de la modification génétique :
1- Transmission des génes de la bactérie Agrobacterium tumefaciens aux cellules végeétales.
Activité 1 :
La maladie de galle du collet est une maladie qui touche quelques plantes, surtout pendant I’hiver, on constate
I’apparition d’une tumeur au niveau du collet (zone entre la racine et la tige) suite a une multiplication rapide
et aléatoire de quelques cellules végétales a cause des bactéries Agrobacterium tumefaciens (AT), ces
bactéries entrent dans les fissures puis elles injectent une partie de sa mati¢re héréditaire sous forme d’un
plasmide Ti qui contient des genes ADNT responsable sur la multiplication rapide
et aléatoire. (Y
Pour savoir le mécanisme de fonctionnement de cette bactérie, on prépare les
expériences suivantes :
Expérience 1 : (en 1907) isolement d’une bactérie Agrobacterium tumefaciens AT
d’une tumeur, 1’observation microscopique montre I’existence d’un chromosome f
principal filamenteux et un autre sous forme d’un anneau qui s’appel « Plasmide »,
I’introduction de cette bactérie dans un tissu d’une plante normale induit
I’apparition d’une tumeur.
Expérience 2 : (en 1942) isolement d’une lignée de la bactérie E.coli sensible & la chaleur, puis elles sont
cultivées dans milieu dont la température de 37°C, le plasmide est disparu, la culture de cette bactérie
modifiée a c6té des plantes normales ne forme aucune tumeur.
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1- Qu’est ce que tu peux conclure d’apres ces observations et expériences ?

2- Selon I’expérience 2, précisez la cause de cette anomalie.

3- Comment tu peux expliquer la multiplication aléatoire des cellules végétales (figure 1) ?
4- Déduis la nature de la modification qui touche les cellules végétales.

Réponses :

2- Les étapes de la transmission d’un géne de la cellule a une bactérie : Génie génétique.

Etape 1 : isolement du gene :

lére Technique : enzymes de restriction 2eéme Technique : enzyme transcriptase reverse

Ce sont des protéines capables de couper I’ADN dans des | Des chercheurs ont isolé une enzyme appelée :
sites bien déterminés selon I’enchainement des bases | « transcriptase reverse », capable de synthétiser
azotées, apres la restriction il nous reste deux extrémités | I’ADN a partir de la molécule d’ARNm.

peuvent se lier a des nucléotides d’un autre gene.

Exemple 1: Enzyme BamH; produit par la bactérie ARNm \N\NN\N\ VSV
Bacillus amyloliquefacience H, cet enzyme a connu la

série GGATCC et provoque une cassure entre G et G.
Y
-6+6-A-T-C-C- ARNm- ADN

-Cj'cj;'i;;';a;;‘@ig_
Exemple 2: Enzyme EcoRI produit par la bactérie |  Simple brin dADN \ /\ /\ /S
Echerichia coli et qui provoque une cassure entre A et G.

&

”G’I.:.Ai:./_\:T.T.T: C- Double brin d'ADN 0 ; - =
o ol B Koo O AXG L = Géne demandé \W/W\(%\)[&\ 0\5(//
Considérons une portion d’ADN qui porte le géne qu’on | Considérons une portion d’ARN réponsable sur la
peut I’isoler par I'un des enzymes de restriction. synthése d’une protéine demandée.
LB Géne demandé [AaaiBis R AAG UAU CUG CCG
(0] 3 To] [1E] o] o P

V 2°™ BIOF SVT Pr. Az-Eddine EL MASOUDI Page 2 y



|

Unité 2 : Nature de I’information génétique et son expression — Génie génétique Chapitre 3- Génie génétique l

Le géne demandé est déplacé aux cellules hotes pour

s’exprimer, le transfert se fait par_plusieurs moyens : Bactériophage

- Transporteurs biologiques : virus et plasmides. Bactérie

- Transporteurs mécaniques : canon a particules ou .y
’injection microscopique... /ﬁ:% N

Les recherches en génie génétiques se basent sur les Baérie G sl

bactéries comme cellules hétes pour les raisons AT

suivantes :

- Saculture facile.

- Samultiplication rapide

- Contient des plasmides capables de se déplacer
facilement d’une cellule a I’autre.

La figure a c6té montre quelques moyens utilisés pour Cellule animale

transférer les génes chez les organismes.

Etape 2 : Extraction du transporteur. ?

Gén? transféré

Plasmide

Canon a
particules

Protoplaste  cejjud vagetale

Etape 3: Intégration du plasmide hybride (synthétise) dans la bactérie (modification bactérienne).

Intégration du geéne isolé dans le plasmide a I’aide de I’enzyme Ligase enlevée généralement des bacteries.

Geéne
GAATTIC GAATTC Extrémités cohésives
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R OO D Site de liaison
N )
Coupure du géne par EcoRl TR £ 8 .,

Intégration du géne dans le Plasmide néoformé
plasmide par Ligase

Coupure dU_rJIasmide par EcoRlI

Question : décris le mécanisme d’intégration d’un géne isolé au niveau du plasmide transporteur.

Remarque : I’expression du gene transféré a une bactérie, demande un ensemble des genes intégrés avec le gene
demand¢ dans le plasmide, cet ensemble s’appel unité héréditaire fonctionnel ou OPERON.

Pour provoquer le gene structural a s’exprimer dans la cellule hote, il faut le préparer en ajoutant des genes a coté
du gene structural.
Il faut ajouter aussi la série du signal pour la sécrétion de la protéine a I’extérieur de la cellule.

Plasmide ”
[ Promoteur (série qui controle
la transcription)

- Géne structural

Geénes intégrés

Ty Gene terminal (arrét de la
transcription d’ARNm)
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Etape 4: Amplification du gene :
Les bactéries hdtes ont connu plusieurs mitoses pour obtenir des colonies des bactéries.
Etape 5: Détection des bactéries modifiées génétiquement :
En cultivant les bactéries dans un milieu qui contient la streptomycine, ¢’est-a-dire que seulement les bactéries
qui contiennent le plasmide modifié génétiqguement qui peuvent se développer.
Pour amplifier le géne, on doit réintégrer le plasmide dans une cellule héte puis cultiver cette derniere pour se
multiplier et former des colonies, et par suite on va détecter les colonies modifiées. Pour cette raison on va utiliser
1’une de ces deux techniques :
Technique 1 : la sensibilité a un antibiotique Technique 2 : les sondes radioactives
Pour détecter et sélectionner les bactéries qui | on peut détecter I’ADN au niveau de la bactérie a I’aide des
intégrent les nouveaux plasmides, on peut se | sondes radioactives (ce sont des nucléotides radioactives
baser sur le caractere de la sensibilitt a un | complémentaires aux nucléotides du gene) puis on va suivre
antibiotique, en ajoutant ce dernier au milieu de | sa localisation par autoradiographie selon les étapes

culture. suivantes :
Géne Géne de.sensibilité Milieu de Filtre
iNtégré - a I’antibiotique culture
{ )‘/ original
\\»\.,_,// i v ¥ — J ———p-
Plasmide Bactérie Colonles des bacterles qui Copier un echantillon de
néo formé ciblée pour la peuvent étre modifiées chaque colonie

modification Sonde radioactif
' ADNCc (1seul brin) /=
ADN de la bactérie 'L o

Solution qui
_contient des

= sondes

radioactives

& OC%"OO
&4 os OQ OOO
Milieu nutritif

Colonie il

Apres la fragmentation des bactéries et la séparation des
brins d’ADN, on ajoute des sondes radioactives pour

o — que ’ADNCc se lier a I’ADNldes bactéries modifiés.
Milieu nutritif avec

I’antibiotique
i Apres le ringage, le filtre sera couvre par une bande

radioactive pour détecter les sites de radiation.
Vi Bande
S == - radioactive

Croissance des colonies

modifiées génétiques Les sites de radlatlon se Loga_llsatlo_n des colonies dgs
seulement coincident avec les colonies bactéries qui contiennent le géne
génétiqguement modifiés. demandé.

Etape 6: Exploitation du géne modifié :

Aprés la détection des bactéries qui contiennent le gene demandé (précédemment repérée). On va les cultiver dans
des fermenteurs (grands bassins ou on peut régler la température, les nutriments, 1’oxygeéne...).

Conclusion :

Résume les techniques de génie génétique sous forme d’un schéma :

. , Isolement a I’aide des enzymes de restriction ou la
Isolement du gene demandé i
transcriptase reverse.
Intégration du geéne isolé d’une Intégration du géne par un plasmide ou virus ou
. L. cellule héte transporteurs mécaniques.
Techniques de génie — — - — —
énétique Amplification et bactéries puis Culture des bactéries dans un milieu convenable,
9 f détecter les bactéries modifies puis détecter celles qui integrent le gene.
L. Apres I’isolement des bactéries modifiées
Culture des bactéries contenant le , ,p. o , .
5 . . . génétiquement on les induit pour s’exprimer et
gene puis extraction de la protéine " f .
synthétiser la protéine demandée.
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I1- Applications du génie génétique :
1- Production industrielle de I’hormone de ’insuline.

L’insuline est sécrétée par les
cellules B de I’llot de Langerhans,
cette hormone diminue la glycémie,
et chaque trouble dans sa quantité
chez T’homme va  engendrer
plusieurs dommages.

Pour eéviter ces complications, on
injecte 1’insuline chez les personnes
atteintes, c’est a dire une forte
demande de cette hormone.

Question :

Expression du gene
et production de
I’insuline humaine

Intégration du
plasmide dans la

Chromosome /
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Isolement du géne humain

géne d’insuline dans le plasmide

Décris brievement les étapes de la transmission des génes de I’insuline chez ’homme.

2- Production industrielle des protéines toxiques pour lutter contre des insectes.

La bacteérie Bacillus
thuringiensis est capable de

génétique pour remplacer les
insecticides.

produire  des  protéines Géne Bt Plasmide T

toxiques pour  certains - ~

insectes tel que les chenll!es (Bt)%@ O Cellule de la

Manduea sexta, ce caractére S < plante du tabac

est exploitt en  génie -~ ( 4 sensible aux
Insectes

Agrobuclqnuln v
tuneraciens (@) @ ) < Protoplaste (cellule
_Modifiée o w  végétale sans paroi
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-
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GRS / Plante du tabac
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— rfiﬁr —_ N
Milieu de culture avec des hormones végétales
A
-
Petite nouvelle plante du tabac L —

Agrobacterium
turmefaciens (At)

Bacillus
thuringiensis (Bt)
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