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Transgenese du gene de la GFP

La GFP (Green Fluorescent
Protein) est produite par la Souris transgénique GFP
méduse Aequorea victoria



Experiences de Griffith (1928)
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- Mise en évidence d’'un
pneumoniae « principe transformant »




Experiences de Avery, Mac Leod,

Mac Carthy (1944)
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- C’est un acide nucleique ('ADN) qui constitue le
« principe transformant »
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Travaux de Yanovsky : la colinearité ADN - protéines
a. Carte du gene A de la tryptophane synthétase d’E. coli : chaque mutant est
identifié et repéré par une lettre (ex : A1).
b. Distances génétiques au sein du géene A (données en % de recombinaisons).
c. Séquence des acides aminés de la région correspondante de la chaine
polypeptidique (la position des acides aminés est numérotée a partir de
I'extrémité N-terminale).

d. Acides aminés substitués chez les souches mutantes.
(PEYCRU P. et coll., “ Biologie 1¢¢ année BCPST *, Dunod Ed., 2007).



Séquencage de I’ADN : méthode de Sanger

5—GAATTCGCTAATGC — & Fragment a séquencer.
3—CTTAA Amorce liée par liaisons hydrogéne.
d ATP ADN polymérase |
4TTP i A
dCTP .
d GTP is
: - L'ADN polymérase est bloquée dans
+ une faible quantite de sa synthése lorsqu'elle a fixé le C
didésoxy-ATP didésoxy-ATP.

®)-()-(P)— ocH, Adenine
| O

La différence de concentration entre

| |
\H H le dATP et son analogue permet ,

H H d'obtenir des fragments nouvellement R,esultat du
B synthétisés de longueurs différentes | Séquengage par la

H H qui seront séparés en fonction de méthode de
< leur taille par électrophorése. Sanger. L'ordre de

/ chaque bande

H au lieu de OH en 3' 3—CTTAA—GCGQ indique la position

ATCouG




Le support cytologique
du genome chez les
Eubactéries

Document 1. Le nucléoide, région dense
en chromatine.

region dense en chromatine
dépnurvue de ribosome

if%‘ Bactérie en MET.
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http://www.cnrs-gif.fr/cgm/gelatinosus/cours_astier_13s6/5_chromosome.pdf
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Nucleoide

Bacterie (E. coli)
apres lyse ménagée

http://www.cnrs-gif.fr/cgm/gelatinosus/cours_astier_13s6/5_chromosome.pdf



domaines en boucle | superhelicité des boucles

o Plektos : soudé
0 Forces de maintien inconnues

Condensation du chromosome bacterien

- 50 régions de 100 kb indépendamment surenroulées par chromosome
- Intervention des protéines de type histone (HU ; stabilisation) et SMC

(Condensatlon) http://www.cnrs-gif.fr/cgm/gelatinosus/cours_astier 13s6/5_chromosome.pdf



[ Chromosomal DNA F Plasmid Chromosomal DN£

3.
hocl i D ol Relaxasome Transferasome
. . F Plasmid F Plasmid
Conjugaison
chez E. coli 4.

STRYER L. « Biochimie »
M-S Flammarion

Old Donor New Donor

La conjugaison bacterienne
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Démonstration de la circularité du chromosome
bactérien par F. Jacob et E. Wollman

Extrait de « Introduction a l'analyse génétique » Par S.B. Carroll, J. Anthony, F. Griffiths, S. Wessler, R.C. Lewontin
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."' Facteur sexual

| 2 OQrigiree (la région qui entra
an premiar)

. Terminus (& ragion qui entre
en darmeer)

Résultats de conjugaison de bactéries Hfr
obtenus par F. Jacob et E. Wollman

Extrait de « Introduction a l'analyse génétique » Par S.B. Carroll, J. Anthony, F. Griffiths, S. Wessler, R.C. Lewontin



- - Hir pilus
La conjugaison F-

chez les
bactéries Hfr : 4

http://www.perrin33.com/microbiolo
gie/genetique/conjugaison_3.php



Document 2. Preuve de la circularité du
chromosome bacterien par J. Cairns

Etude par

autoradiographie R
(apres incubation avec e
de la thymidine tritiée) e
de la réplication du e

chromosome d’E. coli. /. i
(en haut a droite, schéma : =0 :
interprétatif). a

http://schaechter.asmblog.org/schaechter/2008/04/some-like-it-li.html 5



Organisation et dynamique du chromosome d'Escherichia coli

http://www.cnrs-gif.fr/cgm/gelatinosus/cours_astier_13s6/5_chromosome.pdf



Les plasmides, des petites molecules d’ADN circulaire
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Cellules sanguines humaines colorées par la méthode Cellules de racine de jacinthe colorées par la methndﬂ
de Feulgen. de Feulgen,

Coloration de Feulgen spécifique de ’ADN

http://jeanvilarsciences.free.fr/?page_id=42



h

i B r/l' { -
“"'Wnr;- _I 2 14

Document 3. Noyau d’une cellule a I'interphase du cycle cellulaire.

(http://academics.hamilton.edu/biology/kbart/image/nucleus.jpg)




Le nucleofilament : une structure en collier de perles
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Nucléofilaments de chromatine décondensée d’érythrocytes de poulet
observée au MET. L'enchainement des particules de cceur (pointes
noires) séparées par les ADN de liaison (pointes blanches) a valu a

cette structure son surnom de « collier de perles ». Echelle : 50 nm



o

 histones
Chromatine = ADN + protéines |+ non histones :
< * protéines
régulatrices,
* enzymes

N~

Core of eight
histone moleciyés

Histone H1



Document 4. Les
difféerents
hiveaux de
condensation de
la chromatine
(Images en MET).

(CAMPBELL N., “ Biologie ”, ERPI Ed.,
1995).

Double hélice d’ADN
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Les deux
modeles |
d’organisation |
de la fibre de
30 nm
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Modele moléeculaire montrant le role des histones H1



Document 4. Les différents niveaux de condensation de la
chromatine (images en MET).

(CAMPBELL N., “ Biologie ”, ERPI Ed., 1995).
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Le chromosome metaphasique, réseau de

niveau de condensation maximale

(d) Chromosome métaphasique

700 nm

1400 nm

microconvules |
|

http://medidacte.timone.univ-
mrs.fr/Learnet/webcours/genetique/stru
cture_chromo/CHAP2.HTM

La surface du chromosome est
couverte de formations ovoides
ou allongées de 50 nm de
diameétre : les microconvules.
Elles sont attachées a un réseau
de proteines non histone.



Fraction
codante et
non-codante
des génomes

de boulanger »,
1e" eucaryote dont le

séquencé (1996)
(longueur 5-8 um).

C. elegans, nématode du sol, organisme modele en
biologie moléculaire
(longueur 1 mm).

S. cerevisiae, la « levure

champignon unicellulaire,

Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae
5%

5% 22%

10%

90%

Caenorhabditis elegans Homo sapiens
2%

24%

46% 43% 55%

30%

génome a été entierement

[l Protein-coding regions
] Transcribed non-coding regions
[] Uniranscribed regions (B.c

Figure |

Ratios of the protelin-coding, non-coding, and untranscribed sequences In
bacterial, yeast, nematode and mammallan genomes. Estimations of the
transcribed and protein-coding parts of genomes are based on the
sequence length of annotated genes [3.12.] 3.73). Estimadon of the
transcribed portion of the human genome Is based on the sequence
length cccupled by the annotated genes on chromosomes 6, 7, 14, 20,
and 22 [5].

Chabalina et al. Genome Biology. 2004



Nature Reviews | Genetics

Souches sauvage (a) et mutantes (b, c, d)
mises en culture sur difféerents milieux

http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n6/full/nrg1087.html



Document 5. Organisation
de I'operon lactose d’E. coli.

lac operon
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(bio1151.nicerweb.com)
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ADN mitochondrial, MET.
a. Forme decondensée
b.Forme superenroulee

STRYER L. Biochemistry, 5th edition, M-S Flammarion



Genome mitochondrial

Groupes Taille du génome | Genes Genes
d’Eucaryotes | mitochondrial codant des |codant des
protéines ARN
Champignons 19-100 8—14 10 - 28
Protistes 6—100 3—-62 2 -29
Plantes 186 — 366 27 — 34 21 - 30
Animaux 16 - 17 13 4 -24

Le génome mitochondrial comprend des genes
codant des protéines, des ARNr, des ARNL.

Genes X, Lewin



L’ADN mitochondrial humain

ADN mitochondrial circulaire et i
les genes quil portent

membrane

IND - cyib = $ous unites du complexe il
COX = sowis unites cdu complexe IV
AfAL= fouS unled ouU Complake V

® = ARN de transfad
125 ARNr= sous unife du rbosome
-, = ADN non codant

http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbb.cel.fa.105.b3/content/access.htm#D24



Géenomes mitochondrial et chloroplastique

Groupes Taille du génome | Génes Genes

d’Eucaryotes | mitochondrial (kb) | codant des |codant des
protéines ARN

Champignons 19-100 8—-14 10 - 28
Protistes 6— 100 3—62 2 -29
Plantes 186 — 366 27 — 34 21 -30
Animaux 16 -17 13 4 -24

Le génome mitochondrial comprend des genes codant
des protéines, des ARNr, des ARNL.

Taille du Genes codant | Genes
génome des ARN codant des
chloroplastique protéines
70 a 200 kb ARNr : 4 ~ 60
ARNLt : 30 - 32

Genes codant du génome chloroplastique des plantes terrestres.

Genes X, Lewin



La theorie endosymbiotique

Absorption d’une bactérie par une cellule eucaryote primitive
a I'origine des mitochondries

Absorption d’une bacterie photosyntheétique
par une cellule eucaryote a mitochondries
a I’origine des chloroplastes

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Chloroplaste/endosymbiose.htm



TAILLES COMPAREES DE QUELQUES GENOMES

virus : A /ban:térie : E. c&\ @ure L8 cerew’s@
5x 102 pdb < 4.6 x 108 pdb ) < 13 x 10% pdb >
2 pages \ 168 pages / N O00pages
v \—/

Ecrire la succession des
bases d'un génome, a
raison de 25 kb par page
et de 1 500 pages par
volume, donne les
resultats suivants, de
quelques pages a de trés
nombreux volumes

http://abiens.snv.jussi ) | Aomme: H. sapiens, 3300 x 10

eu.fr/AHA/docs/LV20 nématode : C. elegans /m-:-uche : D melan asr} < 90 volumes

3/Chapitre%201 %20- 97 x 1;:]-3 p::lt?g B < 15;-} x-’l Qe pdt?g > Mags : :‘f mays, 5000 Mb,

0/020G°/OCBO/OA9n°/OC 3 volumes \ & volumes / volumes
v

3%A9tique.pdf



Document 6. Taille des génomes
Nombre de |

pail‘es de bases  cacreres| ’
par génome CHAMPIGNONS

haploide. "“’"‘”ES
http://rna.igmors.u- INSECTES
psud.fr/gautheret/cours/L2- MOLLUSQUES

ADN2.pdf

quiim
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Bacterie p(gsophile (/m |
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Suivi de la renaturation par absorption dans I'UVv

Absorption a 260 nm
A

Phase de (2)

- . ’l
denaturatlon; /
2 ]

-----------------------------------------------------------------

b =l
! Temps (minutes)
| | 1 | | 1 | L
15 30 45 60 75 90 105 120

70 110 105 100 a5 90 80 70 (1)

., N BT el [N (N T S
P 70 110 70 70 70 70 70 70 (2)

L I J I [ i | ! =

Dénaturation et renaturation thermique de fragments d’ADN.
1 — L'ADN denaturé est refroidi lentement.

2 — LADN dénaturé est refroidi brutalement.
(PEYCRU P. et coll., « Biologie 1¢¢ année BCPST », Dunod Ed., 2007).
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Document 7. Courbes de C,t obtenues

=
|

pour des virus et des unicellulaires (A)
et des pluricellulaires (B).
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http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/introduction/genomes.html



% Single-stranded DNA
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Document 7. Courbes de C,t obtenues

pour des virus et des unicellulaires (A)

et des pluricellulaires (B).
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http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/introduction/genomes.html



Transposon

DNA . ,
Oiins s ammmmmsss  1ransposition d’un transposon :
| tlene or rllo e A i _
S ioe coa o At mécanisme de « couper — coller »
enzyme

Transposon %
enzyme -

O i
Transposition d’un rétrotransposon :
Transposon is cut out mécanisme de « copier —_— CO"er »

. and inserted at

new location
New copy of
DNA of genome Retrotransposon retrotransposon
Transposon
€/ N B\ A
o A @ Transcription
Disrupted gene Y © Insertion
© Translat of retro-
. ranslation ' '
http://www.chrisdellavedova.com/2008/01/2 / RNA fransposor
9/science-tuesday-one-cells-junk-is-another- ~ © Reverse
cells-treasure/ C —\ \’ transcription
e u of RNA to DNA
transcriptase - r— .
@ Synthesis of second
DNA strand

bio.utexas.edu O e—



Les élements genétiques mobiles, des composants
majeurs de tous les géenomes eucaryotes
- ,a'

Homme (3 200 Mb) | 45% -«

umbidupsis riz mais Ble

125 Wb 430 Mb I500 Wb 17 000 Mb
—10% 37% 60% g2% . PETS

http://biologie.univ-mrs.fr/upload/p210/cours_ge 769 nome_|.pdf Grandbastien et coll



quantité d’ADN codant en fonction de la taille du génome

104 :
Coding DNA

& Lanc-plant nu

® Animal nu

® Uricellular mu

® Prokaryole

® Eukarvols DNA vifus
® Bacteriophage

104

10° 102 10' 10° 10' 102 10° 104
Genome size (Megabases)

http://www.lptl.jussieu.fr/user/barbi/ENSEIGNEMENT/M2/cours-sequences.pdf
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Types de séquences d’ADN dans le génome humain

ADN hautement

répéteé

ADN
moyennement

ADN non répété réTg;teen;S

et non codant transposables et
séquences
codant pour des
petits ARN

ADN non répété ne

codant pas des

protéines : "

(séquences régulatrices, m 1,50% ADN non repete

introns) codant des proteines

http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_non_codant
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Copyrght 1888 John YWiley and Sons, Inc. Al ights resansed.

From Chambon, P, Scb Am. 244(5), 81 (1931)



Génome

Génome eucaryote

eubactéries

nucléaire extranucléaire

Document 9. Organisation des géenomes

des éetres vivants.

A I’échelle de la cellule

Localisé dans la région nucléoide

Un seul chromosome circulaire (une
seule molécule d’ADN)

Plasmides (ADN extrachromosomique)

Localisé dans la mitochondrie et dans le
chloroplaste

Plusieurs copies d’'un méme
chromosome circulaire non associé a
des protéines histones

Localisé dans le noyau

Plusieurs molécules d’ADN associées a
des protéines histones

A I’échelle du A I’échelle
chromosome du géne
’essentiel de ’ADN est
codant

Présence de séquences Pas d’intron
régulatrices

Présence d’opérons

'essentiel de 'ADN est Pas ou peu
codant d’introns

Présence de régions non

codantes et repétées ’
Présence

) - d’introns
Présence de régions

régulatrices



