
TP GÉNÉTIQUE : QUELQUES OUTILS POUR L’ÉTUDE DES GÉNOMES. 

BCPST 1, Lycée Hoche

. Adult Drosophila expressing Green Fluorescent Protein

 (GFP) under control of  the engrailed promoter.

genetik.fu-berlin.de






I. Etude de la structure des génomes grâce aux 
enzymes de restriction.

A)Digestion enzymatique du génome du phage lambda. 
1. Protocole 

Tube S (témoin sans digestion 
enzymatique de l’ADN)

Tube E (digestion de l’ADN par l’enzyme 
EcoRI)

Tube H (digestion de l’ADN par l’enzyme 
HindIII)

Prélever 8 µL du tube A (contenant l’ADN du phage) et le déposer dans le tube S / E / H

Ajouter 26 µL d’eau stérile Ajouter 24 µL d’eau stérile Ajouter 24 µL d’eau stérile

Ajouter 4 µL de tampon dans chaque tube S / E / H

Mélanger au vortex

Disposer les tubes S / E / H pendant 1h à 37°C pour réaliser la digestion enzymatique

Ajouter 5 µL de tampon de charge dans chaque tube S / E / H 
Le tampon de charge alourdit la solution et lui permet de "couler" au fond des puits. Il permet également de suivre visuellement 

l’avancée de la migration, avec un colorant qui migre aussi vite que les plus petits fragments d’ADN et un autre colorant qui 
migre aussi lentement que les plus gros fragments d’ADN.

Installer le gel d’électrophorèse dans la cuve, le recouvrir de tampon de migration TAE 
Veiller à ce que les puits soient situés du côté de la cathode (pôle -)

Déposer 10 µL de chaque tube S / E / H dans les puits du gel

Lancer rapidement la migration électrophorétique à 75 V (30-45 min) 
Ne pas attendre après avoir fait les dépôts pour lancer la migration sinon l’ADN diffuse dans le gel et les bandes obtenues ne 

seront pas nettes.
Plonger le gel dans la solution de coloration de l’ADN (azure A) pendant 15 minutes.  

Transférer ensuite le gel dans l'eau ; laisser tremper le gel quelques minutes, en changeant l’eau régulièrement.  
⇨ Les bandes d’ADN apparaissent progressivement en bleu foncé sur fond bleu clair





Réalisation d�une électrophorèse d�ADN
Epreuve de TP au concours

1. Utilisation d�un pipetman

cône

Ajustement du volume

Bouton poussoir : 2 crans

Éjection du cône

Pour prélever : appuyer jusqu�au premier 
cran

Pour déposer dans le puit : appuyer 
jusqu�au deuxième cran pour expulser 
toute la solution, sans expulser d�air.



2. Le gel d�électrophorèse

(Snv jussieu)

Univ-rouen

Ac-nancy

puits



3. Le dépôt

Ne pas percer le puits!

2 coudes posés

1 main en bas pour 
plus de précision



4. La migration et la révélation

Coloration 3 minutes : bleu de méthylène 1% 

+ 4,1% d�acétate de sodium

Décoloration : lavages dans l�eau






HindIII EcorI

2. Analyse des résultats : déterminer la taille des fragments de restriction.  







3- Exploitation des résultats : utilisation des enzymes de 
restriction pour étudier la structure d’un génome
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3. Exploitation des résultats : utilisation des enzymes de restriction pour étudier la 
structure d’un génome. 

On veut comparer les génomes de la souche de phage étudiée et d’une autre souche du même phage. 

Les résultats de la digestion par HindIII de chacun des génomes sont présentés ci-dessous : 

6. Comparer ce résultat avec celui qui était attendu et proposer une interprétation. 

B) Etude de la structure d’un génome : construction et exploitation de carte de restriction. 

Une carte de restriction identifie dans l'ADN une suite linéaire de sites de restriction (=sites d’hydrolyse par des 
enzymes de restriction) séparés par une distance en nombre de paires de bases. 
Etablir une carte de restriction consiste à ordonner les fragments issus des digestions.  

Exercice 1 : Construire une carte de restriction à partir de profils de restriction 
Cet exercice vise à établir la carte de restriction d’un fragment linéaire d’ADN de 3 kpb. 
Trois échantillons de ce fragment sont digérés par EcoRI, HpaII et par EcoRI et HpaII simultanément. Ces fragments 
sont ensuite séparés par électrophorèse ; les gels sont colorés au bromure d’éthidium BET, colorant spécifique de l’ADN. 
Les résultats sont présentés ci-dessous. 

Génome du phage étudié Génome d’une autre souche de phage
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Méthode : 
• Représenter l'ADN par un trait linéaire ou circulaire (selon si l'ADN est linéaire ou circulaire).  
• Pour chaque enzyme de restriction, identifier le nombre de sites de restriction d’après le nombre de fragments 

(attention, la relation entre nombres de sites et de fragments dépend du type d’ADN linéaire ou circulaire). 
Positionner les sites sur l’ADN schématisé lorsque c’est possible. 

• Retrouver les fragments des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de 
restriction les uns par rapport aux autres.
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Exercice 1
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Exercice 3 : Construire un profil de restriction à partir de cartes de restriction 
Un plasmide bactérien circulaire de 2kb est soumis à une digestion par deux enzymes de restriction EcoRI et Pst I. 
La carte de restriction du plasmide par ces deux enzymes est présentée sur la figure ci-dessous. 

#  
Etablir le profil électrophorétique (ou profil de restriction) de la digestion par chacune des deux enzymes séparément puis par le mélange des deux 
enzymes. 

Exercice 4 : Localiser une séquence d'ADN grâce aux sites de restriction 
On a cloné un fragment d'ADN de 17 kb dans lequel on cherche à localiser une séquence de quelques centaines de bases. 
Dans une première expérience, les fragments de 17 kb sont soumis soit à l'action d'une enzyme de restriction ER1, soit à 
l'action d'une autre enzyme ER2, soit à l'action des deux enzymes à la fois. Après électrophorèse sur gel d'agarose des 
fragments de restriction et révélation par un colorant, on obtient les résultats schématisés sur le doc 1. Au cours d'une 
seconde expérience, les fragments produits par l'action simultanée des deux enzymes et séparés par électrophorèse sont 
dénaturés puis hybridés avec une sonde radioactive de 300 bases spécifique de la séquence à rechercher (technique de 
Southern Blot). Sur une autoradiographie on observe deux fragments radioactifs (doc 2). 

1. Combien y a-t-il de sites de restriction pour chacune des 2 enzymes ? 
2. Schématiser le fragment de 17kb, en indiquant les sites de restriction.  
3. Dans quelle partie du segment d'ADN de 17kb situez-vous la séquence recherchée ? 

#  
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B) Etude de la structure d’un génome : construction 
et exploitation de carte de restriction. 
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IV – TP : QUELQUES OUTILS POUR L’ÉTUDE DES GÉNOMES. 

I. Etude de la structure des génomes grâce aux enzymes de restriction. 
Correction exercice 1 : 

 
Correction exercice 2 : 

 
 

Correction exercice 3 : 
Digestion par EcoRI : 900 et 
1100 pb 
Digestion par PstI : 400, 700 et 
900 pb 
Double digestion : 100, 300, 
400, 400 et 800 pb 

 
Correction exercice 4 : 
L'ADN est linéaire. Une coupure crée 2 fragments. L'action de ER1 crée 3 fragments → 2 sites de restriction. 
L'action de ER2 crée 2 fragments → 1 site de restriction. La sonde se fixe sur les fragments 4kb et 1kb. On peut 
donc supposer que la séquence recherchée est à cheval sur ces 2 fragments 
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Exercice 3 : Construire un profil de restriction à partir de cartes de restriction 
Un plasmide bactérien circulaire de 2kb est soumis à une digestion par deux enzymes de restriction EcoRI et Pst I. 
La carte de restriction du plasmide par ces deux enzymes est présentée sur la figure ci-dessous. 

#  
Etablir le profil électrophorétique (ou profil de restriction) de la digestion par chacune des deux enzymes séparément puis par le mélange des deux 
enzymes. 

Exercice 4 : Localiser une séquence d'ADN grâce aux sites de restriction 
On a cloné un fragment d'ADN de 17 kb dans lequel on cherche à localiser une séquence de quelques centaines de bases. 
Dans une première expérience, les fragments de 17 kb sont soumis soit à l'action d'une enzyme de restriction ER1, soit à 
l'action d'une autre enzyme ER2, soit à l'action des deux enzymes à la fois. Après électrophorèse sur gel d'agarose des 
fragments de restriction et révélation par un colorant, on obtient les résultats schématisés sur le doc 1. Au cours d'une 
seconde expérience, les fragments produits par l'action simultanée des deux enzymes et séparés par électrophorèse sont 
dénaturés puis hybridés avec une sonde radioactive de 300 bases spécifique de la séquence à rechercher (technique de 
Southern Blot). Sur une autoradiographie on observe deux fragments radioactifs (doc 2). 

1. Combien y a-t-il de sites de restriction pour chacune des 2 enzymes ? 
2. Schématiser le fragment de 17kb, en indiquant les sites de restriction.  
3. Dans quelle partie du segment d'ADN de 17kb situez-vous la séquence recherchée ? 

#  
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3. Exploitation des résultats : utilisation des enzymes de restriction pour étudier la 
structure d’un génome. 

On veut comparer les génomes de la souche de phage étudiée et d’une autre souche du même phage. 

Les résultats de la digestion par HindIII de chacun des génomes sont présentés ci-dessous : 

6. Comparer ce résultat avec celui qui était attendu et proposer une interprétation. 

B) Etude de la structure d’un génome : construction et exploitation de carte de restriction. 

Une carte de restriction identifie dans l'ADN une suite linéaire de sites de restriction (=sites d’hydrolyse par des 
enzymes de restriction) séparés par une distance en nombre de paires de bases. 
Etablir une carte de restriction consiste à ordonner les fragments issus des digestions.  

Exercice 1 : Construire une carte de restriction à partir de profils de restriction 
Cet exercice vise à établir la carte de restriction d’un fragment linéaire d’ADN de 3 kpb. 
Trois échantillons de ce fragment sont digérés par EcoRI, HpaII et par EcoRI et HpaII simultanément. Ces fragments 
sont ensuite séparés par électrophorèse ; les gels sont colorés au bromure d’éthidium BET, colorant spécifique de l’ADN. 
Les résultats sont présentés ci-dessous. 

Génome du phage étudié Génome d’une autre souche de phage
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Méthode : 
• Représenter l'ADN par un trait linéaire ou circulaire (selon si l'ADN est linéaire ou circulaire).  
• Pour chaque enzyme de restriction, identifier le nombre de sites de restriction d’après le nombre de fragments 

(attention, la relation entre nombres de sites et de fragments dépend du type d’ADN linéaire ou circulaire). 
Positionner les sites sur l’ADN schématisé lorsque c’est possible. 

• Retrouver les fragments des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de 
restriction les uns par rapport aux autres.
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#  
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 

Exercice 2 : Construire une carte de restriction à partir de profils de restriction 
Un fragment d’ADN linéaire de 4,1 kb est soumis à 3 digestions : par EcoRI, par AluI et par EcoRI et AluI en même 
temps. Les produits de ces digestions sont soumis à électrophorèse. Des fragments de taille connues sont déposés dans un 
puits voisin pour servir de marqueurs. 

 
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 
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Exercice 2
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IV – TP : QUELQUES OUTILS POUR L’ÉTUDE DES GÉNOMES. 

I. Etude de la structure des génomes grâce aux enzymes de restriction. 
Correction exercice 1 : 

 
Correction exercice 2 : 

 
 

Correction exercice 3 : 
Digestion par EcoRI : 900 et 
1100 pb 
Digestion par PstI : 400, 700 et 
900 pb 
Double digestion : 100, 300, 
400, 400 et 800 pb 

 
Correction exercice 4 : 
L'ADN est linéaire. Une coupure crée 2 fragments. L'action de ER1 crée 3 fragments → 2 sites de restriction. 
L'action de ER2 crée 2 fragments → 1 site de restriction. La sonde se fixe sur les fragments 4kb et 1kb. On peut 
donc supposer que la séquence recherchée est à cheval sur ces 2 fragments 
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#  
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 

Exercice 2 : Construire une carte de restriction à partir de profils de restriction 
Un fragment d’ADN linéaire de 4,1 kb est soumis à 3 digestions : par EcoRI, par AluI et par EcoRI et AluI en même 
temps. Les produits de ces digestions sont soumis à électrophorèse. Des fragments de taille connues sont déposés dans un 
puits voisin pour servir de marqueurs. 

 
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 
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#  
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 

Exercice 2 : Construire une carte de restriction à partir de profils de restriction 
Un fragment d’ADN linéaire de 4,1 kb est soumis à 3 digestions : par EcoRI, par AluI et par EcoRI et AluI en même 
temps. Les produits de ces digestions sont soumis à électrophorèse. Des fragments de taille connues sont déposés dans un 
puits voisin pour servir de marqueurs. 

 
1. Vérifier que le fragment est complètement présent dans chaque profil observé. 
2. Retrouver chaque fragment des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de restriction les uns par rapport 

aux autres. 
3. Etablir la carte de restriction du fragment, c’est-à-dire les positions relatives des sites de restriction. 
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IV – TP : QUELQUES OUTILS POUR L’ÉTUDE DES GÉNOMES. 

I. Etude de la structure des génomes grâce aux enzymes de restriction. 
Correction exercice 1 : 

 
Correction exercice 2 : 

 
 

Correction exercice 3 : 
Digestion par EcoRI : 900 et 
1100 pb 
Digestion par PstI : 400, 700 et 
900 pb 
Double digestion : 100, 300, 
400, 400 et 800 pb 

 
Correction exercice 4 : 
L'ADN est linéaire. Une coupure crée 2 fragments. L'action de ER1 crée 3 fragments → 2 sites de restriction. 
L'action de ER2 crée 2 fragments → 1 site de restriction. La sonde se fixe sur les fragments 4kb et 1kb. On peut 
donc supposer que la séquence recherchée est à cheval sur ces 2 fragments 

 



Exercice 4
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Exercice 3 : Construire un profil de restriction à partir de cartes de restriction 
Un plasmide bactérien circulaire de 2kb est soumis à une digestion par deux enzymes de restriction EcoRI et Pst I. 
La carte de restriction du plasmide par ces deux enzymes est présentée sur la figure ci-dessous. 

#  
Etablir le profil électrophorétique (ou profil de restriction) de la digestion par chacune des deux enzymes séparément puis par le mélange des deux 
enzymes. 

Exercice 4 : Localiser une séquence d'ADN grâce aux sites de restriction 
On a cloné un fragment d'ADN de 17 kb dans lequel on cherche à localiser une séquence de quelques centaines de bases. 
Dans une première expérience, les fragments de 17 kb sont soumis soit à l'action d'une enzyme de restriction ER1, soit à 
l'action d'une autre enzyme ER2, soit à l'action des deux enzymes à la fois. Après électrophorèse sur gel d'agarose des 
fragments de restriction et révélation par un colorant, on obtient les résultats schématisés sur le doc 1. Au cours d'une 
seconde expérience, les fragments produits par l'action simultanée des deux enzymes et séparés par électrophorèse sont 
dénaturés puis hybridés avec une sonde radioactive de 300 bases spécifique de la séquence à rechercher (technique de 
Southern Blot). Sur une autoradiographie on observe deux fragments radioactifs (doc 2). 

1. Combien y a-t-il de sites de restriction pour chacune des 2 enzymes ? 
2. Schématiser le fragment de 17kb, en indiquant les sites de restriction.  
3. Dans quelle partie du segment d'ADN de 17kb situez-vous la séquence recherchée ? 

#  
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IV – TP : QUELQUES OUTILS POUR L’ÉTUDE DES GÉNOMES. 

I. Etude de la structure des génomes grâce aux enzymes de restriction. 
Correction exercice 1 : 

 
Correction exercice 2 : 

 
 

Correction exercice 3 : 
Digestion par EcoRI : 900 et 
1100 pb 
Digestion par PstI : 400, 700 et 
900 pb 
Double digestion : 100, 300, 
400, 400 et 800 pb 

 
Correction exercice 4 : 
L'ADN est linéaire. Une coupure crée 2 fragments. L'action de ER1 crée 3 fragments → 2 sites de restriction. 
L'action de ER2 crée 2 fragments → 1 site de restriction. La sonde se fixe sur les fragments 4kb et 1kb. On peut 
donc supposer que la séquence recherchée est à cheval sur ces 2 fragments 
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Exercice 3 : Construire un profil de restriction à partir de cartes de restriction 
Un plasmide bactérien circulaire de 2kb est soumis à une digestion par deux enzymes de restriction EcoRI et Pst I. 
La carte de restriction du plasmide par ces deux enzymes est présentée sur la figure ci-dessous. 

#  
Etablir le profil électrophorétique (ou profil de restriction) de la digestion par chacune des deux enzymes séparément puis par le mélange des deux 
enzymes. 

Exercice 4 : Localiser une séquence d'ADN grâce aux sites de restriction 
On a cloné un fragment d'ADN de 17 kb dans lequel on cherche à localiser une séquence de quelques centaines de bases. 
Dans une première expérience, les fragments de 17 kb sont soumis soit à l'action d'une enzyme de restriction ER1, soit à 
l'action d'une autre enzyme ER2, soit à l'action des deux enzymes à la fois. Après électrophorèse sur gel d'agarose des 
fragments de restriction et révélation par un colorant, on obtient les résultats schématisés sur le doc 1. Au cours d'une 
seconde expérience, les fragments produits par l'action simultanée des deux enzymes et séparés par électrophorèse sont 
dénaturés puis hybridés avec une sonde radioactive de 300 bases spécifique de la séquence à rechercher (technique de 
Southern Blot). Sur une autoradiographie on observe deux fragments radioactifs (doc 2). 

1. Combien y a-t-il de sites de restriction pour chacune des 2 enzymes ? 
2. Schématiser le fragment de 17kb, en indiquant les sites de restriction.  
3. Dans quelle partie du segment d'ADN de 17kb situez-vous la séquence recherchée ? 

#  
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C) Comparaison de génomes par 
exploitation des RFLP 
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C) Comparaison de génomes par exploitation des RFLP 

L’individualité chez les espèces résulte pour une grande part du polymorphisme élevé, c’est-à-dire de la 
coexistence de plusieurs allèles pour un locus donné. Le polymorphisme touche également les séquences non 
codantes. Ainsi, les chromosomes humains présentent des différences de séquence environ tous les 1250 kb.  
Ce polymorphisme peut être détecté par diverses techniques. 

1. Exploitation des RFLP 
Le polymorphisme touche parfois sur des sites de restriction, qui sont ainsi éliminés ou créés. Les fragments 
obtenus suite à l’action d’enzymes de restriction auront donc des longueurs variables selon les individus  : ce 
polymorphisme est appelé polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP). Les 
fragments sont visibles grâce à l’utilisation d’une sonde (technique du Southern Blot). 
Les RFLP sont très utilisés en médecine pour poser par exemple le diagnostic d’une maladie héréditaire. Ces 
diagnostics sont réalisés à partir de cellules fœtales prélevées dans le liquide amniotique ou au niveau des 
villosités chrorioniques (cellules du placenta). 
Remarque : le fragment étudié est dans un premier temps amplifié par PCR, avant d’être soumis à la digestion. 

Exercice : détection de la drépanocytose 
La drépanocytose résulte d’une mutation dans le gène de la ß-globine qui conduit à la disparition d’un site 
d’une enzyme restriction (MstII). 
 

Pour vérifier la présence de la mutation dans des cellules, l’ADN est extrait, digéré par MstII et déposé sur gel 
d’électrophorèse. Le gel est transféré sur membrane et un Southern est réalisé. 

1. Préciser quel est l’intérêt du Southern. Représenter la position de la sonde utilisée sur le gène ci-dessus. 
2. Dessiner les résultats du Southern pour une personne homozygote saine, une personne hétérozygote et enfin une personne homozygote 
malade. 

2. Exploitation des séquences d’ADN satellite 
De courtes séquences telles que GTGTGT... se répètent en tandem de façon extrêmement variable selon les 
individus  : ce sont des séquences microsatellites ou minisatellites. Les fragments de restriction n’ont donc pas, 
dans ce cas également, la même longueur selon les individus.  
La probabilité que 2 individus sans liens familiaux aient un microsatellite ayant le même nombre de répétitions 
est d’environ 1/1milliard. Lorsque plusieurs microsatellites sont analysés en même temps, la probabilité diminue 
encore et est théoriquement de zéro. 
Auparavant, les microsatellites étaient analysés, entre autres, par la méthode RFLP. Cette méthode est 
aujourd’hui remplacée par une amplification par PCR ciblant certaines régions polymorphiques de l’ADN. 
Après électrophorèse des fragments amplifiés, la taille de ceux-ci étant représentative du nombre de répétitions, 
on peut identifier l’individu auquel appartient l’échantillon d’ADN. 

Conclure sur le test de paternité présenté ci-dessous. : 
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!16

	 B. Utilisation des RFLP 

à Figure142+ figure 13  

L’individualité chez l’Homme et d’autres espèces résulte pour une grande part du polymorphisme 
élevé de l’espèce. Ainsi, les chromosomes humains présentent des différences de séquence environ 
tous les 1250 kb. Ces différences portent parfois sur des sites de restriction, qui sont ainsi éliminés ou 
crées. Les fragments obtenus suite à l’action d’enzymes de restriction auront donc des longueurs 
variables selon les individus  : ce polymorphisme est appelé polymorphisme de longueur des 
fragments de restriction (RFLP). Les fragments sont visibles grâce à l’utilisation d’une sonde 
(technique du Southern). 
Les RFLP sont très utilisés en médecine pour poser par exemple le diagnostic d’une maladie 
héréditaire. Ces diagnostics sont réalisés à partir de cellules fœtales prélevées :  
- dans le liquide amniotique 
- au niveau des villosités chrorioniques (cellules du placenta) 

Remarque : le fragment étudié est dans un premier temps amplifié par PCR, avant d’être soumis à la 
digestion. 

Exemple : détection de la drépanocytose
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II. Etude de la structure et de la fonction des gènes par diverses techniques de biologie moléculaire. 

Principe des techniques : cf. poly techniques de biologie moléculaire 

A) Etude de la maturation des ARNm eucaryotes par Northern Blot. 

1. Mise en évidence d’une maturation des ARNm 
Les séquences nucléotidiques de l’ARNprémessager (encore appelé transcrit I) et de l’ARNm de globine sont alignées afin 
d’être comparées grâce au logiciel ANAGENE.  
Les résultats sont ensuite présentés sous forme de graphique avec une séquence sur chaque axe. Un point rouge indique 
que les nucléotides sont identiques. 

Doc.1 : alignement des séquences d’ARNprém et d’ARNm par Anagène. Anagène, acces ENS Lyon 

#  

1. Décrire et interpréter les résultats. 
2. Schématiser la structure du gène de globine. 

2. Suivi de la maturation 
Les ARN nucléaires ou cytoplasmiques d’ovomucoïde sont extraits de cellules d’oviductes de poule puis séparés par 
électrophorèse sur gel. Les ARN sont ensuite transférés et immobilisés sur un filtre et incubés avec un ADNc (ADN 
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II.Etude de la structure et de la fonction des gènes par 
diverses techniques de biologie moléculaire. 

A)Etude de la maturation des ARNm eucaryotes par Northern Blot.
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Les résultats sont ensuite présentés sous forme de graphique avec une séquence sur chaque axe. Un point rouge indique 
que les nucléotides sont identiques. 
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IV – La biodiversité et sa dynamique / TP Outils pour l’étude des génomes. 

 

II. Etude de la structure et de la fonction des gènes par diverses techniques de biologie 
moléculaire.  
 

2.  
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maturation du gène d’ovomucoïde. 
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1100 nt = taille de l’ARNm.  
4350 nucléotides éliminés lors de l’excision-épissage.  
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séquençage 

 

Exon 1 Ex 2  

Exon 1 Exon 3 Exon 1 Exon 3 Ex 2 

épissage chez le mâle épissage chez la 
femelle 

0,5knt 

1,1knt 1,3knt 

0,2knt 0,6knt 

Exon 3 

150 280 500 1350 1 1602 nt 
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complémentaire) de gène d’ovomucoïde radioactif  (technique de Northern Blot). Le document est obtenu après révélation 
de la radioactivité. 

Doc : Northern Blot des ARN nucléaires et cytoplasmiques d’ovomucoïde 
 

3. Mise en évidence de l’épissage alternatif   

Voici la carte de restriction d’un gène autosomal de Drosophile. 
 

ADN génomique 

 
E = site de restriction par Eco RI 
H = site de restriction par HindIII 
Tailles des fragments en kpb 

Vous possédez le fragment complet de 3,85kpb EcoRI-HindIII du gène, à partir duquel 
vous fabriquez plusieurs sondes ADN complémentaires de l’ARN, par digestion aux 
enzymes de restriction (cf. tableau). 

Vous extrayez l’ARN de ce gène chez des mâles et des femelles 
et faites quatre Northern blots, en hybridant chaque blot avec une sonde différente (probe en anglais). Vous obtenez le 
résultat suivant : 

3. A quoi correspondent les bandes noires sur le cliché ?  

4. Quelle est la taille de l’unité de transcription ?  
Quelle est la taille de l’ARNm ?  
Quelle longueur d’intron a donc été éliminée lors de l’excision-
épissage ? 

5. En déduire le pourcentage de séquence réellement exprimée. 

6. Quelle précision sur le mécanisme d’excision-épissage vous 
apporte ce document ?

�
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Sonde	 Fragment de restriction 
A	 1,0kb EcoRI – HindIII 
B	 0,6kb HindIII – EcoRI 
C	 0,1kb EcoRI – EcoRI 
D	 0,5kb EcoRI – Hind III 
 

Ligne de 
dépôt des 

ARN





BCPST1, Lycée Hoche	 	 	 	 	 	 	 	 	 TP Etude des génomes
complémentaire) de gène d’ovomucoïde radioactif  (technique de Northern Blot). Le document est obtenu après révélation 
de la radioactivité. 

Doc : Northern Blot des ARN nucléaires et cytoplasmiques d’ovomucoïde 
 

3. Mise en évidence de l’épissage alternatif   

Voici la carte de restriction d’un gène autosomal de Drosophile. 
 

ADN génomique 

 
E = site de restriction par Eco RI 
H = site de restriction par HindIII 
Tailles des fragments en kpb 

Vous possédez le fragment complet de 3,85kpb EcoRI-HindIII du gène, à partir duquel 
vous fabriquez plusieurs sondes ADN complémentaires de l’ARN, par digestion aux 
enzymes de restriction (cf. tableau). 

Vous extrayez l’ARN de ce gène chez des mâles et des femelles 
et faites quatre Northern blots, en hybridant chaque blot avec une sonde différente (probe en anglais). Vous obtenez le 
résultat suivant : 

3. A quoi correspondent les bandes noires sur le cliché ?  

4. Quelle est la taille de l’unité de transcription ?  
Quelle est la taille de l’ARNm ?  
Quelle longueur d’intron a donc été éliminée lors de l’excision-
épissage ? 

5. En déduire le pourcentage de séquence réellement exprimée. 

6. Quelle précision sur le mécanisme d’excision-épissage vous 
apporte ce document ?

�

"9

Sonde	 Fragment de restriction 
A	 1,0kb EcoRI – HindIII 
B	 0,6kb HindIII – EcoRI 
C	 0,1kb EcoRI – EcoRI 
D	 0,5kb EcoRI – Hind III 
 

Ligne de 
dépôt des 

ARN



B) Transgénèse.
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7. En admettant que l’ADN est identique chez les deux sexes (comment pourriez-vous vous en assurer ?), expliquer les différences entre les ARNm 
de ce gène chez le mâle et chez la femelle. 

B) Transgénèse. 

1. Utilisation en industrie et agriculture 

Les techniques permettent de produire des :  
- microorganismes (bactéries, levures) produisant des protéines : vaccins, hormones 

- plantes transgéniques  

La réalisation de plantes transgéniques repose sur l’utilisation d’un plasmide d’une bactérie : Agrbacterium 
tumefaciens qui provoque une maladie appelée la galle du collet (la plante produit des excroissances incontrôlées 
= tumeurs ou galles, en général au niveau du collet). La formation de tumeurs résulte de l’insertion d’un 
fragment (ADN-T) du plasmide Ti (tumor-inducing plasmid) dans le génome de la cellule végétale 
infectée. 
On réalise un vecteur à partir de ce plasmide Ti (trop grand pour être manipulé en entier) : ce vecteur possède : 
- les séquences qui permettent son intégration dans le génome de la cellule infectée  
-  deux gènes de résistance à des antibiotiques  
-  le gène d'intérêt que l’on veut introduire dans la plante (par exemple un gène permettant de  résister à un 

insecte).  
D’autres vecteurs permettent d’obtenir des cellules transformées comme la bactérie Agrobactérium (cf. doc. ci-
dessous). 

1. Quels OGM végétaux connaissez-vous? 
2. Sur quelle particularité cellulaire repose la formation d’OGM chez les végétaux? 

- animaux transgéniques  : exemple des saumons ayant un transgène codant pour une hormone de 
croissance (les 2 saumons ont le même âge) 
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2. Utilisation en recherche fondamentale : exemple des KO 
La technique du KO permet d’invalider (=inactiver) un gène 
Principe : 
- des cellules souches (cellules ES) sont transformées avec un vecteur portant un gène inactivé 
- le gène s'insère dans le génome par recombinaison homologue à on obtient des cellules ES KO 

pour le gène étudié 
- les cellules ES KO sont injectées dans un embryon à un stade précoce  : les descendants sont des 

individus chimériques : certains tissus proviennent de la cellule ES, d’autre des cellules de l’embryon.  
- Les souris chimériques sont croisées pour obtenir des souris hétérozygotes puis homozygotes , dont les 2 

copies du gène sont KO = invalidées. 
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Souris KO






