K

_—
y

>
o> .":’ (i‘ )\" < Sy
2o B

=

<

\(\< e 2 == — )
B e G Yo S
.‘\‘ \\’; &
- > ( (k» e

= C — -
==Xy -\"r')\;»’”’

= e

>
¢ [

e
>

Mise en situation
En 2001, des chercheurs ont créé une percée scientifique majeure en annoncant le déchiffrage de
’ADN humain. Neuf ans plus tard, on serait en train de déchiffrer le génome de plus de 7 000
espéces. En fait, ces réalisations témoignent les progrés accomplis dans les méthodes de travail
permettant la manipulation de I’ADN. Dans le présent chapitre nous verrons le génie génétique, qui
réunit les techniques portant sur la manipulation directe de génes a des fins pratiques, et leurs
applications pratiques dans les domaines de I’activité humain et de ’agriculture
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LE GENIE GENETIQUE : SES PRINCIPES ET SES TECHNIQUES.

Poids (kg)
6 y
5 i
F
4- 4
3] GM Saumon
ADN modifié ,/
Taille : 6lem 24 - .
Poids : 3kg 1. ",’ Saumon normal
ADN normal 100 200 300 400 S00 600 700 800 900
Taille : 33cm " : . ol -
Poids - 1.3kg Nombre de jours d’alimentation

Fig 1: Saumon génétiquement modifié : c’est le premier animal génétiquement modifié destiné a la
consommation humaine est commercialisé. Les deux saumons montrés dans le document sont a 1'dge de 18

mois
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Méthode
traditionnelle

Modification
génétigue

Bactérie

Tomate n'ayant Tomate r_;'ayant
qu'un defaut X pas ce defaut X

N/

Croisement

Tomate n"ayant
quun défaut X

géne d'intérét
Chromaosome
bactérien

Introduction du
géne d'intérat

nouvelle variete
"sans défaut”

nouvelle variete POUVANT avoir

Plasmide

Cellule contenant
le géne recherché

Insertion du géne
dans le plasmide

Géne
recherche

ADN du chromosome
(ADN «étranger »)

ADN recombiné

{plasrnide) l

Plasmide insére
dans une bactérie

intégreé le nouveau caractére mais
susceptible d'avoir de nouveaux
defauts suite a la recombinaison
des génes

Fig 2: les avantages des OGM : la création de
nouvelles variétés de plantes ; résoudre le probléme
de la faim dans les pays en voie de développement.
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Fig 3 : le transfert d’un géne d’intérét
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Activité 1 : La modification génétique : la notion et les étapes

Au début des années 70, la structure de ’ADN et les bases de I’expression des génes sont connues
mais on ne sait pas isoler des génes. Et c’est grace aux outils du génie génétique, que des bactéries
sont modifiées génétiquement pour produire des génes d’intéréts.

Qu’est-ce que la modification génétique ? Et Comment transférer un géne d’intérét a une bactérie ?

I Doc 1 : L'infection de la plante par Agrobacterium induit le développement d'une galle

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie en
forme de batonnet, qui se développe dans le sol. Elle
est attirée par des composés phénoliques dégagés
par certaines plantes lorsqu’elles sont blessées. Au
niveau de cette blessure, 1’Agrobacterium est
capable de se fixer sur les cellules du végétal. A la
suite de ce contact, ces cellules végétales se
multiplient de maniére importante, donnant
naissance a une formation tumorale. Elle est en
général située au niveau du collet, d'ou le nom de Fig a: Agrobacterium
cette formation : La galle du collet. fumetaciens
1-Déterminer le caractere acquérir par les plantes blessées en présence des bactéries A. Tumefaciens.

La multiplication indéfinie des cellules — développement d’une tumeur (la galle du collet)

2-Proposer des hypothéses pour expliquer la relation entre la formation tumorale et les bactéries A.
Tumefaciens.

—Modification génétique par une mutation au niveau de I’ADN des plantes blessées.

—Modification génétique par transfert du matériel génétique, des bactéries A. Tumefaciens, responsable

du caractere, aux plantes blessées.

[m———————————————
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| Doc 2 : I'origine de la galle du collet

: Les résultats d’inoculation chez des plantes saines, avec des Agrobacterium tumefaciens normales (avec
: plasmide) et avec des Agrobacterium tumefaciens privées de plasmide.

Chromosome Chromosome Plasmide Ti

Agrobacterium
turmefaciens

Agrobacterium
tumefaciens

du
collet

.3 st
—-Agrobaclerium

”Agmbacte.riuﬁ;
turmefaciens

tumetaciens

[——————————————————————

1-Décrire les résultats obtenus :

—En présence d’Agrobacterium tumefaciens normales, la plante blessée développe la galle du collet

—En présence d’Agrobacterium tumefaciens privées de plasmide Ti, la plante blessée ne développe pas la
galle du collet

2-Que peut-on déduire ?

Le plasmide Ti est responsable d’acquérir le caractére « formation tumorale » chez les plantes blessées.
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I Le plasmlde Ti est une petite molécule circulaire d’ADN. Le schéma ci-contre récapitule les régions
| responsables de ses différentes propriétés.

etlibération
_/ desopines

|

|

|

|

|

|

|

I Transfert Transfert
i du plasmide du plasmide
|

|

|

I Utilisation
I des opines
|

1 Virul Y "

I HAEnce Replication

I du plasmide

1-Montrer les caractéristiques du plasmide Ti qui lui permet d’induire la galle du collet.
—Le plasmide Ti est une molécule d’ADN possédant un gene responsable du développement de la tumeur
sur la tige du vége’tal

: Lors de I’infection, la tumeur libére dans le milieu des opines. Les bactéries présentes dans le sol prés de
| la tumeur sont alors capables d'utiliser ces opines comme source d'azote, de carbone et d'energle

| La réaction du végétal est due au transfert d'un petit ADN, 'ADN-T, depuis la bactérie jusque dans le
genome des cellules de la plante par l'intermédiaire d'un plasmide appelé plasmide Ti.

Génome

delacellule
végétale

Plasmide d'Agrobacterium

Chromosome ADN-T
baclerlen

Facteursde [,
croissance

L._, \ i (dont auxine)
ll@ Energie, etc. %” } ¥ J
i \ Tumeur(galle)

[m————— -

1-En vous basant sur ce qui précéde et le document 4, vérifier 1’hypothése proposée dans votre réponse a
la question 2 — document 1.

—En contact avec la tige blessée d’un végétal, la bactérie transfert un petit morceau de son plasmide dans
la cellule végétale.

—Apres I’entrée du morceau d’ADN dans la cellule végétale, il s’integre au génome de la cellule.

—Cette incorporation de I’ADN modifie le génome de la cellule et entraine la formation d’une tumeur au
niveau de la blessure de la plante.

—La tumeur produit des opines qui vont permettre le développent des bactéries.

f"l"“f)*: 3.
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2-Définir la modification génétique.
( La modification génétique ou génie génétique correspond & un ensemble de techniques qui permettent
d’isoler un (ou plusieurs genes) géne d’intérét et le transférer dans une cellule receveuse pour modifier son
génome (ADN).
La modification génétique crée des organismes génétiquement modifiés OGM, d’intérét dans plusieurs
domaines (agricole ; médecine pharmaceutique ...)

| En 1965, W.Arber découvre que les bactéries — _

| . . ’ s Hndll )
| infectées par des virus ont un moyen de défense

: contre ces parasites : elles découpent I’ADN viral en
I petits morceaux grace a des enzymes, véritables
| ciseaux moléculaires. Cela restreint
{ considérablement ’aptitude des virus a répliquer leur
{ ADN et donc a se multiplier a l’intérieur des
I bactéries. De ce fait, la destruction des bactéries qui
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

suit normalement la multiplication virale n’a plus
lieu. Ces enzymes particulieres sont appelées de =
restriction. 3¢
Elles ne coupent pas ’ADN n’importe ou: une
enzyme donnée reconnait une séquence de bases
spécifique dans I’ADN, le site de restriction, et a chaque fois qu’elle le rencontre, elle coupe la
molécule.

Beaucoup d’enzymes de restriction différentes ont été progressivement extraites de diverses bactéries ;

1-Définir I’enzyme de restriction.
Enzyme d’origine bactérienne qui permet de couper ’ADN au niveau des certaines séquences bien
définies.

1
> TAK AT AGES

(Doc6:L’'ADNligase

| Un fragment découpé peut établir des liaisons hydrogéne avec la séquence de bases complémentaire d’un
I autre fragment. La soudure définitive des deux fragments est réalisée par une autre enzyme, I’ADN ligase.
On fabrique de cette fagon une nouvelle molécule qui est un ADN recombinant.

ADNd'une espéces + EcoRI ADNd'une autre espéces + EcoR|

I clclclalT] |
N EEEE A I

‘ DNA Ligase

Al |
N GEEEED 1

ADN recombinant

1-Définir I’ADN ligase.
Enzyme qui active la liaison entre deux molécules d’ADN.
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| Doc 7 : Mode d’action des enzymes de restriction et des enzymes ADN ligase I

e 1
1

o=

Le document ci-contre donne les principaux outils utilisés au cours de I’insertion d’un gene au niveau
d’un plasmide.
1,2.3 = sites de coupure par

g cnzyme de réstriction
ADN étranger une enzyme de ré o

TTAA TTAA TTAA plasmide
(vec_:te ur)

coupure par
cnzyme de réstriction

g NI
r
gy / ADN ligase

7ot assemblage

1-Décrire les techniques présentées dans le document ci-dessus.

*Pour obtenir le géne a transférer, ’ADN est extrait des cellules puis fragmenté grace a un enzyme de
restriction spécifique.

*Un plasmide (le vecteur) est ouvert grice au méme enzyme de restriction. L’insertion du géne a
transférer dans le vecteur se fait grace a une autre enzyme appelée la ligase. Le résultat est 1’obtention des
molécules d’ADN recombinées.

2-Expliquer |’utilisation de méme enzyme de restriction pour couper I’ADN portant le géne d’intérét et
I’ADN de vecteur.

*L’utilisation de méme enzyme de restriction pour couper I’ADN portant le gene d’intérét et I’ADN
vecteur génere des fractions aux extrémités complémentaires.

*Ces fragments peuvent étre facilement ligaturés.

1
|
eEtape 1 : identification du geéne d’intérét et préparer son transfert : :
La technique de modification génétique la plus courante repose sur la capacité naturelle de I
I’ Agrobacterium tumefaciens a infecter les cellules végétales en transférant, dans leurs chromosomes, un |
segment de plasmide : I’ADN-T. I
On peut remplacer in vitro I’ADN-T par n’importe quelle autre séquence d’ADN. Le plasmide pourra :
ainsi servir de vecteur pour transférer un géne d’intérét a des cellules végétales. C’est ce qui a été fait pour I
rendre une variété de soja tolérante au glyphosate. Cet herbicide agit en se fixant sur I’enzyme S, :
d’importance vitale pour toutes les plantes. On a découvert que certaines bactéries sont tolérantes au I
glyphosate, car elles possédent une enzyme R, comparable a I’enzyme S, mais sur laquelle le glyphosate :
ne peut se fixer. On a donc intégré le géne de I’enzyme R dans les plasmides d’A. Tumefaciens. 1
Les bactéries A. Tumefaciens, Ainsi préparées sont cultivées pour disposer d’un grand nombre de |
plasmides vecteurs, avant de les mettre en présence des cellules du soja. I
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glyphosate

enzymes collant les ADN

Bactérie sensible au  Bactérie résistante au

glyphosate

OL_

plasmide vecteur
armé du géne R

eEtape 2 : transfert du géne d’intérét vers les cellules de la plante cible

On cultive ensuite sur un méme milieu des fragments de feuilles de soja et les bactéries ayant intégrées le
gene R. les cellules végétales liberent des molécules qui activent un groupe de genes bactériens. Les
molécules ainsi fabriquées provoquent I’entrée du gene R dans certaines cellules du soja, et leur
intégration dans les chromosomes.

activation © _ libération de molécules

P géne R
© _» facteurs
Il de
&, virulence

j

A. tumefaciens

cal non transgenique

cal transgenique

<
{modifié génetiquement) Oo%

Genes de virulence O O par les cellules

enzyme R ‘

cellules de soja
en culture in vitro

ajout de glyphosate
au milieu de culture

cals

(amas de cellules végétales)

ch}’ / Q

régénération d'une plantule

a partir des cals

4. MULTIPLICATION

1. IDENTIFICATION 2. ISOLEMENT 3. INTEGRATION
du géne dintérét du géne R du géne R dans un vecteur

a plasmide b w |-‘"/I‘3Iasmide VBCteL;l: A

géne § ‘. géneR o Q ’

St S ‘\-—-” Enzymes

+ ¢ * coupant I'ADN *
plasmide désarmé
enzgme @. enzg]rme ‘ gne R
Y S
-«
@ glyphosate \

L glypl > L rY VY \

':4. fumefacien§ '
(bactérie virulente)

Intégration dans des bactéries et
culture des bactéries transformées

)
S

eEtape 3 : sélectionner les cellules transformées et régénérer des plantes entiéres
Pour éliminer les bactéries, on lave les fragments de feuilles, puis on les cultive in vitro. Il se forme alors
des cals (massifs de cellules indifférenciées). L ajout de glyphosate au milieu de culture élimine, en
principe, tous les cals non modifiées génétiquement. On place alors les cals survivant sur des milieux de
culture permettant leur transformation en plantules.

dR

@

o

seuls les cals
transgeniques
survivent

du vecteur au sein
des bactéries
A. tumefaciens

—
' — |

)
—N

O

.,

4
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1- Pour quelle raison cherche-t-on a intégrer le gene R dans le plasmide d’A. tumefaciens ?

*Une variété de soja est sensible au glyphosate

*Certaines bactéries sont tolérantes au glyphosate, car elles possédent une enzyme R

*L’intégration du géne de I’enzyme R dans les plasmides d’A. Tumefaciens permet de rendre cette variété
tolérante au glyphosate

2-Justifier I’ajout de glyphosate au milieu de culture sur lequel se développent les cals.

*L’ajout de glyphosate permet le repérage des cals transgéniques (génétiquement modifiés)

*En ajoutant le glyphosate au milieu de culture, on peut alors sélectionner les cals transformées
ayant incorpor¢ le géne R grace a la résistance au glyphosate.

3-Dégager les étapes de la modification génétique pour produire une variété de soja tolérante au
glyphosate

— Isolement de gene R par les enzymes de restriction.

— Soudure et insertion de géne R dans le plasmide vecteur par les enzymes ligases.

— Transfert du plasmide dans la cellule de soja.

— L’intégration de géne R dans I’ADN.

— La production de I’enzyme R désirée par 1’expression du géne R et 1’obtention d’une variété résistante
au glyphosate

Activité 2 : Quelques domaines d’application des principes du génie génétique

Parmi les objectifs de génie génétique est I’amélioration des plantes cultivées, produire des
organismes mieux adaptés aux besoins humains : des bactéries capables de synthétiser de ’insuline
ou de I’hormone de croissance.
Quelles sont les principales applications dans les domaines médical et agronomique du génie
génétique ?
1-1a production de ’insuline humaine

[ e e e e S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S 1

I Doc 9 : la production de I’insuline

=y ADN  Dlasmide |
g / (« mini chromosome »)
‘.,/4 /@ \\I chromosome é) =
/ | 4 | - \
Jusqu’en 1982, I’insuline utilisée \ ey i&? oo

par les diabétiques pour se soigner

Cellule Bactérie

I
[ I
1 1
[ [
[ [
[ [
[ [
I I
[ [
| i
I (injections  quotidiennes)  était humaine (Escherichia col) I
[ . . . ) [
[ extraite d’animaux (insuline de ) B T |
1 . . ﬁr?;.?"ﬁg du plasmide 1
I porc). La plupart des diabétiques \ / I
1 . ) . } [
[ utilisent maintenant de 1’insuline insertion du géne 1
1 i . . I‘;;ge@:liweﬂans le plasmide 1
I humaine  produite par  génie I
| T s intégration du plasmide 1
I genethue’ ce qul procure de ) recombiné dans la bactérie I
I multiples avantages. :
I La figure ci-contre illustre cette :
I méthode de production : :
[ [
[ [
[ [
1 [
[ = L]

sécrétion dlinsuline
humaine

1-Comment expliquer que I’Homme produise I’insuline d’origine animale ?
*Quelle que soit I’espece receveuse, le transfert d’'un méme gene aboutit toujours a 1’acquisition de la

méme propriété par le receveur.
*Ceci est di au fait que I’information génétique contenue dans I’AND est transcrit par un langage

universel (le code génétique).
o r?f)*ﬁ 3.
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’agriculteur.
eProduction de mais génétiquement modifié :

La bactérie Bacillus tburingiensis est connue pour son activité « insecticide » contre la pyrale. Le géne
responsable de cette propriété peut étre transféré dans des cellules du mais. Ces cellules, apres culture,
produiront des plants entiers résistants a la pyrale.

La pyrale du mais est un insecte dont la lave s’attaque au mais et
consomme les tiges, les feuille, mais les dégats les plus importants du
point de vue économique sont liés a I’infestation des épis de mais qui
deviennent impropres a la vente.

L’utilisation d’insecticides comporte divers inconvénients dont 1’atteinte
d’autres insectes non nuisibles, la faible efficacité du traitement contre les

larves qui se développent a I’intérieur des épis et surcroit de travail pour

Transférer
le géne dlintérét chez
un organisme receveur

Identifier
un géne d'intérét chez
un organisme donneur
bactérie {Bacillus thuringiensis)

’ ‘ ———ag).
"} ADN fragment d'ADN dans

géne permettant de lequel le géne a été inséré
produire une substance

toxique pour les insectes

Isoler et multiplier
le géne d'intérét

cellule

de mais
Produire
lorganisme génétiquement Régénérer
I'organisme modifié

maodifié i .
O ] Sélectionner
les cellules transformées

-

plants de mais résistants
& la pyrale

eCaractéristiques des mais génétiquement modifié :
Les chenilles ayant consommé les épis de mais génétiquement modifié présentent une paralysie du
systeme digestif, cessent de s’alimenter et meurent rapidement.

2-Comparer les méthodes classiques de la sélection végétale (réalisation des croisements) et la sélection

végétale par génie génétique.

Les méthodes classiques
*Nécessite la réalisation des croisements.
*Transfert des caractéres provenant de méme
espece.
*Lors d’un croisement, de nombreux caracteres
sont modifiés chez les descendants.

Le génie génétique
*Indépendant de la reproduction sexuée.
*Transfert des caractéres provenant d’espéces trés
différentes.
*La plante qui regoit le gene d’intérét conserve
toutes ses autres qualités.

3-Résumer dans un tableau les intéréts des OGM pour I’étre humain dans différents domaines.

Agriculture

Alimentation Santé

*Résistance aux nuisibles et
maladies.
*Résistance aux herbicides.

*Production de médicaments et
des vaccins.

*Amélioration de la qualité
nutritionnelle des aliments.
*Ralentissement de la maturation
des fruits.
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