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Un gène contient deux régions: • La 
région «codante»: la séquence des 

nucléotides, qui détermine 
l’enchaînement des acides aminés dans la 
protéine et donc la structure et la fonction 
de celle-ci; • Les régions régulatrices: elles 

déterminent dans quelle cellule, à quel 
moment, en réponse à quel stimulus, et 
en quelle quantité la protéine doit être 

synthétisée. 



• Le génie génétique est un ensemble de techniques de 
biologie moléculaire permettant d'isoler des gènes 
spécifiques, de les reconstruire puis de les réinsérer 
dans des cellules ou des organismes. Ces techniques 
ont fourni à la médecine et à l'industrie un moyen 

efficace de produire en grandes quantités des 
protéines spécifiques, qui, auparavant, n'étaient 

disponibles (si elles l'étaient) qu'en quantité 
extrêmement faibles. Ces techniques ont permis 

également d'étudier la régulation de leur expression 
et ainsi de mieux comprendre le développement de 

maladies génétiques. 







Transgénèse 

• Transgénèse Les premières plantes 
transgéniques ont été cultivées 

commercialement aux Etats-Unis il y a 20 ans. 
Le Canada et plusieurs pays d’Amérique du 
Sud ont suivi. Les plantes auxquelles sont 

transférés un ou plusieurs gènes provenant 
d’un ou plusieurs organismes d’une espèce 

différente sont décrites comme transgéniques 
(trans = au-delà ). 



• La technologie de l'ADN recombinant a touché 
d'autres produits d'intérêt agroalimentaire et 
industriel, enzymes (présure, protéases, 
…etc.), acides aminés (glutamate, succinate, 
…etc.), vitamines (B2, B12, C …etc.).  
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L'AMÉLIORATION DES ALIMENTS : 

QUELQUES EXEMPLES 

 

Blé  

· Amélioration des caractéristiques requises pour la panification  

Huiles végétales (colza, 

tournesol)  

· Modification de la composition en acides gras pour répondre aux besoins 

nutritionnels (maladies cardio-vasculaires) et pour faciliter la fabrication de 

margarine à partir de certaines huiles  

Pomme de terre  · Augmentation de la teneur en amidon pour des utilisations industrielles (purée, 

fécule, frites absorbant moins d'huile de friture), réduction du brunissement 

(frites), amélioration des propriétés organoleptiques  

Laitue, épinard  · Réduction de la teneur en nitrates en augmentant l'expression de nitrate-

réductase  

  

Tomate, melon, brocoli  

· Augmentation de la durée de conservation des fruits et légumes. En France, 

l'INRA développe des recherches pour tenter de réguler la production d'éthylène, 

substance qui participe à la maturation du fruit. Aux USA, une tomate 

transgénique a été commercialisée en 1994. Un procédé similaire a permis à une 

équipe de recherche Ensat-Inra d'obtenir un melon dont la conservation et la 

teneur en sucre sont augmentées, mais qui n'est pas encore commercialisé  

Riz  · Diminution des propriétés allergisantes  

Soja  · Enrichissement en acide aminé essentiel (méthionine)  

Et de nombreuses autres, parfois 

étonnantes, comme la production de café 

décaféiné ! 
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• Le gène est introduit 

dans un ovule 

fécondé ou une 

cellule embryonnaire. 

• L'ovule fécondé est  

implanté ensuite dans 

l'utérus d'une mère 

porteuse. 

Les animaux 
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Animaux à croissance plus 

rapide. 

Animaux plus faibles en gras. 

Animaux plus productifs (en lait, 

en viande, en œufs). 

Production de protéines à 

usage pharmaceutique 

(insuline, par exemple). 

ETC. 

 
DANGERS ????? 

Pour la santé? 

Pour l'environnement ? 

Ces saumons ont le même âge. 

Celui du bas est un OGM 



Introduction aux outils du génie génétique 
: les enzymes du génie génétique 

• 1. Les nucléases Définition : les nucléases dégradent les 
molécules d'ADN en rompant les liaisons 
phosphodiesters liant un nucléotide au suivant . Il 
existe 2 types de nucléases. 

•  1.1. Exonucléases Ces enzymes éliminent des 
nucléotides un à un à partir d'une extrémité de l'ADN. 
Il en existe différents types, par exemple la Bal31 
(obtenue de cultures d'Alieromonas espejana) 
éliminant des nucléotides à partir des 2 extrémités des 
2 brins, l'exonucléase 3 (obtenue à partir de cultures 
d'E. coli) catalysant l'hydrolyse séquentielle des 
nucléotides d'un ADN à partir d'une extrémité 3' libre.  





1.2. Endonucléases 
les enzymes de restriction 

• Elles coupent de manière définie et reproductible l'ADN bicaténaire. Ce 
sont les enzymes permettant l'ouverture spécifique du vecteur et le 
découpage défini de l'ADN à cloner. Ce sont des enzymes produites par 
de très nombreuses bactéries au moment des infections lysogéniques 
(voir cours sur la lysogénie). L'analyse de leurs coupures de l'ADN montre 
qu'elles se font en des sites spécifiques. Plus de 1200 différentes 
enzymes de restriction ont été caractérisées et elles sont classés en 3 
types : 

•  Type I : l'enzyme reconnaît sa séquence puis se déplace sur l'ADN et 
s'arrête de manière aléatoire 1000 à 5000 paires plus loin et libère 
quelques dizaines de nucléotides.  

• Type II : une fois la séquence reconnue, l'enzyme coupe l'ADN au niveau 
de cette séquence (les plus courante en biologie moléculaire).  

• Type III : après reconnaissance de la séquence spécifique, ces enzymes 
découpent l'ADN une vingtaine de nucléotides plus loin. La longueur des 
séquences reconnue est comprise entre 4 et 8 bases. Elle est identique 
sur les 2 brins.   
 













Molécules migrent dans 
un champ  électrique  

Charge, Taille et de 
leur forme   

Coloration au 
bromure 
ethidium 

Cancérigène  













Techniques de révélation  



Bases moléculaire des mutations  





Taux de mutation  









La technologie de l'ADN recombinant  

• Regroupe un ensemble de méthodes de 
manipulation de l'ADN qui permet 
d'étudier dans le détail la structure des 
génomes et les fonction associées à leurs 
séquences  

• parmi  ces méthodes le clonage permet 

d'isoler et de produire sous une 
forme pure un gène d'intérêt en 
copies multiples       



• 1. Extraction et fragmentation de l'ADN 
contenant la séquence d'intérêt 

Il peut s'agir de l'ADN génomique    

Il peut s'agir de l'ADNc, obtenue par transcription 
inverse  à partir d'un ARNm  



D'un gène ou  d‘une séquence pluri génique 
amplifie par pcr   

Molécule d'ADN entièrement synthétique 
fabriquée  in vitro  



2. Insertion d'ADN dans un vecteur  
de clonage  





3. Introduction de l'ADN cloné  dans 
un organisme hôte    

• introduction du vecteur recombinant par 
transformation dans une cellule bactérienne 

hôte capable d'assurer sa réplication  

 

 

• Clonage en aveugle ou aléatoire  

• Shotgun cloning 



Le clonage moléculaire  



Hôtes de clonage 

• 1- L'hôte idéal 

• Pour obtenir de grande quantité d’ADN cloné l’hôte idéal doit 

•  Se développer rapidement dans un milieu de culture peu 

onéreux. 

•  Être non pathogène. 

•  Être capable d’incorporer l’ADN. 

•  Être stable en culture 

•  Possède des enzymes appropriées pour la réplication du 

vecteur. 

• Les hôtes répondant à ces critères sont des microorganismes 

eucaryotes ou procaryotes dont les génomes sont bien connus 

car entièrement séquencés, génétiquement manipulables. 





1- Vecteurs bactériens 
 

• La bactérie E. coli est la bactérie la plus utilisée en clonage moléculaire, 

l'ADN recombinant peut être introduit sous forme de plasmides, Phages, 

phagmides, cosmides, BAC etc. 

• 1-1- Plasmides 

• Les plasmides sont des petits éléments génétiques extra-chromosomiques 

doués de la réplication autonome, ce sont typiquement des molécules 

d'ADN double brin, circulaires, Ils contiennent des gènes codants souvent 

pour des protéines qui donnent un ou des avantage(s) à la cellule hôte. 

Comme par exemple : 

• - Résistance aux antibiotiques 

• - Résistance aux métaux lourds 

• - Dégradation de composés aromatiques 



Avantages des plasmides comme 

vecteurs de clonage  

• Petite taille donc facile à isoler et à manipuler 

• Possèdent leurs propre origine de réplication: 

réplication autonome 

• Peuvent être présents en copies multiples dans 

la cellule hôte amplifiant d'autan l'ADN 

d'intérêt qui est insérée  

 





1-1-1-Plasmide pBR322 
 

• Le pBR322 appartient à une série de vecteurs 
de clonage de première génération, 

partiellement construit par génie génétique. 
Qui fut construit sur la base d’une chimère 
rassemblant les éléments intéressants des 

plasmides naturels et en augmentant le 
nombre de sites uniques de coupure par les 

enzymes de restriction. 



1-1-1-1-Caractéristiques du plasmide pBR322 

 • 1- pBR322 est un petit plasmide constitué de 4361 paires de bases, dont 
la séquence nucléotidique est complètement connue. 

• 2- Il est maintenu de façon stable dans son hôte à un niveau voisin de 20 
à 30 copies par cellule. 

• 3- Sa production peut être portée à plusieurs milliers de copies (1000 à 
3000 copies par cellule) lorsque l’on inhibe la synthèse protéique par 
l’addition de chloramphénicol dans la culture. 

• 4- Il est facilement purifiable sous la forme superenroulée par les 
techniques usuelles d’extraction et d’isolement. 

• 5- Il est possible d’y insérer un fragment d’ADN de bonne dimension sans 
toutefois dépasser la taille de 10kpb sous peine de l’instabilité 
plasmidique. 

• 6- Il possède deux gènes de résistances aux antibiotiques : l’un pour 
l’ampicilline (ApR), l’autre pour la tétracycline (TcR), l’expression de l’un 
de ces deux gènes facilite la sélection des clones recombinants. 

• 7- Il possède également vingt sites uniques pour des enzymes de 
restriction. 

• 8- Il est facilement transférable par transformation ou par 
électroporation. 







Vecteurs de seconde génération 

• De nouvelle génération de plasmides plus puissants sans cesse croissantes 
ont été développés depuis pBR322 et ces dérivés. C’est le cas de la famille 
pUC appelés (les vecteurs de clonage de secondes génération). 

• Les vecteurs de clonage de seconde génération ce sont des petits plasmides 
d’environ 2700pb. Le plasmide pUC19 contient le gène de résistance à 
l’ampicilline de pBR322, mais en plus il possède une partie du gène lacZ 
dans lequel a été introduit un site multiple de clonage (Polylinker), 
contenant toute une série de sites de coupure unique. 

• Le fait que ce polylinker soit inséré dans le gène lacZ qui intervient dans le 
catabolisme du lactose permet de révéler facilement l’intégration d’un 
insert par « inactivation insertionnelle). 

• L'utilisation d'un inducteur coloré comme le X-gal (5-bromo-4chloro-3-
indonyl-β-D-galactoside), l'hydrolyse de ce dernier en dibromo-5,5-
dichloro-4, 4-indigo (de couleur bleu), indique la production de β-
galactosidase. 







• L'inactivation insertionnelle du gène lacZ 
permet de révéler facilement les colonies 
contenant le gène d'intérêt (sélection positive: 
colonies blanche). Le milieu de sélection est 
supplémenté par l'ampicilline.  

• La sélection des clones contenant le gène 
d'intérêt par le test x-gal. Cette stratégie a 
également été largement employée dans le 
développement de vecteurs de clonage de type 
viraux.  



• Dans certains vecteurs le polylinker est introduit 
dans un gène qui lorsqu’il est exprimé, est létal 
pour la cellule. Donc seules les cellules qui 
contiennent un plasmide dans lequel le gène 
létal est inactivé sont capables de se développer.  

• La nécessité de vecteur pour le clonage de 
grands fragments d'ADN et d'autres objectifs 
pour répondre à des besoins précis. Une 
collection de vecteurs très spécialisés s'est 
constituée 



LesCosmides  

 

Propriétés générales des cosmides  

 

Les cosmides sont des vecteurs artificiels hybrides : phage 

lambda-plasmides. En fait, ils se comportent comme des 

plasmides avec des sites de restriction permettant l'insertion 

d'ADN étranger. Ils renferment également un gène de 

résistance aux antibiotiques (ampicilline).  

De plus, un site cos d'un virus lambda a été inclus dans leur 

ADN circulaire ce qui permettra au cosmide d'être empaqueté 

dans la tête d'un virus lambda.  

 

Avantages et désavantages des cosmides  

 

Avantages :  

La taille des fragments insérables peut atteindre 50 kb.  

Leur incorporation dans les bactéries (transformation) est 

plus efficace que pour les plasmides.  

Désavantages :  

Obligation d'empaqueter l'ADN.  



• Les BAC  
(Bacterial Artificial Chromosome)  
Peuvent cloner des fragments d'ADN de taille variant de 
100 à 200kb 

• Les YAC  
(Yeast Artificial Chromosome : Chromosome artificiel de 
levure).  
Peuvent intégrer des fragments de grande taille (jusqu'à 
400kb). Indispensables pour analyser les grands génomes 
(notamment, le génome humain).  
A noter : pour obtenir de grands fragments d'ADN, on 
utilise des enzymes de restriction qui ne coupent que très 
rarement.  
Inconvénient : les fragments insérés subissent parfois des 
réarrangements (insertions, chimérismes, délétions) : les 
YAC ne peuvent être considérés comme absolument 
représentatifs de la région initiale introduite.  
 









Construction de banques de gènes  

• Le vecteur étant choisi, la première étape est 
celle de la préparation de ADN à insérer   

• On distingues deux procédure:   



Cas de la construction de banque 
génomique  

• ADN es t découpé de façon aléatoire (par 
cassures mécaniques ou par digestion 
incomplète par une nucléase de restriction  

La construction de banques génomique 

implique le clonage de la totalité du 

génome 



Tous les fragments de taille admissible par le vecteur choisi auront la 
possibilité d'être cloné     

Tout le génome peut être représenté  













Dans toutes cellule , une très faible partie 

du génome est transcrit en ARN, quel 

que soit la catégorie cellulaire qui va 

servir de point de départ   





Avantages des banques d'ADN 
complémentaire 

• La banque nécessitera beaucoup moins de 

clones. 

•  on ne collectionne que des séquences 

codantes (sans introns) qui pourront 

s'exprimer dans un hôte procaryote même si 

elle sont d'origine eucaryote. 

• Elle sont obligatoires pour cloner les gènes 

des virus à ARN. 











 

Le clone contenant  
Le gène à intérêt  

+++ ici une enzyme (lipase) 





Ici une enzyme aussi  
B-Galactosidase : colonie 
bleu sur milieu contenant 
x gal+IpTG 







 
 

APPLICATIONS PRATIQUES DU GENIE GENETIQUE  
Production d’insuline : les débuts de la biotechnologie 

commerciale 

 • La production de protéines humaines est le secteur des 
biotechnologies le plus rentable. Les protéines de 
cellules de mammifères ont une très grande valeur 
pharmaceutique mais elles sont présentes en très 
faible quantité dans les tissus normaux ce qui rend leur 
purification extrêmement onéreuse. De plus, même si 
ces protéines peuvent être produites par des cultures 
cellulaires, c’est une voie beaucoup plus couteuse et 
difficile que la production par une culture microbienne 
à fort rendement. En conséquence, l’industrie de la 
biotechnologie a mis au point des micro-organismes 
génétiquement modifiés pour produire ces protéines.-    
 























Voir le polycopie pour plus de détails  
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