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Activité 1. Southern Blot

Activité 2. Northern Blot

Analyse d’un résultat de Southern blot (4 partir du sujet ENS 2001)

Monsieur X consulte pour une faiblesse musculaire au niveau des jambes, surtout aprés effort. Il souffre
aussi d'une vision double. Suite aux analyses médicales, une maladie mitochondriale est suspectée. L'ana-
lyse d'un prélévement de tissu musculaire squelettique réveéle une désorganisation importante des fibres
musculaires, les myofilaments étant remplacés par des mitochondries qui ont proliféré. A partir de biop-
sies musculaires, I'ADN cellulaire est purifié, digéré par I'endonucléase de restriction Pvull, soumis a une
électrophorése en gel d'agarose, transféré sur membrane de nitrocellulose et hybridé avec une sonde
radioactive correspondant a I'ADN mitochondrial (ADNmt) total, selon la technique du Southern blot.
La membrane a été autoradiographiée et les résultats sont donnés dans la figure TP12.7a. Des résultats
identiques ont été obtenus en remplagant Pvull par I'endonucléase Nhel. La structure de 'ADNmt humain
et les positions des sites de restriction pour 5 endonucléases sont données sur la figure TP12.7b.

Si vous ne le saviez pas, quels arguments vous permettraient de déduire de cette expérience que
'ADNmt est circulaire ? Comparez les résultats obtenus. Comment interprétez-vous vos observations ?

(a) (b)

-2 -7

Kpnl : 2577, 16052, 16133
_ Nhel : 4580
2652
- Pyull : 2652
S Xbal : 11932953, 7440, 8286, 10256
Xhol : 14955

16569 pb

Nnet
4580

Sonde XK : 14955 a 16052
Sonde KK : 16133 42577
Sonde KN : 2577 44580

Ficure TP12.7 Résultat d’un Southern blot (a) et structure de PADNmt (b).
(a) 12 est un individu sain. I1I-7 est le patient malade. A gauche : marqueurs de taille (pb). (b) "ADNmt
humain est un ADN double brin circulaire de 16 569 pb (paires de bases). Les sites de clivage de
S endonucléases de restriction sont indiqués a droite de la carte.

D'aprés PEYCRU et al. (2013)

Analyse d’un résultat de northern blot (d’aprés un extrait du sujet ENS 2009 )

Les phospholipases C (PLC) sont des enzymes capables de faire le lien entre les phénoménes de signali-
sation au niveau des membranes et des éléments incluant la dynamique du cytosquelette donc la forme
des cellules. Pour étudier la relation entre la croissance du tube pollinique et les PLC, des ADN complé-
mentaires (ADNc) candidats au codage des PLC ont été obtenus dans une banque d’ADNc construite a
partir de grains de pollen et de tubes polliniques chez la plante Petunia inflata. Ces ADNc ont été recher-
chés a I'aide d'une sonde obtenue par PCR. La sonde contient les régions codantes correspondant aux
domaines trés conservés chez Arabidopsis thaliana. Une seule catégorie de clones a été isolée avec
cette méthode de criblage. Le clone contenant le plus grand insert code une PLC de taille compléte :
PLC1. L'expression du gene PLC1 est analysée par la technigue du northern blot dont les résultats sont
observés sur la figure TP12.8.

Expliquez dans quel but la technique du northern blot est utilisée. A quoi servent ici les bandes d’ARNr ?
Décrivez les résultats obtenus sur la figure TP12.8.
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FIGURE TP12.8 Analyse par Northern blot du géne PLC1.

Vingt pg d’ARN total de Petunia inflata ont été isolés de chaque tissu indiqué en haut de la
photographie (pour les anthéres : 1 = développement des microspores dans la configuration
en tétrade ; 2 = microspores uninucléées libres ; 3 = microspores binucléées ; 4 = microspores
trinucléées ; 5 = pollen mature) ainsi qu’a partir de grains de pollen et de tubes polliniques. Ces ARN
ont ensuite été chargés dans chaque puits. Les ARN ont été transférés sur une membrane de nylon et
une sonde radiomarquée provenant de ’ADNc PLC1 a été utilisée pour la révélation. La coloration
au bromure d’éthidium du gel (taches claires) montre les bandes correspondant aux ARNr.

D’aprés PEYCRU et al. (2013)

LEGTA de Quetigny (21) « Classe préparatoire ATS Bio (post-BTSA-BTS-DUT) » Biologie : A.3 « Chapitre 9 : Techniques de biologie moléculaire, génie génétique et biotechnologies | TD
Travaux dirigés « Page 1


https://www.tanguy-jean-svt.com/
https://www.svt-tanguy-jean.com/

Activité 3. Puce a ADN

Etude du fonctionnement de Popéron lactose gréce a une puce a ADN

Deux souches d'Escherichia coli sont testées pour étudier le fonctionnement de I'opéron lactose : la souche
sauvage I*P*O°Z* et la souche mutante pour la séquence de controle o”Le géne | code le répresseur lac . P
est le promoteur tandis que O est I'opérateur. Le géne Z code I'enzyme P galactosidase. Les souches sont
cultivées dans des milieux soit riches en glucose, soit riches en lactose. Les ARNm sont ensuite extraits
puis marqués par une molécule fluorescente : les ARNm de la souche sauvage sont marqués en vert tandis
que ceux de la souche mutée sont margués en rouge. Ainsi, une fluorescence jaune indiquera la présence
des ARNm des deux souches. Ces ARNm sont mélangés puis placés sur la puce a ADN pour I'hybridation.
L'ADN fixé sur la puce correspond aux geénes lac I, Z et CRP qui code la protéine CAP.

A partir des résultats obtenus (figure TP12.9), expliquez le fonctionnement de I'opéron et proposez une
hypothése explicative pour la souche porteuse du site o~

[+P+0-Z+ lac| z CRP

glucose lactose

glucose glucose . ‘

lactose glucose

lactose lactose

Ficure TP12.9 Résultat d’une puce & ADN pour ’étude de "opéron lactose.

Souche sauvage I'P°O°Z", souche mutée ['P0°Z" ; En vert : ARNm de la souche sauvage ; en rouge : ARNm
de la souche mutée ; en jaune : fluorescence verte + fluorescence rouge ; en noir : aucun signal fluorescent.

D’aprés PEYCRU et al. (2013)

Activité 4. Electrophorése sur blanc d’ceuf

Conseils
méthodologiques

Identification et détermination
de la taille des protéines du blanc d’ceuf

La figure représente les résultats d’'un SDS-PAGE réalisée a partir
d’extraits de blanc d’ceuf.
1
2 3 4 En SDS-PAGE, la distance de migra-
tion des molécules est proportion-
100 kDa nelle au logarithme de leur masse.

= 80 (] Les distances de migration sont les

50 suivante :
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digg=8mm;
dgo=15mm;
dsp =28 mm ;
ee= - A dyp=385mm;
dyp =56 mm.

Migration

dy =68 mm;
dg=32mm;
dg =14 mm.

Electrophorese de blanc d’ceuf en conditions dénaturantes.
Puits 1 : marqueurs de masses moléculaires ; puits 2 : lysozyme ;
puits 3 : ovalbumine ; puits 4 : blanc d’ceuf.

8.1 Rappelez le principe de I'électrophorése en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE).

8.2 Analysez le résultat obtenu.

8.3 Tracez la courbe représentant le logarithme de la masse
moléculaire des marqueurs (en kDa) en fonction de leur distance de
migration (en mm).

8.4 Déterminez la masse des molécules contenues dans le blanc d’ceuf.

D’aprés GODINOT et al. (2010)
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Eléments de correction D. Activité 4

A. Activité 1 8.1
Corrigé 8.2 Les molécules mises en évidence ici sont des protéines. La figure 30
Les enzymes Pvull et Nhel n'ont gu'un site de restriction qui n'est pas le méme pour les deux. Dans le B
cas d'un ADN linéaire, cela aurait produit pour chacune de ces deux enzymes 2 fragments. Ici, pour A GONSSPANCSRE 8 s protbines diftrontss. L proteie oy migtss .1

méme distance que le lysozyme, la protéine B a la méme distance que

I'individu sain I-2, une seule bande est visible aprés le Southern blot donc, comme ces 2 enzymes ne Povalbumine. L téine C a3
. La protéine C ne correspond a aucun témoin, on ne peut pas

coupent pas sur le méme site de restriction, il n'y a gu'un seul fragment d’ADN et ce n'est possible que I'identifier (il s’agit de la conalbumine). Par comparai d
s ison aux marqueurs de

si I'ADN est circulaire : il ne I'est plus une fois coupé sur un seul site. poids moléculaires, on peut néanmoins dire taill t i
Contrairement a I'individu sain, I'individu IlI-7 présente 5 bandes apres le Southern blot : 5 fragments de 75 kDa. La banc;e B gst la plus large. On egﬁé:iiitaqluz ?zv::gu;r:\r:gc;nsst
de restriction. Les enzymes Pvull et Nhel ont donc reconnu chacune 5 sites de restriction au lieu d'un la protéine la plus abondante du blanc d'ceuf.

seul. Hypothese explicative : accumulation de mutations qui ont fait apparaitre 5 sites de restriction E

s f— 8.3 Lafigure  représente le logarithme de la masse moléculaire M des
marqueurs en fonction de leur distance de migration d. La modélisation

D’aprés PEYCRU et al. (2013) 144-d

mathématique de la courbe donne : logM =

68

B. Activité 2

Corrigé 2

Le northern blot permet de suivre la transcription du géne‘PLCL Sila s?n'de reste fixée surla mgmbranfe Galculs préliminaires & rétablis- 4 ° E

de nylon, donc si on observe une tache foncée, alors le géne PLCT a été transcrit. Chaque puits recoit sement de la figure X/ g o

I'ARN total donc entre autres des ARNTr : les révéler permet de s'assurer que le prélévement des ARN 59

totaux a bien été correctement réalisé. On observe des bandes noires a partir du stade 4 du dévelop- M{Da) | logM | dy (mm) 8¢

pement des anthéres, dans le pollen mature et dans les tubes polliniques mais pratiquement pas dans 100 2 8 (_E

les autres structures du végétal : le géne PLC1 semble coder une phospholipase C qui s'accumule dans 80 1.8 15 3

les derniers stades de formation du grain de pollen et entre en jeu dans la formation a partir du grain 50 =7 28

de pollen mar d’un tube pollinique. Or, ce dernier correspond & un changement de forme de la cellule lui 40 1,6 35 3 2‘0 d 4'0 60 \:f a5

permettant de s'insérer dans le style et d'atteindre un ovule. La PLClinterviendrait dans la signalisation B 20 1,3 56 Distance de migration (mm)

aprés reconnaissance entre grain de pollen et stigmate a I'origine de Ia réorganisation du cytosquelette Tabloau

autorisant la formation du tube pollinique. —_— Détermination de la masse moléculaire par électrophorese.

D’aprés PEYCRU et al. (2013)
8.4 La lecture graphique (ou le calcul) permet d’obtenir les masses M;

C. ACtiVité 3 suivantes pour la molécule / : M, = 13 kDa, M, = 45 kDa, M, = 80 kDa.
Corrigé D'apres GODINOT et al. (2010)

Le géne lac | s'exprime toujours pour les 2 souches (couleur jaune) : il n'est pas induit. Le répresseur
est donc toujours synthétisé. Le géne Z s'exprime uniquement lorsque la souche sauvage est dans un
milieu riche en lactose (couleur jaune donc les ARNm des 2 souches s'expriment dans un milieu riche
en lactose, couleur rouge dans un milieu riche en glucose donc seul I’ARNm de la souche mutée sont
présents) : il est induit en présence de lactose. Par contre, il est toujours exprimé chez la souche mutée :
I'induction ne se réalise plus. Le géne CRP n'est pas exprimé lorsqu’une souche est dans un milieu riche
en glucose (noir = signal éteint lorsque les 2 souches sont dans un milieu riche en glucose par exemple).
Le géne CRP a une expression bien contrélée pour les deux souches. Le site O n'intervient pas dans
le controle du géne CRP. Le site o™ posséde une séquence qui n'est plus reconnue par le répresseur
pourtant synthétisé : le répresseur ne peut donc plus inhiber la transcription du géne Z qui s'exprime
quel que soit le milieu : il n'y a plus de contrdle négatif par le répresseur.

D'aprés PEYCRU et al. (2013)
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