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81 Les enzymes de restriction bactériennes coupent I’ADN isolg
de n’importe quel organisme en un lot de fragments définis quj et
différent pour chaque enzyme de restriction.

Les enzymes de restriction sont des outils de base pour une grande partie
des techniques de manipulation de genes.

Sites cibles des enzymes de restriction 78

Exemple : enzyme EcoRI. Exemple : enzyme Smal.
5--—-G[AATTC-—3 5 G G G-
CTTAA|G----5 3 ccc-—5

coupure asymétrique coupure bouts francs

La position des séquences cibles est un caractére constant du génome d'u
organisme. Par exemple, pour un organisme hypothétique avec un seu
chromosome linéaire (E = site de coupure par EcoRI).

ey 4
2 EE
. 2 3fe
E 1 molécules ’ADN
E
1 B
2 4

Ensuite, des échantillons des fragments d’ADN spécifiques peuvent étre
déposés sur un gel d’électrophorese.

% ! dépot dans le puits de 'échantillon

coupé par EcoRI
(plus grand)
f==<] 2
Les fragments d’ADN double brit
] 4 sont visualisés par coloration al
bromure d’éthidium.
== ] 3
] 1
(plus petit)
22,83, 85, 86,88
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possible de cartographier les sites de coupure d’une
restriction sur une molécule d’ADN.

ie d’un fragment d’ADN avec deux enzymes de

€ 8 &
colpmparTaall ol

G G
cc

ce

‘coupure par Haelll G ¢

78, 81,83

-les échantillons d’ADN linéaire avec Taql et Haelll séparément et
longueur des fragments correspond 2 la distance entre les
es sur I’ADN.

échantillons
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—
3o— —
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83 =3

Les sites de restriction sont des points de repére utiles Pour
I’étude de la structure et de la fonction de ’ADN.

]

1. Ils définissent des fragments d’ADN spécifiques pour I’étude.
2. Iis agissent comme des marqueurs permettant la cartographie des gineg

Exemple : A partir d’une carte de restriction.

5 FEe , Eco, Eco g
s,

géne x (détectable seulement dans
ce fragment, donc son locus est
grossidrement cartographié)

Exemple : le polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(RFLP) agit comme marqueur des chromosomes hétérozygotes.

Hindlli(H)

H H H H

| i ¢'—l‘ ADN d'haplotype* A'
oo 0 e el | ADN dhaplotype A?
o v B 1 H

Un individu, par exemple A' A2 leu leu-, est un double hybride approprié
I"étude de la recombinaison.
i les produits de méiose d”un tel double hybride sont, par exemple

40 % A leu*
40 % A lew
10 % A leu
10 % A2 leu*

On peut en déduire la liaison suivante :

A teu®
i
= L~ ——

A lew
— 20m —

* Les haplotypes (« génotypes ») définis par les fragments Hind III sont

Al=1+11+10
A2=1+1V

1,78, 81,82, 108
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'n solution, les acides nucléiques simple brin avec des
s se rencontrent et s’hybrident.

ologie au niveau de la séquence nucléotidique est un autre
fondamental sur lequel sont basées les manipulations génétiques.

tion s’effectue par tAtonnement lors des collisions aléatoires.
s fondamentaux d’hybridation

‘hybridation in situ.
turation partielle des chromosomes polyténiques de Drosophila.
on avec une sonde radioactive spécifique de I’ARNt 92..
ion des séquences complémentaires, €limination du reste par

tion 2 un film a rayon X (sensible 2 la radioactivité).
lographie. l

poomEEE N EOE m mmmairo

le marquage montre le géne ARNt étudié
le temps d’hybridation d’un ADN sb en solution peut &tre suivi
d’une courbe de Cot.
"hybridation rapide ADN génomique de vache
/ des ADNs répétés 77

hybridation
de I’ADN unique

temps normalisé (Cot)
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85 Des fragments d’ADN de différentes origines peuvent étre liég
in vitro en utilisant I’enzyme ligase, pour former une moléeyjg
@’ADN recombinant.

Ce principe fournit la base de la technologie de I’ ADN recombinant, gy
permet la création de génomes complétement nouveaux par la combingj.
son de molécules d’ADN non apparentées.

Remarquez la différence par rapport 2 la recombinaison homologue 22,

Les fragments devant étre joints doivent avoir des extrémités cohésives
(par exemple, coupure avec EcoRI) ou des bouts francs (par exemple,
coupure avec Smal 81, 86).

[Exemple : ligaturation d’extrémités cohésives.

» fragment d’ADN de souris généré par ECoRI.

AATTC G
G CTTAA
* plasmide bactérien coupé par EcoRI.
G AATTC
CTTAA G

* molécule d’ADN recombinant.

ADN de souris
e g,
0\—(»"’/_\07;4770

3 s

ADN bactérien

—— = action de la ligase
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#étre étudié, un fragment d’ADN peut étre amplifié par
on dans un vecteur de clonage (« porteur ») et propagé dans
e se multipliant rapidement.

‘donne le moyen d’obtenir de grandes quantités de régions
fiques afin de les étudier.
; e plasmide pBR322 d’E. coli R, créé expérimentalement, porte
 sites de clonage, dont le site BamHI  I'intérieur du gene de
2 la tétracycline. Les plasmides 29 avec un insert conferent aux
sensibilité 2 1a tétracycline.

2 phage A comme vecteur 31.

région non essentielle

: (couper)

/

A — = s

insérer 'ADN & cloner
d’un fragment d’ADN est nécessaire pour produire une taille
our I’empagquetage dans la téte du phage 78, 81.
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87 De nouveaux ADN peuvent étre introduits dans des c,
par transformation, transfection, microinjection ou sur des
projectiles.

elluleg
Micrg,

11 peut étre surprenant que de I’ADN exog@ne soit absorbé par des celluleg
procaryotes et eucaryotes, et maintenu stablement dans ces cellules, soit
par réplication autonome, soit par intégration dans le génome.

Exemple : transformation d’E. coli amp® tef* avec de I'’ADN du plasmig,
pBR322 recombinant 29, 86.

* ADN plasmidique « souche réceptrice bactérienne
“tot® o ™
amp’ A \
Q chromosome /6:\ i y
unique e

* ajouter I’ADN plasmidique aux cellules traitées au CaCl,.
+ sélectionner les transformants amp” tetS.
—.— plasmide absorbé

(250

Exemple : obtention de progéniture phagique (plaques) par transfection
@’E. coli avec de I’ADN de phage A recombinant 86 .

L@ =
ADNL 4 é?i%/g _, production de

recombinant plagues phagiques
cellules d’E. coli
Exemple : correction de la déficience de croissance des souris naines parle
geéne de I’hormone de croissance de rat (GH) sous contrdle d’un prome-
teur sensible aux métaux lourds 73,94 .

« injection d’ADN recombinant dans des ceufs fertilisés de souris naines,
« implantation dans des femelles,

+ une partie de la progéniture est de taille normale et possede I’ADN
chimere intégré dans leur génome.

Exemple : des cellules de plantes et de champignons ont été modifiées avet
succes en leur tirant des microprojectiles de tungsténe enrobés dc TAD!
approprié.

Les plantes ou les animaux dont le génome a été modifié par P’insertio?
d’ADN exogene sont appelés des organismes transgéniques.
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énome entier cloné en fragments dans une population de
obiennes ou de virus est appelé une banque génomique.

banque est de maintenir le génome sous forme de fragments
propriée, chacun de ces fragments pouvant étre extrait de la
fins d’étude.
, : banque génomique eucaryote dans le phage A.
*ADN eucaryote.
-avec une enzyme de restriction comme EcoRI 78 .
P

er dans la souche de A Charon 4a 86.

—— EE—

ction d’E. coli et obtention de plaques. Seuls les phages A avec
formeront des plaques 87 .

tapis d'E. coli

plaques phagiques
(lyse des bactéries) 31
e plaque représente un fragment eucaryote cloné.

de plaques représentent une banque génomique entiere ?

ons que le génome eucaryote soit de 101 paires de nucléotides ;
4a () est réputée porter 1,5 x 10 paires de nucléotides, donc il
au moins 1010+ (1,5 x 10%) ~ 6 x 10% plaques.

: banques ’ADNc 90 .
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89 Des clones spécifiques peuvent étre sélectionnés a partir d’une
banque génomique par hybridation avec une sonde de séquence
complémentaire 84 ou par détection de la fonction d’un géne port¢
par le clone.

Exemple : sonder les colonies qui constituent la banque 92 (en utilisany
une séquence d’ADN spécifique marquée).

cellules lysées,
ADN dénaturé et
ADNsb transféré
sur une feuille de
nitrocellulose

nitrocellulose incubée
avec la sonde

tache radioactive due &
la sonde radioactive
hybridée spécifiquement
avec cette colonie

Hybridation sur plaques ou sur colonies
Exemple : complémenter 1’auxotrophie d’une cellule receveuse avec
I’ADN cloné.

banque de plasmides faite a partir
d'un génome de levure leu* 86 88

transformation des cellules
de levure receveuses leu~ 87

étaler les cellules sur
un milieu sans leucine

.

1= contiennent des plasmides
@ = portant leu* 50

) 8
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m Les régions codantes des génes eucaryotes peuvent étre obte-
 pues par synthese d’ADNc* a partir de ’ARNm total.

11 existe fondamentalement deux sortes de banques, les banques préparées

’ADN fragmenté et les banques d’ADNc préparées 2 partir de
mm mature.

[Exemple : construction d’une banque d’ADNc.

1. Extraire les ARNm (extraction basée sur la polyadénylation de la
queue des ARNm).

2. Synthétiser les ADNc 2 partir des ARNm par action de I’enzyme
réverse transcriptase.
ARINIT MBS0 0 N P R A (AAA... AA)
amorce TTT
polymérisation de I'ADN
par la réverse transcriptase

|

ADNsh> B E F a E RRGeST,

l polymérase |

ADNdb e mnsseni s
(ADNC) mmsmeaes s o

3. Ajouter des « queues » poly C aux extrémités 3° de I’ADNc et des
«queues » poly G aux extrémités 3’ de I’ADN du vecteur pour permet-
tre la ligation. 86

4. Ligaturer dans le vecteur plasmidique pour créer une banque d’ADNc
dans la bactérie. 88

3. Chercher, passer la banque au crible, comme en 89.

* ADN complémentaire
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Analyse par. Souther,

91

Un fragment d’acide nucléique peut &tre détecté ay g,
d’une population hétérogéne par hybridation avec une sonde poy,
tant la séquence nucléotidique complémentaire.

L'association des techniques d’enzymes de restriction, d’€électrophorege,
d’hybridation et d’autoradiographie constitue un outil d’analyse puissan,

Exemple : transfert selon Southern.
1. Electrophorgse des fragments d’ADN.

—
1 )
2 —
3 T bandes visualisées par
4 — coloration au bromure d'éthidium
g
¢ pm—
¢ 18, 78,81
2. Transfert des fragments sur nitrocellulose.

3. Incuber la nitrocellulose avec la sonde, par ex. un ARNt radioactif.

marquage .

. donc le fragment 8 contient

le géne de I'ARNt

autoradiogramme 8
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_La sonde utilisée pour P’hybridation 91 peut étre un ARN
scifique, un ADN ou un ADNG, ou encore un oligonucléotide syn-

7 A‘]i; b;:!on‘;g: dépend de I’existence d’une sonde appropriée pour
intéressant.

N. Par exemple ARNt ou ARNr.

c. Certains tissus sont enrichis pour un ARNm spécifique. Par
“dans les cellules d’oviducte de poulet, 40 % de I'ARN est de
n d’ovalbumine. De nombreux clones d’ADNc de ce tissu contien-

. ADN équivalent cloné 2 partir d’un organisme apparenté 97.

nucléotides. Si au moins une partie de la séquence en acides
és d’une protéine est connue, une séquence nucléotidique peut étre
‘et une courte molécule d’ADN de méme séquence synthétisée
! nt. De cete manidre, le géne codant pour cette protéine peut
né dans une banque génomique 88.

\QUE : 2 cause de la redondance du code génétique, un mélange
cléotides synonymes (codant pour les mémes acides aminés) est
. comme sonde pour I'hybridation.
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93 La séquence nucléotidique d’un fragment d’ADN clong
peut étre obtenue par les techniques de Maxam-Gilbert ou de
Sanger.

La propriété la plus fondamentale d’un géne est sans doute sa séquence
nucléotidique. Celle-ci peut maintenant étre déduite par Iutilisatio,
de techniques variées, dont certaines ont été automatisées. Certains. petits
génomes ont €€ entidrement séquencés.

[Exemple : Maxam-Gilbert.

1. Sortir I’ADN du vecteur, dénaturer et marquer I’extrémité.

2. Traiter chimiquement pour casser rarement aux nucléotides G, C,
TouA.

3. Déposer sur gel d’électrophorese et révéler I"autoradiogramme,

G A c T

4. La séquence se lit 2 partir du bas du gel, en remontant :
C T 6 AT A G 6 AGT

Les régions structurelles importantes a étudier :

* régions régulatrices en 5° 72,
« phases de lecture ouverte,
* jonctions exons-introns 75.
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expression d’un gene peut étre dirigée (par exemple dans
rganisme ou par un stimulus extérieur spécifique) par cons-
‘d’un gene chimére comportant la région transcrite et une
de controle appropriée.

iques de I’ADN recombinant permettent la création de cons-
‘d’ADN destinées 2 des fins expérimentales ou commerciales.

: utilisation du géne LacZ d’E. coli comme « gene reporter »
er la spécificité, lors du développement, des promoteurs de
a induits par la température :

‘géne chimére

promoteur induit par la géne LacZ
température (Drosophila) (E. coli)
Jrosophila transgéniques 87 portant cette construction subissent un
ermique, puis sont tuées et testées pour 1'activité B-galactosidase,
1s ol le gene est exprimé deviennent bleus 2 cause du composé
2 partir d’un substrat chromogénique de la 8-galactosidase.

expression du transcrit de I’hormone de croissance de rat (GH)
ce de métaux lourds (voir aussi 73)

géne chimére

promotrice du géne séquence GH de rat
ionéine de souris
‘aux métaux lourds)

le : production d’insuline mammifere dans les bactéries :

géne chimére
——
région promotrice séquence sans introns*
bactérienne codant pour I'insuline

S introns ne peuvent pas étre excisés dans les bactéries.
it 75
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9 —

5 Tout géne cloné présentant un phénotype mutant ident.ﬁahk
peut, en principe, étre isolé par mutagense par transposition, Les
transposons sont utilisés pour causer des mutations et, de cette
facon, agissent comme des marqueurs moléculaires du fragmep
d’ADN recherché.

Si le transposon est rarement représenté dans le génome, son utilisation
comme sonde devrait conduire 2 I'isolement du géne mutant.

Procédure
1. Dans une souche contenant des transposons actifs, sélectionner Jo
phénotype mutant du géne x.
Certaines mutations seront celles-ci :
Tn

——
\géna x/ 58

2. Utiliser un transposon cloné comme sonde.

vecteur 86
Tn

3. 1l peut étre utilisé pour détecter le géne x interrompu par hybridation
avec une banque 89.

HR

4. Utiliser des sous-clones contenant les extrémités du fragment pou
détecter le géne x entier dans une banque sauvage.

5. Tester pour x par transformation 87 ou par hybridation in situ 84.




[image: image16.jpg]s régions du génome ne pouvant étre clonées directement
étre sélectionnées dans une banque en marchant sur le
2 partir d’une région adjacente.

est basée sur I’existence d’un gene fortement li€ qui est
u déja cloné.
marche dans cette direction

segment cloné région
déjaisolé 86 intéressante

un sous-clone du segment cloné suivant.
A
e
te de restriction [ 1L T i { s, — |
1 e

‘segment sous-cloné
a utiliser comme sonde A 82, 83

fragment isol¢ d’une banque avec la sonde A.
It 88

A B8
s T y oGy
I I i} T 11T I T  §
—
segment sous-cloné

2 utiliser comme sonde B

jusqu’a ce que les chevauchements atteignent la région inté-

e

R
ce fragment cloné
a les propriétés
recherchées
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9 Si un géne est conservé au cours de I’évolution, un clone dyy
tel géne provenant d’une espice peut étre utilisé comme sonde Pour
isoler des génes homologues d’autres espéces.

De nombreux genes essentiels sont conservés, par exemple les Cyto-

chromes c, les globines.
géne Ay géne A, géne Ay

ancétre
commun

1,2 et 3 montrent de fortes homologies de séquence et s'hybrident les ung
aux autres 84 91.

Exemple : carte de restriction de ' ADN mitochondrial d’une espece de
champignon relativement mal étudiée « P » 1,82 .

%
lasonde 92 s'hybride
2 ce fragment

|

Utiliser comme sonde le géne de cytochrome cloné 2
partir de la levure, 98 , un champignon bien étudié.





[image: image18.jpg]‘mitochondries et les chloroplastes ont leur propre chro-
‘unique d’ADN circulaire distinct de I’ADN nucléaire.

s de ces organelles concernent surtout la production d’énergie ou
de protéines qui leur sont spécifiques.

levure, avec quelques genes localisés :

grand ARNr
cytochrome ¢ oxydase
‘sous-unité 2
=78 Kb
petit ARNF
cytochrome oxydase
sous-unité 1

'épinard, avec quelques genes localisés :

protéine P700 photosystéme Il
‘sous-unité 2
ATPase

‘sous-unités ARNt
! Bete
~ Cytochrome f ATPase

1 sous-unité o

ARNr cp ARNr cp

7

régions répétées
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99 Les ADNs mitochondriaux et chloroplastiques, ainsj
leurs phénotypes variants associés, sont généralement hérités
seul parent.

Qup

Un test opérationnel des mutations des organelles
Exemple : plantes supérieures au feuillage panaché.
Croisements entre secteurs :

blanc @ x vert &
1
toute la progéniture est blanche hérédité maternelle

vert @ x blanc &

1
toute la progéniture est verte hérédité maternelle
verte
panachée blanche
9%
Exemple : certains mutants de levure résistants aux antibiotiques.
By, ant® anf ant® anf
[ONONONC]
antr "\ -
diploide (méiose) — tétrades 32 ou
n T ~
® ©©00
it
ants ant” ant’ anf’ a
Exemple : Neurospora sénescent.
sénescent @ X non sénescent ' non sénescent ¢ x sénescent &

1 1

toute la progéniture est sénescente pas de progéniture sénescentt
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Dans un cytoplasme contenant un mélange de variants
es, un us de tri, dont le mécanisme est inconnu,

zygote, avec un mélange de
chloroplastes verts et blancs

plante au feuillage
panaché

98,99
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1 01 Les phénotypes variants associés aux ADNs variangs des
organelles sont transmis seulement par contact cytoplasmique,

Exemple : test d’hétérocaryon.

Champignon, souche 1
leu*
I. : )CE variant mitochondrial sénescen;
et
Champignon, souche 2
type mitochondrial normal
leu
Hétérocaryon
pas de mélange nucléaire
couper aprés la
fusion cytoplasmique
isoler des souches sénescentes leu™
et des souches non sénescentes leu+

REMARQUE : c’est un autre critére opérationnel pour localiser des
mutations dans les organelles 98, 99, 100.
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Plusieurs protéines localisées dans les organelles ont des
ss codées par les deux ADNs nucléaires et organellaires.

ici la base moléculaire de beaucoup d’interactions génétiques
smiques.
‘TPase membranaire mitochondriale de la levure.
I codées par I’ADN nucléaire.
lités codées par I’ADNmt.
4 des 10 genes de sous-unités sont montrés dans le dessin

de la sous-unité 1 géne de la sous-unité 2
de 'ATPase de 'ATPase

iy 8

traduction dans le cytoplasme
ATPase

AN
ARNm ,ﬁ?dumion ici
P

soub-unité 3 sous-unité 4
de [ATPase__ de IATPase

mitochondriome
protéines photosynthétiques dans les membranes du chloro-
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103 )

Dans plusieurs organismes bien étudiés, des réarran-
gements spontanés de I’ADN des organelles se produisent avec une
haute fréquence.

Chez les plantes, il n'y a pas de phénotype mutant associé ; le processus
semble étre toléré.

Exemple : réarrangement de I' ADNmt des plantes.

S
forme grande intermédiaire de forme de
recombinaison taille moyenne
S
forme petite

98
Exemple : levure petite.
ADNmt de levure normale A —+ A

Ces « petites » présentent des délétions et, comme telles, peuvent étre
utilisées pour cartographier I’ADNmt 60.
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1 04 La variance phénotypique d’une population est définie
par deux composantes, la variance génétique et la variance due a
Penvironnement. Leurs valeurs relatives sont mesurées par I’héré-

. dité large (H2).

Ce principe concerne le probleme de la distinction de la contribution
génétique et de la contribution de l'environnement 2 la variation
quantitative.
La variation phénotypique continue 1 est mesurée par la variance :

 fréquence

mesure du caractére
Les composants de la variance (S?) sont additifs. Donc,

B 2
820 = S50 + Semiing Hérédité au sens large = | H? :%
a

105, 106

Estimations expérimentales
1. Obtenir des clones asexués 2 partir de plusieurs génotypes individuels.
Clones d'un génotype, obtenus par boutures
e 1) : La variance A I'intérieur

d’un clone doit étre due a
Ny I’environnement, donc on
N W estime S2g¢no dans la popu-

lation comme :

S2phéno moOiINs  SZenviro
' (variance de la population) (ou variance interclonale)
2. Créer plusieurs individus de génotypes identiques, par exemple,
AAbbCCDD x aaBBccDD
13 La variance dans la progéniture
progéniture identique AaBbCcDD doit étre due 2 I’environnement.
H?2 est calculé d’une maniére similaire 2 celle utilisée en 1.
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1 05 La proportion de variance phénotypique qui répond a la
sélection artificielle est appelée « variance génétiq
sa valeur relative est mesurée par hérédité stricte (h?).

Deux effets génétiques majeurs contribuent 2 la variation génique : les
degrés variés de dominance et 1’additivité des effets des genes. Les effets
additifs sont plus pratiques pour servir de base 2 une sélection sire.

SPheno = Skaditve + Slommnance + Senviro
Cuaae  ommEney
>
SEeno

7
12 — Shaaune

1,104,106
Estimations expérimentales
1. Par des expériences de sélection.
Génération 1

I . Sélection des

parents pour la
4;]

28 génération
Génération 2
: r | : \

n2=Y
x

2. Par mesure des corrélations entre parents.

Exemple : h? =2 (cefficient de corrélation des phénotypes des enfants
de méme pre et mere).
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1 06 La variation génétique impliquée dans la variation phé-
notypique continue est attribuée 2 la variation dans les polygénes,
geénes ayant des effets similaires et cumulatifs sur un phénotype.

Exemple : trois loci hypothétiques affectent un phénotype et chaque lettre
capitale représente une dose d’ « activité ».
AAAAAA X &3a13232858;

F AraiArzrhsa,

approximation & une
/ distribution continue

1 2 & & 5
nombre de dose de géne
Profils de ségrégation expérimentaux typiquement attribués aux poly-

genes.

Parents

Fy

Fa

1,104,105
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1 07 Certaines variations discontinues sont causées par I’effet
de seuil des polygenes.

Exemple : quelques exemples probables d’effets de seuil chez les
‘humains :

« palais ou 12vres fendues,
« pied bot.

Les pedigrees de tels phénotypes montrent une récurrence de génération
en génération et non un profil simple.

Mécanisme

Par exemple, trois loci hypothétiques d’un polygene contribuent 2 un
certain caractére de telle maniere que :

« siun individu a cinq doses de genes ou plus, son phénotype est A,
« si un individu a quatre doses de g&nes ou moins, son phénotype est B.

phénotype B
fréquence dans
la population
phénotype A
6 94 2 3 A & @6
nombre de doses de génes

1,106
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1 08 Des populations possédent un niveau étonnamment élevé
de variation discontinue, attribuable  un simple loci mendélien.

Polymorphisme morphologique

Exemple : 1a plupart des
populations de tréfle blanc
sont polymorphiques pour ( Q
les chevrons des feuilles. v - v

Polymorphisme allozyme
Exemple : électrophorgse de 1’enzyme x.
Chez les vertébrés, un individu
est en moyenne hétérozygote 2 oo o By
pour environ 5 % des loci enzy- i —
matiques et les populations sont Allozyme A O R R R 2D D
polymorphiques pour environ
20 % des loci enzymatiques sans différences phénotypiques apparentes.
Polymorphisme de longueur
des fragments de restriction d’ADN (RFLP)
Deux types de base :
1. Un type associé a un changement de la fonction du geéne, par exemple
la thalassémie — maladie causée par un géne B-globine mutant —, des
sites de restriction sont changés par la mutation.

) géne‘ﬂglowblmz

o t=sitede
b — } clivage de I'enzyme
sonde
2. Un type sans différence apparente de phénotype, par exemple, deux
individus peuvent avoir des génes B-globine identiques et fonctionnels
mais une différence dans les sites de restriction extérieurs au géne.

mutant-+-

fragments | —— | AetB géne B-globine
révéléspar| — | cliniquement e~ "—‘ '
une sonde normaux -
B-globine ' e—

Brrert— —— e

~ t t t

A B e
sonde 82
A et B sont homozygotes dans ce cas.

Mutations rares 39 44
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1 09 Dans des populations présentant une variation discon-
tinue imputable 2 un simple locus mendélien, une description
fondamentale de la structure génétique de la population corres-
pond 2 une mesure de la fréquence alltlique.

Exemple : pour un locus allozyme A avec deux alleles 1 et2 :

bandes

protéiques | =
- .
Do Ahy Ay AA,
Homo (1) = Proportion d’individus A; A;
Homo (2) = Proportion d’individus A; A,
Hét = Proportion d’individus A, A,

Notez que :

Homo (1) + Homo (2) + Hét=1.
La fréquence d’un allkle (ici A,) est p.

p =Homo (1) + 1/2 Hét

La fréquence de I"autre allele (ici A,) est g.

g =Homo (2) + 1/2 Hét
Notezquep +¢g=1

Pour plus d’allles, disons 3, un terme supplémentaire est introduit, par
exemple,p+g+r=1.

1,108
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1 1 0 Dans une population diploide ayant un fort brassage
génétique et des fréquences alléliques constantes, les proportions
génotypiques pour un locus autosomal avec deux alléles sont stables
et données par la formule de Hardy-Weinberg.

D’autres proportions génotypiques sont possibles pour toutes valeurs de p
et g, mais, par définition, ce ne sont pas des proportions d’équilibre. Voici
ccomment 1’équilibre de Hardy-Weinberg est défini :

P

2 954 )
AA; | AAy | AAy

REMARQUE: p2+2pg+¢2=1

109,111
En cas d’équilibre :

fertilisation

pP.q
fréquence
des gamates

Si la population est en équilibre de Hardy-Weinberg, les fréquences des
génotypes sous-tendant un phénotype dominant peuvent étre calculées ;
par exemple, pour I’albinisme (aa), la fréquence des individus affectés est
de 1/10 000 = g%

C’est-a-dire : g =

Ensuite, p2 et 2 pq peuvent étre calculés: 2 pg (fréquence des
hétérozygotes) est
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1 1 1 Pour les population en équilibre de Hardy-Weinberg, la
proportion d’hétérozygotes est maximale quand les fréquences allé-
liques sont égales.

Le calcul des proportions génotypiques de Hardy-Weinberg pour les
différentes fréquences alléliques révele le fondement de ce principe, ainsi
que d’autres indications importantes sur la structure de la population.
Exemple : pour un géne avec deux alléles A et a, 1a fréquence d’hétéro-
zygotes est la plus élevée quand p = g = 1/2.

109,110
Cette figure montre toutes les possibilités :

fréquence des U
génotypes

[
p=0
q=1

REMARQUE : la plupart des alléles rares se situent chez les hétérozygotes

DR S
I S

— 0

rare récessif p rare dominant
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1 1 2 Pour les populations en équilibre de Hardy-Weinberg, les
fréquences de tous les types de croisements peuvent étre calculées.

Calcul

J Parents
EM PpPAA | 2pqAa | qPaa

p?AA p* 2p°q CH
2pq Aa 20°q | 4p°¢* | 2pq®
i AR 20 -

La grille montre les fréquence des différents croisements 109 110.

REMARQUE : la fréquence de croisement d’un génotype Aa par un
génotype aa, par exemple, est 2 pg> + 2 pg® = 4 pg*, mais la fréquence de
croisement d’une femelle Aa par un méle aa est de 2 pg>.

Note

La structure reproductive d’une population est importante pour les études
écologiques et phylogéniques.

Cette grille permet aussi de conseiller des parents sur les risques de
maladies génétiques.
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1 1 3 Plus la valeur de g est faible, moins la sélection contre le
phénotype récessif est efficace.

Ce principe montre comment la sélection influence les fréquences alle-
liques. Dans notre exemple, nous avons choisi la sélection la plus sévére
possible pour illustrer le processus.

[Exemple : population de départ.
. p=12,q=1/2 109
+ en imposant une sélection complte contre le phénotype aa

gamétes
B A a
poAA 1/4 1/4 0
2pq Aa 1/2 1/4 1/4
¢ aa 1/4 0 ™7™

p'=2/3,q4'=1/3
g vapasser de 1/2 —1/3 —1/4 —1/5 >1/6 etc.

9 9 q q q
2 travers les générations successives 110, 111.
Voici une représentation graphique de ce résultat :

H

T T T T T T T
Nombre de générations ayant subi une sélection compléte

Donc, pour un allele rare récessif, passer de ¢ = 1/100 2 ¢ = 1/200 prendra
100 générations de sélection.
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1 1 4 Un taux net de mutation unilatéral peut changer la
fréquence d’alleles jusqu’a I’établissement d’un équilibre de muta-
tion.

Nous considérons 2 alleles, Aj et Ay, qui se convertisssent l'un 2 I'autre
(réciproquement) a des taux différents. Dans cet exemple, nous ignorerons
la sélection.
taux de mutation p.
Ay > Ay
<
taux de mutation v

Si u est une mutation premidre, i est habituellement supérieur 2 vetil y a
une nette pression mutationnelle de Aj vers A, 39, 44, 109, 115.

L’équilibre mutationnel est atteint quand la fréquence de A, est :

i
ptv

=

Simulation

= 1 (grand diamétre)

v (petits diamétres)

valeur d'équilibre de q
q

; REMARQUE : la pression de sélection agit trés lentement.
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1 1 5 Quand sélection et mutation agissent de maniéres oppo-
sées, les fréquences alléliques deviennent stables. C’est un équilibre
de sélection/mutation.

Ce principe montre les interactions complexes des forces qui déterminent
les fréquences alléliques.

Exemple :

« Sila sélection contre aa est telle que les chances de aa sont moindres
que celles du type sauvage d’un facteur s (coefficient de sélection).

« Sila mutation A vers a se produit 2 une fréquence 4t et que v peut &tre
ignoré 109,113,114 .

L’équilibre de sélection mutation est atteint quand :

Simulation

. p mutation

s (sélection)
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1 1 6 Dans toute population d’effectif limité, les fréquences
allRliques peuvent changer irrégulitrement de génération en géné-
ration par dérive génétique aléatoire.

Ce phénomene releve d’une erreur d’échantillonnage. Du fait de Ieffectif
limité, les gametes peuvent ne pas étre un échantillon typique de la fré-
quence d’allele de la génération précédente 109, 117.

1" génération 2® génération
e 00 ©
€000 e

Sur plusieurs générations :

d

petite population
\ grande population

— temps fixation

REMARQUE : plus la population est petite, plus la dérive génétique aléatoire
des fréquences alléliques est forte.
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117 "

La consanguinité influe sur la stucture génomique d’une
population en augmentant la proportion des homozygotes et en
abaissant celles des hétérozygotes.

[Exemple : 1’autofécondation, une forme extréme de consanguinité.

Etant donné une population initiale entierement composée d’hétéro-
zygotes :

LN

755

AA AA Aa aa aa
11, 109, 110

Pour des valeurs spécifiques de p et g, et du coefficient de consanguinité,
1a structure de la population a I’équilibre est :

AA =pF +p*(1-F)
Aa=2pq(1-F)*
aa=qF +¢*1-F)

ol F est le coefficient de consanguinité, qui mesure le degré de consan-
guinité moyenne dans une population.

Les petites populations peuvent présenter des effets liés 2 la consanguinité
‘méme si celle-ci n’est pas pratiquée délibérément.

* REMARQUE : cette formule montre que F peut aussi étre congu comme
la réduction proportionnelle des hétérozygotes due 2 la consanguinité.
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1 1 8 Dans une population donnée, des loci tres liés ou non liés
atteindront un équilibre de liaison, dans lequel les proportions
génotypiques pour chaque locus sont combinées de maniére aléa-
toire. La liaison ralentit seulement 1’obtention de I’équilibre.

Ce principe montre les effets des liaisons de g2nes au niveau de la
population. La conclusion surprenante est que ces effets, en maintenant
toutes les combinaisons alléliques possibles, ne sont que provisoires.

- Exemple : équilibre de liaison des loci Ala et Bfb

522 | M | 2q8a | Gaa REMARQUE : les fréquences
génotypiques seront le produit
P2BB AABB | AaBB | aaBB des fréquences des loci indivi-

— duels (par ex. p2 P2 AA B8)
2PQ Bb AA Bb Aa Bb aa Bb

@bb | Aabb | Aabb | aabb 26,109,110, 111

Au niveau des gamates :

AB=r aB=s

Ab=t ab=u
L’équilibre de liaison est atteint quand :

ru=st
Le déséquilibre de liaison est représenté comme :
d=ru-st

[Exemple : en commencant avec AA BB et aa bb égaux

r=12,u=1/2,5=0,t=0
d=1/4-0=1/4

aTéquilibre 7, u, s, ¢ sont tous 1/4
d=1/16-1/16=0

~ REMARQUE :
1 d, = (1-RF)d, ; (RF = fréquence des recombinants)

~—RFbas

——— RF élevé

t

0
i La liaison des genes ralentit simplement I’atteinte de 1’équilibre de liaison
(d=0).
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119 )

Dans une population donnée, les loci liés au sexe ont des
valeurs d’équilibre génotypique différentes pour chaque sexe.

Dans le systtme XY, la plupart des chromosomes X de la population
appartient au sexe femelle, donc les formules d’équilibre doivent étre
ajustées en conséquence.

[Exemple : gene Ala li€ au sexe X.
A I"équilibre :
AA p?
Q {Aa 2pq

aa ¢*
AlY) p
= { aly) q
13,109,110
REMARQUE : comme p et ¢ sont toujours inférieurs 2 1, cela signifie que
les males auront toujours une proportion plus élevée de conditions réces-
sives liées au sexe X.

Exemple od q = 0,4. ° g

S’il n’y a pas équilibre :
+

(o ~ a9

nombre de générations —
de croisements aléatoires
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1 20 La génétique réverse fournit un moyen d’isoler un géne
partir de la protéine pour laquelle il code.

» Les génétiques traditionnelles et réverses constituent toutes les deux
des moyens puissants de découvrir comment les genes contrdlent les
fonctions biologiques.

« L’approche traditionnelle de la génétique consiste A débuter avec un
phénotype mutant et de terminer avec la protéine non fonctionnelle
correspondante. Par exemple,

N

[ Détermination des proportions |
phénotypiques mendélienne
_ parcroisement
i
i
Identification de Ia protéine
affectée

+ La génétique réverse, comme son nom I’indique, opére en sens inverse,
utilisant la protéine pour débusquer le géne qui la code.

Isoler la protéine
1

Déterminer la séquence en
acides aminés

1
Déduire la séquence d’ADN
4

Se servir d'oligonucléotides

\ synthétiques comme sondes
‘ R

Isoler le géne & partir de
T'ADN génomique
1

Modifier le géne par
mutagenése dirigée
7i’ S
Déterminer le phénotype |
modifié
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