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l. Introduction

|.1. Ou trouve-t-on des acides nucléiques dans les cellules ?
.2. Les différents types d’ acides nucléiques.

1.3. Que représentent les acides nucléiques dans une cellule ?
|.4. Comparaison de la taille des génomes.

.5. Les niveaux d’ organisation des acides nucléiques.



|.1. Ou trouve-t-on des acides nucléiques dans les cellules ?

Ribosomes Eucaryotes : Procaryotes
/ : ribosomes nucléoide
nucléole : .
: pili
\mitochondrie
Appareil de flagelle
Golgi :
Réticulum Membrane plasmique
Endoplasmique paroie
Rugueux (RER) noyaux
nucléole noyayRER
\ / 120
Ribosomes &p

chloroplaste ..
P Protéines de la

\ , — matrice
Appareil de :

Golgi enveloppe
mitochondrie ARN génomique
4
Vacuole



.2. Les différents types d’ acides nucléiques

Types

Chez Qui?

ADN Génomique
ADN Plasmidique

ARN Génomique

ARNTr (Ribosomique)

ARNt (de Transfert)

SnARN (épissage)

SnoARN (Méthylation)

SiARN (défense anti-virale)

MiIARN (Régulation de |’ expression de génes)
Ribonucléase P (Maturation des ARNt)

Tous sauf certains virus
Bactéries

Virus

Tous sauf Virus
Tous
Eucaryotes
Eucaryotes
Eucaryotes
Eucaryotes
Tous sauf virus




1.3. Que représentent les acides nucléiques dans une cellule ?



|.4. Comparaison de la taille des génomes



.4. Les niveaux d’ organisation des acides nucléiques

Niveau 4: Niveau 3: Niveau 2: Niveau 1:
La cellule et Les complexes Les macromolécules Les unités
ses organites supramoléculaires monomériques



Il. 1°" Niveau: les unités monomeériques des acides nucléiques

1.1.

11.2.

Composition et Structure des Nucléosides et Nucléotides
Il.1.a. Le B-D-Ribose et le 2-Désoxy-3-D-Ribose

Il.1.b. Les bases azotées

Il.1.c. Les Nucléosides et Nucléotides

I1.1.d. La nomenclature des Nucléosides et Nucléotides

I.1.e. Les groupements que |’ on rencontre dans les ANiques

Quelgues propriétés des Nucléosides et Nucléotides

I1.2.a. Propriétés spectroscopiques
1.2.b. Source d’ énergie



II.1. Composition et Structure des Nucléosides

B-D-Ribose Purine

OI

ZaN
NS 4 ScH

2 6CH
HC\&/

B-2" -désoxy-D-Ribose Pyrimidine

Pentose Baze azotée



II.1. Composition et Structure des Nucléosides

H
C
8CH
Purine /
H ° e ° .
C
26—\ Liaison 3 glycosidique
N1 5C ’
D-Rib | Cl -N9
B-D-Ribose Hcﬁg/c\
ou
H
/C P
|\||3 SﬁH /4\5CH
C2 6CH ;
\1/ ~ 1 /CH
Pyr|m|d|ne

.- Liaison 3 glycosidique
C1 -N1

11



I1.1. Composition et Structure des Nucléotides

O
NucléoSide Acide phosphorique Nucléo ide
Deux molécules (2") (phosphate) Trois molécules (2")

12



1I.1.b. Les bases azotées

H THZ T
C C C
P 76N
TN\ NT e A T \
| , 4@ 8/CH | . I s/CH c|2 4E 8/CH
HC 9 HC C. 9 9
Purine Adénine Guanine
S
C PANY ZEN AN, - ths
AR T L C W O
| [ 2 6 2 6
Hci\l/sCH O/C2\1/6CH O/C\“ll/CH O/C\ﬁ/CH
N N H H
Pyrimidine Thymine

Cytosine Uracile (5-méthyl-uracile)13



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone
* Les 2 azotes ne sont pas cOte a cote

Caen
Nantes Colmar

Chﬁﬁeau Chamonix

aux
arbonne

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone
* Les 2 azotes ne sont pas cOte a cote

C
N
C C
N
H
C
Z a4\
N5 e
HCZ , °CH
\ﬁ/

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone
* Les 2 azotes ne sont pas cOte a cote

* Les azotes sont imino (N) et les carbones

CH
H
C
N CH
HC CH
N
H
C
Z a4\
NG o
HCZ . °CH
\ﬁ/

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone
* Les 2 azotes ne sont pas cOte a cote

* Les azotes sont imino (N) et les carbones

CH
* L’ azote est trivalent, le carbone tétra

C
Z
i)
N
H
C
Z a4\
NS seH
HCZ , °CH
\ﬁ/

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Le cycle pyrimidique est un hexagone
* Les 2 azotes ne sont pas cOte a cote

* Les azotes sont imino (N) et les carbones

CH
* L’ azote est trivalent, le carbone tétra

H
C * On numérote a partir du bas, dans le sens
N/‘l \CH des aiguilles d’ une montre — N1,N3
1,0
2 6
N
C
Z a4\
NS ScH
2 6

Pyrimidine



I1.1.b. Les bases azotées

* Les groupements substitués = carbonyle et amino
* Le N1 doit étre amino pour pouvoir faire la liaison B-glycosidique
* On ne touche jamais la double liaison C;=C,

\
~OXI

N
-CH

|
6
SCH

K

I
HCZ |,
groupement/’ N
<~ H



I1.1.b. Les bases azotées

* Les groupements substitués = carbonyle et amino
* Le N1 doit étre amino pour pouvoir faire la liaison B-glycosidique
* On ne touche jamais la double liaison C;=C,

* L’ Uracile est le plus simple: 2 carbonyles (2 et 4), carbone tétravalent, donc double liaison 3=4
saute

1
groupement N
H

Uracile



I1.1.b. Les bases azotées

* Les groupements substitués = carbonyle et amino
* Le N1 doit étre amino pour pouvoir faire la liaison B-glycosidique
* On ne touche jamais la double liaison C;=C,

* L’ Uracile est le plus simple: 2 carbonyles (2 et 4), carbone tétravalent, donc double liaison 3=4
saute

* Thymine = 5-méthyl-uracile ?
Z a4\
NS seH
HC? , °CH
N2
groupement N
H 0 0
| |
/E\ /E\ /CH3

HNS ° SCH  HN sﬁ

| |
CZ 6CH CZ GCH

o il \ﬁI < o? \RI e
H H
Thymine

Uracile (5-méthyl-uracile)



I1.1.b. Les bases azotées

* Pour la cytosine, 1 carbonyle et 1 amino, donc 2 possibilités: carbonyle 2, amino 4 ou vice-versa

C
F a4\
NS " ScH
HCZ ., ®CH
N1
groupement N
0 NH, H 0 0
{ Ou | : E ok
N Z 4\ 7~ 4™\ AN _ 73
ANTOSCH NTT S HG TR NG s
2 6 2 6 2 6CH 2 6 CH
CH CH C C
HZN/C\l/ O/c\ﬁ/ 0/ \ﬁ/ O/ \ﬁ/
H
Cytosine Thymine

Uracile (5-méthyl-uracile)



I1.1.b. Les bases azotées

* Pour la cytosine, 1 carbonyle et 1 amino, donc 2 possibilités: carbonyle 2, amino 4 ou vice-versa

Or

* Le N1 doit étre amino pour pouvoir faire la liaison B-glycosidique

C
Z 4™\
NS e
HCZ , SCH
groupement/ N
0 0 '?'HZH T T
C u C TN S~ CH;
N 24\ 4 4
ANTOSCH NTT S HG TR NG s
2 6 2 6
cliCH _cZ, ScH 0. CH C{. CH
H,N" *@)’ 0”Z 0% N 07 N
H H
Thymine

Cytosine Uracile (5-méthyl-uracile)



I1.1.b. Les bases azotées

* Pour la purine, on rajoute un pentagone



I1.1.b. Les bases azotées

* Pour la purine, on rajoute un pentagone

* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte



I1.1.b. Les bases azotées

c
za~_ N
N% * SCH
Hc|2 6|CIH -
\ﬁ/ N

* Pour la purine, on rajoute un pentagone
* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte

® Le carbone est CH



I1.1.b. Les bases azotées

* Pour la purine, on rajoute un pentagone
* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte
* Le carbone est CH

® Le carbone est tétravalent



I1.1.b. Les bases azotées

C ¢ H
Z a8\ zai~__-N
N% * 5c/l\\\ N ‘ST
12 wOU 1) I e
Hc\l/c\ / Hc\l/c\N//
N ||§|| N

* Pour la purine, on rajoute un pentagone
* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte

* Le carbone est CH

* Le carbone est tétravalent

* Le carbone est toujours tétravalent et |’ azote
trivalent donc 2 possibilités



I1.1.b. Les bases azotées

C c. M
Z 6\ /h\ zai~,_. N
N C A\ N C -7\
OO QU 1O 10 scH
HC2N4C >y HCS S °CT o
N3 N1l \N
N N N
H
* On change le sens de la numérotation: * Pour la purine, on rajoute un pentagone

sens inverse des aiguilles d” une montre
dans |I” hexagone et on commence par
I” autre azote et on rechange de sens
dans le pentagone MAIS ON GARDE * Le carbone est tétravalent
Nl' N3

* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte

® Le carbone est CH

* Le carbone est toujours tétravalent et |’ azote
trivalent donc 2 possibilités



I1.1.b. Les bases azotées

* On change le sens de la numérotation:
sens inverse des aiguilles d” une montre
dans |I” hexagone et on commence par
I” autre azote et on rechange de sens
dans le pentagone MAIS ON GARDE
N, N,

* L’ amine du pentagone est en 9 et ¢’ est
I” azote qui fait la liaison B-glycosidique

H H
|\\ /S\ N
C A N3~ sC =7\
IC:cn QU | 1.O IO
\|\S; \ﬁ/ \N
H

* Pour la purine, on rajoute un pentagone
* Les 2 azotes ne sont pas cote a cOte

* Le carbone est CH

* Le carbone est tétravalent

* Le carbone est toujours tétravalent et |’ azote
trivalent donc 2 possibilités



I1.1.b. Les bases azotées

T
HN, ° sC7 A
|2 °[ scH
H L3t~ o/
C H,N N ||§||
N e\ :
| 1 5 i s CH Guanine
2 4C 9
Hc\fl _ \N/
H
NH,
| * A" inverse de la pyrimidine I N qui fait la liaisor
C glycosidique est déja amine car on ne substitue
N3//4 \5CH pas le cycle imidazole (pentagone)
I 5 6 " * Les groupements substitués = carbonyle et
/C\ 1 /CH amino
0 N * La guanine s’ apparie a la cytosine et ¢’ est les
H substitutions inverse de la cytosine

Cytosine



I1.1.b. Les bases azotées

Adénine

L’ adénine, une seule substitution: NH2 et
pas dans la méme position que la guanine

ou

6-amino-purine

o)
|
HN, ° sC7 A

| I sCH

CZ 4c 9/
BNT SN N

N\ H

Guanine

* A" inverse de la pyrimidine I N qui fait la liaisor
glycosidique est déja amine car on ne substitue
pas le cycle imidazole (pentagone)

* Les groupements substitués = carbonyle et

amino , ,
* La guanine s apparie a la cytosine et ¢ est les

substitutions inverse de la cytosine



I1.1.b. Les bases azotées

Adénine

L’ adénine, une seule substitution: NH2 et
pas dans la méme position que la guanine

ou

6-amino-purine

o)
|
HN, ° sC7 A

| I sCH

CZ 4c 9/
BNT SN N

N\ H

Guanine

* A" inverse de la pyrimidine I N qui fait la liaisor
glycosidique est déja amine car on ne substitue
pas le cycle imidazole (pentagone)

* Les groupements substitués = carbonyle et

amino , ,
* La guanine s apparie a la cytosine et ¢ est les

substitutions inverse de la cytosine



11.1.c. Les Nucléosides et Nucléotides

ik
C
Z
N e\
| g /CH
0~
‘o—|">—o—H2c 0
5
0 H H
H H
OH OH

Adénosine-5 -monophosphate

@—Ribose—Adénine

35



11.1.c. Les Nucléosides et Nucléotides

ik
C
S
NZ e\
oy
o 9
~“0—P—0—P—0—H,C O
0 0 ’KH H
H H
OH OH

Adénosine-5" -diphosphate

Ribose—Adénine 36



11.1.c. Les Nucléosides et Nucléotides

ik
C
S
NZ e\
| g /CH
¢ ¢ 9
“0—-P—0—P—0—P—0—H,C O
I I I ;
O O O H H
H H
OH OH

Adénosine-5" -triphosphate

Ribose—Adénine

37



11.1.d. La nomenclature des Nucléosides et Nucléotides

Base Nucléoside Nucléotide ANique Symbole

Purine

Adénine Adénosine Adénylate ARN A, AMP
Désoxyadénosine Désoxydénylate ADN dA, dAMP

Guanine Guanosine Guanylate ARN G, GMP
Désoxyguanosine Désoxyguanylate ADN dG, dGMP

Pyrimidine

Cytosine Cytidine Cytidylate ARN C, CMP
Désoxycytidine Désoxycytidylate ADN dC, dCMP

Thymine Désoxythymidine Désoxythymidylate ADN dT, dTMP

Uracile Uridine Uridylate ARN U, UMP

38



11.1.c. Les Nucléosides et Nucléotides

Adénosine-2’ -monophosphate
NH2

Adénosine-3’ -monophosphate

39



11.1.d. La nomenclature des Nucléosides et Nucléotides

Base Nucléoside Nucléotide
Purine
Adénine Adénosine Adénosine-5’ -monophosphate

Désoxyadénosine Désoxydénosine-5° monophosphate

Guanine Guanosine Guanosine-5 -monophosphate
Désoxyguanosine Désoxyguanosine-5’ -monophosphate

Pyrimidine

Cytosine Cytidine Cytidine-5’ -monophosphate
Désoxycytidine Désoxycytidine-5" -monophosphate

Thymine Désoxythymidine Désoxythymidine-5’ -

Uracile Uridine RaARISRABIfophosphate

40



I1.2. Quelques propriétés des Nucléosides et Nucléotides
I1.2.a. Propriétés spectroscopiques

41



11.2. Quelques proprietés des Nucléosides et Nucléotides
I1.2.a. Propriétés spectroscopiques

Longueur d’ onde (nm)

42



I1l. 2¢éme Niveau: Les Macromolécules d’ Acides Nucléiques

l1l.1. Structure Secondaire des Acides Nucléigues
lll.1.a. La polymérisation des nucléotides (liaison Phosphodiester)
l1l.1.b. La liaison hydrogene
Ill.1.c. Les paires de bases

I11.2. Structure tertiaire des Acides Nucléigues

I11.2.a. La double hélice d” ADN (Structure lllare)
111.2.b. Différentes structures lllare d” ARN

43



I11.1. Structure Secondaire des Acides Nucléiques

I1l.1.a. La polymérisation des nucléotides (liaison Phosphodiester)

o)
I Sin<50 Ntides: oligonucléotide et si n>50: polynucléotide

Liaison
phosphodiester



I11.1.b. La liaison hydrogene

Liaison Hydrogene
0,177 nm

Liaison covalente

0,0965
Carbonyle
\C 7~ \C 7~
Accepteur " " S

(0) O

| |

| |

| |
Donneur Iil H N/H

N I

I

La liaison hydrogene est une liaison physique non
covalente, de type dipole-dipoéle. Elle est de basse
intensité (vingt fois plus faible que liaison covalente
classique), et relie des molécules en impliquant un
atome d'hydrogene.

Il faut un donneur de liaison hydrogene et un
accepteur :

le donneur est un composé : azote, oxygene, fluor,
porteur d'un atome hydrogene (comme dans les
amines, alcools, thiols) ;

I'accepteur est un composé: uniquement azote,
oxygene ou fluor) porteur de doublets libres.

Immino
e X7
N
- Pour I’ établissement des
: Paires de bases
H<. _-H
|
45
Amino



I1l.1.c. les paires de bases

Thymine

Cytosine

Adénine

Donneur

Accepteur de liaison H

=\
o O=0

CH

\
O

y/(®
0=0

3
N

\
/
TZ__

HN

Guanine

46



l1l.1.c. les paires de bases

Adénine

Thymine

e La face Watson-Crick

47

Guanine

Cytosine



l1l.1.c. les paires de bases

Adénine

Thymine

e La face Watson-Crick

48

Guan..

Cytosinc



l1l.1.c. les paires de bases

e e face a face Watson-Crick

49

Guanine

Cytosine



I1l.1.c. les paires de bases

Thymine

* Les liaisons H possibles

2—1I

5O —
\Nw//

Cytosine

Adénine

Donneur

Accepteur de liaison H

(0)
I
/c\
H—N 1 6
| 2
Cs
H—N/ N

|
H

Guanine

50



I1l.1.c. les paires de bases

Adénine

Thymine

Toujours N,-H-N,

51
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l1l.1.c. les paires de bases

> “zT
S \ /
/C C\ O“C/G Nz
— o | 2
- C\G oVN oO NIC\\
HI —
_ N ¢ on n_n /NlH
I Nl.uan» _
e lo =
c o
‘0
o
<
)
=
() (7]
3 :
O O
= V4
E T i /o A\
() (@)
Zlo | 1 z—d« 2T
= N0 2—g TN
\3 2/ L o=Q
O=0U < 2T r =
\ /
o=0
/ -
Q
H3

Guanine
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I1l.1.c. les paires de bases

O=0 /1_ o
- C\G oVN oO NlC\\
I—e— )
| N\Ne= ¢ ™ u_n /N|H =
T oz—y - |
g lo o—z * 3
c o \ \
T T SN
< O—2 r\ na
N\ r—u r_y6 Zr__
T
NJ? Vﬂ o /m\ N>~
_ . ]
O (@) T
I_ N1
2 z T
1 |
= (@)
T~ TN 2SN
= %4 Zr_\
1
@) 2 (@) (@)
/C\3/C\ H/C\N o
|5 9 I c
=z [° o
O, o
Q - XL \\
= T
(o]
Zlo | 1 z—d« 2T
A R e Y.
\ ™ 2/ L o=Q
O=0u« 2T r =
\ /
=0
\ I
Q
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I1l.1.c. les paires de bases

H

54



I1l.1.c. les paires de bases

O
Hc—C//
J 4\
HC 3 N—H
\N—ZC/
2"

I-{N H
— o) N
/ N/ e
|}/C—4C\\ /CB_ \ \
HC 3N H=N1 c—N
\ 2/ \ 23/ ~
TR /=N
/ (0] H—N
\
H
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I1l.1.c. les paires de bases

0 o) N
/ N/ SeH
Hc —C C— \
/ 4\ /6 \
HC 3 N—H H-N1 c—N
2 / \ 23/ ~
N—C /C=N
/ \\O H—N
\H
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I1l.1.c. les paires de bases

57



I1l.1.c. les paires de bases
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I1l.1.c. Les paires de bases

Comme | ’ADN est bicaténaire et que les 2 brins
Sont sont lies par liaisons hydrogenes A=T et G=C:

] A -1 et S _1dou A
- T C T+C
, . A+T
En revanche le rapport d "asymétrie: R = GiC 1

Il est caractéristique de chaque organisme:

Chez E. coli R=0,87 il y a donc 53,47% de pdb G=C et 46,52 de pdb A=T.
Comme G=C 3 liaisons H et A=T 2 liaisons H, plus il y a de G=C plus la
structure bicaténaire de | ’ADN est stable ¢ "est pourquoi les organismes

vivant a haute température ont un %age de G=C important. -



[11.2. Structure tertiaire des Acides Nucléiques

3,4 A de

résolution \

60



111.2.a. La double hélice d” ADN (Structure lllaire)

Sillon
mineur
Sillon Sillon
majeur majeur
Sillon
mineur

61



111.2.b. Différentes structures lllaire d’ ARN

Téte d’ épingle

Simple brin Boucle Interne

5’ Bulge

Hélice 3’

3 5
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111.2.b. Différentes structures lllaire d’ ARN
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IV. 3¢éme Niveau: Les Complexes supramoléculaires (1Vaire)

IV.1. Structures quaternaires de I ADN

IV.1.a. Chez les procaryotes
IV.1.b. Chez les eucaryotes
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IV.1.a. Structures quaternaires de I’ ADN chez les procaryotes

L’ ADN chromosomique ou plasmidique bactérien doit étre compacté

65



IV.1.a. Structures quaternaires de I’ ADN chez les procaryotes

Axe
ADN ADN

relaché — / superenroulé

>

Double hélice d” ADN
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IV.1.b. Structures quaternaires de |" ADN chez les eucaryotes

Une cellule humaine contient environ 2 m d’ ADN repartis dans 46 chromosome qui
Sont renfermés dans un noyau de 6 uM.

Les chromosomes sont tous
constitués d’ une seule molécule
d’ ADN qui est condensée

Par la formation de différents
niveaux d’ enroulements ou
boucles
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V. Manipulation des acides nucléiques

V.1. Couper | ADN
V.1.a. Les endonucléases de restriction

V.2. Couper |’ ARN
V.2.a. L” hydrolyse alcaline

V.3. Dénaturation/Renaturation des acides nucléiques

V.3.a. Dénaturation thermique, hyperchromicité
V.3.b. Hybridation

V.3.c. Température de fusion

V.4. fractionner les acides nucléiques

V.4.a. Par chromatographie échangeuse d’ ions
V.4.b. Par électrophorése en gel d” agarose ou d’ acrylamide
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V. Manipulation des acides nucléiques

V.1. Couper | ADN

|l existe des exonucléase qui coupent |’ ADN DB a partir de I extrémité soit 3’ OH soit 5’
La digestion est récurrente.

V.1.a Les endonucléases de restriction

Elles hydrolysent I” ADN DB en faisant une coupure interne.
£x: BamHl BamHI

palindrome

Coupure du site BamHlI
par BamHI 69



V.1.b Les endonucléases de restriction

Elles font partie du systeme dit de “Restriction/Modification®. Ces
enzymes sont la pour protéger la bactérie qui les produit, contre
I’entrée dans la cellule d’ADN exogéene. Pour éviter que son propre
ADN ne soit coupé par les ER certaines bases des sites de restriction
reconnus par ces ER sont méthylées par des méthylases spécifiques.

Libere des extrémités cohésives Libere des extrémités franches

Methylation

/
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V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline

Ntide Ntide
1 1

Base Base
CH2 o CH2 o

o=!>—0' >

.

5’cI:H2 0 Base
H H H H
H H H H
O OH O OH



V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline

Ntide Ntide
| |
Base Base
CH2 o CH2 o
Le
phosphory H
a cause de sa | ]
.. . O=p—0
liaison faible |
T est (I)
électrophile 5 CH Base Base
(accepteur de 2,0
paires H H H H
d'électrons) H H H H
O OH O OH

Ntide Ntide



V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline
Ntide Ntide

O

Base
CH2 o

>
1
; Base , Base
5CH2 o 5CH2 o
1)

H H H H
H H H H

O OH 2@ O OH

Ntide Ntide



V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline
Ntide

O

Base
CH2 o

Base
CH2 o

H
Base
H H
H H
O OH

, Base
5CH2 o

H H
H H
? OH
Ntide



V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline
Ntide Ntide

O

Base
CH2 o

>
—H '? .
; Base
5CFE 0
H H H H
H H H H
O OH O OH



V.2. Couper |” ARN

V.2.a. L hydrolyse alcaline
Ntide

O

Base
CH2 o

’ ’ 100 Ju 3
OO ’ @ Ju 3]
DI 7 .
O=pP=—0
" H—O 10

, Base
5 CH 0

2

O OH

Ntide

Base




V.3. Dénaturation/Renaturation des acides nucléiques

V.3.a. Dénaturation thermique, hyperchromicité

Simple
brin

Double
brin

Longueur d’ onde (nm)

L'ADN absorbe a 260 nm a cause des
doubles liaisons conjuguées des bases
purigues et pyrimidiques. Dans une
double hélice d’ ADN les bases sont
empilées et ceci diminue leur absorption
dans I’ UV. Lorsque l'on chauffe I'ADN,
les brins se séparent, les bases sont plus
exposees et la densité optiqgue a 260 nm
augmente. C'est I'hyperchromicité ou
effet hyperchrome qui est di a la
séparation des 2 brins d'’ADN appelée
fusion, cad a la rupture des liaisons des

paires de bases.
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V.3.b. Hybridation

=G C -
=G C -

T A
T A=

-G C -
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=G C

T A+

T A=
=AT
3,

=G C -

=G C =

=AT

T A=
-C G-




V.3.b. Hybridation
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V.3.b. Hybridation



V.3.c. Température de fusion

On parle alors de température de fusionou de T....

T, est le point de transition ou la moitié des brins sont dissociés.

ADN dénaturé

v

el

Température de fusion
(7o)

Absorbance relative (260nm)

'

ADN natif (DB, hybridé)

Température (° C)
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V.3.c. Température de fusion

Comme il y a 3 liaisons H entre
G et C et seulement 2 entre A et
T, plus le taux en G=C est élevé
plus Tm est élevée

G+C (% du nombre total de nucléotides)

T,.C C
" ©) .



V.3.b. Hybridation

https://app.jove.com/science-
education/v/10819/pcr-polymerase-chain-
reaction-and-tag-polymerase
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V.4. fractionner les acides nucléiques

V.4.a. Par chromatographie échangeuse d’ ions

Les acides nucléiques sont tous chargés négativement a pH physiologique, ce sont des
polyanions. On peut les purifier sur une colonne échangeuse d’ anions:
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V.4.b. Par électrophorése en gel d’ agarose ou d’ acrylamide

L’ électrophorése est la séparation dans un champ électrique, les acides nucléiques
(ANiques) étant des polyanions ils migreront tous vers |’ électrode chargée positivement
= " anode. Elle se fait dans un gel, donc dans un support semi-liquide, semi-solide. Ce
gel peut étre assimilé a un réseau de mailles qui séparera les ANiques en fonction de
leurs tailles. En effet dans une électrophorese la migration des biomolécules dépend de
2 facteurs: la charge et la taille; or le nombre de charges portées par les différents
ANiques est proportionnel a leurs tailles, il s” en suit que pour tous les ANiques quelque
soit leur taille, le rapport (Taille de 'ANique / nombre de charges qu il porte) est
identique. La séparation dans le champ éléctrique ne dépendra donc pas du nombre de
charges portées par I' ANigue mais uniquement de sa taille. Les longues molécules
d’ ANiques étant plus génées dans leur progression dans le gel a cause des mailles que
les petites elles migreront moins loin. C’ est pourquoi les molécules d’ ANiques sont
séparées en fonction de leur taille; des plus grandes au sommet du gel (du coté de la
cathode) vers les plus petites au bas du gel (du coté de |” anode).
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V.4.b. Par électrophorése en gel d’ agarose ou d’ acrylamide

Dépot Electrophorése Analyse

Les acides nucléiques sont
visualisés sous UV grace a un
colorant phosporescent le
bromure d’ éthidium qui

s’ intercale entre les plateaux

de bases
N
®
dih i ! RIS i i
=--| 8
ey ) —




V.4.b. Par électrophorése en gel d’ agarose ou d’ acrylamide

R AN R AN
Q M o= I I
CI =0 CH,— CH—CH,— CIH —CH,— CH
CH,= CH L =0
acrylamide + (IIH — I!lH
| H
NH 2
(IZ= O NH N NH
| A\ R A
CH= N | | |

méthylénebisacrylamide CH,— CH — CH,— CH—CH,— CH

gel de polyacrylamide

Les chaines d’ acrylamide sont pontées par la bisacrylamide.
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V.4.b. Par électrophorése en gel d’ agarose ou d’ acrylamide

~

7 7 A /_
. /" 71+, -/L'.'
/7'77‘///

La porosité du gel dépend de la quantité d’ acrylamide et du rapport:

bisacrylamide

acrylamide



V.4.b. Par électrophorése en gel d’ agarose ou d’ acrylamide

Dépot de I’ échantillon avec une pipette

Cathode Cuve d’ électrophorése
Tampon
d’ électrophorése
Gel Anode
Gel démoulé et
coloré
Tampon

d’ électrophorése

Sur gel de polyacrylamide 2 conditions d’ électrophorése peuvent étre utilisées:
- en conditions natives

-en conditions dissociantes (+ urée = rompt les liaisons H)

89



VI. Les genes et le clonage

V1.1 Les genes chez les procaryotes

VI.2. Les genes chez les eucaryotes

VI.3. Le clonage
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VI. Les genes et le Clonage

VI.1. Les genes chez les procaryotes

Chez les procaryotes il n’ y a pas d’ introns.

Mais les génes peuvent étre organisés sous forme d’ opérons: 2 ou
plusieurs génes forment un opéron lorsqu’ ils sont sous la
dépendance du méme promoteur, ils sont donc transcrits sous
forme d’ un transcrit unique portant les 2 (ou plus) phases codantes.

, 5 UTR ORF 3’ UTR ,
5 3

VI.2. Les genes chez les eucaryotes

Chez les eucaryotes il y a des introns: ce sont des séquences non
codantes interrompant la séquence codante qui est donc morcelée
en exons. L ensemble du géne (introns + exons) est transcrit sous
forme d’ un ARN appelé préARNm qui sera maturé pour donner

I” ARNm. Une des étapes de maturation est | épissage des introns.

5 UTR 3’ UTR
5 3

Exon 1 Intron1l Exon?2 Intron 2 Exon 3 9
1



VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Clonage du géne de I’ aspartyl-ARNt synthétase de Clostridium acetobutylicum

YVOOLL Y.
LIOOVY Y.
IHIPUIH

2686 /1
H P
Q@ 8
wn
o
%
Q o
@ ]
Q.
¥ pucis ®
| 28 O
2686 bp 553 S
a8 o
oQ
]
. . Q8 =
ADN genomique Egg
de C. acetobutylicum a8
a8
m
Plasmide 358
84
53
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Clonage du géne de |’ aspartyl-ARNt synthétase de Clostridium acetobutylicum

Hindlll

in AAGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGGA-XXXXXX-TAAAGAAGAAGAATAAGAGCTCGAATTC "m
‘o TTCGAATACCCTCTTAGAAATTTACCT-XXXXXX-ATTTCTTCTTCTTATTCTCGAGCTTAAG 1n

-

ageuo|d ap anassed

4474/1

399

pUC18-aspS
4474 bp

Sacl

EcoRlI
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cqi

[ for

Search JETF

JCW@CMR ] :ﬂw}c_.rnbi}.a\ Resource

o Home | Genome Tools | Searches | Comparative Tools | Lists
CMR Manual | CMR FAQ | CMR Tutorial | Links

EETIENE R Welcome to the Comprehensive Microbial Resource

] The Comprehensive Microbial Resource [CMR) is a free website used to display information on all of the publicly Announcements

available, complete prokaryotic genomes. In addition to the convenience of having all of the organisms on a

Genome | st single website, common data types across all genomes in the CMR make searches more meaningful, and cross Recent News
genome analysis highlight differences and similarities between the genomes. A CMR Mirror site maintained by MNEW! January 21, 2010
the Genome Encyclopedia of Microbes (GEM) in Korea is also available. [More Informastion] [Publication Information] Data Release 24.0 is now
available. 150 new genomes
Gene Search CMR Menu Bar Tools h;v; been added to the
CMR offers a wide variety of tocls and resources, all of which are available off of our menu bar at the top of :
each page. Below is an explanation and link for each of these menu options. First time users can use our CMR March 31, 2009 Data
tutorial to learn how to navigate this site. Release 23.0 is now

) @ } Genome Tools ﬁvailaé}le. lgdn?jw getr‘mmes
h . . ave been added to the
Find organism lists as well as summary information and analyses for selected genomes. MR,
[ ] » Searches
Search CMR for genes, genomes, sequence regions, and evidence. Latest Releases
} Comparative Tools .
Data Su!'nmlary | Compare multiple genomes based on a variety of criteria, including sequence homology and gene attributes. ?&Es‘i‘tﬂ?{ﬁé% o
Complate MSESIS SNP data is also found under this menu. T
Bacteria b Lists
Archaea Select and download gene, evidence, and genomic element lists. anta::lﬁl.lg hat
Viruses » Downloads Iu?)rlzinglr}mm:)nath\g):itaer;2
Total i ‘
otals N ggﬂluad gene sequences or attributes for CMR organisms, or go to our FTP site. Wank to alert us to new

news or tools? Please

Select genome preferences from our Genome Cart or download your Gene Cart genes. contact us.

Additional Resources

CEETIEN Locus [ for

m Genome Tools | Searches | Comparative Tools | Lists

CMR Manual | Home > Genome Tools > All Genomes

Genomes: All Genomes @

123 Total Genomes
659 Complete, 64 Incomplete 0 Eukarya, 48 Archaea, 672 Bacteria, 3 Viruses
[G] =GenBank FTP [T]=JCVIFTP [S]=Sequencing Center Genome Page [N]=MNCBI Genome Page [P] = Publication

Orga‘r‘;i‘;s:::]} Name CG‘);: g::l:: Seque::)i S)Q Center “:’_{i,ll'_lil;s
(sort)
Acaryochioris marina MBIC11017 | Baceria || 32072 |B3smo||  ves || TcenwashinotonUnvAmzonaStsteunvy | [ MISIMIEP|
Acholeplasma laidlawii PG-84 Bacteria || 441768 | 1.49Mb Yes RIPCM [G] [T1(S][N][P]
Acidiphilium eryptum JF-5 Bacteria | 349163 || 396 Mb Yes DOE Joint Genome Institute [G] [T1[S] N1 [P]
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 Bacteria || 243159 | 2.98 Mb Yes J. Craig Venter Institute [G] M [S]M] [P]
Acidobacteria bacterium Ellin345 Bacteria || 204663 | 5.65 Mb Yes DOE Joint Genome Institute [G] [T1[S1 M1 [P]
Acidothermus cellulolyticus 118 Bacteria || 351607 | 2.44 Mb Yes DOE Joint Genome Institute [G] [T1[S1[M1 [P
Acidovorax avenae subsp. citruili A4CO0-1-0 Bacteria || 397945 | 5.35 Mb Yes DOE Joint Genome Institute [G][T][S] M1 [P]
Acidovorax sp. JS42 Bacteria | 232721 | 4.58 Mb Yes DOE Joint Genome Institute [G][T][S] M1 [P]
Acinetobacter radioresistens SK82 Bacteria || 596318 | 3.28 Mb Mo J. Craig Venter Institute [G] [OJ [S] N1 [P]
Acinetobacter sp. ADP1 Bacteria 62977 |/3.59Mb Yes Genoscope [G][T] [S] ] [P]
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Chlamydia trachomatis [ 26/UCH-1/proctitis Bacteria | 471473 |1.03 Mb Yes Sanger Institute [G1[T1IS] M1 [P]
Chlamydia trachomatis serovar D Bacteria | 315277 |1.04 Mb Yes Stanford Univ Univ of California, Berkeley [G] [T [81 ] [P]
Chlamydophila abortus 526 2 Bacteria | 218497 |1.14 Mb Yes Sanger Institute Moredun Res Inst Scoftish Crop Research Institute [G] [0 [S1 M1 [P]

Chiar cavige GPIC Bacteria | 227941 |[1.18 Mb Yes J. Craig Venter Institute [G] [ [S] M1 [P1

Chiar felis Fe/C-36 Bacteria || 284202 |1.17 Mb Yes Yamaguchi Univ Kitasato Univ [G][T][S] M1 [P]
Chiorobium chiorochromatii CaD3 Bacteria 340177 ||2.57 Mb Yes DOE Joint Genome Institute Penn State Univ [G] [T] [S] N1 [P]
Chiorobium tepidum TLS Bacteria 194439 (2.15Mb Yes J. Craig Venter Institute [G] [0 [S] W] [B]
Chromobacterium violaceum ATCC12472 Bacteria || 243365 |4.75 Mb Yes Brazilian Genome [G][T][S] W] [B]
Chromohalobacter salexigens DSM 3043 Bacteria | 290398 |3.69 Mb Yes DOE Joint Genome Institute Hiram College Purdue Univ [G] [T] [S] M1 [F1
Citreicella sp. SE45 Bacteria 501479 |(5.52 Mb Mo J. Craig Venter Institute G O [S1m [P
Citrobacter koseri ATCC BAA-895 Bacteria || 290338 |4.73Mb Yes Washington Univ [G] [T] [S] N1 [P]
Clavibacter michiaanensis subeo. Bacleria | 443006 3.38 Mo Yes Bielsfeld Univ G M 0 ]
Clavibacter mfchfgenensr’s sul.rgg. segedanh:us Bacteria 31964 |[3.40 Mp Yes Sanger Institute [G][T1 (5] [M] [P]
: Clostridii ATCC824 : Bacteria | 272562 |4.13 Mb Yes Genome Therapeutics [G][T][S] W] [B]
Clostridium beiierinckii NCIMB 8032 Bacteria | 290402 |6.00 Mb Yes DOE Joint Genome Institute Univ of lllinois [G] [T] [S] N1 [P]
Clostridium bolulinum AATCC 19397 Bacteria || 441770 |3.86 Mb Yes Los Alamos National Laboratory DOE Joint Genome Institute [G] [0 [S] W] [B]
Clostridium botulinum A Hall Bacteria || 441771 |3.76 Mb Yes Los Alamos National Laboratory DOE Joint Genome Institute [G] O [S1 W] 2]
Clostridium botulinum A2 Kvoto Bacteria 536232 |(4.15 Mb Yes Los Alamos National Laboratory DOE Joint Genome Institute GO s1m P
Clostridium botulinum A3 strain Loch Maree Bacteria || 498214 |4.25Mb Yes Los Alamos National Laboratory DOE Joint Genome Institute [G] I [S1 ] [B]
Clostridium botulinum B Eklund 178 Bacteria 508765 |(3.84 Mb Yes DQE Joint Genome Institute Los Alamos Mational Laboratory [G] (11 [S]INT [P1

Search JEITE

JCVIKEYCMmR

CMR Manual | Home > Clostridium

ATCCB24

Page

[ Home | Genome Tools

[ for

Carts

rches | Comparative Tools | Lists

Clos mdiun:acetobuﬂdiarm ATCCB24~

Clostridium acetobutylicum ATCC824 Genome Page @

Gene Search

Q) ®

[ [search]

Region View

Chromosome C.acstobutylic |
[ ][ I[search]

Sequence Retrieval

Chromosame C.acetabutylic
[ J-[ ]
Q) @

General Information for Clostridium acetobutylicum ATCC824

Sequencing Center:
Funding Center:
Publication:

Seguence & Annotation
Acquisition:

Other:

Completed Genome:

CMR Version Number:

Date added to the CMR:
GenBank Accession.Version:
Genome Properties:

Genome Therapeutics
DOE
PubMed Abstract

CMR Batch Download

CMR Gene Aftribute Download
GenBank FTP Download
Sequencing Center Genome Page
Background Information
Integrated Microbial Genomes
Yes

Version 9.0

December 11, 2002

AE001437 1 AE001438.3

Wiew All Properties

Statistics for Clostridil

DNA Molecule Summary
Total Number of all DNA molecules:

Total Size of all DNA molecules:

Number of Primary Annotation coding
bases:

Number of JCVI Annotation coding bases:

Number of G+C bases:

Primary Annotation Summary
Total genes:
Protein coding genes:
Genes assigned a role category:
Genes not assigned a role category:
‘Conserved hypothetical genes:
Hypothetical genes:

butylicum ATCC824

2 100.00%
4132880
bp 100.00%

3534097
bp 85.51%

3573613
bp 86.46%

12780§§ 30.02%
3848 100.00%
3843 100.00%
2886 75.%

246 8.99%
575 14.94%
41 1.06%
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

CMR Manual | Home > Lists > Role Category Lists > Role Category Search > Role Category Search Results

Search =S [ for

Home | Genome Tools | Searches

Role Category Search Report @

Selected Org: : Clostridium

ATCC824

Selected Annotation: Primary Annotation
Selected Main Role: Protein synthesis
Selected Sub Role: tRNA aminoacylation

[ Add to Gene cart_)(_select All_J[_ Clear all )

1-35of 35results

CAC0017 sers Seryl-tRNA synthetase 24976 26253 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC0021 sers Seryl-tRNA synthetase (serine-tRNA ligase) 30670 31944 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACO609 Cyclic beta 1-2 glucan synthetase 708105 T14717 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACO626 trps Tryptophan4RNA synthetase, trpS 728417 729448 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC0637 wrs Tyrosyl-HRMA synthetase 741074 742297 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACDG46 leus Leucyl-tRNA synthetase 753750 751312 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACOD780 Wz Tyrosyl-RMA synthetase 903118 904320 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACD0935 hisZ Histidyl-{RNA synthetase 1076406 1077629 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CACD990 gitx GlutamyltRMA synthetase 1138618 1137161 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC1041 argd ArginyHRMNA synthetase 1191581 1193272 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC1678 alas AlanyHRMNA synthetase 1827028 1829673 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
% iﬂ R3 R W P &Agtuwgnxl—‘w;owwyﬁfgrisfl [— 1872002 1872934 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2269 aspS AspartyltRMNA synthetase : 2373519 2371732 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2273 Uncharacterized protein YihZ family 2376145 2375696 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2356 pheT Phenylalanyl4RNA synthetase (beta subunit) 2468046 2465668 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2357 phes PhenylalanyHRMNA synthetase (alpha subunit) 2469087 2468068 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2362 thrs ThreonyHRNA synthetase 2473509 2471596 Chromeosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2399 vals ValyHRNA synthetase 2510811 2508166 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2669 Glu-tRNAGIn amidotransferase subunit B 2787178 2785748 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2670 Glu-tRNAGIn amidotransferase subunit A 2788655 2787198 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2671 GIUtRMNAGIn amidotransferase subunit C 2788976 2788677 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2740 hisS Histidyl-HRNA synthetase 2868987 2867695 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2976 GIu-tRMNAGIn amidotransferase subunit B 3112927 3111491 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2977 gatA GlutamyHRMAGIn amidotransferase subunit A 3114367 3112931 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2978 gatC Glu-tRNA amidotransferase, subunit G 3114675 3114382 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2979 asps AspartylHRMNA synthetase 3116010 3114718 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC2991 mets MethionylRNA synthetase 3120544 3127610 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC3038 iles Isoleucyl-tRNA synthetase 3188062 3184955 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
CAC3177 cyssS Cysteinyl-tRNA synthetase 3314230 3312836 Chromosome C.acetobutylicum ATCC:824
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Genome Tools

Primary Primary Annotation Sequence Display: CAC2269 @
Aanotain

Primary Locus: CAC2269 | Jcvi Locus: NTO1CA2499 | uniProt AC: @I97GUB | MPIDE AC: None | GenBank 1D: AAKS0226.1
Function: AspartylRNA synthetase

Jovr >CAC2269

Annotation ATGEGAGAATCTTTAARTGGATTGARGCGARCCATTATGTGTGGAGRARTARGRGAGARC
Jcv CATATTGGARATAGAGTTGTAGTGATGEEATGEGTCCAGAGAARAAGARATCTTGEAGES
Sequences TTAGTATICGTAGATTTAAGAGATAGAGAAGGTATACTTCARGTAGT TTTTGGAGARGRR

ATARATAAGRATGCTTTTATGARRGCGGATTTAGT TAAATCAGAATATTGTATTTCAGTT
Gene Graphic | TCTGGAACTTTAGTCAAGAGAGAATCGCCARACCCARATATGCCARCAGEARTGETGRAR
CTARRGGGCGARGRAATARARATATTGTCAGARAGTGAGACACCACCTATTTACATARRL
Gene Codon GAMRATCTTGATGCTGCTGARARTATAAGACTCAGATATAGATATCTTGATCTTAGAAGR

Count CCAGATATGCAGARAATTTTTARGATARGACATALGACTACARARATARTARGEEATTTC
Proteinvs. All | ATGEATGAAGAGAACTICCT TGAAATGEAGACACCTATACT TACTAAGAGTACACCAGAR
Alignment GETECARGEEACTATTIGETTCCAAGCAGARATTATAATGEARAATTTTATGCACTTCR

CAGTCACCACAGTTATTTAAGCAGCTTTTAATGGTITCTGEATACGATARATATTTTCAR
TmHMM ATAGCARAGTGCTTTAGAGACGAGEATTTAAGEGCTANTAGGCAGCCAGAGTTTACACAR
Information GIAGRTATGEA A ATGTCAT T TG AGARGANGATGATGTAATAGAATTARRTGARAGACTT

ATACRGRAGGTATTTARGGALATGECGEEAGTAGAGET TARACT TCCARTAGAGRGAATG
TIGRFAM & ACTTGGEARARCTGCTATGGARRAGTACGET TCAGATANACCGEATTTARGATTIGETATG
Pfam Matches | cann1caRTGATATARGTGAGECTGTARGTACTTCAGATTTTARAGTATTTAAGTCAGCE
secondary ATAGAAGRAGGCGEARGTGTTAGAGCAAT TARAGCACCARATTCTGCAGATATGCCTAGR
it ALGAAGATAGATARGTTAGGEGAGTITGTARAAACT TACAAAGCARRAGGTITAGCATGS

ATAGCATTARAAGAAGRTGGAATARRATCACCTATTGCARAGT I TTTARARGAGGARGAR
Related Links | TTARRGGCAATAATCGACARAGTTCAAGGEAMARCAGGAGATCTTATACTTATAGTAGCA
GATAAARATTCTGTTGTATTCCAGTCATTAGEAGCACT TAGATTAGAGATTGCARAGEAR
Gene Ontology | cTCEAAATTTTAARGEATARTARAGARTTTAGATTTGTTTGGATTACCGARTTCCCACTA
(GO)Display TIATCATACAATGAGGAAGAAGAARGATITCARGCTGARCATCATCCATITACARTGCCT
ATGGATGARGATATAGRATATCTIGART CTGATCCGGEAAGAGTARGEGCTARGGCATAT
Third Position | GATATAGTTITAMATGEAGARGAGCTTGEAGGAGEARGTGT TAGARTTCATGATACTGC
GC Skew CTTCAAGAARGARTGTTCARGETICTTGET T TACARAGEARTCAGCCTGEEARAGATTT
i AGTTTICTACTAGRAGCATTTAAGT TTGEGCCACCACCACATGCTGETCITECITATGER
COG Display TTAGATAGACTTATAATGTTCCTIGCAGGTACTGARANCATCARGGACGTARTAGCCITC
CCTAAARATCAARATGCATTCTGICCTCI TACAGAGGCTCCTARTGT TGTAGATGARRAT
CAGATTGAGEAGCTTGEAATARALGTTEARAGTARAGARGARGAATAA

Genome
Region
Comparision | ;5569

Region View MGESLNGLERT IMCGE IRENH I GHEVVVMGHVORKRNLGGLVEVDLRDEEGILVVEGEE
INKDAFMERDLVKSEYCI SVSGI LVEKRESENFNMPTGMVELKGEEIKILSESETPFIYIK
Primer Search | ENLDAAFNIRIRYRYLDLRRPDMQKIFKTRHKTTKI IRDFMDEENFLEMETPILTESTEE
GARDYLVESRNYNGKFYALE(SPQLFKQLIMVSGYDKYFQ I AKCFRDOEDLRANRQFEFT]
VDMEMSFVEEDDVIELNERLIQKVFKEMAGVEVKLPIERMTWET AMEKYGSDKFDLREGM
EINDISERVSTSDFEVEKSAIEEGGSVRATKAPNSAIMPREKIDELGEFVET YEREGLAW
IALKEDGIKSPIAKFLEEEELKAT I DEVGKT GDLILIVADEN SVVEQSLGALRLEIAKE
LEILKDNKEFRFVWITEFPLLSYNEEEERFQAEHHPF TMEMDEDIEYLESDEGEVRAKRY
DIVLNGEELGGGSVRIHDTALYFRMFEVLGFTKE SARERFSFLLEAFKFGPPPHAGLAYG
LORLIMFLAGTENTEDVIAFEKNNAFCELTERFNVVIENQIEELGIKVE SKEEE
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

' (=] & ]
Fichier Edition enzymes ORFs Dispositifs Outils fenétre Aide

BEEHEH BB x4 vy B ==

g aspS Cacapestr

Prs .

—

T

[0 Enregi Ordre  début  longueur  Extrémité  ORF  Tm %GC | linear
1788 10> 1788<0> 1788<2> M* --- 35% [¥] Dam/Dcm

I A GAGATAGAGAAGGTATACT TCAAGTAGTTTT TGCAGAAGARATARATARGGATGCTTTTATGARAGCE (i

W GAT T TACT AR, T CAGEATATTGTATTTCAGT TTCTGEAACT TTAGT CARGAGAGRATCGCCARACCCR
pReb) M TR TGCCRRCRAGGRAT GETGEARCTARAGEGCGRAGRARTAARR ATATTGT CAGRARGTGAGRACACCA
L) CCTATTTACATARANGARAATCT TGATGCTGCTGRARATATARGACTCAGATATAGATATCTTGATCTT
PN R G CCAGATATGCAGAR R A TTTT TARGATARCACATARGACTACRRARR A TARTARGEGATTTCATG
LY CATGARGAGAACT TCCT TGARAT GEAGACACCTATACT TACTAAGACGTACACCAGARAGETGCAAGGGAL
L T T T TG T TCCARGCAGA R A TTAT AR TEGARA R TTTTATGCACT TCCACAGT CACCACAGTTATTTARG
LEEY CACCTTTTRARTGGT TTCTGGATACGATARATATTTTCARATAGCRARRGTGCTTTAGAGACGAGGATTTA
EEE] N GCGCTRATAGGCAGCCAGAGT T TACACARGTAGRTATGEARATGTCATTTGTAGRAGRRAGATGATGTA
[P TAGARTTARATGARAGACT TATACAGARGGTAT TTARGEANATGECEEEAGTAGRGETTARACTTCCA

[ M8 TR GACAGA A TGACT TGEAR R ACTGCTATGEARRAGTACGET TCGGATARRCCGGATTTARGATTTGET
A A TEEAR AT CA A TGAT AT ARG TGAGECTGTARGTACT TCAGAT TTTARAGTATTTARGTCAGCCATAGRAR
R A R e CGEAAGTGT TAGAGC AT TARACCACCA AR TTCTGCAGATATGCCTAGAR ACARCATAGATARE
= TTAGGGEAGT TTGTARR M ACT TACAR AGCARA RGET TTAGCATGGATAGCATTARRRGANGATGGRAATE
Ll M A TCACCTATTGCARAGTTTTTARAAGRGEARGAATTARNGECAATAATCGACARNGT TCARGGEALY
pekld 2 A GERGATCTTATACT TATAGTAGCAGATARARATTCTGTTGTATTCCAGTCAT TAGEAGCACTTAGE
P8 TTAGAGATTGCARAGGARCTCOARRTTTTARRGEAT AR TARAGARTTTAGATTTGT T TGGATTACCGAR
B T T CCCACTAT TATCATACARTGAGGARGAAGA AR CATTTCARGCT GAACATCATCCATTTACARTGCCT
Pl K] A TGGATGARGATATAGARTATCT TGAATCTGAT CCGGGRAAGRGTARGGECTARGGCATATGATATAGTT
PRy TT AR A TGGRGARGRGCT TGGRAGEAGGARGTGT TAGART TCATGATACTGCACT TCARGARAGRATGTTC
pR 1Al N T TCTIGET T T TACA AR GEAATCAGCCTGEEAARGATTTAGT TTTCTACTAGARAGCATTTARGTTT
BE Bl CGGCCACCACCACATGCTGETCTTGCT TATGGAT TAGATAGACT TATAATGT TCCTTGCAGGTACTGAR
PR AR A TCARGGACGT AR TAGCCT TCCCTARARATCARAATGCATTCTGTCCTCT TACAGAGECTCCTART
pbt CT TG TACATGARR R TCAGAT TGACEAGCT TGCARTAR AR CTTGARAGTARACARGARGRATAR
g 10 g 20 & 30 g 40 g 50 < &0 g

m

[

Hindlll Pael Pstl Sall

#E choix d'enzymes.. & & L - A LB - . M
Fichier enzymes liste

|fenélre asp5 Cac apestr — | Selection: 1 - 1788 Dam/Decm
Aatll (0] =BamHI (0):  BspHI (1) DrdI (0 Hpy991 (0) MgoMIV (0)  Pwull (0) Sphl (0)

Accb5I(0)  Fanfifl)” BspLULLI(®)  Eagl(D) HpyCHAII (3)  Nhel (0) Rsal (4) Sefl (0)

AccBII()  Bbel(0) BsrGI (0) Eaml1051(0) HpyCH4V (9] Niall (4) Rsrll (0) Sspl (3)

Accl (1) BceAl (0) BssHI (0) EcodTHN (0) , . Kgsl(0), Nialv 3) =" Sad(0): Stul (0)

Accdl (0) Bell (0) BtAPI(D) |, EggL@L = Kp Sﬂi‘: Motl (0) ::Saﬂlm.'_ Styl (0)

AccIll (0) Bfml (1) BstBI (0) = EcoRl 1/% : Mael () Nl (@) o« Sallf0), = Swal (0)

Acll (0) Bgll (0) BstETl (0) RV () Maell (1) Msil (1) 5anDI (0) Taql (2)

Acyl (0) Bglll (1} BstXI (0) Fsel (0) Mbal (0) Nspl (1) Shfl (0) Tatl (2)

AFIT () BlpI () BstZI7I(1)  FspAl(D) Mfel (0] Olil (0) Scal (1) TspEI (12)

AFIT (0] BsaAl (0) Bsu361 (0) Fspl (0) MIuL (0) Pacl (0) Sdul (L) TspGWI {0}

Agel () BsaBl (1) Btrl (0) Haell (0) Mscl (0] PFIMI (1) SexAl (0] Tth111I (0)

Alul (4) BsaWI (1) CacBl (0) Haell (1) Msel (20) Pfol (1) SFil (0) . Vspl ()

AlwNI (2) BseRl (2) CFrL0L {0} Hhal (0) MsT (0) Prnel (0) Sfol (0) 4" Rbal'(0)

Apal () BseSI (0) Cfrl (0) o HindIL), MspAlI () Prll (0) Sgfl () < Remr@r

Apall () BsiEl (0) Clal () = HindIl (02 Mwol (3) PpuMI(0)  _Sqral(0) *hel [0)

Apol (8) BsiHKAI(1)  Dpnl(3) Hpal (0) Nael (0) Pshal (0) Smal (0) 3 Xholl (1)

Asc (0) BsiWI (0) Dral (5) Hpall (2) Narl (0) - e -4 () Kmal (0)

Awal (0) Bsivl (2) Drall (0) HpylS8II 8) Mcol(@) & Psti(l) s SnaBI (0) Xl (1)

Aol (0) Bspl201(0)  Dralll (0) Hpy8I (3) MNdel (1)  “"Bwilth® Spel (0) Zral (0}

| présent choisid'enzymes  unigue (1) — | All — |[ Select ][ De-select “ AND “ Effacer tous] [ Sel to Mem ]
|effecluez I'action | carte glaphique] lcarle graphique +U] ’ Digest l ’Me’( en é’vidence] ’ texte ] ’ Fermez ]

Xbal

BamHI

Smal

Kpnl

Sacl

EcoRlI

5 AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCS’
3" TTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGS’
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Hindlll Sacl

5 AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCS’
3" TTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGS’

Hindlll Sacl

5 A CGAATTC3’
3" TTCGA TCGAGCTTAAGS’

AGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCT
ACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGC
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

5" ATGGGAGAATCTTTAAATGGATTGAAGCGAACCATTATGTGTGGAGAAATAAGAGAGAACCATATTGGAAATAGAGTTGTAGTGATGGGATGGGTCCAGAGAAAAAGAAATCTT
3’ TACCCTCTTAGAAATTTACCTAACTTCGCTTGGTAATACACACCTCTTTATTCTCTCTTGGTATAACCTTTATCTCAACATCACTACCCTACCCAGGTCTCTTTTTCTTTAGAA

GGAGGGTTAGTATTCGTAGATTTAAGAGATAGAGAAGGTATACTTCAAGTAGTTTTTGGAGAAGAAATAAATAAGGATGCTTTTATGAAAGCGGATTTAGTTAAATCAGAATAT
CCTCCCAATCATAAGCATCTAAATTCTCTATCTCTTCCATATGAAGTTCATCAAAAACCTCTTCTTTATTTATTCCTACGAAAATACTTTCGCCTAAATCAATTTAGTCTTATA

TGTATTTCAGTTTCTGGAACTTTAGTCAAGAGAGAATCGCCAAACCCAAATATGCCAACAGGAATGGTGGAACTAAAGGGCGAAGAAATAAAAATATTGTCAGAAAGTGAGACA
ACATAAAGTCAAAGACCTTGAAATCAGTTCTCTCTTAGCGGTTTGGGTTTATACGGTTGTCCTTACCACCTTGATTTCCCGCTTCTTTATTTTTATAACAGTCTTTCACTCTGT

CCACCTATTTACATAAAAGAAAATCTTGATGCTGCTGAAAATATAAGACTCAGATATAGATATCTTGATCTTAGAAGACCAGATATGCAGAAAATTTTTAAGATAAGACATAAG
GGTGGATAAATGTATTTTCTTTTAGAACTACGACGACTTTTATATTCTGAGTCTATATCTATAGAACTAGAATCTTCTGGTCTATACGTCTTTTAAAAATTCTATTCTGTATTC

ACTACAAAAATAATAAGGGATTTCATGGATGAAGAGAACTTCCTTGAAATGGAGACACCTATACTTACTAAGAGTACACCAGAAGGTGCAAGGGACTATTTGGTTCCAAGCAGA
TGATGTTTTTATTATTCCCTAAAGTACCTACTTCTCTTGAAGGAACTTTACCTCTGTGGATATGAATGATTCTCATGTGGTCTTCCACGTTCCCTGATAAACCAAGGTTCGTCT

AATTATAATGGAAAATTTTATGCACTTCCACAGTCACCACAGTTATTTAAGCAGCTTTTAATGGTTTCTGGATACGATAAATATTTTCAAATAGCAAAGTGCTTTAGAGACGAG
TTAATATTACCTTTTAAAATACGTGAAGGTGTCAGTGGTGTCAATAAATTCGTCGAAAATTACCAAAGACCTATGCTATTTATAAAAGTTTATCGTTTCACGAAATCTCTGCTC

GATTTAAGGGCTAATAGGCAGCCAGAGTTTACACAAGTAGATATGGAAATGTCATTTGTAGAAGAAGATGATGTAATAGAATTAAATGAAAGACTTATACAGAAGGTATTTAAG
CTAAATTCCCGATTATCCGTCGGTCTCAAATGTGTTCATCTATACCTTTACAGTAAACATCTTCTTCTACTACATTATCTTAATTTACTTTCTGAATATGTCTTCCATAAATTC

GAAATGGCGGGAGTAGAGGTTAAACTTCCAATAGAGAGAATGACTTGGAAAACTGCTATGGAAAAGTACGGTTCGGATAAACCGGATTTAAGATTTGGTATGGAAATCAATGAT
CTTTACCGCCCTCATCTCCAATTTGAAGGTTATCTCTCTTACTGAACCTTTTGACGATACCTTTTCATGCCAAGCCTATTTGGCCTAAATTCTAAACCATACCTTTAGTTACTA

ATAAGTGAGGCTGTAAGTACTTCAGATTTTAAAGTATTTAAGTCAGCCATAGAAGAAGGCGGAAGTGTTAGAGCAATTAAAGCACCAAATTCTGCAGATATGCCTAGAAAGAAG
TATTCACTCCGACATTCATGAAGTCTAAAATTTCATAAATTCAGTCGGTATCTTCTTCCGCCTTCACAATCTCGTTAATTTCGTGGTTTAAGACGTCTATACGGATCTTTCTTC

ATAGATAAGTTAGGGGAGTTTGTAAAAACTTACAAAGCAAAAGGTTTAGCATGGATAGCATTAAAAGAAGATGGAATAAAATCACCTATTGCAAAGTTTTTAAAAGAGGAAGAA
TATCTATTCAATCCCCTCAAACATTTTTGAATGTTTCGTTTTCCAAATCGTACCTATCGTAATTTTCTTCTACCTTATTTTAGTGGATAACGTTTCAAAAATTTTCTCCTTCTT

TTAAAGGCAATAATCGACAAAGTTCAAGGGAAAACAGGAGATCTTATACTTATAGTAGCAGATAAAAATTCTGTTGTATTCCAGTCATTAGGAGCACTTAGATTAGAGATTGCA
AATTTCCGTTATTAGCTGTTTCAAGTTCCCTTTTGTCCTCTAGAATATGAATATCATCGTCTATTTTTAAGACAACATAAGGTCAGTAATCCTCGTGAATCTAATCTCTAACGT

AAGGAACTCGAAATTTTAAAGGATAATAAAGAATTTAGATTTGTTTGGATTACCGAATTCCCACTATTATCATACAATGAGGAAGAAGAAAGATTTCAAGCTGAACATCATCCA
TTCCTTGAGCTTTAAAATTTCCTATTATTTCTTAAATCTAAACAAACCTAATGGCTTAAGGGTGATAATAGTATGTTACTCCTTCTTCTTTCTAAAGTTCGACTTGTAGTAGGT

TTTACAATGCCTATGGATGAAGATATAGAATATCTTGAATCTGATCCGGGAAGAGTAAGGGCTAAGGCATATGATATAGTTTTAAATGGAGAAGAGCTTGGAGGAGGAAGTGTT
AAATGTTACGGATACCTACTTCTATATCTTATAGAACTTAGACTAGGCCCTTCTCATTCCCGATTCCGTATACTATATCAAAATTTACCTCTTCTCGAACCTCCTCCTTCACAA

AGAATTCATGATACTGCACTTCAAGAAAGAATGTTCAAGGTTCTTGGTTTTACAAAGGAATCAGCCTGGGAAAGATTTAGTTTTCTACTAGAAGCATTTAAGTTTGGGCCACCA
TCTTAAGTACTATGACGTGAAGTTCTTTCTTACAAGTTCCAAGAACCAAAATGTTTCCTTAGTCGGACCCTTTCTAAATCAAAAGATGATCTTCGTAAATTCAAACCCGGTGGT

CCACATGCTGGTCTTGCTTATGGATTAGATAGACTTATAATGTTCCTTGCAGGTACTGAAAACATCAAGGACGTAATAGCCTTCCCTAAAAATCAAAATGCATTCTGTCCTCTT
GGTGTACGACCAGAACGAATACCTAATCTATCTGAATATTACAAGGAACGTCCATGACTTTTGTAGTTCCTGCATTATCGGAAGGGATTTTTAGTTTTACGTAAGACAGGAGAA

ACAGAGGCTCCTAATGTTGTAGATGAAAATCAGATTGAGGAGCTTGGAATAAAAGTTGAAAGTAAAGAAGAAGAATAA 3’
TGTCTCCGAGGATTACAACATCTACTTTTAGTCTAACTCCTCGAACCTTATTTTCAACTTTCATTTCTTCTTCTTATT 5’
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VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Amorce sens: 5 CCCAAGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGG 3’

5:
&
o%q
Go
L ATGGGAGAATCTTTAAATGGATTGAAGCGAACCATTATGTGTGGAGAAATAAGAGAGAACCATATTGGAAATAGAGT TGTAGTGATGGGATGGGTCCAGAGAAAAAGAAATCTT
3’ TACCCTCTTAGAAATTTACCTAACTTCGCTTGGTAATACACACCTCTTTATTCTCTCTTGGTATAACCTTTATCTCAACATCACTACCCTACCCAGGTCTCTTTTTCTTTAGAA

GGAGGGTTAGTATTCGTAGATTTAAGAGATAGAGAAGGTATACTTCAAGTAGTTTTTGGAGAAGAAATAAATAAGGATGCTTTTATGAAAGCGGATTTAGTTAAATCAGAATAT
CCTCCCAATCATAAGCATCTAAATTCTCTATCTCTTCCATATGAAGTTCATCAAAAACCTCTTCTTTATTTATTCCTACGAAAATACTTTCGCCTAAATCAATTTAGTCTTATA

CCACATGCTGGTCTTGCTTATGGATTAGATAGACTTATAATGTTCCTTGCAGGTACTGAAAACATCAAGGACGTAATAGCCTTCCCTAAAAATCAAAATGCATTCTGTCCTCTT
GGTGTACGACCAGAACGAATACCTAATCTATCTGAATATTACAAGGAACGTCCATGACTTTTGTAGTTCCTGCATTATCGGAAGGGATTTTTAGTTTTACGTAAGACAGGAGAA

ACAGAGGCTCCTAATGTTGTAGATGAAAATCAGATTGAGGAGCTTGGAATAAAAGTTGAAAGTAAAGAAGAAGAATAA 3’
TGTCTCCGAGGATTACAACATCTACTTTTAGTCTAACTCCTCGAACCTTATTTTCAACTTTCATTTCTTCTTCTTATT (,

C
&
4@0
S

Amorce antisens: 3 CATTTCTTCTTCTTATTCTCGAGG 5’

5" CCCAAGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGGATTGAAGCGAACCATTATGTGTGGAGAAATAAGAGAGAACCATATTGGAAATAGAGT TGTAGTGATGGGATGGGTCCAGAGAAAAAGAAATCTT
3’ GGGTTCGAATACCCTCTTAGAAATTTACCTAACTTCGCTTGGTAATACACACCTCTTTATTCTCTCTTGGTATAACCTTTATCTCAACATCACTACCCTACCCAGGTCTCTTTTTCTTTAGAA

GGAGGGTTAGTATTCGTAGATTTAAGAGATAGAGAAGGTATACTTCAAGTAGTTTTTGGAGAAGAAATAAATAAGGATGCTTTTATGAAAGCGGATTTAGTTAAATCAGAATAT
CCTCCCAATCATAAGCATCTAAATTCTCTATCTCTTCCATATGAAGTTCATCAAAAACCTCTTCTTTATTTATTCCTACGAAAATACTTTCGCCTAAATCAATTTAGTCTTATA

CCACATGCTGGTCTTGCTTATGGATTAGATAGACTTATAATGTTCCTTGCAGGTACTGAAAACATCAAGGACGTAATAGCCTTCCCTAAAAATCAAAATGCATTCTGTCCTCTT
GGTGTACGACCAGAACGAATACCTAATCTATCTGAATATTACAAGGAACGTCCATGACTTTTGTAGTTCCTGCATTATCGGAAGGGATTTTTAGTTTTACGTAAGACAGGAGAA

ACAGAGGCTCCTAATGTTGTAGATGAAAATCAGATTGAGGAGCTTGGAATAAAAGTTGAAAGTAAAGAAGAAGAATAAGAGCTCC 3’
TGTCTCCGAGGATTACAACATCTACTTTTAGTCTAACTCCTCGAACCTTATTTTCAACTTTCATTTCTTCTTCTTATTCTCGAGG 5’
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5'ccca 3’ 5" CCCAAGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGGATTGAA-————————————————————————————
3’ GGGTTCGA 5 3’ GGGTTCGAATACCCTCTTAGAAATTTACCTAACTT———————=—=— === m—m—m—m——

5" ccca 3’ 5 AGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGGATTGAA ————————m e AAAGAAGAAGAATAAGAGCT 3’
3" GGGTTCGA 5’ 3" ATACCCTCTTAGAAATTTACCTAACT Tm—— === mmmmm e e TTTCTTCTTCTTATTC 5

AAAGAAGAAGAATAAGAGCTCC 3’
TTTCTTCTTCTTATTCTCGAGG 5’

TCGAGG 5’
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5’ bOOﬂHwHOOOwaHOHHHEHOOPHHQg ||||||||||||||||||||||||||||| Emgmgmgegovmﬂe 3’
3 ATACCCTCTTAGAAATTTACCTAACTT--————=——=————— e ————— TTTCTTCTTCTTATTC 5
_Hindlll Sacl EcoRl _
in A CGAATTC ™
‘™m TTCGA TCGAGCTTAAG wn

aSeuo)d ap anassed

2686 /1
Plasmide

VI. Les genes et le Clonage



VI.3. Clonage d’ un géne de bactérie

Clonage du géne de |’ aspartyl-ARNt synthétase de Clostridium acetobutylicum

Hindlll

in AAGCTTATGGGAGAATCTTTAAATGGA-XXXXXX-TAAAGAAGAAGAATAAGAGCTCGAATTC "m
‘o TTCGAATACCCTCTTAGAAATTTACCT-XXXXXX-ATTTCTTCTTCTTATTCTCGAGCTTAAG 1n

(N

Sacl EcoRI

ageuo|d ap anassed

4474/1

399

pUC18-aspS
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B-galactosidas
et

Bigalactosidase
et inactive

XGal XGal

455
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Identification du bon clone et
amplification du plasmide




