Chapitre 3: Le génie génétique: Principes et techniques

Introduction:

Le génie génétique est un ensemble de techniques permettant d'identifier et d'isoler, de modifier et de

transférer de facon contrélée du matériel génétique. Il s'agit donc d'un outil aux applications

extrémement variées et qui permet en particulier d'intervenir avec précision sur le patrimoine génétique

des étres vivants.
Dans la nature 1l se peut qu’un géne soit transféré d’un étre vivant pour s’incorporer dans le
programme génétique d’un autre.

e Comment se produit le transfert naturel des génes?
® Quelles sont les techniques utilisées en génie génétique?
e Quels sont les domaines d’application du génie génétique ?

I — Transfert naturel des genes de I’Agrobacterium a une plante:
@ Données sur la galle du collet: (Voir document 1)

Jocument 1: Notion de transformation génétique naturelle:

Agrobacterium tuméfaciens (Figure 1) est une bactérie qui vit dans Figure 1 | .
le sol et infecte naturellement les végétaux présentant des blessures a -\

la base de leur tige (collet). En réaction a cette infection, les cellules
du végétal se multiplient de maniére importante et forment une
tumeur (Figure 2) qui libére dans le milieu des opines. Les bactéries
preésentes dans le sol preés de la tumeur sont alors capables d’utiliser
ces opines comme source d’azote, mais aussi de carbone et d’énergie.
La réaction du végétal est due au transfert d’un petit ADN, PADN-T,
depuis la bactérie jusque dans le génome des cellules de la plante par
Pintermédiaire d’un plasmide (ADN circulaire bactérien de petite
taille) appelé plasmide Ti.

Le schéma de la figure 3, montre les étapes du transfert naturel du

géne de I’A. Tuméfaciens a une cellule végétale.
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bactéries, Agrobacterium Tuméfaciens.

L'ADN-T ou ADN de transfert, est la région d'ADN transférée dans la plante apres infection par les
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Document 1: (Suite)

L’ADN-T est contenu dans le plasmide Ti, qui est responsable des propriétés transformantes
(pénétration et intégration d'ADN).

Des études ont permis d’établir la carte génétique du plasmide Ti. La figure 3 présente une carte
génétique simplifiée du plasmide Ti.

Figure3 | occ/

. VIR = Fonction de virulence, responsable du

transfert de PADN-T a la cellule végétale.

ONC = Fonction oncogéne, responsable de la

multiplication cellulaire.

OPS = Fonction opine synthase, responsable de

la synthése des opines. __

OCC = Fonction catabolisme des opines, permet
aux bactéries de dégrader les opines. :

A partir des informations présentées par ce document et de vos connaissances, dégagez les
arguments permettant de justifier que la bactérie Agrobacterium tuméfaciens effectue un transfert
naturel des génes.

@ Exploitation des données:

La galle du collet qui arrive chez certaines plantes est une manifestation dune transformation
génétique commencant par affecter I'ADN de ces plantes, suite a I'introduction dans leur génome d'un
petit morceau d'ADN venant d'un plasmide du bacille Agrobacterrum Tuméfaciens. Cette bactérie
présente un plasmide appelé T1 (Tumor inducing) qui contient une région nommée ADN-T (ADN
transféré). Ce dernier est injecté dans la plante hote.

En réaction a I'injection de I'ADN-T, les cellules du végétal se multiplient et forment une tumeur qui
libére dans le milieu des opines. Les bactéries présentes dans le sol pres de la tumeur sont alors
capables d’utiliser ces opines comme source d’azote, de carbone et d’énergie.

L’mcorporation naturelle des génes ADN-T au sein du matériel génétique des cellules végétales et leur
expression permettent a ces cellules d’acquérir deux nouvelles caractéristiques qui sont :

v La tuméfaction, due a une multiplication désorganisée des cellules végétales.

v La synthése des opines nécessaire a la croissance des bactéries.

® Conclusion:

Ainsi la bactérie Agrobacterrum oriente I’activité de la cellule végétale a son profit. Elle réalise donc,
naturellement, une transformation génétique d un organisme végétal. Une fois ce mécanisme connu,
ADN-T a été rapidement proposé, de le détourner dans un but de transgénese (1mplanter un ou
plusieurs génes dans un organisme vivant). Pour cela, 1l « suffit » de remplacer ’ADN-T par un autre
ADN portant un gene d’intérét.

L'homme s'est inspiré de cette transformation génétique naturelle pour commencer en 1970 a faire les
biotechnologies modernes basées sur I'ADN recombiné.

IT — Les techniques du génie génétique:
@ Matériel biologique employé dans le génie génétique: (Voir document 2)
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Document 2: Matériel biologique employé dans le génie génétique:
% La bactérie Escherichia coli:

Le matériel biologique le plus utilisé dans le génie génétique, est la
bactérie Escherichia coli, et ce pour deux raisons essentielles :
v Elle posséde en plus de son unique chromosome, des plasmides
v Elle se reproduit trés vite permettant d’obtenir rapidement
plusieurs générations successives.
v" Le cytoplasme de cette bactérie est riche en ribosomes, et posséde
tous les éléments nécessaires a la synthése des protéines.

* Les enzymes de restriction:

Ce sont des enzymes capables de couper I'ADN au niveau des sites précis, aprés avoir reconnu
des séquences nucléotidiques bien déterminées. Ainsi une molécule d’ADN peut-étre découpé en

plusieurs fragments; les fragments de restriction.

I
AGGATCCGT AG - Extrémités —» GATCCG
| U =l=l=b | | | Apres coupure | | cohésives ||
TCCTAGGCA TCCTAG GC
Enzyme Source ?g::l(:lne;:tz Coupure : // Apreés coupure
—— Bacillus 5'"GGATCC3' | 5'—G//GATCC—3' I? GATC?|
amyloliquefaciens | 3'CCTAGGS' | 3'—CCTAG/G—5" | " ccTAG G .
" Haemophilus 5'GGCC3' 5'__GG//CC—3' ?T?? ??T?
aegyptius 3'CCGGS 3'—CC//IGG—-5 TACC GGAG
Pstl Providencia stuartii | °.C1CCAGS | S'—CIGCA/G—3' l? f reca (|; |T
' ' L ___5
3'"GACGTCs 3'—-G//ACGTC TG ACGTCA
TG AATTC
A . 5'GAATTC3' 5'—-G//AATTC—--3'
Eco RI Escherichia coli , , , , [ ] | |
3'CTTAAGS 3'-CTTAA//G—5 CTTAA G

* Les ligases:

Ce sont des enzymes qui ont la propriété de coller ensemble des extrémités simples d'ADN, selon des

séquences nucléotidiques bien déterminées.

% La transcriptase inverse (ou rétro-transcriptase):

C’est un enzyme qui permet de convertir ' ARN en ADN. Le brin d'ADN résultant de cette réaction

est appelé ADN complémentaire (ADNCc).

AUGGACCUC TACCTGGAG ATGGACCTC
» s > | [ [T 1]]
ARN Transcriptase ADN monocaténaire TACCTGGAG
inverse ADN bicaténaire
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a) Bactérie Escherichia coli :

La bactérie Escherichia coli est le moyen le plus utilisé comme vecteur de géne d’une cellule a une
autre, grace a son plasmide qui intégre le géne qu’on veut transférer.

b) Les enzymes de restriction:

Les enzymes de restriction sont des protéines qui reconnaissent etclivent I’ADN, selon des séquences
nucléotidiques spécifiques.

Généralement un enzyme de restriction coupe les deux brins au niveau de deux points décalés. Ce qui
donne des extrémités monocaténaires appelées « bout cohésif ».

Sous l'effet d'un enzyme de restriction, une longue molécule d'ADN est découpée en petits morceaux
appelés les « fragments de restriction ».

¢) Les ligases:

Les ligases sont des enzymes qui sont capables de coller ensemble des fragments d'ADN, selon des
séquences nucléotidiques spécifiques.

d) La transcriptase inverse:

C’est une enzyme qui est impliquée dans le processus de conversion de I'ARN
en ADN complémentaire (ADNCc). Ce type d'enzyme est utilisé par les rétrovirus contenant de ' ARN.

@ Les étapes du génie génétique:

Quel que soit I’objectif visé de la manipulation génétique, le transfert du gene, d’une cellule a 1’autre,
nécessite trois étapes essentielles qui sont :

v" Larecombinaison de I’ADN in vitro.
v" Le clonage du géne.

v" Criblage des clones transformants.
v L’expression du géne.

a) Recombinaison de I’ADN in vitro: (Voir document 3)

ocument 3: Les étapes pour isoler et intégrer un gene dans une cellule

La figure ci-dessous représente un schéma simplifié des étapes de la transgénése :

= @ Extraction @ Extraction et

% &’ ADN ouverture du

plasmide
Une cellule ADN
@ Extraction du E. restriction
géne recherché \ )

Plasmide

E restriction Chromosome

@ Insertion du ® Réinsertion du plasmide
- TGCA géne dans le dans Ia bactérie

TTCTGCACAC GAA
AAGACGTIGTGCTT % ' plasmide

E. restl"ictiou ¢ ’J O %

,|'\,1I\+TCTGCA CACG
GACGT GTGCTTAA Bactérie génétiquement modifiée

En exploitant les données de ce document, montrez comment isoler un géne désiré, et I’intégrer dans
le plasmide d’une bactérie pour obtenir un plasmide recombinant.
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La recombinaison consiste a isoler le gene désiré du chromosome d’une cellule et a I’insérer sur le
plasmide bactérien. On obtient, alors, un plasmide recombinant.
Cette technique se déroule selon les étapes suivantes:

= 1% étape: Isolement du géne désiré.

Le géne d'intérét que 1'on veut introduire dans une cellule, peut provenir de tout organisme vivant,
plante, animal ou bactérie, puisque le code génétique est universel. Ce géne doit étre 1solé de
l'organisme donneur, et cela se fait selon deux méthodes :

v On extrait le géne par ’intermédiaire des enzymes de restriction qui permettent de donner
des fragments d’ADN avec des bouts cohésifs (bout unifiant).

v On utilise I’ARNm compatible au polypeptide qu’on veut produire: cet ARNm est transcrit
en ADN complémentaire (ADNCc), par I’intermédiaire de 1I’enzyme transcriptase inverse.

= 27 étape @ : Greffage du plasmide par le géne désiré.

Le transfert des génes vers d'autres organismes nécessite un vecteur capable de se transférer dans
une cellule cible. Le vecteur utilisé dans ce cas est un plasmide. On procede a I’ouverture du
plasmide avec des enzymes de restriction (souvent les mémes utilisées pour la restriction du gene
d’mntérét).

On mélange les plasmides ouverts et les fragments de restriction dans le méme tube a essai en
présence d’une ligase pour lier les fragments de restriction et les plasmides. 1.’appariement des
bouts cohésif se fait spontanément. Ainsi on obtient des plasmides composés (Plasmide
recombinant ou hybride).

Nous sommes maintenant en présence d’un plasmide contenant le «gene d’intérét». Cependant, un
plasmide ne peut pas cloner un geéne par lui-méme; il a besoin d’un systéme hote pour faire des
copies du plasmide (et ainsi, faire des copies du « géne d’intérét »).

b) Clonage du géne désiré:

Le clonage nécessite 1’introduction du plasmide recombinant dans un systéme hote, puis la mise en
culture de cette bactérie dans un milieu favorable

Généralement on utilise comme hote les bactéries E. coli sans plasmide. On rassemble donc les
plasmides recombinants et des bactéries dans un milieu convenable, et on I’incite a se multiplier,
formant ainsi des colonies sous forme de clones. Cela permet a certaines bactéries d'intégrer les

plasmides recombinés.

Comment donc déterminer les bactéries qui ont incorporées le plasmide recombiné ?

¢) Criblage des clones transformants (Isolement des transformants):

L'identification du clone transformant exige 1'utilisation de marqueurs de sélection.
Les marqueurs de sélection sont associés au vecteur ou au fragment d’ADN a détecter.

% Criblage des bactéries transformant par I’utilisation des antibiotiques:
(Voir document 4)
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Document 4: Criblage des bactéries transformant par les antibiotiques

Apreés le clonage du géne d’intérét, ce ne sont pas toutes les bactéries qui intégreront les plasmides,
alors les cellules doivent étre sélectionnées afin d’identifier celles qui auront intégré les plasmides et
celles qui ne ’auront pas fait.

Afin de déterminer les bactéries génétiquement modifiées, on utilise le caractére de la résistance aux
antibiotiques. Les plasmides renferment généralement des génes qui favorisent la résistance aux
antibiotiques (la pénicilline, ’ampicilline, etc.).

Le principe de cette technique est la culture de bactéries dans des milieux qui contiennent des
antibiotiques, puis analyser les résultats obtenus dans chaque milieu de culture, pour déterminer les
clones contenant le géne désiré.

Le document ci-dessous décrit les circonstances et les résultats de ces expériences:

Formation du plasmide Géne de la résistance a Géne de la

recombinant P’antibiotique B résistance 2
% I’antibiotique A

= =
[le— Legéne —\ '2 =
_________________ ros [*]
N désiré . £ Q-.E
1 N e = e
' ; H : ' Insertion du gene |  ~-------m--mm-mmoo- SEE
| présente deux ! | e o) : " Seul ¢ 1 _ S %= g
i S | 1désiré au milieu du | Seulement queiques &= 8
i génes de | ettt | i hacteries i arent 5 &
] e G M~ = 3 gene Codant pour 1 I acteries mcor pOl en S 8
' résistancea B S~ le plasmide 2 o1
ey ibiofti 1 &
| Pantibiotique A | : Pantibiotique A | , : 7
| | , | ! recombinant
: etB | ! ] 1
1

Clone présentant les

bactéries Reniquace
génétiquement plquage
modifiés
& O &o

+ L’antibiotique B + L’antibiotique A Sans antibiotique

Que peut-on déduire de I’analyse des résultats de cette expérience ?

Le plasmide utilisé dans cet expérience est caractérisé par la présence de deux genes: A (résistance a
I’antibiotique A) et B (résistance a I’antibiotiques B).

On constate que le géne désiré s’intégre au sein du géne responsable de la résistance aux antibiotiques
A

Apres son intégration du géne désiré, le plasmide perd le géne A sans perdre le gene B, donc les
bactéries portant le plasmide modifiants, seront sensibles a l'antibiotique A et résistantes a
I’antibiotiques B.

Une fois la transformation réalisée, on doit d'abord sélectionner les bactéries ayant regu le plasmide
recombinant. Pour ce faire, on ajoute des antibiotiques au milieu de culture.

= Dans un milieu de culture contenant I’antibiotique A, seules les bactéries non transformées,
ayant préservees le géne de résistance a l'antibiotique A, pourront se développer (clone 1, 5 et
6). Par contre les bactéries ayant intégrées le géne désiré disparaissent, car elles deviennent
sensibles a I’antibiotique A (clone 2, 3, 4 et 7).
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= Dans un milieu de culture contenant I’antibiotique B, seules les bactéries résistantes a
I’antibiotique B, pourront se développer (clone 1, 6 et 7). Par contre les bactéries ne présentant
pas le gene B disparaissent.

Les bactéries génétiquement modifiées seront alors résistantes a 'antibiotique B, sensibles a
l'antibiotique A et sont donc des bactéries du clone 7.

* Criblage des bactéries transformant par I’utilisation des sondes radioactives: (Voir
document 5)

Document S: Criblage des bactéries transformant par les sondes radioactives

Les sondes radioactives sont des molécules d'ADN monocaténaires contenant des atomes
radioactifs, ayant une séquence complémentaire a une partie du géne recherché.
Le schéma ci-dessous présente les étapes de criblage par sondes radioactives:

Solution Sonde radioactive
o contenant . . e
— - Brin du géne désiré
r_ﬁ 2N une sonde . , i .
L 4 radioactive Film d’autoradiographie
Filtrat —
(Membrane) ¢ /\
AR o T
VRS g
S __9 r 4
Milieu de Hybridation
culture Déposer la membrane sur un film génétiquement
radiographique pendant quelques jours modifiés

En se basant sur les données de ce document décrire les étapes de cette technique.

La technique de criblage par les sondes radioactives se fait selon les étapes suivantes:

= On transfert les bactéries sur une membrane de nylon ou de nitrocellulose (en déposant tout
simplement la membrane sur la boite de Pétr1).

= On fait chauffer puis tremper la membrane dans une solution contenant des sondes radioactives.
En diminuant la température, les sondes pourront se fixer sur la partie de ' ADN ayant une
séquence complémentaire, c'est ce que 1'on nomme hybridation.

= Un ringage permet de retirer les sondes qui ne se seront pas hybridées.
= Comme les sondes contiennent des atomes radioactifs, on peut procéder a une autoradiographie.
C'est-a-dire que I'on dépose la membrane sur un film radiographique pendant quelques jours

dans le congglateur puis on développe le film. Les atomes radiographiques réagiront avec le
film ce qui permettra d'identifier les colonies contenant le géne recherché.

Remarque:

Au moment du clonage, pour 1soler le géne désiré, on peut utiliser la technique d’électrophorese (Voir
document 6).
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Document 6: L.’¢électrophorese pour isoler le gene désiré
L’électrophorése est utilisée en biologie

moléculaire pour la séparation des acides nucléiques ou |,
des protéines (Voir figure 1).
Cette technique est basée sur le déplacement '
de molécules ioniques sous I'effet d'un champ

électrique. Les molécules anioniques (chargées ‘ !{f‘ S
négativement) migrent vers la cathode et les "f

molécules cationiques (chargées positivement) se
déplacent vers I'anode. L'ADN est une molécule
chargée négativement qui se déplacera donc vers

la cathode. Les plus petites molécules pourront plus
facilement se frayer un chemin dans le gel d'agarose

¥ 7

Figure 1: Dispositif d’électrophoreése

et migreront plus loin. Les plus grosses molécules s B8 . @cO8R
resteront plus pres des puits. ® = L >® o B B
Les fragments d’ADN résultant de I’action des enzymes o B

de restriction sont soumis a I’électrophorése, puis a o5 B @co 0

I’action des sondes radioactives. Les résultats obtenus ~ Migration d’ ADaN + Autoradiographie
sont présenté par un électrophorégramme (Voir figure - . -

2). Figure 2: Electrophoregramme

L’1solement du gene désiré se fait selon les étapes suivantes:

v’ L’électrophorése permet de séparer les fragments de restriction selon leur taille. On peut donc
les déterminer par comparaison avec la migration de fragments de taille connue (Fragments
étalons).

Séparation des deux brins d’ADN par la soude.

Addition des sondes radioactives.

Repérer les fragments d’ADN hybrides par autoradiographie.

ANENEN

d) Expression du géne désiré:

Pour que le géne intégré dans le plasmide, s'exprime dans la cellule hote, celui-ci doit étre entouré d’un
systéme de controle. Ce systéme est constitué de séquences de génes régulateurs et de génes de
structure, que la cellule hote devra reconnaitre.

Le systéme de controle permet de connaitre les signaux d’initiation de la transcription de I’ADN du
gene suivie de 1’élongation et de la terminaison de ’ARNm (Document 7).

Document 7: Systéme de controle de I’expression d’un gene désiré

Signal de terminaison de la
transcription de PADN en ARNm

Géne a Geénes de structures

transcrire

Geénes régulateurs de la

Plasmide transcription de ’ADN

III — Quelques domaines d’application du génie génétique:
@ Production industrielle de I’insuline: (Voir document 8)
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[Document 8: Production industrielle de I’insuline

L'insuline est une hormone peptidique synthétisée par les cellules p des ilots de Langerhans du
pancréas. Cette hormone est constituée de 51 acides aminés répartis, sur deux chaines (A) et
(B) reliées entre elles par des ponts disulfures.

L'insuline est une hormone hypoglycémiante, produite par le pancréas. Sa production insuffisante
entraine le diabéte.

A partir de 1978, I’'insuline est extraite des cellules des porcs et des vaches. Désormais, I’utilisation
de cette insuline d’origine animale provoque des effets secondaires tels que I’allergie.
Aujourd'hui, les diabétiques disposent d'insuline humaine produite par génie génétique.

La figure ci-dessous présente les étapes de synthése de I’insuline par génie génétique.

Plasmide
Expression des génes et
Préparation 0 Intégration des génes au production d’insuline

7 du plasmide sein du plasmide

Chromosome T R S ( ) t
e LT
/' .-)@g.%;};‘; *%”G -\\\\ Y] ..‘
/ o 1: 9 Y ] 7 \
Pl T Introduction du
Cellule | .ig e | 2 .
e s | plasmide W,
humaine | 4 iy .
\ R T 1S ) 1 R — recombinant dans
°f olement ces genes une bactérie hote
e d’insuline

En exploitant les données de ce document, décrire les étapes de la production d'insuline par génie
génétique.

L’msuline est une hormone utilisée pour le traitement des diabétes. Le génie génétique a permis de
produire de I'insuline humaine a partir de bactéries génétiquement modifiées, a travers la stratégie
expérimentale suivante:

a) Isolement du géne de l'insuline :
L'ARNm codant pour la synthese des deux chaines peptidiques A et B de I’insuline, est 1solé des

cellules du pancréas. Par utilisation de la transcriptase mnverse, on obtient de 'ADNc puis avec la
polymeérase, de I'ADNCc bicaténaire, qui est le géne codant pour I’insuline.

b) Préparation d’un vecteur de clonage :
Le plasmide pBR322 portant les génes de résistance a I'ampicilline et a la tétracycline est choisi

comme vecteur de clonage. Le géne de résistance a la tétracycline contient un site de 6 bases reconnu
par I'enzyme de restriction Bam HI. On intégre les génes de I’insuline au sein de ce plasmide.

c) Préparation de la cellule hote :

Le plasmide recombinant est introduit dans une bactérie sans plasmide. La souche choisie est E. coli
K, initialement sensible a la tétracycline et a I'ampicilline.

d) Sélection des clones porteurs des genes d’insuline :

Le plasmide recombinant perd la résistance a la tétracycline. Ainsi, les colonies bactérienne capable
de se développer sur un milieu contenant de 'ampicilline sont des bactéries ayant intégrées le
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plasmide Par réplique (a I'aide d'un papier buvard) sur un milieu contenant de la tétracycline, on
repere alors les colonies d'E. coli qui sont a la fois résistante a I'ampicilline et sensible a la
tétracycline; Ces derniéres sont alors celles qui ont intégrées le plasmide transformé avec le géne de la
insuline.

e) Vérification de la production de I’insuline :
II faut ensuite vérifier que les clones sélectionnés produisent bien de I’insuline.
Pour cela, on applique sur les clones choisis une membrane sur laquelle ont été fixés des anticorps

capables de reconnaitre I’insuline. A l'aide d'un second anticorps marqué (méthode indirecte), on
détecte alors les clones bactériens capables de produire I’insuline.

f) Expression des génes d’insuline :

Les clones sélectionnés sont mis a cultiver a grande échelle. Le produit obtenu est purifié. L'insuline
est ensuite analysée et testée sur les animaux.

@ Lutte contre les insectes nuisibles en agriculture: (Voir document 8)

Document 9: Lutte contre les insectes nuisibles en agriculture

La pyrale du mais est un papillon nocturne (Figure 1). La femelle pond ses ceufs a I'aisselle des
feuilles du mais. Apres éclosion, les chenilles (Figure 2) pénétrent dans la plante et provoquent des
dégats importants: sensibilité a la casse des canes, affaiblissement physiologique des plantes (canaux
de séve endommagés), risque de chute d'épis avant récolte.

Les chercheurs ont découvert une protéine toxique, capable de détruire les chenilles de la pyrale,
mais inoffensif pour les vertébrés. Le géne qui code pour cette protéine se trouve d'une facon
naturelle, dans le programme génétique de la bactérie Bacillus thuringiensis (Figure 3).

Figure 2: Chenille \

Figure 1: La pyrale Figure 3: Bacillus thuringiensis

e

Grace aux techniques du génie génétique, on a pu produire des plantes génétiquement modifiées
résistantes aux chenilles. Ces plantes sont capables de secréter la protéine toxique pour les chenilles.

La figure du document 10 présente un schéma résumant les étapes de la transgénése par biolistique,
ou méthode du « canon a ADN ».

En exploitant les données du document 9 et 10, décrire les étapes de la transgénése permettant
d’obtenir une plante de mais résistante a la pyrale.
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Document 10: Les étapes de la transgénése chez le mais

/ Extraction du géne
d’intéret

] Fixation du géne sur

“ / le plasmide

\

Billes de tungsténe enrobées
de PADN d’intéret

Détermination du géne
d’intérét chez

i Transfére E
Bacillus thuringiensis E :

biologique

A e
A4,
&Z/;( %

Introduction du - N\
plasmide recombinant ‘( 'h
dans une bactérie héte \_ / J

Transfere
mécanique

Incorporation du géne
d’intérét par la cellule hote
Mais entier
produisant son
insecticide

élection des cellules
modifiées
génétiquement

Multiplication des plantesE

par croisement

Régénération de
plantules modifiées

La transgénese dans ce cas peut étre réalisée soit en 1solant un géne bénéfique et I’incorporer au sein
d’un vecteur biologique, soit en utilisant la technique de bombe ou canon a ADN (Biolistique).

La transgénese permettant d’obtenir une plante de mais résistante a la pyrale, se fait selon les étapes
suivantes :
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1- Extraction du géne qui code pour la protéine toxique, a partir des cellules de la bactérie Bacillus
thuringiensis.

2- Extraction d’un vecteur biologique. Généralement le plasmide Ti de la bactérie Agrobacterium
tumeétaciens. Ensuite on incorpore au sein du plasmide, le géne qui code pour la protéine
toxique.

3- Intégration du plasmide génétiquement modifié dans des cellules végétales que 1’on veut
modifier, de deux maniéres:

= Meécanique par biolistique (Canon a ADN):

Le principe du canon a ADN consiste a projeter sur le tissu a transformer de toutes
petites billes d'or ou de tungsténe enrobés d'ADN. Ces billes projetées ont
suffisamment d'énergie cinétique pour traverser la paroi et la membrane des cellules
sans leur infliger de dommages urréparables.

= Chimique par un vecteur biologique:

Les bactéries Agrobacterium tuméfaciens, qui portent le plasmide modifié, sont
mtroduites dans un milieu qui contient des protoplastes du végétal que I’on veut
modifier (Des cellules sans paroi, non jointives). L.’ Agrobacterium tuméfaciens parasite
spontanément les protoplastes. Ainsi elles insérent dans ces cellules, les génes de la
protéine toxique.

4- Les protoplastes se multiplient dans le cadre de la culture in vitro. Ainsi on obtient un grand
nombre de plantules génétiquement modifié.
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