3ième Année LMD Microbiologie	TD de Biologie Moléculaire et Génie Génétique                    2025/2026

  
Exercice 1 :

3’ TATGCCCTAGGCTCGAGAAGCTAGCAGACGTCTTTAAGG 5’
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Pas de site de restriction pour Xho 1 
Type d’extrémités : Cohésives

La séquence de l’amorce est : 5' - TTTCTGCA - 3'
L’amorce donnée est : 5’ TTTCTGCA 3’.
Pour trouver où l'amorce se fixe, il faut chercher la séquence complémentaire à l’amorce dans le brin antisens.
L'amorce a la séquence 5’ TTTCTGCA 3’, et la séquence complémentaire sera donc 3’ AAAGACGT 5’.
Ce qui se passe après l’hybridation :
· La DNA-polymérase va ajouter des nucléotides au niveau de l'extrémité 3' de l'amorce (c'est-à-dire après TTTCTGCA).
· L'élongation va se faire de manière complémentaire au brin sur lequel l'amorce s'est fixée.
Exercice 2 :
1. Représentation schématique des fragments après migration sur gel d'agarose.

Les fragments obtenus après digestion sont :
- Fragment 1 : 100 kb
- Fragment 2 : 800 kb
- Fragment 3 : 400 kb
- Fragment 4 : 150 kb

Sur un gel d'agarose, les fragments les plus petits migrent plus loin que les fragments plus grands. Voici une représentation approximative de ce que cela pourrait donner :





----------------------------------------------
|                                           |
|       Fragment 2 (800 kb)                 |
|       Fragment 3 (400 kb)                 |
|       Fragment 4 (150 kb)                 |
|       Fragment 1 (100 kb)                 |
----------------------------------------------

2. Longueur totale de la molécule d'ADN.

La longueur totale de l'ADN est simplement la somme des fragments :
100 kb + 800 kb + 400 kb + 150 kb = 1450 kb.

3. Nombre de sites de coupure.

Il y a eu 3 sites de coupure sur l'ADN.

4. Carte de restriction.

En prenant en compte les tailles des fragments et le nombre de sites de coupure, voici une carte de restriction probable de la molécule :

|-100 kb-|----150 kb------|------------400 kb----|----800 kb --------------------------------------------|

Exercice 3 :
1. Digestion par Ncol : Absence de site de reconnaissance de l’enzyme pas de digestion (pas de site de coupure )
2. Digestion par HindIII :
NNNNNNNNNNNNACGCCAAGCTTGGCTGCANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNTGCGGTTCGAACCGACGTNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNACGCCA	                       AGCT TGGCTGCANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNTGCGGT TCGA                       ACCGACGTNNNNNNNNNNNN

Extrémités : Cohésives
3. Digestion par HindIII+Nucléase S1
Nucléase S1 va couper les extrémités monocaténaires pour avoir 
Extrémités : Franche  

3’NNNNNNNNNNNNACGCCA5’	                        3’TGGCTGCANNNNNNNNNNNN5’
5’NNNNNNNNNNNNTGCGGT3’                         5’ACCGACGTNNNNNNNNNNNN3’

4. Digestion par HindIII+S1+ADN ligase :
ADN va coller les deux fragments d’ADN 
3’NNNNNNNNNNNNACGCCATGGCTGCANNNNNNNNNNNN5’
5’NNNNNNNNNNNNTGCGGTACCGACGTNNNNNNNNNNNN3’

5. Digestion par HindIII+S1+ADN ligase ensuite +hindIII : Pas de site de reconnaissance 



6. Digestion par HindIII+S1+ADN ligase ensuite +Ncol :
3’NNNNNNNNNNNNACGCCATGGCTGCANNNNNNNNNNNN5’
5’NNNNNNNNNNNNTGCGGTACCGACGTNNNNNNNNNNNN3’
Extrémité : Cohésive 

Exercice 4 : 
Taille des fragments EcoR1 = 600 pb +1000 pb = 1600 pb 
Taille des fragments Pst1 =200pb + 600pb + 800 pb =1600 pb
Taille des fragments E+P = 100 pb+200pb +300pb + 500pb+500pb = 1600 pb 

Carte de restriction pour enzyme Pst1
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Carte de restriction pour les deux enzymes Pst1+EcoR1
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On avez 600 +200 +800
Ce qui est en commun et ne change pas c’est 200 Ce qui reste c’est 500 500 300 100 
Il sagit de voir ce qui est en commun et essayer de trouver la bonne combinaison pour ce qui reste dans ce cas 800 peut être divisé en 500 et 300 Et 600 peut être divisé en 500 et 100 pour ce qui est de 200 elle ne change pas 
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