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Thème 6 – Chapitre 4 – Activité 2 
EXTRACTION PAR LYSE ALCALINE ET DIGESTION D’ADN PLASMIDIQUE 
CHEZ ESCHERICHIA COLI 
Éléments de réponse 
 
RÉFLEXIONS PRÉLIMINAIRES 
1. 

Le plasmide d’expression bactérien pGEX contient le gène de sélection de résistance à l’ampicilline 
(AmpR). Lors de son transfert chez E. coli (initialement sensible à l’ampicilline) il permet une sélection 
positive des clones bactériens devenus résistants à l’ampicilline. Seuls les clones contenant pGEX 
peuvent se développer dans un milieu sélectif contenant cet antibiotique. 

 
2. 

Ori correspond à l’origine de réplication de pGEX reconnue par l’ADN polymérase bactérienne. 
 

3. 
lacI est un élément de l’opéron lactose codant pour le répresseur de cet opéron. Les cultures d’E. coli 
étant faites en présence de lactose, le répresseur est inhibé et la cellule hôte peut produire la protéine 
de fusion GST ::Toc159 placée sous la dépendance directe du promoteur de l’opéron (Plac). 
L’opéron lactose peut aussi être induit par addition d’IPTG dans le milieu de culture. 
 

4. 

 
pGEX + insert toc159 

 
5. 

Il est nécessaire de couper pGEX par Not1, créant ainsi des extrémités cohésives et d’effectuer le 
même type de coupure pour toc 159 afin de présenter des portions simple brin cohésives similaires. 
Ainsi, les deux fragments d’ADN d’origine différente peuvent se lier. Le plasmide doit également être 
déphosphorylé pour éviter une religature sur lui-même. 

 
6. 

L’EDTA, en chélatant les ions divalents, déstabilise la membrane bactérienne et neutralise les 
DNases. 

  

      

 

 

Toc159 
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PROTOCOLE OPÉRATOIRE 
 
2. 

Tubes 1 2 3 4 5 6 
H2O qsp 20 µL 
(en comprenant ADN + Tampon + Notl) 13 12 12 13 12 12 

Tampon 10X (µL) 2 2 2 2 2 2 
ADN extraction 1 (µL) 5 5 5 - - - 
ADN extraction 2 (µL) - - - 5 5 5 
RNase à 0,5mg.mL-1 (µL) 2 2 2 2 2 2 
Notl (µL) - 1 1 - 1 1 

 
ANALYSE DES RÉSULTATS 
1. 

 
  

3 mL de bouillon nutritif lactosé de 12 h 
d’E. coli pGEX et d’E. coli pGEX-toc159 

Culot 

Centrifugation Élimination du surnageant 

300 mL de solution 1 

Suspension 

300 mL de solution 2 
Incubation 5 min à 

température ambiante 

300 mL de solution 3 

Suspension 

Surnageant 

Centrifugation 10 min à 
13 000 g du culot 

Élimination du 
culot 

650 mL d’isopropanol 
Précipitation pendant 3 min 

Mélange de précipité 
et de surnageant 

Centrifugation 5 min 
à 13 000 g 

Élimination du 
surnageant 

Culot 

700 mL d’éthanol à 70 % froid 
Et rotation 

Centrifugation 5 min 
à 13 000 g 

Élimination du 
surnageant 

Culot 

Séchage 10 min à 
l’air libre et ajout de 
30 mL de solution 1 

Solution d’ADN 
plasmidique conservée 

dans la glace 
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2. 
Le précipité obtenu, sous l’effet de la forte concentration en sel, est de l’ADN génomique simple brin. 

 
3. 

L’isopropanol permet de précipiter l’ADN plasmidique en diminuant sa solubilité dans l’eau et 
l’éthanol à 70 % élimine les sels de précipitation. 

 
4. 

À 260 nm les acides nucléiques absorbent et à 280 nm ce sont les protéines. Le rapport A260/A280 
permet de juger de la pureté de la solution d’ADN plasmidique. 

 
5. 

Soit A1 l’absorbance à 260 nm pour chaque préparation plasmidique et A2 celle à 280 nm. 
Si le rapport A1/A2 est supérieur à 1,5, la préparation d’ADN plasmidique obtenue est pure. 
Quantité d’ADN plasmidique obtenue en µg.mL-1 = (A1 x 50). 

 
6. 

Cela permet de calibrer le gel (relation entre la distance de migration des fragments et leur poids 
moléculaire) en tenant compte d’éventuels problèmes techniques lors de la migration 
électrophorétique. 

 
7. 

 
 

8. 
Extraction 1 2 

Tube 1 4361 pb  
Tube 2 4898 pb  
Tube 3 4898 pb  
Tube 4  6557 pb 
Tube 5  4656 pb et 1945 pb 
Tube 6  4656 pb et 1945 pb 

 
  

Distance de migration = f( Log taille)

y = -50,098x + 250,78
R2 = 0,9899
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9. 
La taille du plasmide est obtenue grâce aux pistes 2 et 3 après digestion par Notl et report de la 
distance de migration du fragment sur le graphe : distance de migration = f (log taille en pb). La 
taille réelle du plasmide p-GEX est de 4898 pb. 

 
10. 

Dans les pistes 5 et 6 se trouve le plasmide p-GEX avec insert digéré par Not1. Les deux bandes 
obtenues correspondent à p-GEX pour la plus lourde et à l’insert pour la plus légère. La bande la 
plus légère migre le plus loin donc la plus basse dans le gel. 
Après report sur le graphe, la taille de l’insert est de 1945 pb. 

 
11. 

D’après les pistes 5 et 6, il est possible d’affirmer que l’insert est présent dans le plasmide par 
rapport aux pistes 2 et 3 sans insert car on obtient deux bandes au lieu d’une. La bande 
correspondante à p-GEX est la plus haute car identique entre les quatre pistes. La bande la plus 
basse dans les pistes 5 et 6 étant celle de l’insert faisant 1945 pb. Cet insert ne contient pas la 
totalité du gène toc 159 qui fait en théorie 4903 pb (9803 - 4900). 

 
12. 

Les pistes 1 et 4 contiennent le plasmide p-GEX vide ou avec insert non digéré par Not1. De ce fait, 
le plasmide se trouve sous la forme « superenroulée » expliquant une migration plus rapide que dans 
la piste 2 où il est linéarisé par la digestion. 
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