Theme 1: Transmissiont expression du

patrimoine génetique.



Biodiversité intraspécifique = diversité génétique des individus d’une méme espéce.

Qu est -ce qu une mutatlon ?
Comment elle apparait ?
Quelles en sont les conséquences ?
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Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

Pb : Comment surviennent les mutations et quelles sont leurs
consequences ?

|. Les mutations modifient la sequence de nucléeotides des genes.
A. Nature et origine des mutations.
1. Nature des mutations.



3 types de mutations
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Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations modifient la séquence des genes
A. Nature et origine des mutations
1. Nature des mutations
2. Origine des mutations



Origine des mutations

om17.

brin néoformé

Mauvais
w } +T ) TTT appTriement
L8 o b, o ¢ il et © it
brin d’lrigine ponAn?e‘I'\ll'ase rggl?csaftjign
— LADN polymérase commet

1 erreur sur 100 000 nucléotides (=1/10°)



Une « veille » suite au passage de I’ADN polymérase

Endonucléase qui
« vérifie » 'lappariement
des nucléotides

Mésappariement :

- Absence de liaisons H
- Déformation de la double hélice




Correction des erreurs d’appariements

: détection du maunvals
Etape 1 lameant

% c c T c
HAM

coupura a qualques
) nuclaotides en amont
Etape 2 du mawnaks appariement
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Etape g4 par I'ADM-pohamérase
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polymérase

99,99 % de
réparation
—)
Le taux d’erreur
passe de 1/10°
al/i10°



PAS de correction des erreurs d’appariements

erreur non réparéee

-
'I'TTT'!'I“.

— erreur d’appariement (lors de

Réplication de ’ADN la RSC) non corrigée qui =>
modification de la séquence de
brin neoforme nucléotides sur les 2 brins

1

== MUTATION

Séquence mutante



2 hypotheses

1. Les mutations sont provoquées par les changements de I’environnement => adaptation de I'individu a un
changement de I’environnement

2. Les mutations apparaissent indépendamment de I’environnement => elles sont spontanées et aléatoires



Mutations spontanées ou provoquées par la sélection naturelle ?

Expérience de Luria et Delbrick (1943)

Protocole expérimental :

- ils réalisent des cultures de bactéries en 2 temps
--> dans un milieu liquide sans virus
--> dans un milieu solide en présence d’un bactériophage (virus) qui tue les
bactéries
- Certaines mutations permettent aux bactéries de devenir résistantes au virus
- On recommence |'expérience plusieurs fois
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Mutations spontanées ou provoquées par la sélection naturelle ?

Expérience de Luria et Delbrick (1943)

Protocole expérimental :

- On place des bactéries apres leur croissance sur des boites de
pétri contenant des bactériophages (virus)
- Certaines mutations permettent aux bactéries de devenir

résistantes au virus
- On recommence |'expérience plusieurs fois

Hypotheéses testées :

A - Les mutations permettant la résistance sont induites par la mise en contact avec le virus (=
mutations « ciblées » ). Dans ce cas elle apparait aprées le contact avec le virus

B - Les mutations sont spontanées et aléatoires, elles préexistent a la mise en contact avec le
Virus



Expérience de Luria et Delbrick (1943) .

Résultats attendus sous chague hypothese
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Expérience de Luria et Delbrick (1943) .
Résultats attendus sous chague hypothese

La fréquence de mutants est
constante dans chaque
expérience 4
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Expérience de Luria et Delbrick (1943) .

Reésultats observes

20 cultures séparées de petit volume @
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PAS de correction des erreurs d’appariements

erreur non reparee

TTTITTT:

Mutation spontanée
die ¢ e .
Réplication de 'ADN — erreur d’appariement (lors de
la RSC) non corrigée
brin néoformé 9 aléatoire

1

== MUTATION

Séquence mutante



Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations modifient la séquence des genes
A. Nature et origine des mutations
1. Nature des mutations
2. Origine des mutations
B. Les agents mutagenes



Les agents mutagenes physiques — ex les UV

La couche d'ozone absorbe ceralns tvpes de ravons uitraviolels, mals pas ious.



Effet des UV sur I’ADN

Before:

Incoming
UV photon \&——F—




Effet des UV sur I’ADN

Before:

Liaison covalente

entre 2 thymines

Incoming
UV photon \&——F—

/ \ ¥ Of

N < — I’ADN polymeérase ne reconnait
plus les nucléotides
-> erreurs




Effet des UV sur I’ADN

Before:

Incoming
UV photon




Effet des UV sur I’ADN

AC G S 2ACAAG

Rayons T|G|C[C[AIT]G [TITIC

uv

Réplication

Appariement
. errone A[C|G "{;"I A|C|A|A[G
Réplication |T/G/c|c|a[T|G|T|TIC

|Mutation|

A/C G TTAICAIAG
T G|C[AIAITIGITITIC

=> Mutations induites




Les agents mutagenes chimiques

I7
Formol '
(désinfectant, ¥ o %o " Benzéne
conservateur) @ @ [(solvant, précurseur de
Ho @ @ composés chimiques
5 organiques)
e’

Robin Storesund

Acridine

(production de pigments,
antiseptiques)




Les agents mutagenes chimiques

Dimere |
d’acridine

Déformation de la double hélice :
Erreurs d’appariements



Les agents mutagenes biologiques

Papillomavirus
(modélisation 3D)

Copyright Dr Richard Martzolff-Encyclopédie meédicale Vulgaris



Les agents mutaaenes bioloaiques

HPV




Les agents mutagenes biologiques
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Les agents mutagenes biologiques

Comment le papillomavirus
peut provoquer une tumeur

J. Deuxtypes _
/4 de papillomavirus Infection
' humain (16 et 18) ~ Levirus infecte la membrane

provoguent - muqueuse du col de l'utérus.
L'infection ne présente pas de

l
70 U/ - symptémes apparents.

des cancers et des lésions
précancéreuses du col
de l'utérus. :

Papillomavirus
humain

?Transmission
Le papillomavirus humain (HPV)

se transmet principalement lors
de rapports sexuels, avec ou sans
pénétration. La plupart des per-
sonnes contaminées le sont au tout |
début de leur activité sexuelle.

Tom—

—

:fai

REPONSE DE : LESIONS PRE- . CANCER
L'ORGANISME : CANCEREUSES . Sielles ne sont pas
Dans 80 % des cas,le : Dans 10 % des cas, . traitées, les lésions
virus est spontanément : le virus persiste et . peuvent évoluer vers un
éliminé par l'organisme  :  développe des lésions : cancer dans une période
et disparait en l'espace  : précancéreuses, - allant de 10 & 30 ans
de 2 ans. . traitables chirurgicale- : apres infection.

ment si détectées.
LP/INFOGRAPHIE - TH. SOURCES : NOBELPRIZE ORG, OMS.

Importance du frottis chez les
femmes !



Le parcours du papillomavirus

ADN viral intégré
Nouveaux HPV dans le génome

@ de la cellule hote

Utérus

Col de
I'utérus —
Vagin __,
T Cellule infectée Tumeur
HPV
75 % des femmes sont infectées Chez moins de 10 % des femmes, LADN viral s'intégre dans le Les mutations s'accumulent : les
par un HPV au cours de leur vie, le virus persiste a I'état latent dans génome de la cellule hote :ily a cellules deviennent cancéreuses.
mais la plupart des formes de les cellules : I'ADN viral reste sous synthese de protéines virales qui
HPV sont inoffensives. forme circulaire libre dans la dégradent spécifiquement des
cellule. protéines suppresseurs de

tumeurs, comme la p53.

De l'infection au HPV au cancer du col de I'utérus.
Ces etapes de cancérisation s'étalent généralement sur plus de 10 ans mais cela peut étre beaucoup plus rapide.



Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations modifient la séquence de nucléotides des genes
A. Nature et origine des mutations
1. Nature des mutations
2. Origine des mutations
B. Les agents mutagenes
Il. Les mutations sont responsables de la diversité génétique des
individus
A. Transmission des mutations



Le devenir de la mutation dépend de la cellule mutée
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Toutes les cellules de - :
«— Cellules

I'organisme sauf les :
somatiques

cellules reproductrices | ) Cellules a l'origine des
x | gameétes (ovules ou

- spermatozoides)
+ gametes

|
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Transmission d’'une mutation
de cycles en cycles M
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Le devenir de la mutation dépend de la cellule mutée
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Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations modifient la séquence des genes
A. Nature et origine des mutations
1. Nature des mutations
2. Origine des mutations
B. Les agents mutagenes
Il. Les mutations sont responsables de la diversité génétique des
individus
A. Transmission des mutations
B. Mutations et diversité alléelique



Une mutation dans la lighée germinale crée un nouvel allele

MUTATION Diversité
| intraspeécifique
| D N O O O O O I
GAGHNGENNTC C
(rERGE

Nouvel allele
Nouvelle version du

caractere



Une mutation dans la lighée germinale crée un nouvel allele

L'allele peut se répandre dans la
population



Une mutation dans la lighée germinale crée un nouvel allele

| | | o
Groupe A Groupe B Groupe AB Groupe O

i marqueur { margueur
A B
|
Hématies
Fréquence™ 44 % | 10 % 4 % |

~ * La fréquence est donnée pour la population francaise.



Une mutation dans la lighée germinale crée un nouvel allele

240 250 260 270

il '|'||1111!1111'1111!1111'1111!1111'1111!' 17??11|1111???11|

¥ | Traitement I - -
| dentités [ tEEE XL EEEEEEEEEEE L E L JEEEEEEEEEEEEEEEEE T 353363633636 236236 36
acod.adn 0 |TGGAAGGATGTCCTCETGGTGACCCCTTGECTEECTCCL ~radeheccedceTToT
bcod. adn s f-----------— - —————————-—- N Y I chk———-
ocod. adn QT -] - R N I A __

I - . . . " , , . —

: Sélection : 0/5 lignes J délétion

substitutions

- Création de différentes versions d’un méme gene (alleles A, B et O)
=> diversité génétique des populations.



Une mutation dans la lighée germinale crée un nouvel allele

Dlvers1te des individus d’une meme espece

MUTATION = mécanisme favorisant I’évolution



Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations sont des modifications aléatoires de la
séquence de nucléotides de I’ADN

Il. Les mutations sont responsables de la diversité génétique des
Individus

lll. La diversité geneétique d’une population permet de
reconstituer son histoire

A. Sequencer et comparer des genomes pour identifier la
diversité génetique humaine.



Le séquencage du génome humain

Lancement du projet Projet ENCODE :
« génome humain ». comprendre les fonctions
Chaque pays contributeur Version préliminaire des différentes parties
doit séquencer un chromosome du génome humain du génome humain
I |
1989 2001
1985 1995 2004 2019
| ) | |
Début des réflexions sur Accord des Bermudes : Version finale du premier
l'opportunité de séquencer le génome humain, génome humain (combinaison
tout le génome humain patrimoine de I'humanité, du génome de plusieurs

doit rester public personnes anonymes)




m Le séquencage du génome humain en chiffres

Coit du séquencage d'un génome

Le séquencage du genome humain

humain (millions $)

. Génomes séquencés

() Prévisions du nombre
de génomes séquencés

2015
5014 600 000

200 000

A
100 = : 95 000 000 $
50 —
2001-2013
40 00
0= .[ T 11

D

50 millions
L

2020

Nombre de génomes
humains séquencés

A

2025
4 milliards

2001 2004 2007 2010 2013 2016 2019 2022 2025
A Coiit du séquencage et nombre de génomes humains
séquences.

Les techniques devenant toujours plus performantes,

le colit du séquencage d'un génome humain est passé

de 95 millions de dollarsen 2002 a 1000 dollars en 2017.
De nos jours, plusieurs centaines de milliers de génomes

sont séquencés.



Les acteurs de la Polymérase Chain Reaction (vidéo ici)

Genetic characterization
(Atapuerca, Spain)

Objectif : obtenir un nombre important de copies d’un segment d’ADN intéressant pour une étude ultérieure (pour nous, le
séguencage).

ADN d’intérét Nucléotides amorces polymérases
Précurseurs
(A, T,CetG)

g

En grandes quantités chacun


https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo

Le déroulement de la PCR : cycle 1
1°)
Dénaturation par la température




Le déroulement de la PCR : cycle 2

Méme déroulement : Dénaturation / appariement des amorces / élongation

SERRRRRRNRRRARRARRRRERARRRR NS

" i EERRRERRE AR RN NN AEE TR EREEERENERENE

En fin de cycle 2 : 4 copies de ’ADN
(pas encore identique a celui qu’on veut)



Le déroulement de la PCR : cycle 3 et 4

Méme déroulement : Dénaturation / appariement des amorces / élongation

ADN voulu !

ADN voulu !

En fin de cycle 3 : 2 copies identiques a celui qu’on veut

En fin de cycle 4 : 8 copies identiques a celui qu’on veut



Le déroulement de la PCR : cycles suivants

n° du Nombre de copies fideles (deux Durée approx.
cycle brins) (heures)

3 2

4 8

5 22 0.5

6 52

10 1004 1

20 1.048.536

25 33.554.382

30 1.073.741.764 4

n 2"-2n

L’amplification de la quantité d’ADN est considérable.
La durée nécessaire est quasiment ridicule.



Les acteurs du séquencgage

2 »

2

Mucléotides , }
>

) ADNpolymerase

Didesoxynucleotides
fluorescents :J

Peu nombreux ﬂ
o ©

(Y EV S D

ADNMN matrice



Désoxyribonucléotides de I’'ADN et didésoxyribonucléotides artificiels
dATP NH»,

</ I SN DésoxyriboNucléotide
/) précurseur naturel de I'ADN,

HO —P—0O—P—0 o N N ,
' ! ' O reconnu par I’ADN polymérase
OH OH OH

Liaison avec le nucléotide
suivant sur le brin (élongation)

AIAT 277

N =y
o o o </ | ddnucléotide rendu fluorescent.
" " 1 o ]
Ho—f:-o—f?—o—fi—o . N N Il interrompt la RSC !
OH OH OH At i

3 &

Arrét de I’élongation




L'élongation lors du séquencage




Le blocage de I'élongation par les didésoxyribonucléotides




La lecture des résultats
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On obtient des fragments de taille aléatoire tous terminés par un ddnt de
couleur.

APAOADDI2DDAANOHON

On seépare et on trie les fragments selon leur taille par électrophorese.

La succession des couleurs donne la succession des nucléotides c’est-a-
dire la séquence.



Séparation des fragments d’ADN par électrophorese

Champ ¢lectrigue Gel d'Agarose Polds Moléculaire =
AAGC

AAGC
AAGC
AAGC
AAGC
AAGC
AAGC
AAG
AA
A

Puits de dépdt

Seéquencage d'ADN




Le séquencage du génome humain

Lancement du projet Projet ENCODE :
« génome humain ». comprendre les fonctions
Chaque pays contributeur Version préliminaire des différentes parties
doit séquencer un chromosome du génome humain du génome humain
I |
1989 2001
1985 1995 2004 2019
| ) | |
Début des réflexions sur Accord des Bermudes : Version finale du premier
l'opportunité de séquencer le génome humain, génome humain (combinaison
tout le génome humain patrimoine de I'humanité, du génome de plusieurs

doit rester public personnes anonymes)




Quelques caractéristiques du génome humain

Fiche d'identité

® Espéce : Homo sapiens (homme moderne)

e Age:200 000 ans

o 2o
* Taille du génome : u“’ Trois milliards de paires de bases
réparties sur 22 paires de chromosomes plus 2 chromosomes sexuels.

© Nombre de génes : autour de 20 000 (soit moins que les estimations
initiales d'environ 100 000).

® Aucun géne spécifiquement humain : tous les génes humains existent aussi
chez les primates sous des formes plus ou moins proches.

e Le lien entre les génes et le phénotype d'un individu (notamment les
maladies) n'est pas aussi simple a identifier que ce qui était imaginé avant

le séquencage.
ADN codant ADN non Portions d'ADN Portions d’ADN
des protéines codant aux fonctions aux fonctions

connues inconnues

(génes)




Variabilité génétique au sein de I'espece humaine

99,9 % de ressemblance

3 millions de nucléotides difféerents




Le séquencage est possible sur des fossiles

Homo ergaster
800cm3

Homo erectus
800 a 1250 cm3

Homo sapiens Homo neandertalensis
1450 a 1650 ecm3 1600 cm3

Homo habilis
600 a 700 cm3

Australopithecus robustus
500 a 600 cm3

Australopithecus africanus

480 cm3
Australopithecus afarensis

350 a 450 cm3



Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations sont des modifications aléatoires de la séquence de
nucléotides de ’'ADN

ll. Les mutations sont responsables de la diversite genétique des individus

lll. La diversité génétique d’une population permet de reconstituer son
histoire

A. Séquencer et comparer des génomes pour identifier la diversite
géenétique humaine.
B. L’histoire humaine révélée par son génome.

1. Des traces de meétissage entre ’lHomme moderne et des
especes archaiques.



Un métissage avec ’THomme de Néandertal

Homo neanderthalensis

Homo sapiens

BRAINCASE High

- L
Side by Side £ i
w“h an Anclent ~ Large —— NASAL APERTURE —— Narrow
Relative s, — Long COLLARBONE —— Shorter — /i

For the first time, a full
Neanderthal skel

Cyfindrical
RIB CAGE
Conical
LIME BONES f y . 0 n . A LIMB BONES
Thick-walled . & « G . é | Thin-walled

1500-1750 cm3 1350 cm3

HAND BONES £ 4 1 HAND BONES
Robust : : Smaller o gl Slender
ok 5 JOINT SURFACES
Large



il y a du neandertal en nous extraits.mp4

Un métissage avec ’Homme de Néandertal

L'homme migre d'Afrique vers le
continent eurasiatique il y a environ
50 000 ans. Cela concerne environ
2 000 individus.

L'expansion humaine s'effectue petit a
petit vers l'est et I'ouest sur des terri-
toires déja occupés par d'autres popu-
lations, comme les Néandertaliens dont
le nombre total n‘a pas dépasseée les
70 000 individus.

Néandertaliens et hommes, dits
« modernes », sont issus d'un ancétre
commun africain mais sont séparés
depuis 500 000 ans. lls ont cohabite
en Europe, suite aux migrations des
hommes modernes, avant I'extinction
inexpliquée des Néandertaliens, il y a
28 000 ans.

Une autre population humaine, les
Dénisoviens, peuplait egalement I'Eu-
rope (voir exercice 1).

Entre -250 000 et -45 000 ans

Europe

: I @& e Territoires et sites
o néandertaliens

P 2 . e Territoires et sites
o 1 de 'hnomme moderne
Afrique = Sites tour & tour

occupees par
les deux especes
Europe ‘ iy

Entre -45 000 ans et - 28 000 ans

< Migration des hommes moderne

Afl’iq ue ‘i‘ f

Afrique en Eurasie

Carte des territoires occupés par les Néandertaliens et carte des migrations
de I’homme moderne a partir du continent africain vers I'Eurasie.
Chaque point représente un site fossilifére.



Un métissage avec ’Homme de Néandertal

Ocean
Pacifique

Océan
Atlantique

)

u Pourcentage d'ADN néandertalien identifiée
dans différentes populations actuelles.




Un métissage avec ’Homme de Denisova

Métisse entre une femme
néandertalienne et un homme
dénisovien -90 000 ans

(Sibérie)




Un métissage avec ’'Homme de Denisova

Hommes modernes

pmse (Africains)

—_—
< — (Européens)
fe—— ‘s (Asiatiques)
Echanges |/ !
genétiques ;i .
oFol Dénisoviens

¢y W . :
smm>m Neandertaliens

T ! T l >
“1Ma | ~90000 - 50000 ans
- 600000 ans ans a-40000ans

I\ Hypothéses d’hybridations entre Dénisoviens,
Néandertaliens et Homo sapiens.



Carte des métissages

Métissage
Néandertaliens
et modernes decl;)l;‘:itit:ova
DENISOVIENS
I N =
Métissage ? HOMMES MODERNES NEANDERTALIENS
B —0.2% S S 0.5 %
Métissage : fee"” :
Denisoviens et modernes Asie
Europe
Métissage
Africains archaiques Afrique
et Africains modernes

Etendues possibles de formes archaiques
|| Néandertaliens || Denisoviens  [] Africains archaiques

A Carte des métissages.



Chapitre 3. Mutations de I’ADN et variabilité genétique

|. Les mutations sont des modifications aléatoires de la séquence de
nucléotides de ’'ADN

ll. Les mutations sont responsables de la diversite genétique des individus

lll. La diversité génétique d’une population permet de reconstituer son
histoire

A. Séquencer et comparer des génomes pour identifier la diversite
géenétique humaine.

B. L’histoire humaine révélée par son génome.

1. Des traces de meétissage entre ’lHomme moderne et des
especes archaiques.

2. Des traces de |la sélection naturelle.



Population

Mutations aléatoires

Population
avec diversité allélique

Allele avantageux Allele désavantageux

SELECTION NATURELLE
Influence de I'environnement

Sa fréquence augmente Sa fréquence diminue
dans la population dans la population

Allele neutre

DERIVE GENETIQUE
Influence du hasard

Sa fréquence évolue de
manieére aléatoire
dans la population




Sélection naturelle

S1 1’allele apparu confere un
avantage a I’'individu qui le
porte

2

Cet individu a plus de chance de
survivre et de se reproduire

Il

Plus de descendants auxquels il
transmet cet allele avantageux

D’une region a l'autre, la frequence
de certains alleles varie. Cette
variation de la frequence des
alleles peut étre due a la
sélection naturelle ayant eu lieu
dans le passeé.

L’alléle avantageux se repand
dans la population (sa fréquence
augmente)




Variabilité génétique et digestion du lactose — voir TP6

2 Comparaison avec alignement |- B | (]
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En comparant avec LNP, je remarque 3 mutations (substitutions)
qui expliquent l'existence des alleles LP :

- LP1:ala position 125, T remplaceC

- LP2 : a la position 25, C remplace G

- LP3 : ala position 120, G remplaceT



Variabilité génétique et digestion du lactose — voir TP6
Fréquences all€liques dans chaque lieu: A gjeterre

Soudan

Portugal

m|P3
mLP

0.9
0.8
0.7
0.6

N eoAle gk
- Lien entre la fréquence du phénotype et la fréquence des alleles.

) - Plusieurs alléles aboutissent au méme phénotype.
- Cohérence géographique (alleles LP # entre le Soudan et ’Europe)




Variabilité génétique et digestion du lactose — voir TP6

- S e -5 300
¥ 4
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- Modification de la pratique humaine : élevage, donc possibilité de consommer
du lait en permanence

- Actuellement, on voit une corrélation entre la vie pastorale et
surreprésentation du phénotype [lactase persistante]

Ressemble a de la sélection naturelle... dans ce cas quels sont les avantages
d’un phénotype lactase persistante ?
W) s— — ————— — —
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Variabilité génétique et digestion du lactose — voir TP6

- Acces a une ressource énergétique
riche (glucides, lipides, ou protides)

- Apport de Calcium et Vitamines D.

f—%

Meilleure assimilation

du calcium ( région a . Lutte contre la
faible ensoleillement) ~§,‘*iwa S .+ 9/, deéshydratation

. = eau non polluée

| Sélection indépendante de deux alleles LP, dans deux environnements différents

SELECTION NATURELLE




