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Dans un laboratoire de biologie moléclair, Il est important de suivre les consignes
d’hygiene et de sécurité des biens et des personnes.

Il faut impérativement travailler avec blouse et avec des gants.

Certains solvants nécessitent d’étre préparés et manipulés sous des hottes chimiques.
Manipuler avec prudence les produits dangereux tels que le BET (bromure d’éthidium),
classé parmi les CMR.

Les appareils utilisés peuvent étre une source de danger ; manipuler soigneusement ces
appareils.

Travailler sans gaspillage des produits

2. Quelles sont les étapes de la PCR en donnant la température de chaque étape ? (1.5 pts)

e Dénaturation 95°
e Hybridation des amorces : 50-65
¢ Elongation : 72°

3. Quelle est la particularité de I’enzyme Taq polymérase ? (1 pts)

La tag-polymérase est une enzyme thermostable ayant la capacité de résister aux
températures ¢levees.

4. Comment on analyse la pureté de ’ADN en utilisant le spectrophotométre (nanodrop) ?
(3 pts) :

On analyse la pureté de ’ADN en utilisant le spectrophotométre en calculant les deux
ratio :

Le ratio A260 nm/280 nm:

Ce ratio explique la pureté des acides nucléiques (évaluer la contamination de proteines
dans une solution d’acides nucléiques).

D’une maniére générale, la pureté d’une solution d’acide nucléique est considérée comme
acceptable lorsque le ratio A260 nm/A280 nm est compris entre 1,8 — 2,0 pour I’ADN et

entre 2,0 — 2,2 pour I’ARN.

Le ratio A260 nm/A230 nm:

Ce ratio est un deuxiéme indicateur de pureté, il est généralement plus élevé que le ratio
A260/A280. Un ratio A260/A230 compris entre 2,0 — 2,2 indique une bonne pureté des
acides nucléiques. Lorsque ce ratio est significativement plus faible que 2,0 — 2,2, cela
révele la présence de contaminants absorbant a 230 nm dans la solution (le phénol, les
carbohydrates, les peptides, 1’acide humique, 1’urée, ’EDTA, les polysaccharides ....).



5. Donner les critéres de choix d’un bon mar gu-
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Ftre co-dominant, ce qui
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Spi , C'est-a-ding ‘; - t étre lu a partir de son phénotype

quel que soit le génotype d S ¢e d’interaction inter locus).

Etre neutre, c'est-a-dire que sonhol
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polymerphiisme est sans effet sur la variabilité

phénotypique

Etre insensible au milieu, c'est-a-dire le génotype peut étre inféré & partir du
phénotype quel que soit le milieu.

Reproductible d’une expérience a une autre

6. Donner bri¢vement les étapes de la technique RFLP (2 pts). Expliquer les causes du
polymorphisme chez les marqueurs RFLP (1.5 pts)

Clivage enzymatique par des enzymes de restriction

Electrophorese sur gel d’agarose

Dénaturation des fragments

Transfert sur un support solide (membrane de nylon ou de nitrocellulose)
Fixation de I’ADN sur la membrane

Hybridation avec une sonde radio marquée dénaturée

Lavage

Autoradiographie

Les causes du polymorphisme :

e Perte ou gain d'ur site de restriction

e Mutation de type insertion-délétion

7. Quels sont les inconvénients de la sélection assistée par marqueurs ? (1.5 pts)

e Cout élevé;

e FElle est souvent inefficace pour la sélection de caractéres agronomiques a déterminisme
génétique complexe (comme le rendement, par exemple), gouvernés par un grand nombre
de génes ou de QTL (Quantitative Trait Loci) qui interagissent et dont la plupart sont encore
inconnus.

8. Ci-apres un gel d’¢électrophorése obtenu apreés un séquencage d’un fragment d’ADN avec
la technique de Sanger.
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a. Expliquer la techniqy

C’est une méthode basée sur I’i
complémentaire: arrét d’élongation. \ s
L’ADN & séquencer est cloné (de n r@giiijop', 53» S} mple brin sont produites). Une courte
amorce d’oligonucléotides (marquée) stajoutée %}\ "".,9' Le point de fixation de 1I’amorce sert de
point de départ pour la synthése du brin comg e e La polymérase avec les ions Mg2+ sont
ajoutés avec:

e Les 4 nucléotides normaux en exces: d-ATP, d-CTP, d-GTP et d-TTP;

e 4 nucléotides analogues (des didésoxyribonucléotides: ddNTP) dans des incubations

separées. Les ddNTP sont identiques aux nucléotides normaux sauf que les groupes
hydroxyles (OH) du carbone 3’ des désoxyriboses sont remplacés par des hydrogénes (H).
La polymeérase ne peut pas distinguer ce substrat des nucléotides normaux. L’intégration
d’un ddNTP dans le brin synthétisé entraine I’arrét de I’élongation en raison de ’absence
du groupement OH, nécessaire a I’extension.
Les 4 incubations contiennent donc un mélange de molécules partiellement synthétisées
d’ADN double brin marqué. La longueur des fragments d’ADN varie en fonction du point
d’intégration du didésoxyribonucléotide. Comme cette intégration est aléatoire, I’ensemble
des molécules dans un mélange représente I’ensemble des positions pour une base
particuliére. Les 4 mélanges sont analysés simultanément sur un gel d’électrophorése. Les
bandes sont révélées par autoradiographie et la séquence est lue directement sur le gel.

b. Donner la séquence de ’ADN séquencé (1 pt).
c. S’AGGCATTTCGAGCAAACTCCGA3’



