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Universit6 Mohamed El imi -Bordj Bou Arreridj-
Facult6 des Sciences de la Nat e la Terre et de I'Univers

D6parteme lques
Examen : Techniques d'anal Am6lioration des plantes

dans un laboratoire de biologie1. Quelles sont les consignes et les

mol6culaire ? (2 pts).

o Dans un laboratoire de biologie mol6culaire, Il est important de suivre les consignes

d'hygidne et de s6curit6 des biens et des personnes.

o Il faut imp6rativement travailler avec blouse et avec des gants.

o Certains solvants necessitent d'6tre pr6par6s et manipul6s sous des hottes chimiques.'

o Manipuler avec prudence les produits dangereux tels que le BET (bromure d'6thidium),

class6 parmi les CMR.
o Les appareils utilis6s peuvent 6tre une source de danger ; manipuler soigneusement ces

' appareils.

o Travailler sans gaspillage des produits

2. Quelles sont les 6tapes de la PCR en donnant la temp6rature de chaque 6tape ? (1.5 pts)

o D6naturation 95o

o Hybridation des amorces : 50-65

o Elongation:72o

3. Quelle est la particularit6 de I'enzyme Taq polym6rase ? (1 pts)

La taq-polym6rase est une enzyme thermostable ayant la capacitt de r6sister aux

temp6ratures 6lev6es.

4, Comment on analyse la puret6 de I'ADN en utilisant le spectrophotomdtre (nanodrop) ?

(3 pts) )

On analyse la puret6 de I'ADN en utilisant le spectrophotomdtre en calculant les deux

ratio :

Le ratio A260 nm/280 nm:
Ce ratio explique la puret6 des acides nucl6iques (6valuer la contamination de prot6ines

dans une solution d'acides nucl6iques).

D'une manidre gen6rale, la puret6 d'une solution d'acide nucl6ique est consid6r6e comme

acceptable lorsque le ratio A260 nm/A280 nm est compris entre I ,8 -2,0 pour l'ADN et

entre 2,0 - 2,2 pour I'ARN.
Le ratio A260 nm/A230 nm:
Ce ratio est un deuxidme indicateur de puret6, il est g6n6ralement plus 6leve que le ratio

A2601A280. Un ratio A2601A230 compris entre 2,0 - 2,2 rndrque une bonne puret6 des

acides nucl6iques. Lorsque ce ratio est significativement plus faible que 2,0 - 2,2, cela

r6vdle la pr6sence de contaminants absorbant d230 nm dans la solution (le ph6nol, les

carbohydrates, les peptides, l'acide humique, l'ur6e, I'EDTA, les polysaccharides . ...).
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f,. Donner les critdres de choix d'un bon
o Etre polymorphe, c'est d di

(variable entre individus).
o Etre co-dominant, ce q

homozygotes c'est-d-dire

que

l6culaire (2.5 pts).

Lun alldle dans la population 6tudi6e

ygote peut 6tre diff6renci6 des

locus.

e est sans effet sur la variabilit6

o Non 6pistatique, c'est-d-di 6tre lu d partir de son ph6notype

quel que soit le g6notype

. Etre neutre, c'est-d-dire

ph6notypique

d'interaction inter locus).

o Etre insensible au milieu, c'est-d-dire le g6notype peut 6tre infere d partir du

ph6notype quel que soit le milieu.
e Reproductible d'une exp6rience d une autre

6. Donner bridvement les 6tapes de la technique RFLP (2 pts). Expliquer les causes du
polymorphisme chez les marqueurs RFLP (1.5 pts)

o Clivage enzymatique par des enzymes de restriction
o Electrophordse sur gel d'agarose
o D6naturation des fragments

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

. Hybridation avec une sonde radio marqu6e d6natur6e

o Lavage

o Autoradiographie

Les causes du polymorphisme :

Perte ou gain d'urf site de restriction

Mutation de type insertion-d6l6tion

7. Quels sont les inconv6nients de la s6lection assist6e par marqueurs ? (1.5 pts)
. Coflt 6lev6;

o Elle est souvent inefficace pour la s6lection de caractires agronomiques i d6terminisme
g6n6tique complexe (comme le rendement, par exemple), gouvern6s par un grand nombre
de gdnes ou de QTL (Quantitative Trait Loci) qui interagissent et dont la plupart sont encore
inconnus.

8. Ci-aprds un gel d'6lectrophorise obtenu apris un s6quengage d'un fragment d'ADN avec
la technique de Sanger.
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a. Expliquer la tech en donnant son principe (4 pts).

C'est une m6thode bas6e sur l'
compl6mentaire: arr6t d' 6longation.

dse enzymatique d'un brin d'ADN

L'ADN d s6quencer est clon6 (de brin sont produites). Une courte
amorce d' oligonucl6otides (marqu6e) . Le point de fixation de I'amorce sert de
point de d6part pour la synthdse du brin c

aiout6s avec:
La polym6rase avec les ions Mg2+ s611

r Les 4 nucl6otides norrnaux en excds: d-ATP, d-CTP, d-GTP et d-TTP;
o 4 nucl6otides analogues (des did6soxyribonucl6otides: ddNTP) dans des incubations

s6par6es. Les ddNTP sont identiques aux nucl6otides normaux sauf que les groupes
hydroxyles (OH) du chrbone 3' des d6soxyriboses sont remplac6s par des hydrogdnes (H).
La polym6rase ne peut pas distinguer ce substrat des nucl6otides normaux. L'int6gration
d'un ddNTP dans le brin synth6tis6 entraine I'arr6t de l'6longation en raison de I'absence
du groupement OH, n6cessaire ir I'extension.
Les 4 incubations contiennent donc un m6lange de mol6cules partiellement synth6tis6es
d'ADN double brin marqu6. La longueur des fragments d'ADN varie en fonction du point
d'int6gration du did6soxyribonucl6otide. Comme cette int6gration est al6atoire, I'ensemble
des mol6cules dans un m6lange repr6sente l'ensemble des positions pour une base
particulidre. Les 4 mdlanges sont analys6s simultan6ment sur un gel d'6lectrophordse. Les
bandes sont r6v6l6es par autoradiographie et la s6quence est lue directement sur le gel.

Donner la s6quence de I'ADN s6quenc6 (1 pt).

5'AGGCATTTCGAGCAAACTCCGA3'

b.

c.


