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MARQUEURS MOLECULAIRES BASES SUR LA PCR

Cours théorique et pratique: M. BAAZIZ (  baaziz@ucam.ac.ma )

POLYMORPHISME D'AMPLIFICATION DE FRAGEMENT DE DNA: TECHNIQUE AFLP.

La technique AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, Vos et al., 1995) est fondée
sur la mise en évidence conjointe de polymorphisme de sites de restriction et d’hybridation

d’amorces arbitraires. Cette technique utilise a la fois les enzymes de restriction et
'amplification PCR. On distingue les étapes suivantes :

- L’ADN génomique est coupé par deux enzymes de restriction.

- Des adaptateurs de séquences connues et spécifiques des enzymes de restriction
utilisées, sont ajoutés aux extrémités des fragments de restriction générant ainsi une
matrice pour I'amplification.

- Une premiére amplification (pré-amplification) est réalisée a l'aide d’amorces de
séquences complémentaires a la séqguence des adaptateurs et des sites de
restriction.

- La deuxieme amplification (amplification sélective) utilise des amorces identiques aux
premieres mais prolongées a I'extrémité 3’ de quelques nucléotides arbitraires (de 1
a 3 nucléotides). Ainsi, seuls sont amplifiés les fragments possédant les bases
complémentaires de ces bases arbitraires. Ces amorces sélectives permettent de
réduire le nombre de fragments amplifiés a une centaine.

- Ces fragments sont séparés par électrophorése sur gel d’acrylamide dénaturant puis
visualisés par coloration au nitrate d'argent ou révélés grace a un marquage
radioactif ou fluorescent réalisé lors de I'amplification sélective.

C’est la combinaison enzyme de restriction/amorce qui permet de révéler le polymorphisme
entre les individus. Elle constitue donc le marquage de type AFLP (voir fig.).



Eco RI Eco RI Msel Eco R!

Y Y

— GAATTC GAATTC TTAA
= CTTAAG CTTAAG AATT

t t |

GAATTC ==
CTTAAG m

—_ AATTC 6 AATTC LI Y G AATTC =
—ctan’ G ciran 6 ast | o ctraa|l*  6—
ADAETATE & Mbe ADAPTATEUR Eco R

R

CACGATGAGTCCTGAG TAA
TACTCAGGACTCATT

G AATTGGTACGCAGTCTAC /
CTTAA CCATGCGTCAGATGCTC

CACGATGAGTCCTGAG TAA

G AATTGGTACGCAGTCTAC
ACTTAACCATGCGTCAG ~——— Amorce Eco Ri

TACTCAGGACTCATT CTTAA CCATGCGTCAGATGCTC

GATGAGTCCTGAGTAA C

Techniques-Sommaire :  http://www.takween.com/techniques/techniques-biochi mie.html
Electrophorése : http://www.takween.com/techniques/05_Electrophorese. html

Travaux dirigés (TD) : http://www.takween.com/techniques/15_TD.pdf

Travaux dirigés (TP) : http://www.takween.com/techniques/14_TP.pdf

Isoenzymes-mutations :  http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-mutati ons.pdf
Isozymes. Principe de détection :  http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-detect ion.pdf
Isozymes : loci, alleles :  http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-loci-a lleles.pdf

RFLP : http://www.takween.com/technigues/10 RFLP.pdf

RAPD : http://www.takween.com/techniques/11 RAPD.pdf

SSR (microsatellites) :  http://www.takween.com/technigues/microsatellites-S  SR-marqueurs.pdf




