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Productions végétales et sécurité alimentaire. Les buts ultimes et les 
limites.

Et le rôle des biotechnologies ?

Cultures   in vitro  . Multiplication de génotypes supérieurs et création de 
    nouvelles ressources

 Aspect technique  -
 - Régulateurs de croissances

- Organogenèse in vitro

- Embryogenèse somatique

- Culture de cellules isolées

- Protoplastes

Pour réussir les biotechnologies, le développement des marqueurs 
biochimiques et moléculaires s’impose
Eléctrophorèse. Technique

Marqueurs biochimiques et moléculaires

Marqueurs de type ‘isoenzymes’

Marqueurs liés au polymorphisme de longueur des fragments de restriction
de DNA (RFLP)
Marqueurs moléculaires basés sur la PCR

Utilisation des marqueurs moléculaires en Biotechnologies et amélioration 
des plantes. Etude de cas 
Transgénèse chez les plantes. Un aspect des biotechnologies modernes

Procédés de transfert des gènes chez les plantes

Etapes de la transgénèse 

Visualisation de l'expression des transgènes à l’aide des gènes rapporteurs

Régulation de l’expression des transgènes

Caractérisation moléculaire des transformants et vérification de 
l’intégration du transgène
Test de l’expression du transgène (niveau transcription)

Test de l’expression du transgène (niveau traduction). Tests biochimiques

Travaux dirigés (TD)

Travaux Pratiques (TP)

PRODUCTIONS VEGETALES ET SECURITE ALIMENTAIRE. JUSQU’OU ?

Viser la quantité : 
L’augmentation des rendements depuis 1950 :

□  est liée à la sélection de variétés performantes

2



□ peut se poursuivre si l’on augmente encore un peu les doses d’engrais.

□ a permis de vaincre le problème de la faim dans le monde

□ est liée à l’utilisation massive des engrais depuis cette date

□ peut se poursuivre sans risque avec l’utilisation des OGM.

Viser la qualité :

Les  glucosinolates,  appelés  hétérosides  soufrés  ou  'thioglucosides',  sont  des  composés
organiques responsables de la saveur amère ou piquante de nombreux aliments communs
comme  la  moutarde,  les  radis,  le  cresson,  le  chou-fleur.  Chez  le  colza,  les  produits  de
dégradation  des  glucosinolates  étaient  responsables  de  phénomènes  importants
d’inappétence et de désordres physiologique chez les bovins

Et le rôle des biotechnologies ?

LES BIOTECHNOLOGIES. EXEMPLE D’UNE
INTERDISCIPLINARITE REUSSIE
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Nature  interdisciplinaire  des
biotechnologies

Les Biotechnologies est la résultante d’une
interdisciplinarité  réussie  impliquant  des
champs  disciplinaires  variés  tels  que  la
microbiologie,  la  Biochimie,
l’Enzymologie, la Biologie Moléculaire, la
Biologie  cellulaire,  l’Ingénierie  des
protéines et la Génétique. 

IL  Y’A  BIOTECHNOLOGIES  ET
BIOTECHNOLOGIES !

Les biotechs modernes et les OGMs

Liens utiles :
-   Biotechnologies. QCM   اختبار للمعرفة  .   البيوتكنولوجيات  

DIFFERENTES CULTURES IN VITRO

Culture de plantes ou de fragment de plantes dans des conditions controlées (dans
des récipients fermés).
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Culture contrôlée : milieux synthétiques, condition stérile, culture contrôlée.
Concept  de  totipotentence  :  n’importe  quelle  cellule  différenciée  peux  se
dédifférencier pour donner un autre type de cellule et régénérer une plante entière
adulte. 

BUT 1 : MULTIPLICATION EN MASSE DES PLANTES
– Microbouturage, Micro-cutting,افتسال دقيق
– Organogenèse  (multiplication  par  bourgeonnement  adventif,  adventitious

budding, تبرعم عرضي) 
– Embryogenèse somatique (somatic embryogenesis, تطوير جنيني )

BUT 2 : AMELIORATION GENETIQUE DES PLANTES
– Androgenèse, Gynogenèse
– Sauvetage d'embryons et création d'hybrides interspécifiques
– Culture de protoplastes et hybridation somatique

Liens utiles :
– Micropropagation et culture in vitro d'espèces végétales-    الكثار الدقيق و الزراعة
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الزجاجية للصناف النباتية
– Types  de  cultures    in  vitro  .  Comparaison مقارنaaaaaaة  .   أنaaaaaaواع الزراعaaaaaaات الزجاجيaaaaaaة     

Aspect technique :
 
-  milieu de culture contrôlé,
- eau bidistillée ou eau ultrapure,
- sels minéraux → macroéléments (N, P, K, S, Mg et 
Ca),
                       → microéléments (B, Mn, Zn, Cu, Ni, 
Co, Mo, Al, I, Fe)
- sucre et source de carbone (car conditions de 
développement difficiles car il n'y a pas de  feuille 
mature)
- acide aminés (source d'azote)
- vitamines (cofacteurs d’enzyme et antioxydant pour 
le milieu)
- régulateurs de croissance  (= hormones) 
(Exemples : cytokinine et auxine, agissant à des 
concentrations faibles, sinon toxiques, rôle 
d’élongation cellulaire, phototropisme, dominance 
apicale, formation des racines, développement des 
fruits, … )
- gélose pour milieu solide
- pH → 5,8-6

Travail en conditions stériles pour le matériel 
végétal et l'environnement de la culture:
 
-  usage d'une d’autoclave (mise  sous pression  de
l’eau) :  120°C,  1  bar,  20  min  (pour  les  molécules
thermosensibles  (vitamine,  régulateurs  de
croissance)  on  utilise  des  filtres  avec  des  pore
inferieur a 0,22 µm),

- stérilisation de la verrerie et du matériel de repiquage : température sèche 180°C, 4h,
- stérilisation du matériel végétale : éthanol et hypochlorite (eau de javel),
- usage d'une hotte à flux laminaire horizontal ou vertical,
- travail dans une salle ne contenant que des plantes stériles, 
– travail avec bocaux non fermés hermétiquement pour assurer les échanges gazeux
nécessaires,
– humidité (100% dans les bocaux)
– température : 22-25 °C,
– lumière.

REGULATEURS DE CROISSANCE
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OBTENTIONS : Exemple du Cal (amas de cellules non organisées)
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A. ORGANOGENESE IN VITRO
- Plantes Herbacées
- Plantes ligneuses ou semi ligneuses

– ORGANOGENESE DIRECTE (bourgeonnement direct)

– ORGANOGENESE INDIRECTE (passage par un cal)

Principales étapes de l’organogenèse 
(5 étapes principales):
1: Phase d’initiation: formation des bourgeons
2: Phase de multiplication:
3: Phase d’enracinement: formation des racines (équilibre avec le 
nombre de bourgeons)
4: Phase d’acclimatation: conditions d’acclimatation: conditions en 
serre
5: Transfert dans le champs
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A. Facteurs de contrôle de la phase d’initiation

A-1. Facteurs endogènes
A-1-1. Type d'explants et d'espèces

– Explants à structure organisée (bourgeons)
– Explants  à  tissus  différenciés  (feuilles,

racines, entre-noeuds, pièces florales
– Espèces herbacées
– Espèces ligneuses

A-1-2. Stade de développement et âge de la plante
mère (juvénilité)

– Diminution des teneurs endogènes en acide 
abscissique (ABA) avec le rajeunissement

– Changement des rapports Cytokinines/Auxines
– Augmentation des teneurs en éléments minéraux: 

notamment du K et du P
A-1-3. Position de l’explant sur la plante mère
A-1-4. Période de prélèvement
A-1-5. Taille des explants

A-2. Facteurs externes
A-2-1. Milieux de culture
A-2-2. Effet de la lumière
A-2-3. Milieux de la température
A-2-4.  Autres  facteurs  (caractère  physique  du
milieu de culture)

B.  Facteurs  de  contrôle  des  Phases  de
multiplication, d’allongement et d’enracinement.
- Importance des équilibres hormonaux
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C.  Phase  d’acclimatation:  sortie  des  vitro-plants
en serre.
- Qualité des plants à acclimater.
- Importance du substrat.
- Irrigation, Fertilisation.

B. EMBRYOGENESE SOMATIQUE
B-1. Etapes de l'embryogenèse somatique
B-1-1. Phase d’initiation des cals
B-1-2. Phase de formation des embryons 
somatiques (= expression)
B-1-3. Phase de maturation des embryons
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B-1-4. Phase de germination des embryons et 
développement des vitroplants
B-1-5.  Phase d’acclimatation

B-2. Avantages de l'embryogenèse somatique
B-3. Limites et contraintes de l'embryogenèse
somatique

– > Vidéo 'Graines synthétiques et Embryogenèse somatique'

C. CULTURE DE CELLULES ISOLEES
Objectifs principaux:

– Régénération de vitro-plants en masse (exemple par embryogénèse 
somatique).
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– Production de substances naturelles d’intérêt économique

D. PROTOPLASTES
 
Les cultures de protoplastes sont  importantes dans les programmes
d’amélioration des plantes:
-  Fusions de protoplastes intraspécifiques ou interspécifiques qui ne
fusionnent pas
normalement (var. espèces et genres différents).
- Modifications du patrimoine génétique : Transformation génétique des
espèces végétales:
création de nouvelles variétés:
– Par Introductions des organites cellulaires d’espèces différentes
introduction de chloroplastes, de mitochondries…: matériel génétique
cytoplasmique (ex chloroplastes)

– Par introduction directe de gènes : on peut facilement introduire
des  gènes  exogènes  dans  les  protoplastes:  car  ils  peuvent
absorber des acides nucléiques.

–

13



Pour  réussir  les  biotechnologies,  le
développement  des  marqueurs  biochimiques  et
moléculaires s’impose

Marquage biochimique et moléculaire. Outil d’étude 
de la diversité génétique et de l’amélioration des plantes

- Technique d'électrophorèse, outil de mise en place de marqueurs moléculaires
- Marquage de types protéines et isoenzymes
- Marquage de type RFLP
- Marquage basé sur la PCR

Testez vos connaissances :
https://www.biotech-ecolo.net/QCM/qcm-biotechnologies-marqueurs.html

___________________________________________________________

1. Introduction 

Les méthodes de séparation en Biochimie exploitent les propriétés physico-chimiques des 
molécules. Les propriétés suivantes sont utilisées:
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Caractère
moléculaire 

Propriété physico-
chimique

Technique de séparation
appropriée

POLARITE - Volatilité Chromatographie Gaz-Liquide
- Solubilité Chromatographie Liquide-Liquide
-Adsorption Chromatographie Solide-Liquide

IONICITE Charge électrique
Chromatographie d'Echange d'Ions

Electrophorèse

TAILLE Diffusion
Chromatographie d'exclusion (gel

permeation)
Dialyse

Sédimentation
Ultracentifugation

FORME Fixation de ligands Chromatographie d'Affinité

 Lien web :  http://www.takween.com/techniques/techniques-biochimie.html 

2. Electrophorèse

L'électrophorèse est une technique d'analyse et de séparation basée sur les critères de la
charge  électrique  et  la  taille  des  molécules.  La  migration  différentielle  de  particules
chargées électriquement, se fait sous l'influence d'un champs électrique. 

Déplacement électrophorétique. 

Sous l'action d'un champs électrique, E, une protéine se déplace avec une vitesse, v,
proportionnelle au champs: 

v = µ E, avec µ appelée 'mobilité électrophorétique' µ = v / E (1) avec : µ en cm2.s-1.volt-1,
v en cm.s-1 et E en volt.cm-1
Le champ électrique (E) crée entre 2 électrodes, exerce une force, F, sur une protéine que
l'on suppose sphérique et de charge q; F = q E

Les forces de frottement, F', dues à la viscosité (eta) vont s'opposer à la migration de la
protéine et la freiner;

15

http://www.takween.com/techniques/techniques-biochimie.html


Donc, la mobilité d'une particule migrant dans un champs uniforme dépend de 3 facteurs :
q, (eta) et r.

 Elle est proportionnelle à sa charge (q).
 Elle est inversement proportionnelle au coefficient de viscosité du milieu , (eta)
 Elle est inversement proportionnelle à son rayon (r).

 ------------- Pour plus de détail, visitez le lien web :

Lien web : https://www.takween.com/techniques/electrophorese.html

QCM sur l’électrophorèse : http://www.takween.com/QCM-electrophorese.html 
http://www.takween.com/QCM-electrophorese-supports.html

3. Marqueurs biochimiques et moléculaires 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------
Liens utiles sur le site takween :

Techniques-Sommaire : http://www.takween.com/techniques/techniques-biochimie.html
Electrophorèse : http://www.takween.com/techniques/electrophorese.html
Isoenzymes-mutations : http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-mutations.pdf
Isozymes. Principe de détection : http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-detection.pdf
Isozymes : loci, allèles : http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-loci-alleles.pdf
RAPD : http://www.takween.com/techniques/11_RAPD.pdf
AFLP : http://www.takween.com/techniques/13_AFLP.pdf
SSR (microsatellites) : http://www.takween.com/techniques/microsatellites-SSR-marqueurs.pdf
RAPD : http://www.takween.com/techniques/11_RAPD.pdf

--------------------------------------------------------------------------------------------
Un marqueur biochimique et moléculaire est une protéine ou une séquence de DNA 
facilement détectable et transmissible génétiquement. Il résulte d’un polymorphisme 
pouvant être utilisé dans l’étude de la diversité génétique.

Différents types de marqueurs.

Marqueurs liés au polymorphisme des protéines.

 Marqueurs de type protéines de réserve.
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 Marqueurs de isoenzymes.

Marqueurs liés au polymorphisme du DNA.

Les  DNA  nucléaire  et  cytoplasmique  (DNA  des  chloroplastes  (cpDNA)  et  le  DNA
mitochondrial  (mtDNA))  peuvent  être  étudiés  pour  le  polymorphisme.  Les  cpDNA et
mtDNA sont  de taille plus faible  par  rapport  à celle  du DNA nucléaire.  Cependant,  ils
existent sous forme de plusieurs copies dans une cellule et sont généralement transmis
maternellement. 
Les marqueurs de type DNA correspondent au polymorphisme lié à :

 Fragments de DNA résultant de coupures par des enzymes de restriction
 Fragment de DNA résultant de l’amplification par PCR.

Qualités d’un bon marqueur.

 Polymorphe.
 Transmis de façon codominante.
 Facile à obtenir.
 Reproductible.

Aucun marqueur ne possède toutes les qualités requises. Vidéo: https://youtu.be/17A6fodROW0  

Marqueurs de type ‘isoenzymes’

Les isoenzymes (ou isozymes) constitues des formes différentes d’une même enzyme,
catalysant  la  même  réaction,  mais  se  distinguant  par  quelques  propriétés  physico-
chimiques, dont la charge électrique.  

La révélation des isoenzymes est effectuée directement sur le gel ayant servi de support
de séparation électrophorétique.  La réaction enzymatique est à l'origine de l'apparition
d'une ou plusieurs bandes colorées.

Cas des hydrolases :

Ces enzymes sont rendues visibles sur gel par utilisation de substrats chromogènes ou
fluorogènes qui donnent des produits colorés ou fluorescents après action de l'enzyme.
Ainsi, par exemple, La libération de   - ou   -naphtol permet, ensuite, sa combinaison à
un "Azodye" (Fast Garnett, Fast blue RR, ...) pour donner un précipité coloré. C'est le cas
des estérases et des phosphatases :

                                           Phosphatase
  -naphtyl-phosphate -----------------------      -naphtol
  -naphtol + Azodye   -----------------------     Précipité coloré

Cas des déshydrogénases

Les déshydrogénases (DH) catalysent le transfert d'atomes d'hydrogène de leur substrat à
un coenzyme (NAD+ ou NADP+). L'atome d'hydrogène, libérée sous l'action de la DH,
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 peut être transférée, en présence de
phénazine méthosulfate (PMS), sur un
sel  de  tetrazolium,  tel  que  Nitro  Blue
Tetrazolium (NBT) ou Méthyl  Thiazolyl
Tetrazolium (MTT)  qui  donnent   alors
un  précipité     insoluble  bleu;  le
formazan.

Cas  des  transférases  et  des
isomérases

Les  transférases,  comme  la
phosphoglucomutase  (PGM)  et  les
isomérases,  comme  la  glucose
phosphate isomérase (PGI),

peuvent être visualisées indirectement, car, elles peuvent fournir un produit qui peut être 
déshydrogéné par une autre enzyme (enzyme indicatrice) utilisant un des coenzymes 
NAD+ ou NADP+:

* GPDH : glucose 6-phosphate déshydrogénase  (enzyme de la réaction indicatrice).
L'enzyme de la réaction indicatrice, ne pouvant pas diffuser rapidement dans le gel, le mélange réactionnel

est étalé en une couche mince d'agarose sur le gel de séparation.

Exemple de zymogrammes (lien : http://www.biotech-ecolo.net/techniques.html) 

- Cas des endopeptidases (ENP)
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VIDEO : https://youtu.be/46HbiR59ZAg 

Origine de la diversité des isoenzymes 

Les causes de l’apparition des isoenzymes sont de 3 ordres :

- Existence de plusieurs loci codant pour des chaînes polypeptidiques différentes.
- Existence d’allèles multiples au niveau d’un seul locus déterminant, ainsi, des versions 

différentes de la chaîne polypeptidique.
 Existence de modification post-translationnelles de la structure enzymatique 

donnant, ainsi, des ‘isoenzymes secondaires’.

Interprétation des zymogrammes (vidéo): https://youtu.be/Ad8cas18lJQ 

Marqueurs liés au polymorphisme de longueur des fragments
de restriction de DNA (RFLP)

La technique RFLP repose sur la digestion d'un DNA cible par une ou plusieurs enzymes
de restriction spécifiques des sites de restriction portés par le DNA.
 Après  électrophorèse,  les  fragments  séparés  sont  transférés  sur  une  membrane  de
nitrocellulose (aspect technique) et hybridés avec un DNA sonde, provenant souvent de
banques de DNA génomique ou complémentaire. Cette sonde peut provenir d'une espèce
proche de l'espèce à étudier (sonde hétérologue).
Une fois transféré sur une membrane de nylon ou de nitrocellulose (Southern, 1975) et
hybridé par un DNA sonde, le DNA cible digéré est visualisé par autoradiographie, si la
sonde est marquée au P32 (sonde chaude) ou par méthodes biochimiques si la sonde est
non radioactive (sonde froide).
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Les origines du polymorphisme sont :

 Perte ou gain d'un site de restriction 
 Mutation de type insertion-déletion

Dans les deux cas les loci sont généralement bialléliques et l'expression des allèles est
codominante.
Polymorphisme du à la disparition d’un site de restriction 

Polymorphisme dû à une mutation de type ‘insertion-délétion’ 

Principales caractéristiques des marqueurs RFLP
 

 Marqueurs reflétant un polymorphisme de longueur de fragment
 Marqueurs codominants

Ségrégation des marqueurs RFLP 
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P1 P2 F1 F2 BC1

    ____     ____  ____ ____         ____
    ____     ____ ____ ____    ____         ____

1/4 1/2 1/4      1/2           1/2

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/marqueurs-moleculaires-RFLP.html 

VIDEO :  https://youtu.be/g2TC8FMotjA

Marqueurs moléculaires basés sur la PCR 

Le développement de la technique PCR 
(polymérisation en chaîne de l’ADN) offre 
l’avantage d’analyser les marqueurs 
moléculaires en un temps court tout en 

utilisant des concentrations faibles d’ADN .
Les marqueurs basés sur la technique PCR 
tendent à remplacer les systèmes classiques  
(les marqueurs morphologiques, iso-
enzymatiques et RFLP) et deviennent très 

nombreux .

La technique PCR consiste à dénaturer  l’ADN (forme ‘double brin’)  en un ADN forme
‘simple brin’, fixer une amorce, polymériser l’ADN à l’aide de la DNA polymérase. Les trois
grandes étapes sont réalisées à des températures différentes de l’ordre de 94°C, 36°C et
72°C,  respectivement.  La  fixation  des  trois  températures  et  les  temps  d’incubation
correspondants, est assurée par un appareil appelé thermocycleur.
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1. Polymorphisme d’amplification aléatoire du DNA par PCR. Technique 
RAPD 

La technique RAPD est basée sur la méthode PCR. L'amplification du DNA génomique
est, cette fois ci, réalisée à partir d'amorces de séquences aléatoires (10 bases, environ),
utilisées  seules  ou  par  couples.  Lorsqu'une  seule  amorce  aléatoire  est  utilisée,
l'amplification a lieu une fois celle ci  se fixe sur 2 sites complémentaires peu distants
(maximum théorique de la PCR : 3000 pb).

Origines du polymorphisme de type RAPD 

Les causes du polymorphisme de type RAPD sont:

- Disparition par mutation (mutation ponctuelle, crossing-over, insertion, délétion, ...)
d'un ou plusieurs sites de fixation de l'amorce.

- Eloignement,  par  insertion,  des  sites  de  fixation  de  l'amorce  à  une  distance
supérieure à 3000 pb. Il en résulte la disparition de fragments de DNA.

- Rapprochement,  par  délétion,  des sites  de fixation  de  l'amorce à  une distance
inférieure ou égale à 3000 pb. Il en résulte l'apparition de fragments surnuméraires.

- Rapprochement très accusé des sites de fixation de l'amorce ne donnant lieu qu'à
de petits fragments de DNA n'apparaissant pas sur le gel après électrophorèse.

Il apparaît donc que les marqueurs RAPD sont en général dominants, contrairement aux
marqueurs RFLP. Ainsi, tous les individus d'une génération F1, résultant d'un croisement
de 2 lignées dont l'une possède un marqueur RAPD caractéristique, présentent le même
marqueur (la présence d'un marqueur l'emporte sur son absence). 

   M       P1   P2    F1   
____________________              M : marqueurs de taille du DNA
   ___                                             P1, P2 : parents 
   ___  ___  Null  ___     Pa          F1 : première génération
                                                      PP : Présence, présence pour F1
   ___  ___  ___   ___     PP           Pa : Présence, absence pour F1
____________________
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Une région hétérozygote (Pa : Présence, absence) présente généralement, une intensité
faible, par rapport à une région homozygote (PP : Présence, Présence). Lorsqu'il devient
nécessaire d'identifier les régions hétérozygotes, 2 marqueurs RAPD, suffisamment liés et
amplifiés, chacun, à partir d'un parent différent, peuvent être utilisés dans toute analyse.
Ainsi,  la  révélation  simultanée des 2  fragments  est  une preuve de la  présence d'une
région hétérozygote, avec une incertitude correspondant à la distance de recombinaison
entre les deux marqueurs.

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/marqueurs-moleculaires-PCR.html 
Références 

WILLIAMS, J.G.K., KUBELIK, A.R., LIVAK, K.J., RAFALSKI, J.A.& TINGEY, S.V. (1990). DNA polymorphisms amplified 
by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucl.Acids Res.18, 6531-6535.

Marqueurs basés sur la PCR (VIDEO) : https://youtu.be/CNynZyPaPyc

2. Polymorphisme d’amplification de fragments de DNA par PCR. 
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  à  la  fois  les  enzymes  de
restriction et l’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 l’amplification. 

- Une première amplification (pré-amplification) est réalisée à l’aide d’amorces de
séquences complémentaires à la séquence des adaptateurs et des sites de restriction. 

- La deuxième amplification (amplification sélective) utilise des amorces identiques
aux premières mais prolongées à l’extrémité 3’ de quelques nucléotides arbitraires (de
1  à  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 à une centaine. 

- Ces fragments sont séparés par électrophorèse sur gel  d’acrylamide dénaturant
puis  visualisés  par  coloration  au nitrate  d’argent  ou  révélés  grâce à  un marquage
radioactif ou fluorescent réalisé lors de l’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.).

23

https://youtu.be/CNynZyPaPyc
http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/marqueurs-moleculaires-PCR.html


Lien : http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/marqueurs-moleculaires-PCR.html 

3. Polymorphisme de type microsatellites 

Les microsatellites ou SSR (Morgante, Olivieri, 1993). Ils sont constitués de séquences
de  di-,  tri-  ou  tétra-nucléotides  répétés  en  tandem.  Ces  éléments  sont  uniformément
répartis en plusieurs exemplaires sur l’ensemble du génome d’une espèce et présentent
un taux de polymorphisme élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre
d’unités de répétition constituant le microsatellite. Les séquences flanquant ces éléments
répétés permettent de définir les amorces qui seront utilisées pour l’amplification PCR.
L’analyse  des  produits  amplifiés  s’effectue  sur  gel  de  polyacrylamide,  car  les
microsatellites sont de tailles petites. C’est la paire d’amorces spécifiques des bordures
droite et gauche du microsatellite qui constitue le marqueur. 
Si les SSR constituent de bons marqueurs moléculaires (reproductibles, codominants et
aisés d’utilisation),  leur  caractérisation initiale est  toutefois  assez lourde.  En effet,  leur
production doit passer d’abord par le clonage et le séquençage de ces éléments répétés.
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Etant donné qu'il n'existe que de faibles différences de tailles sur les microsatellites, ces 
marqueurs sont souvent séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (au lieu de 
l'agarose). Exemples d'électrophorégramme:

Les marqueurs multi-alléliques sont susceptibles de donner plus d’hétérozygotes

Par rapport aux marqueurs bi-alléliques, les marqueurs multi-alléliques donnent un 
pourcentage plus important d'hétérozygotes dans une population déterminée.

Locus bi-allélique : A1, A2 (n = 2)
3 génotypes possibles : A1A1, A1A2, A2A2
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Fréquence des hétérozygotes = 1 - (n x f(A1) x f(A2)) = 1 - (2 x 0,5 x 0,5) = 0,5

Donc : 50% d'hétérozygotes au maximum

Locus multi-allélique : A1, A2, A3, A4….. An (n allèles)
Nombre de génotypes homozygotes = n
Nombre de génotypes possibles = n x (n+1) / 2
Pour un marqueur à 8 allèles = 8 x (8+1) / 2 = 36 génotypes
(avec seulement 8 génotypes homozygotes)
Fréquence des hétérozygotes = 1 - (8 x 0,125 x 0,125) = 0,875

Donc : 87,5% d'hétérozygotes au maximum

Ainsi, avec u marqueur RFLP on obtient 3 génotypes (AA, AB, BB), tandis qu’un 
marqueur microsatellite à n allèles donne n x (n+1) / 2 génotypes.

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/marqueurs-moleculaires-PCR.html 

Testez vos connaissances :
https://www.biotech-ecolo.net/QCM/qcm-biotechnologies-marqueurs.html

Marqueurs moléculaires. Comparaison (VIDEO) : https://youtu.be/xol3cY8akTU 

Etude de la diversité génétique des plantes par les marqueurs
biochimiques et moléculaires

Lien : www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/diversite-genetique-mesures.pdf 
Utilisation des marqueurs moléculaires dans l’étude de la diversité génétique des 
espèces (Anglais): https://youtu.be/zfTN1vVx7Ec

UTILISATIONS DES MARQUEURS
BIOCHIMIQUES ET MOLECULAIRES EN

BIOTECHNOLOGIES ET AMELIORATION DES
PLANTES. ETUDE DE CAS

A. Identification précoce des obtentions des multiplications 
rapides et/ou conformes des espèces végétales

Culture  des  tissus  du  palmier  dattier  (Phoenix  dactylifera L.).
Identification  des  obtentions  de  la  culture  in  vitro à  l’aide  des
marqueurs biochimiques et moléculaires
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Se documenter sur l’importance des biotechnologies pour la protection du palmier dattier et le
développement de la phoeniciculture dans les pays du Maghreb

1. Multiplication  rapide  du  palmier  dattier.  Identification  des  cals
embryogènes  par  les  marqueurs  de  types  protéines   et
isoenzymes

Article 1

Electrophoretic patterns of acid soluble proteins and active isoforms of peroxidase 
and polyphenoloxidase typifying calli and somatic embryos of two reputed date 
palm cultivars in Morocco

Summary

When subjected to micropropagation by tissue culture, the two reputed cultivars of date
palm (Phoenix dactylifera L.); Bou-Sthammi noire, resistant to Bayoud disease and Bou-
Feggous, of high fruit quality, give rise to three types of calli, called white and root-forming
callus, hyperhydric and degenerating callus and friable and embryogenic callus. All explant
sources, calli and germinated embryos were analysed by denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis  (SDS-PAGE)  for  acid  soluble  protein  composition.  Phenol-oxidizing
enzymes;  peroxidase  and  polyphenoloxidase,  were  also,  evaluated  and  the  isoforms
separated by polyacrylamide gel electrophoresis. When compared with the explant and
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germinated embryos, embryogenic calli of the two date palm cultivars could be identified
by a concentrated polypeptide of molecular weight 27500 and polypeptides of molecular
weights 70000 and 11500. Hyperhydric and degenerating callus contained the polypeptide
exhibiting the molecular weight 32000. Embryogenic calli showed high levels of soluble,
ionically and covalently bound peroxidases. The soluble acidic isoperoxidase of R f 0.60,
revealed in these calli  and germinated embryos could be a marker of the two tissues.
White  and  root-forming  calli  of  Bou-Feggous  cultivar  were  typified  by  soluble  acidic
isoperoxidases  with  high  mobility  (Rf 0.75)  and  anodic  ionically  wall-bound
polyphenoloxidases similar to those of the explant sources. Polyphenoloxidase activities
detected in calli and embryos were very low when compared with those of explants. Used
as  an  early  test  to  screen  embryogenic  calli  of  date  palm,  acid  soluble  proteins,
peroxidase and polyphenoloxidase data could lead to introduce lightening and economy in
the tissue culture technique. 
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Lien web: - http://www.biotech-ecolo.net/vitro-plants-marqueurs.html 

Article 2

Morphological variations and isoenzyme polymorphism of date palm clones from in 
vitro culture acclimatized and established on soil in South Morocco. 

Five  clones  of  date  palm  (Phoenix  dactylifera  L.)  corresponding  to  three  reputed  Moroccan
cultivars (BFG, JHL and BSK) and two selected seedling genotypes (S16 and S35), derived from
in vitro culture, were acclimatized and planted in Errachidia soil (South Morocco) in 1989. After 10
years  of  culture,  clones  were  evaluated  on  the  presence/absence  of  the  two  principal
morphological characters (offshoots, inflorescences). Then, their leaf extracts were subjected to
electrophoresis  on  polyacrylamide  gels  in  order  to  determine  their  isoenzyme  polymorphism.
Inflorescence formation is relatively more frequent in the clones S16 and S35 than in clones JHL
and BSK. Clone BFG showed an intermediate situation. High isoenzyme variations were found for
the  oxidoreductases  (peroxidases  (POX)  and  polyphenoloxidases  (PPO)),  the  transferase
(glutamate  oxaloacetate  transaminase  (GOT))  and  the  hydrolases  (esterases  (EST)  and
endopeptidases  (ENP))  enzymes.  The  factorial  component  analysis  exhibited  a  negative
correlation between the two principal morphological characters (presence of inflorescences and
offshoots  formation).  Date  palm  clones  typified  respectively  by  high  inflorescences  and  high
offshoots formed two separated groups showing each one some isoenzyme characteristics. All
morphological and enzyme variations were discussed in respect to the genotype effect on the
micropropagation  process. See  more  details  in  published  work:  AZEQOUR,  MAJOUGHAT  &
BAAZIZ (2002). Euphytica 123, 57-66.

2. Multiplication conforme. Test de la conformité des vitro-plants de
palmier dattier par les marqueurs isoenzymatiques
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B. Identification précoces des hybrides d’espèces végétales

- Hybrides issus de croisements naturels et dirigés.
- Hybrides somatiques développés par la technologie des protoplastes

Exemples dans les croisements dirigés interspécifiques, sauvetage d’embryons 
somatiques, ..

Lien utile: http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/PCR-SSR-microsatellites-examen.html 

Transgénèse chez les plantes. Un aspect
des biotechnologies modernes

 

- La transgenèse consiste en une introduction d'un gène étranger provenant 
d'une espèce donneuse dans le matériel génétique d'une autre espèce dite 
receveuse (addition d’un gène ou remplacement d’un gène (chez animaux)). 

- L'organisme obtenu est un organisme transgénique.
- Le gène transféré est appelé transgène ou encore gène d'intérêt.

L’organisme transgénique est appelé ‘Organisme génétiquement modifié’ (OGM).

Structure d’un gène
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Liens :
- http://www.takween.com/genes-structures.html 
- http://www.biotech-ecolo.net/qcm-biotechnologies-01.html 

Une fois introduit dans le génome de l'espèce receveuse et s’il  arrive à s'exprimer,  le
transgène  entraîne  la  production  d'une  nouvelle  protéine  par  l'organisme
transgénique. Ainsi, l'espèce receveuse acquiert un nouveau caractère.

Cas d’Agrobacterium tumefaciens et transfert naturel des gènes
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La  bactérie  Agrobacterium  tumefaciens
est  un  pathogène  naturel  des  plantes
rencontré  dans  le  sol.  Elle  a  un  grand
plasmide  circulaire  de  200  Kbp
(plasmide Ti pour Tumor inducing)). Elle
a la faculté exceptionnelle de transférer
une partie de son ADN (ADN-T) dans le
génome  de  la  plante  réceptrice
(dicotylédone),  qui  développe alors une
gale  à  l'endroit  de  la  blessure  ayant
permis  la  pénétration  de  l'ADN-T.  Le
fragment d'ADN T est entouré par deux
régions,  les  frontières  droite  (FD)  et
gauche  (FG)  constituées  de  répétitions
imparfaites d'un motif de 25 bp.

Ces deux frontières sont indispensables pour l'initiation et la terminaison de l'expression
des gènes de l'ADN T (ONC et OPS).

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenese-genie-genetique.html 

Utilisation du plasmide Ti d’Agrobacterium tumefaciens comme vecteur dans la 
transgénèse
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Lien utile : http://www.biotech-ecolo.net/transformation-genetique-agrobacterium.html 

Pour éviter le développement de la gale par la plante transformée (qui  entraînerait  sa
mort), on utilise un  plasmide Ti désarmé auquel on supprime les gènes oncogènes de
l'ADN T et on met à la place le gène d'intérêt accompagné d’un gène marqueur (gène de
sélection, GS). Il  est toutefois nécessaire, pour la réalisation du transfert de gènes, de
garder intactes les deux bordures gauche et droite de l'ADN-T, ainsi que les fonctions de
virulence.
Le plasmide Ti  d’Agrobacterium tumefaciens étant de grande taille (difficile à manipuler in
vitro) et ne possède pas de site unique de clonage. Il est donc nécessaire de cloner le
gène d'intérêt dans un petit plasmide (de E. Coli, par exemple) qui présente une zone
d'homologie avec Ti  et  qui  va porter l'ADN-T recombiné (construction génétique).  On
distingue deux systèmes de transfert.

- Système de transfert par co-intégration

Le plasmide qui contient la région vir est maintenu dans Agrobacterium tumefaciens. Le
plasmide de  E.coli  qui comporte l’ADN-T (gène de sélection végétale et gène d’intérêt)
sera  introduit  dans  Agrobacterium.  L’ADN-T  s’intègre  dans  le  plasmide  Ti  par
recombinaison homologue:  les régions vir et l’ADN-T vont se retrouver sur le même
plasmide. Le ‘plasmide navette’ (Agrobacterium +  E. Coli) contient le gène de sélection
pour les bactéries (AmpR, par exemple) et le gène de sélection des plantes recombinées
(KanR, par exemple). L’agrobactérie recombinante ainsi obtenue, peut alors être utilisée
pour transformer génétiquement des cellules végétales. 
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Thèse de Doctorat de Karine Lièvre, INRA, France, 2014

- Système de transfert binaire 

Naturellement les gènes vir et l’ADN-T sont sur le même plasmide. Cependant, leur action
est aussi possible en trans, effet résultant de deux plasmides différents. 
Le plasmide de virulence est  maintenu dans  Agrobacterium tumefaciens.  Le plasmide
binaire  contenant  l’ADN-T et  préalablement  construit  dans  E.  Coli,  est  introduit  dans
Agrobacterium  tumefaciens par  électroporation  ou  par  conjugaison  bactérienne.  La
présence des gènes vir va permettre le transfert de l’ADN-T (gène de résistance et gène
de sélection) dans les cellules végétales.
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Thèse de Doctorat de Karine Lièvre, INRA, France, 2014

La  recombinaison  permet  d'additionner  l'ADN  des  deux  génomes  plasmidiques.  Ce
nouveau  vecteur,  appelé  vecteur  binaire,  possède  la  capacité  de  se  répliquer  dans
Agrobacterium et aussi dans E. coli. Le plasmide recombiné ainsi obtenu, transforme la
bactérie  Agrobacterium tumefaciens. Les bactéries réceptrices sont sélectionnées grâce
au  gène  de  sélection  bactérien  (AmpR  par  exemple).  Le  plasmide  Ti  désarmé
d’Agrobacterium tumefaciens induira grâce à son gène de virulence, le transfert de l'ADN-
T recombiné dans l'autre plasmide (petit plasmide). Pour rappel, les gènes de virulence
sont  naturellement  induits  par  des  substances  diffusées  dans  le  sol  par  des  cellules
végétales  blessées  (phénols,  type  acetosynringone),  qui  stimulent  un  activateur  de
transcription à deux constituants (Vir A+Vir G) spécifique pour l'ensemble des gènes de
virulence.

La  bactérie  Agrobacterium  tumefaciens infecte  une  culture  de  cellules  végétales
susceptibles de donner une plante entière, mise à pousser sur un milieu additionné de
kanamycine (gène de sélection de la plante KanR). Les clones cellulaires qui poussent ont
reçu l'ADN T du plasmide recombiné qui s'est intégré dans leur génome. Sur un milieu
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toujours additionné de kanamycine on laisse les cals régénérer des plantes complètes. La
kanamycine  interfère  avec  la  fonction  plastidique  et  les  plantes  non  résistantes  sont
blanches tandis que les plantes résistantes sont vertes.

Procédés de transfert des gènes chez les plantes 

Transfert au génome nucléaire
- Explants + Agrobacterium tumefaciens (Barton et al.; Herrera-Estrella et al., 1983)
- Protoplastes + Polyéthylène glycol (Paszkoswski et al. 1984)
- Protoplastes + Liposomes (Caboche et al. 1985)
- Protoplastes + Micro-injection (Morikawa et al. 1985)
- Protoplastes + Électroporation (Fromm et al. 1986)
- Graines + Agrobacterium tumefaciens (Feldman et Marks 1987)
- Explants + Biolistique (Sandford 1988)
- Explants + Électroporation (d'Halluin et al. 1992)
- Plantes entières + Agrobacterium tumefaciens (Bechtold et al., 1993)

Transfert au génome chloroplastique
- Explants + Agrobacterium (de Block et al., 1985)
- Chlamydomonas + Biolistique (Boynton et al., 1988)
- Feuilles + Biolistique (Svab et al., 1990)
- Protoplastes + PEG (Golds et al., 1993)

Quel est le devenir du transgène ?

Le transgène peut  être  reconnu par  la  machinerie  cellulaire  s’il  porte  des signaux de
reconnaissances. S’il s’agit de signaux de réplication, cela entraînera une  réplication. S’il
s’agit de signaux de transcription et de traduction, il s’en suivra une transcription et une
traduction, respectivement. Tout dépend du type de vecteur (vecteur de clonage, vecteur
d’expression). Par rapport aux vecteurs de clonage, les vecteurs d’expression possèdent,
en plus, un promoteur et un terminateur. 
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Visualisation de l'expression des transgènes à l’aide des gènes 
rapporteurs 

Exemple de gènes rapporteurs dans la transgénèse des plantes

-  Gène  LacZ  codant  pour  la  β-
galactosidase  de  la  bactérie  E  coli.
L’activité  enzymatique  de  la  β-
galactosidase  (hydrolyse  des  β-
galactosides)  est  mesurée  avec  un
substrat  (X-Gal  =  5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactopyranoside)  dont
l’hydrolyse donne un produit coloré bleu.

 La visualisation de l’activité enzymatique 
codée par le gène LacZ requiert la fixation
préalable des tissus et ne peut donc pas 
être employé pour marquer des cellules 
vivantes. Aussi, l’existence d’activité β-
galactosidase endogène chez bon 
nombre de plantes fait que cette méthode 
est peu usitée (Hooykaas & Schilperoort, 
1992).
L'isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), proche du lactose, joue le rôle d'inducteur
de l'opéron lac.
-  Gène  codant  pour  la  GFP  (green  fluorescent  protein,  27  kDa,  2  sous-unités
constituées  de  1  tonneau  (11  feuillet  béta)  entourant  une  hélice  alpha  porteuse  d’un
chromophore)  de  la méduse  Aequora  victoria.  Il  est  derrière  la  propriété  de
bioluninescence utilisée dans la transgénèse. 
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L’enzyme  mise  en  jeu  est  la
luciférase  (RCHO + FMNH2 + O2
 R-COOH  +  FMN  +  H2O  +
Lumière). Actuellement, la technique
de  microscopie  de  fluorescence
utilisant  des  marqueurs  GFP  fait
partie  des  méthodes  les  plus
couramment  utilisées  en  imagerie
biologique. En effet, la protéine GFP
ne  nécessite  pas  d’additifs  pour
briller,  aucune  enzyme,  juste
l’oxygène. Il suffit de la soumettre à
une  radiation  bleue  ou  UV  pour
observer  une  brillance  verte.  La
molécule fluorescente a la capacité
d’adsorber  de  l’énergie  lumineuse
dite  lumière  d’excitation  et  de  la
restituer rapidement sous forme de
lumière  fluorescente  ou  lumière
émise.  L’émission  de  la  lumière
cesse dès l’arrêt de l’excitation. 

Contrairement  au  gène  LacZ,  la  visualisation  de  la
GFP  ne  nécessite  ni  fixation  du  tissu,  ni  substrat
chromogène.  En  plus,  la  GFP ne  nécessite  pas  la
destruction  de  l’échantillon  étudié,  ce  qui  permet
notamment de faire une étude des variations de son
expression  au  sein  des  mêmes  tissus  au  cours  du
temps. Ce gène rapporteur, est donc particulièrement
adapté pour suivre l’expression d’un transgène dans
des cellules vivantes.

- Gène gus (β glucuronidase) 
Le  gène  GUS,  isolé  d’Escherichia  coli,  code  pour  l’enzyme  de  la  β-glucuronidase
capable d’hydrolyser certains composés glucuroniques. Cette enzyme, en présence du
substrat X-Gluc (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide) conduit à l’apparition
d’un produit (précipité insoluble) de couleur bleue (Jefferson, 1987).

Quand ce gène rapporteur est fusionné
avec le promoteur d'un gène d'intérêt, 
cette technique permet de visualiser 
ses territoires d’activité.
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Régulation de l'expression des gènes 

Fonctionnellement,  on  peut  schématiser  un  gène  comme  constitué  de  3  éléments  :
promoteurs et signaux de contrôle (ou régulation) de la transcription, région transcrite,
signal  d'arrêt  de  la  transcription.  Le  promoteur  de  transcription  est  une  séquence  de
quelques nucléotides permettant à l'ARN polymérase (secondée par divers facteurs de
transcription) de s'accrocher à l'ADN pour démarrer sa transcription, ou synthèse de l'ARN
messager (ARNm).

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenese-expression.html 

Testez vos connaissances :
https://www.biotech-ecolo.net/QCM/qcm-biotechnologies-marqueurs.html
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Etapes de la
transgénèse

Etapes de la transgénèse Outils et techniques associés
1/ Repérage d’un caractère intéressant dans 
une espèce donneuse: (bactéries, champignon,  
plante...).  Examen du génome

  
  

Cartographie du génome 
Séquençage 
 

2/ Identification de la protéine responsable de 
ce caractère (ex : protéine toxique pour un 
insecte ravageur). 

 

3/ Identification et isolement du gène d'intérêt. 
Obtention d'un mélange de fragments d'ADN. 

Enzyme de restriction. 

Southern blot

4/ Réalisation et amplification d’une 
construction génique 
- Insertion d'un fragment d'ADN dans un plasmide 
- Introduction du plasmide modifié dans le 
génome de la cellule hôte.

  

Construction génique 

Clonage d'un gène. 

 
5/ Transfert de l'ADN dans l’espèce receveuse 
Introduction d'un ADN étranger ou remplacement 
d'un fragment d'ADN 

- Vecteurs biologiques (bactéries, virus) 
- Recombinaison homologue 
- Fusion utilisant des liposomes 
- Transfection 
- Utilisation du polyéthylène glycol (PEG) 
- Micro-injection in vitro 
- Electroporation 
- Canon à particules

6/ Contrôle de l'efficacité du transfert chez 
l'hôte par détection directe des transgènes

Hybridation in situ 
PCR

7/ Sélection des cellules exprimant le gène 
ajouté par tri

Gène de sélection 
Gènes rapporteurs
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Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenese-etapes.html 
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Etape 1 : Identification, isolement, intégration et multiplication d’un 
gène d'intérêt

La première étape est l'identification chez une espèce donneuse d'un caractère d’intérêt
(résistance à  certains  insectes,  à  certaines  maladies,  à  des  herbicides,  qualité
nutritionnelle…) que l'on souhaite introduire dans une plante (espèce receveuse). Le gène
d'intérêt peut provenir de tout organisme vivant, bactérie, plante ou animal puisque le code
génétique est universel. Ce gène doit être  isolé  de l'organisme donneur. Il  est  intégré
dans une  construction génétique associant  souvent  un  gène    marqueur.  Ce  dernier
permet de sélectionner les cellules qui ont intégré le gène d'intérêt. La construction est
ensuite multipliée (clonage) afin d’en disposer d'une quantité suffisante d'ADN pour son
introduction dans les cellules végétales que l'on veut transformer.

Caractère recherché Plante transformée (OGM)
Résistance aux insectes
Les plantes transgéniques produisent leur propre toxine Bt.
Les toxines sont dites Bt car naturellement
produites par des bactéries, Bacillus thuringiensis que l’on 
trouve dans le sol. Il y a plusieurs variantes de protéines Bt 
conférant ainsi des résistances à des insectes spécifiques. 
Par exemple, la protéine Cry1Ab confère une résistance 
contre certains papillons.

– Maïs-grain Bt résistant à 
la pyrale
– Pomme de terre Bt 
résistante au doryphore de 
la pomme de terre
– Tomate Bt résistante aux 
lépidoptères

Résistance aux herbicides selon
l’une des deux stratégies suivantes :

La plante transgénique produit une nouvelle protéine qui 
annule l’effet toxique de l’herbicide dans la plante 
génétiquement modifiée (PGM), La protéine normalement 
ciblée par l’herbicide est remplacée par une nouvelle protéine
non sensible à l’herbicide

-  Maïs-grain
- Soja
- Lin
- Colza
- Coton
- Betterave sucrière
- Luzerne
- Riz

Maturation retardé - Tomate

Changement de la composition
Nutritionnelle

-  Augmentation de la teneur en vitamine A
- Augmentation de la teneur en lysine, acide aminé 

essentiel

- Riz doré
- Maïs

Etape 2 : Transfert du gène d’intérêt

Il y a plusieurs méthodes pour introduire un gène dans une cellule : 

- Transfert direct

Cette technique fait intervenir :

1. Transfert par bombardement par un canon à particules (biolistique). Une
projection  d'ADN dans  les  cellules  de  la  plante  par  l'utilisation  d'un  canon  à
particules  qui  projette  dans  les  cellules  des  microparticules  enrobées  d'ADN
(biolistique),
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2. Transferts chimiques: l’ADN peut être mélangé avec des lipides sous forme
de liposome. La bicouche membranaire fusionne avec le liposome et l’ADN passe
dans la cellule. Une autre méthode consiste à précipiter l’ADN avec du phosphate
de Calcium qui sera plus facilement internalisé dans la cellule.

3. Transfert  sur
protoplastes  par  fusion  en
présence du polyéthyléneglycol
(PEG,  méthode  chimique).
L'introduction  d'ADN  dans  des
protoplastes est  réalisée  par
action  d'un  agent  chimique,  le
polyéthyléneglycol  (PEG),  une
molécule  capable  d'induire  la
déstabilisation  de  la  membrane
plasmique permettant  le  transfert
d'ADN à travers celle-ci. 

4. Transfert  sur  protoplastes  par  électroporation (impulsion électrique).
L'électroporation des protoplastes, technique efficace et une des plus simples à
mettre en œuvre, consiste à soumettre un mélange de protoplastes et d'ADN à une
série  de  chocs  électriques  de  courte  durée  et  de  tension  élevée.  Le  champ
électrique provoque la déstabilisation de la membrane plasmique par polarisation
des phospholipides qui la constituent et induit alors la formation de pores au travers
desquels les molécules d'ADN peuvent transiter. Si le choc électrique n'a pas été
trop violent, le phénomène est réversible et la membrane reprend ensuite son état
initial, laissant le protoplaste parfaitement viable. 

Limites : les techniques appliquées aux protoplastes végétaux sont actuellement valables uniquement chez
les espèces dont on maîtrise la culture et la régénération de plantes à partir des protoplastes. Les progrès
des  méthodes  de  culture  in  vitro  ont  permis  à  des  plantes  comme le  riz  d’être  transformées  à  l'aide
d'Agrobacterium. Pour les espèces dont on ne maîtrise pas la régénération des plantes en culture in vitro, on
utilise le transfert direct du gène d’intérêt.

- Transfert indirect par transformation biologique (coculture)

Chez les  plantes,  cette  technique utilise  une bactérie  du  sol,  Agrobacterium,  qui  a  la
propriété de réaliser naturellement la  transformation génétique d'une plante,  afin de la
parasiter. Ainsi, une construction génétique introduite dans la bactérie (rendue avirulente
au préalable) sera transférée dans la plante et intégrée à son génome. C'est la technique
la plus couramment utilisée.
La  transformation  génétique est  réalisée  en  mélangeant  une  culture  d'une  souche
d'Agrobacterium transformée, mise en suspension en milieu liquide, avec des explants de
la  plante,  on  parle  de  coculture.  C'est  au  cours  de  cette  étape  que  la  construction
génétique introduite dans la bactérie est transférée dans le génome de la plante.
Lors  de  la  transformation,  on  utilise  des  disques  foliaires,  des  sections  de  tige,  des
cotylédons, des embryons, des microspores ou des protoplastes. Par exemple, chez le
tabac  et  la  tomate,  on  utilise  des  disques  foliaires  ;  chez  la  pomme  de  terre,  la
transformation génétique peut se faire sur des protoplastes.
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Le transfert de gène dans les organites cellulaires
Deux organites cellulaires, les mitochondries chez les animaux et les chlorophastes chez les plantes sont
des cibles pour le transfert de gène. Des fragments d’ADN étranger peuvent être transférés dans des
mitochondries isolées, et les mitochondries peuvent être introduites par microinjection dans des cellules
hôtes.  Ceci  peut  permettre  d’étudier  le  rôle  du génome mitochondrial.  Le transfert  de gène dans les
chloroplastes  présente  davantage  d’intérêt,  pour  plusieurs  raisons.  La  première  est  que  le  génome
chloroplastique contient beaucoup plus de gènes que celui des mitochondries. Il existe par ailleurs 10 000
chloroplastes par cellule, environ. Le transfert de gène dans les chloroplastes est possible, et les plantes
qui en résultent sont qualifiées de transplastomiques. L’ADN étranger peut être introduit par biolistique, par
une transfection à l’aide du polyéthylèneglycol ou par un système particulier de microinjection. L’ADN
étranger peut s’incorporer dans le génome chloroplastique par recombinaison homologue. Outre l’étude
du génome chloroplastique, le transfert de gène ainsi pratiqué permet une expression très intense des
transgènes,  jusqu’à  100  fois  plus  que  celle  obtenue avec  le  même gène incorporé  dans le  génome
principal.  Ce fait  est  évidemment  dû essentiellement  au grand nombre de chloroplastes que contient
chaque cellule.  Les chloroplastes, comme les mitochondries, sont  par ailleurs d’origine maternelle.  Le
pollen ne transmet donc pas le gène étranger incorporé dans les chloroplastes. Ceci offre une sécurité
très  élevée  pour  l’environnement,  quoique  celle-ci  ne  soit  pas  totale  dans  la  mesure  où  quelques
chloroplastes  paternels  se  retrouvent  parfois  dans  le  zygote,  comme  c’est  le  cas  pour  quelques
mitochondries.
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Etape 3 : Régénération et évaluation des plantes transformées.

Après  sélection  des  cellules  transformées,  il  faut  régénérer  les  nouvelles  plantes
transgéniques. Les cellules transformées se développent d'abord en cals, larges amas de
cellules  indifférenciées.  Après  quelques  semaines,  on  observe  le  développement  de
pousses.  Elles  sont  alors  placées  dans  un  nouveau  milieu  de  culture  permettant  le
développement  des  racines.  Quand  les  racines  sont  suffisamment  développées,  les
plantules  sont  repiquées  en  pot  et  acclimatées  en  serre.
 
La régénération in vitro des cellules transformées est une étape difficile à maîtriser. Aussi,
le génotype, le type de tissus et les conditions de culture sont choisis en fonction de leur
aptitude à la régénération.

Les  plantes  régénérées  sont  ensuite  analysées  pour  confirmer  l'insertion  de  la
construction génétique dans leur génome. Des analyses moléculaires sont conduites dans
ce sens. Des études sur l'expression du gène ont lieu à plusieurs stades, ce qui permet de
caractériser le niveau d'expression et le comportement de la plante exprimant le nouveau
caractère.

Conditions du succès de la transgenèse végétale :

Le succés de la transgenèse végétale est lié à plusieurs conditions qui doivent être réunies simultanément : 

- Pénétration de l'ADN étranger dans les noyaux des cellules végétales ; 
- Intégration dans le génome de l'hôte, c'est à dire dans un des chromosomes afin que le transgène 

puisse se répliquer et devenir stable au sein du génome nucléaire et ainsi être transmis aux cellules 
filles ; 

- Aptitude des transgènes à être exprimés, suite à la transcription en ARN dans le noyau et à la 
traduction en protéine dans le cytoplasme ; 

- Sélection et régénération de plantes entières à partir des cellules génétiquement modifiées. La 
sélection s'éffectue grâce à un gène marqueur (aussi présent sur l'ADN-T) conférant la résistance à 
un antibiotique toxique (ou à un herbicide) pour la cellule végétale transformée. 
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Pour être qualifiée de transgénique il faut que toutes les cellules de la plante possèdent le transgène 
sinon, il s'agit d'une plante chimère. 

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenese-etapes.html#etape3 

Etape 4 : Incorporation du transgène dans une variété 
commerciale et obtention d’une ‘variété OGM’

Les plantes transformées obtenues sont soumises à des  croisements contrôlés pour
étudier  les  modalités  de  transmission  du  nouveau  caractère  à  la  descendance.
 
La transformation et la régénération étant  des opérations délicates,  le  génotype de la
plante choisie  est  celui  facilitant  ces étapes.  C'est  pourquoi  les plantes retenues sont
ensuite soumises à une succession de rétrocroisements afin d'introduire le gène dans le
matériel élite et d'obtenir de nouvelles variétés commerciales exprimant ce caractère.

Obtention d’une variété OGM

Lors de la transformation génétique, une, deux ou plusieurs copies du gène peuvent 
s'insérer à différents endroits sur les chromosomes. Ainsi, chaque cellule transformée 
pourra donner une plante différente. Ce sont autant d'événements de transformation.

Tests  de  caractérisation  moléculaire  et  biochimique  des
transformants

VIDEO EXPLICATIVE : https://youtu.be/BtuIuNpwDck 

La caractérisation moléculaire permet de s'assurer qu'une plante sélectionnée par sa 
résistance à un agent de sélection (herbicide ou antibiotique), a bien intégré le gène 
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d'intérêt dans son génome. Les sites d'intégration du gène et le nombre de copies 
intégrées dans le génome doivent être déterminés. Ces paramètres peuvent, par la suite, 
influencer le niveau d'expression du gène. 

Enfin, la caractérisation biochimique, cette fois, permet de s'assurer que le gène introduit
s'exprime  et  produit  la  protéine désirée,  en  quantité  suffisante.  A  cette  étape,  de
nombreuses  plantes  transgéniques  seront  éliminées  par  défaut  d'expression  du  gène
d'intérêt.

Caractérisation moléculaire des transformants et vérification de 
l’intégration du transgène

Après transformation d’une plante, il  est important de déterminer si l'ADN transféré est
bien intégré dans le patrimoine génétique de la plante. En effet, la sélection des cellules
sur un milieu contenant l'agent de sélection n'est pas toujours fiable. 

A -  Tests  de  l'intégration  du  transgène  et  estimation  du  nombre  de
copies par la technique dot-blot d'hybridation ADN-ADN

La technique dot-blot consiste à détecter et
quantifier  un  fragment d'ADN donné sans
digestion  et  séparation  préalable  sur  gel
d'électrophorèse par leur hybridation à des
ADN  complémentaires  marqués  par  un
radioisotope (sonde). Cette technique exige
d'une  gamme  pour  quantifier  (déterminer
nombre de copies.

Le Principe est similaire à la technique 'Southern-Blot'. La technique dot-blot nécessite de
grandes quantités d’ADN purifié qui est fixé sur une membrane par aspiration. Des sondes
radioactives  (transgène  ou  transgène  +  vecteur)  sont  utilisées  dans  l'hybridation.  La
quantification peut être réalisée par scintillation ou par autoradiographie et densitométrie. 

Après transformation d'une plante, il  est important de déterminer si l'ADN transféré est
bien intégré dans le patrimoine génétique de la plante. En effet, la sélection des cellules
sur un milieu contenant l'agent de sélection n'est pas toujours fiable.

B-  Tests  de  la  présence ou absence du transgène et  du  nombre  de
copies intégrées par électrophorèse de l'ADN. 

1/ Test de la présence ou absence du transgène par électrophorèse de
l'ADN (intégration du transgène)
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- Tests par RFLP de la présence ou absence du transgène. 

On Utilisation des marqueurs RFLP (restriction
fragment length polymorphism) où on vérifie la
longueur des fragments de restriction avant et
après transformation.

L'intégration  d'un  transgène  peut  entrainer  la
disparition  d'un  site  de  restriction  et  la
diminition  du  nombre  de  fragments  d'ADN
séparés  par  électrophorèse.  L'ADN  Sauvage
(2) présente 2 sites de restrictions. Ceci donne
3 fragments. L'ADN recombiné reflète l'insertion
d'un transgène qui s'est intégré en plein milieu
du gène du site de restriction (perte du site). Il
en  résulte  une  diminution  du  nombre  de
fragments d'ADN.
Tests de présence/absence par   PCR

Sur de faibles quantités d’ADN, la PCR
(Polymerase Chain Reaction) ou réaction
de polymérisation en chaîne, permet de
détecter  la  présence  éventuelle  du
transgène. 

Des  amorces spécifiques  au  transgène
permettent  de déterminer  si  une plante
porte  le  gène transféré  ou  non.  Les
fragments amplifiés sont rendus visibles
par électrophorèse sur  un gel.  Pour  se
rendre compte si  ce gène s'exprime, la
PCR  reverse  (RT-PCR)  sera  utilisée.
Cette  technique  permet  de  vérifier  la
présence  d'ARN messager,  transcrit
spécifiquement à partir du transgène.

Seules les plantes A et B ont intégré le
transgène contrairement à la plante C.

2/  Test  du  nombre  de  copies  du  transgène  par  RFLP  et  'southern
blotting ‘
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Analyse  par  la  technique  de  Southern  blotting:
Pour se rendre compte du nombre de copies du
transgène  intégré  dans  les  plantes,  une  analyse
plus  fine  pourra  être  réalisée  par  hybridation
moléculaire  ADN-ADN,  selon  la  technique  de
'Southern blotting'.  L'ADN total  de chaque plante
est digéré séparément par différentes enzymes de
restriction. Les fragments d'ADN ainsi obtenus sont
séparés  par  électrophorèse.  Après  transfert  des
fragments d'ADN sur une membrane nitrocellulose,
l'hybridation  par  une  sonde  marquée
(correspondant  à  tout  ou  une  partie  du  gène
transféré)  permet  de  déterminer  le  nombre  de
copies  du transgène intégrées au génome de la
plante. Il  faut choisir  une enzyme qui  coupe une
fois  dans  le  transgène  et  utiliser  une  sonde  se
fixant à une des extrémités du transgène et surtout
pas au niveau du site de restriction.

La plante A contient une copie du transgène. La
plante B en possède trois copies.

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenese-caracterisation-evaluation.html 

3/ Test du nombre de copies du transgène par RFLP et évaluation de
l'intensité des bandes. 

Une  méthode  de  restriction  de  l'ADN  des  transfornants',  peut  être  utilisée  dans  la
détermination du nombre de copie du transgène intégrées dans l'ADN hôte. Elle se base
sur la digestion de l'ADN par deux enzymes de restriction coupant aux deux extrêmités du
transgène. Après électrophorèse et transfert southern, la révélation se fait par hybridation
avec une sonde spécifique du transgène. Le nombre de copie est estimé par l'intensité
des bandes. Il faut faire recours à des étalons d'ADN avec différents nombres de copies.

4/ Test du nombre de copies du transgène et détermination de son site
d'insertion par PCR inverse. 

Ce test permet de déterminer le site d’insertion du transgène.

Avec la PCR inverse; on peut se rendre compte où le transgène s'est inséré. En effet,
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l'inconvénient de la PCR conventionnelle et l'exigence de deux amorces devant être fixées
aux  extrémités  du  gène  à  amplifier.  Avec  un  gène  connu  positionné  à  côté  du  gène
inconnu,  on  peut  créer  à  partir  du  premier  ces  deux amorces pour  amplifier  le  gène
inconnu (voir TD).

La PCR inverse est réalisée en
3 étapes :

1 /Insérer une séquence 
connue au milieu de la 
séquence inconnue à 
amplifier

2 /Couper la séquence 
inconnue par une enzyme de 
restriction et lier les 
extrémités par une ligase 
pour rendre circulaire les 
fragments d’ADN.

3 /Couper la séquence 
connue par une enzyme de 
restriction connue et 
démarrer la PCR avec la 
séquence connue comme 
amorce

Test de l’expression du transgène (niveau transcription) par RT-PCR

Pour se rendre compte si le transgène s’exprime, la PCR reverse (RT-PCR) est utilisée.
Cette technique permet de vérifier la présence de RNA messager, transcrit spécifiquement
à partir du transgène.
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Test de l’expression du transgène (niveau traduction) par la technique
ELISA

- Test ELISA. Lorsque le gène s’intègre dans le génome, on ne peut maîtriser pas
son endroit, c’est tout à fait aléatoire. Quand il s’introduit, il peut se mettre juste
avant les codons de terminaison ou dans une zone de grande expression. Si le
gène code pour une enzyme, on mesure l’activité enzymatique de cette enzyme et
on la compare à celle du témoin.
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Une fois la présence du nouveau  gène (transgène) dans la plante est bien vérifiée, il
devient nécessaire de déterminer si  ce gène produit  ou non la protéine désirée et en
quelle quantité. Pour tester la présence et l'activité de la protéine, on réalise souvent un
test  Elisa  (Enzyme  Linked  Immuno  Sorbent  Assay)  qui  est  une  méthode  visuelle  de
détection de la présence de la protéine. Pour cela, des extraits de protéines sont préparés
à partir des plantes transformées.
Des extraits de protéines sont préparés à partir des tissus des plantes transformées. Ces
protéines  établissent  une  liaison  spécifique  avec  un  anticorps  anti-protéine  cible
préalablement  fixé  sur  les  des  puits  d'une  plaque  ELISA.   Un  deuxième  anticorps
spécifique de la protéine, couplé à une enzyme (comme la peroxydase), est ajouté dans le
milieu. Si la protéine correspondante au transgène est présente, il se forme un complexe
anticorps-protéine-anticorps.

En ajoutant le substrat de l’enzyme on obtient un
produit coloré visible témoignant de la présence
du produit d’expression du transgène. Un lecteur
de plaque Elisa permet de mesurer l'activité de
l’enzyme.  Les puits  de  la  plaque ELISA restés
clairs renseignent sur l’absence de production de
la  protéine  résultante  de  l’expression  du
transgène.

-  Test  dot  blot  d’immunodétection. Les
protéines  extraites  des  transformants,  sont
déposées sur une membrane nitrocellulose et la
protéine codée par le transgène est révélées par
immunodétection en utilisant un anticorps dirigé
contre  la  protéine  sur  lequel  se  fixe  un  ani-
anticorps marqué par une enzyme dont on peut
mettre  en  évidence  par  un  produit  coloré
résultant de son activité sur un substrat fourni.

Evaluation de la valeur agronomique de la plante

Des tests en serre et en champs sont réalisés pour étudier le comportement général de la 
plante transgénique, le niveau et la stabilité de l'expression du caractère dans différentes 
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conditions de culture (seules quelques plantes sont retenues). Il s'agit de vérifier si le 
transgène gène introduit confère le caractère souhaité et si son activité n’interfère pas 
avec le métabolisme général de la plante. Enfin, il faut caractériser la transmission du 
caractère à la descendance.

Introgression dans une lignée commerciale élite

La plante qui a intégré le transgène est retenue. Elle constitue la lignée mère. Cependant,
cette  plante  n'est  pas  encore  la  variété  commerciale.  En  effet,  l'efficacité  de
transformation  et  de  régénération  étant  dépendante  du  génotype,  la  plante  qui  a  été
transformée est d'un génotype facilitant ces étapes. Le transgène doit être transféré dans
une  lignée  commerciale  élite  par  rétrocroisements.  Au  cours  de  ces  générations
d'hybridation, on ne conserve que le gène d'intérêt et on élimine le reste du patrimoine
génétique de la lignée mère. Autrement dit, on vide la lignée mère de touS ses gènes tout
en gardant le transgène et on la remplit des gènes de la variété élite. Le résultat de ce
processus est l'obtention d'une lignée quasiment identique à la lignée élite, mais contenant
le nouveau caractère transgénique. La variété transgénique obtenue sera alors proposée
à l'inscription.

Ainsi, l'obtention d'une variété OGM est le fruit de nombreuses années d'expérimentations
et d'analyses.

QCM Cocher la ou les bonnes réponses

Une plante appartenant à une variété transgénique

□ exprime un caractère provenant d’une espèce différente

□ peut transmettre sa modification à ses descendants.

□ peut s’hybrider avec une variété non transgénique

□ a été produite par culture in vitro.

La création d’une nouvelle variété par transgénèse

□ s’appuie sur la reproduction sexuée des végétaux
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□ est une méthode que l’on peut qualifier d’empirique

□ est à l’origine d’individus possédant le même génotype

□ peut s’apparenter à une hybridation
 

Différents types de transformations génétiques
des plantes

Transformation par action sur l’expression des gènes

Liens : http://www.takween.com/genes-structures.html 
QCM : http://www.takween.com/QCM-transcription-dna-rna.html 

1/ La transformation sens (séquences homologues) : permet d’augmenter la production 
d’une molécule déjà présente. On utilise des promoteurs de transcription.
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Exemple1 : la surexpression d’un gène codant une chitinase (hydrolyse de la liaison béta-
1,4 glycosidique de la chitine) peut conduire à une résistance accrue des plantes à des 
champignons pathogènes.

Exemple 2 : la surexpression (avec un promoteur caMV 35S) chez la tomate du gène de
Petunia codant pour la chalcone isomérase (enzyme clé de la synthèse des flavonoïdes
à l’origine des antioxydants) a multiplié par 78 la quantité de la quercétine (glucoside)
de pouvoir antioxydant très fort (Muir et al. 2001. Overexpression of petunia chalcone isomerase in
tomato results in fruit containing increased levels of flavonols. Nat Biotechnol.19:470-474). 

A strong promoter like CaMV 35S (a group of plant double-stranded DNA viruses) can be 
used to achieve optimal expression of more than one gene by successive transformations.
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Voir TD plantes transgéniques surexprimant les peroxydases. Peut-on utiliser ce concept 
pour lutter contre la fusariose (Bayoud) chez le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) ?

2/ Modulation par les facteurs cis-régulateurs et les facteurs trans-régulateurs  

Une séquence cis est une séquence d'ADN capable de moduler l'expression d'un gène
(élément  cis-régulateur).  La notion de séquence cis  s'oppose à  celle  de  facteur  trans
(facteurs-trans-régulateurs).  Les séquences de nucléotides du promoteur  (facteurs  cis-
régulateurs)  sont  reconnues  par  une  classe  de  protéines  spécifiques  (facteurs  trans-
régulateurs) dont la structure permet une liaison avec l’ADN (DNA binding proteins). Les
facteurs  trans-régulateurs  ont  des effets  sur  la  vitesse de la  transcription :  activateurs
(séquences  enhancer)  ou  inhibiteurs  (séquences  silencer).  Leur  liaison  avec  le  DNA
dépend  le  plus  souvent  de  circonstances  physiologiques  qui  induisent  ou  répriment
l’expression du gène.

Facteur de transcription : protéine régulatrice
- Peut réprimer ou activer l’expression d’un gène
- Peut agir sur la morphogenèse, une voie métabolique, ...
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La régulation en cis fait intervenir des séquences spécifiques alors que la régulation en
trans fait intervenir des protéines se fixant sur les séquences cis.

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/genetic-engineering/transgenes-expression-modulation.html 

3/ La transformation antisens: permet de diminuer la production d’une molécule déjà 
présente.

Antisense RNA (asRNA) is a single-stranded RNA that is complementary to a messenger
RNA (mRNA) strand transcribed within a cell. Some authors have used the term micRNA
(mRNA-interfering complementary RNA) to refer to these RNAs. Antisense RNA may be
introduced into a cell to inhibit translation of a complementary mRNA by base pairing to it
and physically obstructing the translation machinery. The effects of antisense RNA are
related with the effects of RNA interference (RNAi).
Exemple chez les plantes: la tomate Flavr Savr (prononcer ‘flavor saver’)
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La  variété  de  tomate  Flavr  Savr (Lycopersicon
esculentum) a été crée au par  modification génétique
précise  visant  à  réduire  l'activité  d’une  pectinase,  la
polygalacturonase (PG) qui coupe les liaison alpha 1-4
entre les Glu des pectines. Une copie supplémentaire
du gène codant la PG a été introduite dans l'orientation
‘antisens’,  ce  qui  a  réduit  la  traduction  de  l'ARN
messager (ARNm) de la PG endogène. L'enzyme PG
catalyse la dégradation de  la pectine dans la tomate.
Ceci fait ramollir le fruit. 

La  variété  transgénique  mûrit  normalement,  mais  la  dissociation  de  la  pectine  reste
limitée, ce qui fait que son épaisseur et son uniformité augmentent et représentent un
avantage dans toutes les étapes de la récolte et de la transformation.

4/ La transformation par ARN d’interférence (RNAi): permet de diminuer production 
d’une famille de molécules.
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Les ARN peuvent réguler l’expression des gènes. Ainsi, l’ARNi (interférence ARN, ARN
bicaténaire), peut bloquer la transcription et la traduction. L'interférence de l’ARNi  avec un
ARN messager spécifique conduit à sa dégradation et à la diminution de sa traduction en
protéine. 

‘The RNAi process, is initiated by double-stranded RNA fragments, which may be created by the
expression of an anti-sense RNA followed by the base-pairing of the anti-sense strand to the target
transcript. The double-stranded RNA is cleaved into small fragements by DICER (RNAse), and
then  a  single  strand  of  the  fragment  is  incorporated  into  the  RNA-induced  silencing  complex
(RISC) so that the RISC may bind to and degrade the complementary mRNA target’.

Lien utile : http://www.nature.com/focus/rnai/animations/animation/ui_main.swf 

Exemple  d’ARN  d’interférence :  Répression  de  l’enzyme  débranchante  de  l’amidon
(alpha  1-6  glucosidase),  connue  sous  le  nom   ‘starch  branching  enzyme’  (SBE)
responsables de la formation de l’amylopectine chez plusieurs plantes dont la pomme de
terre et le riz...

‘Starch branching enzyme (SBE) is a key enzyme in the process of starch biosynthesis, forming
the branched structure by catalysis of glucose monomer binding through α-1,6 bonds’

Il en résulte une augmentation importante d’amylose et diminution de l’amylopectine
dans l’amidon. L’intérêt de cette transformation est l’obtention d’une meilleure aptitude à
la gélification et à la formation de films (Andersson et al. 2006, J. Biotechnol). De plus
l’amylose  est  moins  dégradé  par  les  amylases  que  l’amylopectine.  D’où  un  index
glycémique faible.

5/ Production d’une nouvelle molécule
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Exemple 1 : Transformation du riz avec les gènes de

biosynthèse des caroténoïdes exprimés dans le grain.
Le β-carotène (pigment précurseur de la vitamine A) :
synthèse  dans  l'enveloppe  du  riz  (habituellement
éliminée  pour  améliorer  la  conservation)  mais  pas
dans l’albumen (dans le grain). 

Par introduction de trois gènes, on est arrivé à la restauration de la voie de biosynthèse
du β-carotène dans le grain de riz. Le ‘riz doré’ (golden rice) est une variété de riz (Oryza
sativa) génétiquement modifiée afin qu'il produise de la  vitamine A issue du  β-carotène
dans  la  partie  consommable  du  riz,  l'albumen.  Il  a  été  créé  à  l'École  polytechnique
fédérale de Zurich (Suisse), et les détails scientifiques ont été pour la première fois publiés
dans la revue Science en 2000 (X Ye, S Al-Babili, A Klöti, J Zhang, P Lucca, P Beyer et I  Potrykus,
« Engineering the provitamin A (beta-carotene) biosynthetic pathway into (carotenoid-free) rice endosperm »,
Science, vol. 287, no 5451, 2000, p. 303–5).
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Exemple 2 : Induction de l’expression d’une désaturase et d’une élongase (enzymes) 
dans des graines de lins transgéniques. Ceci permet la production d’acides gras :
- à très longue chaine (C18, C20) => précurseur de prostaglandines.
- de type oméga3 (prévient l’apparition de maladies cardiovasculaires) (Abbadi et al. 2004,
Plant Cell)

Lien utile : http://jn.nutrition.org/content/132/3/506S.full 

 

Amélioration génétique des plantes par transfert
de gènes à travers les systèmes de reproduction

Lien : http://www.biotech-ecolo.net/amelioration-genetique-plantes.html 

TRAVAUX DIRIGES
TD1 : Cultures in vitro. Avantages et contraintes

TD2 : Marqueurs isoenzymatiques. Interprétation des zymogrammes
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L’interprétation d’un zymogramme consiste à fournir des informations concernant :

1. Le nombre de loci codant pour l’enzyme en question.
2. La structure oligomérique (subunitaire) de l’enzyme.
3. Le nombre d’allèles mis en jeu
4. L’inventaire des génotypes

Voir les vidéos multilingues interprétant les zymogrammes des enzymes :

- GOT : http://www.youtube.com/watch?feature=player_detailpage&v=ej701d9rf9Q 
- ENP : https://www.youtube.com/watch?feature=player_detailpage&v=5JHncIbw6H0

1/ Multiallelisme

Enzyme monomérique avec 2 allèles :

Z 1 2 3
A2

A1 ____

____ ____

____

Génotypes:
A1A1

Homozygote.
A2A2

Homozygote.
A1A2

Héterozygote

Enzyme monomérique avec 3 allèles   (Z à 1 ou 2 bandes). 3 allèles (A1,A2,A3).

Z 1 2 3 4 5 6
A3

A2

A1

____
____

____

____

____

____
____ ____

____

Génotypes:
A3A3

Homz.
A2A2

Homz.
A1A1

Homz.
A1A3

Hétz
A2A3

Hétz
A1A2

Hétz.

Enzymes dimériques (Z à 1 ou 3 bandes). 3 allèles (A1,A2,A3).

Z 1 2 3 4 5 6 Compos.bandes

A3

A2

A1

___ ___

___

___ ___

___

___
___
___ ___

___
___

(A3, A3)
(A2, A3)
(A1,A3)/ (A2, A2)
(A1, A2)
(A1, A1)

Génoty
pes:

A3A3

Homz.
A1A3

Hétz
A1A1

Homz
A2A2

Homz.
A2A3

Hétz
A1A2

Hétz.

2/ Nombre de loci

Dans plusieurs situations, le nombre de zones de migration correspond au nombre de loci.
Cependant, lorsqu’il s’agit de plusieurs loci qui s’expriment en même temps, des zones
contenant des isoenzymes hétéromériques peuvent être formées. Pour s’assurer de la
présence d’un locus indépendant des autres, il faut tester si le changement du nombre des
isoenzymes du locus en question reste indépendant des changements au niveau des loci
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le délimitant. 

Exemple de du système enzymatique GPI (Glucose-6-phosphate isomérase) :

3/ Isoenzymes hétéromériques dues à l’expression simultanée de plusieurs loci, en 
même temps.

Dans  certains  cas,  les  isoenzyme  hétéromériques  contiennent  des  sous  unités
polypéptidiques provenant de différentss loci.

Exemple 1 : cas d’une enzyme dimérique codée par 2 loci (A et B) et 2
allèles par locus (1, 2 et 1, 2).

Expression du locus A Expression des loci A + B

___ 11
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___ 12

___ ___ ___ 22

----- 11

----- ----- 12 et 21

----- ----- ----- 22

___ ___ ___ ___ ___ 22

___ ___ ___ 12

____ ____ ___ ___ 11

Génotypes A1A1 A1A2 A2A2

   
 A2A2

 B2B2

A1A2

B2B2

A1A2

B1B2

EXERCICE 1. 

Une  population  de  jeunes  plants  issus
d’un croisement entre le  prunier (Prunus
salicina) (برقlllوق)    et  l’abricotier  (Prunus
armeniaca) devant)  مشlllllمش   aboutir  au
pluot:  Plum  (prunier)  +  apricot
(abricotier)),  a  été  étudiée  pour  son
polymorphisme enzymatique montré par
le  système  ‘peroxydases  cathodiques’
(POX). Pour cela, les feuilles prélevées
de  jeunes  plants   sont  broyées
séparément  dans  60  µl  d’un  tampon
d’extraction composé de 0,01 M Tris-HCl
(pH 7,15), 3 mM DTE et 5% sucrose. Les
extraits  sont  soumis  à  une
électrophorèse sur gel d’amidon 11%. Le
tampon du gel est constitué de 0,01 M
d’Histidine (PM Histidine = 155,2).
Le tampon d’électrodes contient 0,135 M
Tris  (préparé  à  partir  d’une solution  de
Tris  0,5  M)  et  0,043 M d’acide  citrique
(préparé  à  partir  d’une solution  d’acide
citrique 0,1 M). Le pH des deux tampons
est ajusté à 7,0 à l’aide d’une solution 1
M d’acide citrique.
Après  révélation,  le  Zymogramme  des
POX  obtenu  montre  3  phénotypes
électrophorétiques  appelés
arbitrairement A, B et C (voir figure).

Le prunier et l’abricotier présentent respectivement les phénotypes B et C. 
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1 / Rappeler brièvement, le principe de l'analyse des isoenzymes par électrophorèse.
2 /  Quelle peut être la nature des isoenzymes codées par le gènes gouvernant les
      peroxydases cathodiques. Faire un inventaire des génotypes correspondant 
      à tous les phénotypes. 
3 / Quel est l’intérêt du système enzymatique des ‘peroxydases cathodique’ dans
     cette étude.
4 / Comparer brièvement les marqueurs isoenzymatiques et ceux basés sur la technique 
PCR comme la méthode RAPD.

Isoenzymes TD Peroxydases (Vidéo)     :   https://youtu.be/kIzK0X4hUiQ   

EXERCICE 2. 

Trois  populations  F1  de  jeunes  plants  de  palmier  dattier,  Phoenix  dactylifera L.,  sont
obtenues à partir de 3 lots de graines provenant des croisements suivants :

Lot de graines Croisements
Cultivar Mâle Nombre de plants F1

1
2
3

X ?
Aguellid (AGL)
Iklane (IKL)

M-2
M-1
Y ?

128
164
60

L'analyse  par  électrophorèse  du  polymorphisme
enzymatique  de  la  glutamate  oxaloacétate
transaminase (GOT) et des endopeptidases (ENP) a
été réalisée à partir d'extraits enzymatiques de feuilles
par  électrophorèse  sur  gel  de  polyacrylamide  utilisé
comme support de migration. Cette analyse a permis
d'obtenir  5  et  6  phénotypes  électrophorétiques
respectifs pour les deux enzymes. Deux loci GOT-2 et
ENP sont  ainsi  mis  en  évidence.   Les  différents
phénotypes  obtenus  (A-F)  sont  résumés  dans  les
diagrammes ci dessous. 

Les  cultivars  AGL  et  IKL  (parents  femelles)
présentent, respectivement, des phénotypes E
et D pour ENP et D et A pour GOT.
Les  parents  mâles  M-1  et  M-2  ont  comme
phénotypes respectifs A et B pour ENP et E et
A pour GOT.

Les  fréquences  des  phénotypes
isoenzymatiques  au  niveau  des  trois
populations  de  jeunes  plants  sont  données
dans le tableau ci-dessous.
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Phénotypes isoenzymatiques                       Populations F1
1 2 3

GOT   A …………………….
           B …………………….
           C …………………….
           D …………………….
           E …………………….

0,45
  -
0,24
0,02
0,29

1,00
  -
  -
  -
  -

0,29
0,20
0,19
0,32
  -

ENP   A …………………….
           B …………………….
           C …………………….
           D …………………….
           E …………………….
           F …………………….

  -
0,45
  -
0,55
  -
  -

0,25
  -
0,20
0,21
0,34
  -

0,25
  -
  -
0,28
0,26
0,21

1. Quelle peut être la nature des isoenzymes codées au niveau des loci GOT-2 
et ENP.

2.Sur la base des 2 loci, faire un inventaire des génotypes dans les 3 populations.
3.Sachant que les allèles mis en jeu sont transmis selon la loi de Mendel, quels 

peuvent être les génotypes du parent femelle X de la population 1 et du parent 
mâle Y de la population 3. 

Marqueurs RFLP

Marqueurs moléculaires et Amélioration des Plantes,
MODULE ‘Biochimie, Génétique et Amélioration des Plantes’

Contrôle de rattrapage, Janvier 2012, durée : 45 minutes 

L'oranger (Citrus sinensis L.) est un arbre fruitier de la famille des Rutacées, plantes qui
produisent les  agrumes (الحوامض). L’oranger est un hybride ancien résultant probablement
d’un  croisement  entre  le  pamplemousse  (Citrus  maxima)  et  la  mandarine  (Citrus
reticulata).  Décidant  d’améliorer génétiquement cette  espèce (appelée ‘Trovita orange’,
Shinozaki et al. (1992, Japan J. Breed. 42, 227-95) ont réalisé la fusion des protoplastes
de cet oranger avec ceux de l’espèce  Murraya paniculata (orange sauvage ou ‘oranger
jasmin’) qui s’adapte bien aux sols alcalins, en plus d’être résistante aux nématodes (voir
figure ci-dessous).  Les plantes régénérées à partir  des protoplastes fusionnés ont été
analysées pour le polymorphisme de restriction de leurs ADN par la technique ‘RFLP’.
L’ADN a été hydrolysé séparément par deux enzymes de restriction  (Afa1 et Xho1).
L’hybridation  a  été  réalisée  par  une  sonde  hétérologue  (ADN  de  riz)  marquée  à  la
peroxydase. Les résultats obtenus sont résumés dans la figure ci-dessous.
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1) Quelles peuvent être les raisons possibles de
recours  à  d’autres  espèces  de  rutacées
(comme  Murraya  paniculata)  pour
l’amélioration  génétique  de  l’oranger  (Citrus
sinensis) ?

2) Rappeler  brièvement  la  technique  de  fusion
des protoplastes dans la création variétale.

3) Quel(s) critère(s) moléculaire(s) exploite la 
technique d’électrophorèse de l’ADN. S’il s’agit
de plusieurs critères, en préciser le principal. 
Justifier votre réponse.

4) Rappeler les étapes principales de la technique ‘RFLP’. 
5) Interpréter les électrophorégrammes correspondant à la digestion par les enzymes

de restriction  Afa1 et  Xho1 des ADN provenant de ‘orange jessamine’ (Murraya
paniculata, O), ‘orange Trotiva’ (Citrus sinensis, T) et de l’hybride résultant de la
fusion des protoplastes (TO). Quelles sont les conclusions à tirer quant à l’efficacité
d’utilisation du marquage de type ‘RFLP’ dans ce genre d’étude?. Justifier votre
réponse.

Réponses brèves

Réponse à la Question 1: Les raisons possibles à l’origine du recours à d’autres espèces de rutacées
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(comme Murraya paniculata, oranger sauvage) pour l’amélioration génétique de l’oranger (Citrus sinensis)
résident essentiellement dans le rétrécissement de la diversité génétique de l’oranger (Citrus sinensis). Lien
utile : http://www.biotech-ecolo.net/amelioration-genetique-plantes.html 

Réponse à la Question 2: La préparation des protoplastes dans le but de réaliser leur fusion, consiste à
détruire la paroi  cellulaires par digestion enzymatique,  grâce à des enzymes telles que la pectinase,  la
cellulase ou le lysozyme. On obtient ainsi des cellules sphériques. Ensuite, les cellules sont fusionnées par
PEG ou par application d’un courant électrique dans le but d’obtenir des hybrides somatiques.

Réponse à la Question 3: L'éléctrophorèse de l'ADN exploite les critères de la taille et de l'ionicité (charge
électrique).  Cependant,  la même charge (-)  des fragments de l'ADN (dues au phosphore) entraîne une
séparation sur le critère de la taille, uniquement. La forme des fragments d'ADN résultant de la digestion de
l’ADN  n'intervient  pas  dans  la  séparation.  Lien  utile :  http://www.takween.com/techniques/techniques-
biochimie.html 

Réponse à la Question 4: Les étapes principales de la technique RFLP sont :

- Purification suffisante de l’ADN
- Digestion de l’ADN par une enzyme de restriction
- Electrophorèse des fragments d’ADN sur gel
- Transfert des fragments d’ADN séparés sur membrane de nitrocellulose
- Hybridation des fragments par une sonde (homologue ou hétérologue) marquée par une enzyme

(comme la peroxydase) ou par radioactivité

Lien utile : http://www.takween.com/techniques/10_RFLP.pdf 

Réponse à la Question 5:  Interprétation des électrophorégrammes obtenus avec les deux enzymes de
restriction :

- Enzyme de restriction Afa1 :

On constate que l’hybride somatique hérite de l’oranger sauvage (Murraya paniculata) et de l’ornager cultivé
plusieur séquences nucléotidiques (représentées par des bandes), dont :

 Bande de Rf d’environ 0.25 qui provient de Murraya paniculata, mais n’existant pas chez l’oranger
cultivé (Citrus sinensis)

 Bande de Rf égal à 0,35, environ existant uniquement chez l’oranger cultivé

- Enzyme de restriction Xho1 :

Avec l’enzyme de restriction Xho1, on découvre que l’ADN de l’hybride somatique contient des séquences
nucléotidiques provenant des deux espèces d’oranger. On peut en citer le fragment d’ADN correspondant à
la bande de  approximatif 0,60 (taille proche de 4,4 kbp) hérité de l’oranger sauvage, mais n’existant pas
chez l’oranger cultivé.
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Les fragments d’ADN caractéristiques des deux espèces d’oranger sont apparents chez l’hybride somatique.
Ceci témoigne de la  codominance du marquage de type RFLP. Le caractère codominant des marqueurs
RFLP fait d’eux des outils moléculaires puissant dans l’identification des hybrides.

Marqueurs SSR

Marqueurs moléculaires et Amélioration des Plantes,
MODULE ‘Biochimie, Génétique et Amélioration des Plantes’

Contrôle de rattrapage, Juin 2015, durée : 75 minutes 
Le Citrange Carrizo (Citrus sinensis L. x  Poncirus trifoliata L.) est un hybride obtenu à
Carrizo au Texas (USA) possédant plusieurs traits agronomiques dont la résistance à la
Tristeza (maladie virale) et aux nématodes et une productivité élevée. Cependant, il ne
tolère pas les régions très arides, calcaire et très salines. 
Le mandarinier est une rutacée qui supporte les sols acides et alcalins. Dans les zones
trop froides, on le greffe sur un Poncirus afin qu'il puisse supporter les hivers plus rudes.
Olivares-Fuster  et  al.  (2002,  Annals  of  Botany  89,  491-497)  ont  étudié  l'hybridation
somatique  entre  le  mandarinier  (Espèce  Citrus  reticulata)  et  le  citrange  Carrizo.  La
régénération  de  plantes  à  partir  d'embryons  somatiques  des  hybrides  résultant  de  la
fusion  (Figure  1),  a  permis  l'exécution  de  tests  de  confirmation  par  les  marqueurs
moléculaires de type SSR.

Des extraits  d'ADN ont  été  préparés  à

partir des plantes d'origine ('parents') et

des plantes hybrides somatiques. Après

amplification sur la base du microsatellite

TAA15,  l'électrophorèse  sur  gel

d'agarose  3%,  suivie  d'une  révélation

avec  le  bromure  d'éthidium,  a  permis

d'obtenir  l'électrophorégramme

représenté par la figure 2.

1) Quelles  peuvent  être  les  raisons
possibles  de  recours  à  l'hybridation
somatique pour l'amélioration génétique
du mandarinier (Citrus reticulata L.) ?

2) Rappeler brièvement la technique de
fusion des protoplastes dans la création
variétale.

3) Quel(s) critère(s) moléculaire(s) exploite la technique d'électrophorèse de l'ADN. S'il

s'agit de plusieurs critères, en préciser le principal. Justifier votre réponse. 
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4) Sur quel principe se base la révélation de l'ADN par le bromure d'éthidium ?

5) Rappeler les étapes principales de la PCR et de l'électrophorèse permettant la mise en
évidence d'un polymorphisme détecté par les marqueurs de type SSR. 
6) Pour  quelles  raisons  les  auteurs  ont  utilisé  l'agarose  3%  pour  séparer  par
électrophorèse les fragments d'ADN résultant de l'amplification par PCR ?. Y'a-t-il  une
autre alternative ?

7) Quels sont  les nombres d'allèles SSR montrés par  le  mandarinier  (M),  le  Citrange
Carrizo (C) et les deux plantes régénérées à partir des hybrides somatiques (M+C).

8)  Quelle(s) différence(s) structurale(s) existe(ent)-t-elle(s) entre les fragments d'ADN de
petite taille et celles de grande taille ?
 
9) Quelles sont les conclusions à tirer quant à l'efficacité d'utilisation du marquage de type
'SSR' dans ce genre d'étude?. Serait-il possible de trouver les mêmes résultats avec les
marqueurs AFLP ?. Justifier votre réponse.

TD sur la transgénèse

D’où vient l’ADN sujet au clonage ?. Rappels

- ADN obtenu à partir de l’ADN génomique
Lien : http://www.takween.com/gene-clonage.html# adn_genomique
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- ADN synthétisé à partir de l’ARN messager
Lien : http://www.takween.com/gene-clonage.html#cDNA 
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------------------------------------------------------------------------------------------

Contrôle

Matière 2.  Marqueurs moléculaires et Amélioration des Plantes, 
MODULE ‘Biotechnologies et Amélioration des Plantes’, Parcours S6 : ‘Biologie

Appliquée aux Productions Végétales’, Juin 2016,  durée : 75 minutes.

Afin d’améliorer la résistance du tabac (Nicotiana tabacum) et de la pomme de terre (Solanum
tuberosum) aux attaques des champignons Alternaria alternaria, Alternaria solani, Botrytis cinerea,
et Rhizoctonia solani, Lorito et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,7860-7865, 1998) ont développé
des plants transgéniques de tabac  et de la pomme de terre exprimant un gène codant pour la
chitinase (enzyme hydrolytique de la paroi cellulaire) du champignon Trichoderma harzianum.
Les plantes transformés et inoculées par des champignons pathogènes (infections à travers les
feuilles ou les racines) ont été testées pour leurs activités chitinase et l’expression des symptômes
externes des maladies fongiques (Fig. 1).
 Ainsi,  l’inoculation par  Alternaria alternaria (infection à travers les feuilles)  de plants de tabac
transformés (Tx1, Tx3, Ts2, Ts3, Ts4, Ts5) et non transformés (‘control’), a permis d’obtenir les
résultats montrés par la figure 1.
  De même, la  résistance à  Rhizoctonia solani (infection à travers les racines)  des plants de
pomme de  terre  transformés  a  été  testée  par  culture  des  plantes  sur  un  sol  infesté  par  ce
champignon.
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 En général, les plants de pomme de terre
transformés  n’ont  pas  montré  de
symptômes  d’attaque  par  Rhizoctonia
solani.  Agrobacterium  tumefaciens a  été
utilisé  comme  vecteur  dans  la
transormation des plantes. 
Analyse moléculaire et biochimique des 
transformants (Fig.2).

La  présence  et  l’expression du transgène
chitinase  chez  les  transformants  ont  été
suivies  par  les  techniques  de  PCR,
‘Southern  blotting’,  ‘Northern  blotting’  et
‘Western blotting’ (Fig. 2). Les analyses par
PCR ont été faites par des amorces EC1,
Bio 1N et BB2:
- Amorce EC1: GGTTATGCTTTCCATCGG
se fixant à 566 pb de l’extrémité 5’ du gene,
-  Amorce  Bio  1N:
GTGGTAGCCCGGAGCGTATT se fixant  à
813 pb de l’extrémité 5’ du gene et

– Amorce  BB2:
CAAGGAGTCAGAGCCAGTCTT se
fixant à 1367 pb de l’extrémité 5’ du
gene.

– Les  différentes  amplifications  ont
été  réalisées  par  les  paires
d’amorces  EC1-Bio1N et  EC1-BB2
qui produisent des fragments d’ADN
de  250  pb  et  800  pb,
respectivement (figure 2A).

– Plants témoins (non transformés):
pour  le  tabac :  Cs,  Cx,  pour  la
pomme de terre : Cp. 

Fig.1
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Plantes  transgéniques :  plants
de tabac transformés: Ts(N° de la
plante)  et  Tx (N°  de  la  plante),
plants  de  pomme  de  terre
transformés: Tp (N° de la plante).
A: amplification  par  PCR  (avec
les paires d’amorces EC1-Bio1N
et  EC1-BB2)  du  transgène  du
champignon  avec  l’ADN  du
champignon (F) comme témoin. 
B: Analyse de L’ARN des tissues 
de plantes en utilisant comme 
sonde l’ADNc ThEn-42. Cp, 
Pomme de terre (cv. Desiree), 
P1 : Plant de pomme de terre 
transformé.   
C: Analyse  de  l’hydrolysat  par
BamHI des ADN de tabac et de la
pomme  de  terre  détectés  par
hybridation  avec  des  fragments
de  1,7  kb  de  l’ADN  du  gène
ThEn-42  
D: Analyse  des  protéines
solubles des feuilles de tabac et
de la  pomme de terre séparées
par  électrophorèse  en  présence
de  SDS  (SDS-PAGE)  et
visualisées  avec  un  anticorps
contre la chitinase marqué par la
phosphatase  alcaline.  E :
endochitinase  pure  de
Trichoderma harzianum. 

Fig.2

1. Rappeler  Le  principe  de  transformation  génétique  des  plantes  par  Agrobacterium
tumefaciens  comme vecteur (système binaire).

2. Quelles sont les différences principales entre les marqueurs moléculaires de type RFLP et
les marqueurs de type RAPD, basés sur la PCR (utiliser un tableau mentionnant la nature des
extraits  de  l'ADN,  étapes  principales,  enzymes  utilisées,  reproductibilité,  caractère  du
marquage, temps de réalisation, utilisation de sondes marquées).

3. En  se  référant  aux  résultats  relatifs  aux  analyses  des  plantes  transformées  (Fig.  2),
spécifier  l’expérience  qui  a  montré  l’insertion  du  transgène  codant  pour  la  chitinase  du
champignon Trichoderma harzianum. Justifier votre réponse. 

4. Spécifier l’expérience qui renseigne sur le nombre de copies du transgène intégré dans les
ADN des plants de tabac et des plants de pomme de terre. Déterminer ce nombre pour les
deux plantes.

5. Spécifier l’expérience qui renseigne sur la transcription du transgène intégré dans les ADN
des transformant. Interpréter briévement les résultats. Par quoi diffère un ADNc d’un ADN ?.
Quelle pourrait être l'origine de l'intensité forte de la bande du plant de tabac Ts3 ?.  

6. Spécifier l’expérience qui renseigne sur l’expression en protéines (traduction) du transgène
intégré dans les ADN des transformants. Interpréter briévement les résultats.

7. Interpréter  briévement  les  résultats  relatifs  aux  symptômes  d’attaque  fongique  et  aux
activités de chitinase montrées par les plantes transformées et les plantes témoins (Fig. 1 A,
B). 

8. Quelles peuvent être les applications possibles de la transformation génétique des plantes
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par le gène de la chitinase du champignon  Trichoderma harzianum et celles qui pourraient
résulter  de  l’utilisation  de  ce  même  champignon  dans  les  stratégies  d’amélioration  des
plantes.

Cas 1 de transgénèse. Maïs résistant à la chenille de la pyrale 
(lépidoptères) 

En se référant au schéma ci-dessous relatif à
la  création  d'un  maïs  transgénique  (plante
OGM)  contenant   la  toxine  Cry1Ab de
Bacillus  thuringiensis (Bt),  active  contre  la
pyrale du maïs, repérer les grandes étapes de
la  transgénèse  couramment  suivies  dans  la
mise  au  point  de  plantes  transgéniques  et
concernent :

1. Repérage d'un caractère intéressant dans
un organisme vivant et identifier la protéine
2. Identification et isolement du gène d'intérêt
3. Réalisation  et  amplification  d'une
construction génique
4. Transfert de l'ADN = Introduction d'un ADN
étranger dans une cellule de Maïs (différentes
méthodes)

5. Contrôle de l'efficacité du transfert chez l'hôte
6. Sélection des cellules exprimant le gène ajouté par tri
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Cas 2 de transgénèse. Pomme de terre résistance au doryphore 
(coléoptère)
Analyse d'article: Télécharger le document (version pdf) : 
http://ejournal.sinica.edu.tw/bbas/content/1996/1/bot371-03.pdf
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Le  gène  cryIA(a)  de  taille  2  kb,  a  été
isolé du DNA du plasmide de la bactérie
Bacillus  turingiensis  (Bt)  par  PCR
(Schnepf et al., 1985). Deux séquences
qui  serviront  d'amorces  (amorce  5'  et
amorce 3', voir ci dessous) pour la PCR,
ont élé isolées de la région codante du
gène.  Elles  serviront  pour  amplifier  le
fragment de 2 kb. Les amorces 5' et 3'
contiennent  respectivement,  un  site
d'initiation de la transcription (ATG) et le
site correspondant au codon stop (UGA).
le gène néomycine phosphotransférase 
II (NPTII) porté par le vecteur binaire a 
été utilisé pour la sélection des 
transformants (plantes) mis en culture 
dans un milieu contenant la kanamycine.

- Amorce 5': TTGAGGTAACTTATGGATAACAATCCG
- Amorce 3': TCACTCAACTAAATTGGATACTTGATCA

Gène  néomycine  phosphotransférase  II
(NPTII) porté par le vecteur binaire a été
utilisé pour la sélection des transformants
(plantes)  mis  en  culture  dans  un  milieu
contenant la kanamycine.

Le  gène  nptII  code  pour  une
aminoglycoside  3’-phosphotransferase
(NPTII)  qui  inactive  par  phosphorylation
une  série  d’antibiotiques  de  type
aminoglycosides comme la kanamycine et
la néomycine, ..

Question 1 : - Discuter risque de 
transfert horizontal des 
transgènes

Question 2 : - Par quel type de 
transfert le transgène a été 
introduit dans les plantes 
receveuses ?

Question     3: Quelles amorces ont été utilisées pour identifier le 
transgène codant pour la toxine  CryIA(a) ?
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Question 4 : Comment a été réalisé la PCR ?

 Mélange réactionnel : ….  

 Pré-amplification : …..

 Amplification : …..

Question     5: Comment les auteurs révèlent la présence du DNA du 
transgène intégré dans la plante hôte?

Question     6: Comment les auteurs révèlent la présence du DNA du 
transgène intégré dans la plante hôte?

Question     7: Comment les auteurs se sont rendus compte du site 
d'insertion du transgène et du nombre de copies du 
intégrées dans l'ADN de chaque plante de pomme de terre?

Question     8: Comment expliquer l'absence d'amplification du gène dans 
5 plants (parmi 29) ayant survécu dans un milieu de culture 
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contenant la Kanamycine (propriété due au gène marqueur 
NPTII)?. Le marqueur de sélection est présent, tandis que le
gène d’intérêt est absent !

Question     9: Comment les auteurs ont vérifié l'expression du transgène 
CryIA(a) intégré dans l'ADN de chaque plante de pomme de 
terre (transcription du gène)?

Question     10: Comment les auteurs ont pu vérifier la traduction du 
transgène dans les plants de pomme de terre?
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Question     11: Comment expliquer 
l'absence d'amplification du gène 
dans 5 plants (parmi 29) ayant 
survécu dans un milieu de culture 
contenant la Kanamycine 
(propriété due au gène marqueur 
NPTII)?.

Question     12:  Comment  expliquer
l'activité  faible  de  l'expression  du
transgène  (voir  figure)  dans
certains  transformants  qui
contiennent  plusieurs  copies  du
transgène?

TRAVAUX PRATIQUES 

Séparation par électrophorèse des isoenzymes extraites du palmier 
dattier (Phoenix dactylifera L.) et évaluation de la diversité 
génétique des palmeraies.

Le travail pratique (TP) sur le marquage biochimique et moléculaire des ressources génétiques
végétales  et  son  apport  dans  l’étude  de  la  diversité  génétique,  porte  sur  le  polymorphisme
enzymatique du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). Au moins, deux systèmes enzymatiques
(selon la disponibilité) sont étudiés en utilisant les folioles. Ils correspondent aux transaminases de
type glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et endopeptidases (ENP). 

Après électrophorèse dans des conditions non dénaturantes suivie de la révélation  in situ (voir
complément du cours), les zymogrammes sont interprétés en génotypes GOT et ENP. Le matériel
végétal  utilisé  est  constitué de folioles  prélevées de palmiers  adultes  mâle  et  femelles  ou de
feuilles provenant  de lots de plants issus de croisements dirigés ou de vitro-plants de palmier
dattier. L’objectif du TP est :

 Préparation d’extraits enzymatiques et séparation des molécules par électrophorèse dans
des conditions non dénaturantes suivie de la révélation des isoenzymes sur gel (gel natif).

 Familiarisation  avec  l’interprétation  des  zymogrammes  résultant  du  polymorphisme
enzymatique du palmier dattier. 

 Comparaison de lots de plants de palmier dattier sur leurs hétérozygoties
 Prédiction du palmier femelle (cultivar) et palmier mâle (dokkar) dont sont issus des lots de
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plants
 Estimer la conformité génétique de lots de vitro-plants issus de la culture des tissus 

TP 1. Préparation d’extraits enzymatiques à partir des folioles 
du palmier dattier et séparation des isoenzymes par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide. 

- Collection du matériel végétal (TP 1).
 
Munis de sachets et d'un bac de glace, les étudiants visitent la zone de la palmeraie la plus proche
du  Laboratoire  pour  échantillonner  les  folioles  de  palmier  dattier  (1  foliole  par  arbre).  Le
prélèvement concerne au moins 30 palmiers adultes. Les folioles sont numérotées et conservées
dans le bac à glace. Tout le matériel végétal collecté servira dans l'étape d'extraction des enzymes
en vue de l'étude du polymorphisme isoenzymatique.
 
- Extraction des enzymes à partir des feuilles du palmier dattier (TP 1). 

Des quantités de 0,25 grammes de feuilles correspondant à des morceaux de feuilles de 3 cm de
long, environ sont utilisées dans l'extraction des enzymes.  Après rinçage à l’eau distillée, placer
chaque morceau de feuille dans un mortier maintenu dans la glace et portant le même numéro. A
l’aide d’une paire de ciseaux découper finement le matériel végétal afin de faciliter son broyage à
l’aide d’un pilon. Le matériel végétal, préalablement découpé, est broyé à l’aide d’un pilon dans 1,5
ml de tampon d’extraction des isoenzymes (TAMET pH 7,0) constitué des réactifs suivants :

Réactif Concentration 
Tris 0,5 M
Acide ascorbique 0,3 M
2-mercaptoéthanol 2% (v/v)
EDTA Na2 0,01 M
Triton X-100 0,8% (v/v)

L’extraction des enzymes se fait à froid afin d’éviter toute dénaturation possible. L’acide ascorbique
et  le  2  mercaptoéthanol  sont  des  antioxydants  qui  empêchent  partiellement  l'oxydation  des
phénols en quinones qui peuvent provoquer l'inactivation des enzymes.
Les extraits obtenus sont transvasés dans des microtubes de 1,5 ml, puis centrifugés 7 min à 9000
g. Après centrifugation, les surnageants (extraits bruts) sont récupérés dans d’autres microtubes
de même volume. Ils peuvent être utilisés immédiatement pour l’électrophorèse ou congelés à
-20°C pour un usage ultérieur.

Lien vidéo : https://www.youtube.com/watch?feature=player_embedded&v=ySs_Zz0cdlk 

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide

- Préparation des gels de polyacrylamide. 

Les gels de polyacrylamide ont une épaisseur de 1 mm et sont confectionnés à l'aide de 2 plaques
de  verre  de  dimension  10  x  10  cm.  La  partie  supérieure  du  gel,  lieu  du  dépôt  des  extraits
enzymatiques, présente une texture à porosité large (gel de concentration, 5% en polyacrylamide).
Ce gel permet de concentrer les extraits avant leur séparation sur le gel à porosité étroite (gel de
séparation,  11% en polyacrylamide).  La  composition  des 2  gels  est  résumée dans le  tableau
suivant :

Composition (en ml) des gels de polyacrylamide à 11% (pour 2 plaques de 10 x 10cm).
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Gels de concentration 5% (10 ml) Gels de séparation
11% (15 ml)

Acrylamide-bis acrylamide 
30:0,8%

1,66 5,50

Tris-HCl 3,0 M (pH 8,8) - 1,87
Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) 2,50 -
Eau distillée 5,21 7,00
Persulfate d’ammonium 1,5% 0,60 0,60
TEMED 0,03 0,03

______________________________________________________________________________________

Tampon de migration Tris-Glycine (  pH 8,3) : Tris (0,049 M), Glycine (0,384 M) dilué au 1/5 

Electrophorèse.

Après le  dépôt  des  extraits  (50 µl),  la  migration
électrophorétique est effectuée à 150 V. Le front
de  migration  est  repéré  par  le  bleu  de
bromophénol.  La  séparation  dure  3  heures,
environ.

- Révélation des isoenzymes.

La révélation in situ des isoenzymes est effectuée incubation du gel dans un mélange réactionnel
contenant  les  substrats  de  l’enzyme  étudiée.  Pour  la  première  séance  du  travail  pratique,  2
systèmes  enzymatiques  seront  étudiés.  Le  système  des  estérases  (EST)  et  le  système  des
peoxydases (POX). L’interprétation des zymogrammes concernera en plus, les transaminases de
type glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et celui des endopeptidases (ENP).

Lien vidéo Préparation des gels de polyacrylamide, dépôt des échantillons et électrophorèse:
https://www.youtube.com/watch?v=eAd9e2pi-rI&feature=player_embedded 

Exemples de zymogrammes

Les mélanges réactionnels des différents systèmes enzymatiques  sont résumés dans le tableau
suivant :
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Peroxydase (POX)
- Tampon acétate pH 5,0 …..….. 0,10 M
- Gaiacol (dans méthanol 5%) .. 0,12 M
Incubation 5 min
H2O2 …………………………… 0,01%

Glutamate oxaloacétate transaminase 
(GOT)
- Tris-HCl (pH 8,0) …………………. 0,25 M 
- Acide aspartique ………………….. 0,4%
- Acide alpha-cétoglutarique ………. 0,1%

Fast blue BB …………………………. 0,2%

Estérases
- Tris-HCl (pH 7,2) ………….…. 0,05 M 
- Alpha-naphthylacétate .. (à solubiliser dans 
acétone 50%) …….......... 0,03%
Incubation 15 min
- Tris-HCl (pH 7,2) ……………. 0,05 M
- Fast blue RR salt ………..….. 0,14%

Endopéptidases (ENP)
- Tampon acétate (pH 5,0) ……0,005 M
- N-Benzoyl-DL-Arginine-béta-NAphthylamide 
(BANA) (dans 
méthanol) .................................................... 
0,08%
- NaCl ……………………………. 0,02 M
- MgCl2 ………………………….. 0,002 M
Rinçage et Incubation 15 minutes dans :
- Tampon acétate (pH 5,0) ……0,05 M
- Fast black K ………………….. 0,05%
- NaCl ……………………………. 0,02 M
- MgCl2 ………………………….. 0,002 M

TP 2. Interprétation des zymogrammes. 

Les zymogrammes sujets à l’interprétation sont disponibles sur CD. Ils peuvent être consultés à 
travers le lien :

http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/isoenzymes-palmier-biosys.html#tp_1

1. En considérant les deux exemples de zymogramme par enzyme, préciser le nombre de 
zones de migration des isoenzymes des ENP et de la GOT. Ceci permet d'avoir une idée 
sur le nombre de loci qui codent pour ces enzymes (voir cours). Caractériser les zones par 
la valeur moyenne de leurs Rf (mobilité relative). 

2. Pour chaque locus (ou zone de migration), déterminer le nombre maximum de bandes. 
Sachant que le nombre de bandes le plus élevé se trouve chez les hydrides 
(héterozygotes), préciser la nature de l'enzyme (structure quaternaire = nombre de sous-
unités) codée par locus (voir le cours). 

3. Pour chaque zone (ou locus), préciser sur combien de niveaux de migration se répartissent
les différentes bandes ?. Ceci permet d'avoir une idée sur le nombre d'allèles par locus, 
lorsque l'enzyme est monomérique. 

4. Lorsque vous aurez déterminé le nombre de loci et la nature de l'enzyme exprimée, donner
l'inventaire de tous les génotypes présentés par les zymogrammes des ENP et de la GOT. 
Consulter la fiche d’organisation du TP

Lien vidéo GOT : http://www.youtube.com/watch?feature=player_detailpage&v=ej701d9rf9Q 
Lien vidéo ENP : https://www.youtube.com/watch?feature=player_detailpage&v=5JHncIbw6H0 

Organisation : 

 Consulter à l’avance, les zymogrammes (en couleurs) inclus dans le CD
 Respecter les consignes affichées dans la salle de TP

1/ En considérant les deux exemples de zymogramme par enzyme, préciser le nombre de zones
de migration des isoenzymes des ENP et de la GOT. Ceci permet d'avoir une idée sur le nombre
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de loci qui codent pour ces enzymes (voir cours). Caractériser les zones par la valeur moyenne de
leurs Rf (mobilité relative).

2/ Pour chaque locus (ou zone de migration), déterminer le nombre maximum de bandes. Sachant
que le nombre de bandes le plus élevé se trouve chez les hydrides (hétérozygotes), préciser la
nature  de  l'enzyme (structure  quaternaire  =  nombre  de  sous-unités)  codée  par  locus  (voir  le
cours).

3/ Pour chaque zone (ou locus), préciser sur combien de niveaux de migration se répartissent les
différentes bandes ?. Ceci permet d'avoir une idée sur le nombres d'allèles par locus, lorsque
l'enzyme est monomérique.

4/ Lorsque vous aurez déterminé le nombre de loci et la nature de l'enzyme exprimée, donner
l'inventaire de tous les génotypes présentés par les zymogrammes des ENP et de la GOT.

Dans un tableau comparatif pour les deux populations de plants de palmier dattier, reporter les
fréquences des différents génotypes représentant les ENP et la GOT. Quelle est la population qui
contient  plus  d'hétérozygotes?  Calculer  l'hétérozygotie  pour  chacune  d'elles  (nombre
d'hétérozygotes divisé par le nombre total des individus étudiés).

Lien de téléchargement TP : 
http://www.biotech-ecolo.net/diversite-genetique-mesures/isoenzymes-palmier-biosys.html 

TP 3. Etude de la diversité génétique du palmier dattier au Maroc par les
marqueurs isoenzymatiques. Interprétation par le programme 
Biosys-1

Populations de palmier dattier au Maroc. Les palmeraies marocaines sont réparties en 
plusieurs populations localisées principalement au sud dans les régions de Draa et 
Tafilalet (Fig. 1). La palmeraie de Marrakech, située plus au nord, ne contribue pas à la 
production de dattes. Son origine reste encore inconnue.
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Analyse de la diversité génétique du palmier dattier par Le programme Biosys-1 

Le programme Biosys-1 (Swofford & Selander, 1981) est un programme écrit en Fortran
pour les études de génétique des populations.

BIOSYS-1 is a FORTRAN IV program designed to aid biochemical population geneticists
andsystematists in the analysis of electrophoretically detectable alletic variation. It can be
used to compute allele frequencies and genetic variability measures, to test for deviation
of genotype frequencies from Hardy-Weinberg expectations, to calculate F-statistics, to
perform heterogeneity chi-square analysis, to calculate a variety of similarity and distance
coefficients, and to construct dendrograms using cluster analysis and Wagner procedures.
Lien web: http://www.oxfordjournals.org/our_journals/jhered/freepdf/72-281.pdf 

Inputs to BIOSYS-1 are ASCII files consisting of two basic components:
1) A brief header section, including a job title and locus labels;
2) One or more calls to "STEP" routines that give BIOSYS-1 information regarding the
form of the data and the analyses that the program is to perform.
Les génotypes de chaque individu pour différents marqueurs étudiés sont introduits dans
un ordre bien précis. Les populations sont séparées par le mot 'NEXT'. Le début du fichier
doit indiquer le nombre de populations (NOTU), le nombre de loci (NLOC) et le nombre
maximum  d'allèles  (NALL).  La  fin  du  fichier  doit  mentionner  les  commandes  à  faire
exécuter par le programme comme les variables de la diversité (fréquences alléliques, ..)
et le dendrogramme.

Le  lancement  des  calculs  par  Biosys-1  démarre  par  l'exécution  de:  Biosys  fichierX
fichierX.out
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Organisation des données pour Biosys-1 (fichiers d'entrée).

GROUPE1 PALMERAIES
NOTU=14, NLOC=2, NALL=3;

)3)A4,1X((
GOT2 ENP 

STEP DATA:
DATYP=1,ALPHA;

)A4,7(2X,A1,A1),4X,3(2X,A1,A1),6X,A1,A1(
MARR MARRAKECH 

MARR AB CC
           AB CC

           AA AC     
           AA AA

NEXT
SKOU SKOURA 

SKO AB AB
.…
GROUPE1 PALMERAIES
NOTU=14, NLOC=2, NALL=3;

)3)A4,1X((
GOT2 ENP 
STEP DATA:
DATYP=1,ALPHA;

)A4,7(2X,A1,A1),4X,3(2X,A1,A1),6X,A1,A1(
MARR MARRAKECH 

MARR AB CC
           AB CC
           AA AC
           AA AA
           AB AC

NEXT
SKOU SKOURA 

SKO AB AB
.………
NEXT
END;
STEP VARIAB:
FULLOUT,PCRIT=2;
END;
STEP SIMDIS:
NEI;
END;
STEP COEFOUT:
ABOVE=1,BELOW=2;
END;
STEP CLUSTER:
COEF=2;
END; 

Données sur la palmeraie de Marrakech Les 
diagrammes ci-dessous représentent les 
zymogrammes des systèmes enzymatiques 
GOT et ENP pour 28 palmiers dattiers 
(individus) collectés dans la palmeraie de 
Marrakech. Les deux génotypes (Got-2 et 
Enp) déterminés pour chaque individu, sont 
à saisir dans le programme biosys-1 (fichier 

d'entrée.(

Questions

1. A l'aide du programme 'Edit' 
du DOS, créer les fichiers 
'palmeraies-grX' et 'palmier-semis-
grX' et saisir les données relatives 
aux loci Got-2 et Enp concernant la 
palmeraie de Marrakech. Y ajouter 
les données des autres palmeraies 
marocaines. A la fin de chaque 
fichier, ajouter les commandes des 
calculs des paramètres de la diversité
génétique.

2. Lancer le programme Biosys-
1 en saisissant biosys palmeraies-
grX palmeraies-grX.out

3. Interpréter les résultats relatifs
aux indices de la diversité génétique 
et au dendrogrammes

4. D'après les résultats obtenus, 
proposer des hypothèses concernant 
l'origine de la palmeraie de 
Marrakech.

Lien de téléchargement TP :  http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-palmier-biosys.pdf

Données sur la palmeraie de Marrakech 

Les diagrammes ci-dessous représentent les zymogrammes des systèmes enzymatiques
GOT  et  ENP  pour  28  palmiers  dattiers  (individus)  collectés  dans  la  palmeraie  de
Marrakech. Les deux génotypes (Got-2 et Enp) déterminés pour chaque individu, sont à
saisir dans le programme biosys-1 (fichier d'entrée).
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