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Thème 6 – Chapitre 4 – Activité 3 
ÉTUDE DU POLYMORPHISME GÉNÉTIQUE CHEZ DEUX ESPÈCES DE 
LAMELLIBRANCHES PAR RFLP (Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction) 
Éléments de réponse 
 
RÉFLEXIONS PRÉLIMINAIRES 
1. 

 
 
2. 

Le fragment amplifié fait 306 nucléotides. Il est borné par des séquences nucléotidiques 
complémentaires des deux amorces c’est-à-dire : 

- 3’ CCA GTT GTT TAG TAT TTG TAT AAC 5’ pour l’amorce 1 ; 
- 3’ ATT TCA ACT CCC ACT GGT TTT TTA 5’ pour l’amorce 2. 

 
3. 

La substitution d’une paire de base au niveau du site de restriction de MseI chez Crassostrea giga 
entraine la suppression d’un site de coupure par l’enzyme chez Crassostrea angulata. Par ailleurs la 
substitution au niveau de la séquence TTGA de Crassostrea giga génère l’apparition d’un nouveau 
site de coupure MseI chez Crassostrea angulata. Les fragments révélés après digestion enzymatique 
puis électrophorèse seront de tailles variables selon le taxon considéré. 

 
4. 

L’obtention de quatre fragments après digestion enzymatique implique la présence de trois sites de 
restriction de MseI dans l’ADN amplifié pour chaque taxon. 

 
5. 

La variabilité génétique des séquences d’ADN de COI permet de supposer que les deux taxons 
étudiés sont deux populations différentes au sein d’une même espèce. 

 
ANALYSE DES RÉSULTATS 
1. 

La première dénaturation de 3 min à 94 °C permet de dénaturer l’ADN à amplifier afin d’obtenir de 
l’ADN simple brin. Cette étape nécessite une température élevée et un temps d’action suffisant afin 
de rompre l’ensemble des liaisons hydrogènes stabilisatrices de la double hélice d’ADN. 
La seconde dénaturation, lors des 30 cycles de PCR, est plus courte car les fragments d’ADN 
amplifiés sont de taille plus petite. 
La température de 50 °C est nécessaire pour permettre une bonne hybridation des amorces de PCR. 
À 72 °C, il y a duplication du brin d’ADN grâce à la Taq polymérase qui est une polymérase 
thermorésistante. Le passage à 4 °C permet une conservation à l’état natif des doubles brins d’ADN 
amplifiés. 

ADN mitochondriale (Taxon 1 et 2) + 
Mix de PCR 

ADN mitochondrial amplifié 

PCR de 30 cycles 

Coupure par 0,4 mL de 
MseI pendant 2 h à 37 °C 

ADN mitochondrial digéré 

Photographie du 
gel sous UV 

Électrophorèse non dénaturante 
300 mV pendant 2,5 à 3 h 
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2. 
Le dépôt est fait à la cathode car l’ADN en solution est un polyanion grâce à ses atomes de 
phosphates. Il migrera vers l’anode. 
 

3. 

 

Toxique 

 

Dangereux pour la santé 

 
Il est nécessaire de récupérer le BET et les produits en contenant dans des récipients adaptés en vue 
d’une décontamination. Il est impératif de le manipuler sous une hotte en utilisant des gants de 
protection et des lunettes de sécurité. 

 
4.1. 

La détermination semi-quantitative se fait par mesure de la distance de migration des fragments et 
comparaison avec celles des fragments du marqueur de taille en pb. 
 

Pistes Cg et Ca un fragment environ 300 pb 

Piste Cgf quatre fragments environ 185 pb, 85 pb, 78 pb et 18 pb 

Piste Caf trois fragments 
environ 126 pb, 85 pb et 18 pb. 
Le fragment de 85 pb est très important. 

 
4.2. 

La présence de plusieurs fragments dans l’ADN digéré est due aux sites de coupure de MseI dans la 
séquence du gène codant pour la sous-unité 1 de la COI. 

 
4.3. 

Avec le taxon Crassostrea angulata, un fragment plus intense de 85 pb apparaît. L’intensité d’un 
fragment après électrophorèse est directement reliée  soit à son importance quantitative soit à la 
présence de deux fragments de taille très proche donnant l’impression qu’il n’y aa qu’une seule 
bande. 

 
4.4. 

L’augmentation de l’intensité de la bande à 85 pb indique la présence de deux fragments 
superposés. Le décalage d’un site de coupure par MseI a généré deux fragments de taille quasi 
identique. Il y a donc bien quatre fragments dans les deux taxons. 

 
5. 

L’existence d’un polymorphisme dans les sites de restriction pour MseI étant avéré, on peut conclure 
que les taxons Crassostrea angulata et Crassostrea giga appartiennent à deux populations 
différentes de la même espèce de Crassostrea. 
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