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DETERMINATION DE LA DISTINCTION, DE L'HOMOGENEITE ET DE LA STABILITE 
DES VARIETES PAR DES TECHNIQUES D'ETABLISSEMENT DE PROFILS D'ADN 

Document etabli par l'Australie 

Lloyd, H.L., Plant Variety Rights Office, Canbe~ra 
Appels, R; Preston, L.R; Morell, M.K. & Buller, C.D.S., Cooperative Research 

Centre for Plant Science, Australian National University, Canberra 
Armitage, P.J., Intellectual Property Group, Blake Dawson Waldron, Sydney 

I. Introduction 

1. En elaborant et en adoptant a un moment opportun 1' Acte de 1991 de la 
Convention UPOV, les Etats membres et le Bureau de !'Union internationale pour 
la protection des obtentions vegetales (ci-apres denommee "union") ont fait 
preuve a la fOiS de Clairvoyance et d I adaptabilite face aUX progreS de la 
biotechnologie. 

2. S' il est vrai que les perfect ionnements techniques et jur idiques de la 
protection varietale qui ont ete incorpores dans l'Acte de 1991 sont le fruit 
du travail des comites de l'UPOV a tous les niveaux, le Comite technique s'est 
revele particulierement efficace pour ce qui est de coordonner !'adoption de 
techniques nouvelles dans les Etats membres. 

3. Ce role eff icace de coordonnateur joue par le Comi te technique s I est 
manifeste nettement, par exemple, en ce qui concerne la mesure electronique de 
la couleur et 1' electrophorese des proteines pour la determination de la 
distinction. 

4. Le Comite technique s'est aussi interesse, dans un cadre preliminaire, 
aux caracteristiques de l'ADN en tant que facteurs determinants dans la 
distinction des varietes (TC/27/9). 

5. Le present document a pour objet 

a) d'examiner brievement la nature de !'analyse fondee sur l'ADN, les progres 
accomplis dans ce domaine et !'application de ce type d'analyse ala 
caracterisation des varietes, 

b) d'etudier le role complementaire de !'analyse fondee sur l'ADN dans 
l'examen de la distinction; 

c) de determiner la validite d'un recours aux caracteristiques des profils 
d'ADN pour l'etablissement de la distinction d'une variete selon l'Acte 
de 1991 de la Convention, et 

d) de soumettre au Comite technique des recommandations visant a accelerer 
!'adoption de !'analyse fondee sur l'ADN pour la caracterisation des 
varietes dans le cadre de !'union. 
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II. Analyse fondee sur l'ADN et caracterisation des varietes 

0 '1 J '! 

6. La caracterisation moleculaire a donne naissance a toute une gamme 
d'outils potentiellement utilisables dans !'identification des varietes 
vegetales. Au nombre de ces techniques, celles des images v isuelles fondees 
sur les caracteristiques de l'ADN, souvent designees sous !'expression 
"profils d'ADN", semblent presenter un interet particulier pour ce qui est de 
determiner la distinction des varietes. 

Etablissement des profils d'ADH 

7. On entend par profil d'ADN (ou "empreinte" d'ADN) un produit visuel issu 
d'une analyse de certaines parties de la molecule d'ADN. Ce profil d'ADN se 
presente un peu comme un "code a bar res" ou une empreinte digi tale humaine 
dans la mesure ou il constitue une combinaison unique de caracteristiques 
permettant d'identifier le produit OU l'individu SOumis a !'analyse~ il est 
cependant sans relation avec 1' apparence ( la description) ou les qual i tes de 
ce produit ou de cet individu. 

8. On recense actuellement deux grandes techniques d'etablissement du profil 
de l'ADN qui presentent de !'interet sur le plan de la caracterisation 
varietale le polymorphisme de la longueur des fragments de restriction 
(RFLP) et !'amplification aleatoire d'ADN polymorphe (RAPD) (voir l'annexe 1). 
L' analyse RFLP donne des renseignements limi tes sur le genotype. L' analyse 
RAPD repose, quanta elle, sur !'expression in vitro de certaines reg1ons 
polymorphes de la molecule d'ADN. Elle ne donne pas de renseignements sur le 
genotype, ni ne constitue une analyse du genotype proprement dit. Les 
techniques fondees sur l'ADN permettent l'analyse de toute region du genome 
qui presente un polymorphisme (c'est-a-dire, le plus souvent, une region non 
codante de la molecule d I ADN). On trouvera, dans les paragraphes 15 a 20 
ci-apres, des details sur les procedures analytiques concernant la RAPD et la 
RFLP. 

Avantages de l'etablissement des profils d'ADN par rapport i d'autres 
techniques aoleculaires 

9. Contrairement a toutes les autres molecules, dont la nature et la 
presence quantitative sent plus ou moins influencees par 1' environnement, la 
latitude ou le stade de developpement de la plante, la structure de l'ADN (sur 
laquelle reposent les techniques d'etablissement des profils d'ADN) n'est pas 
susceptible de subir les effets du climat ou des autres facteurs precites. 

10. Les techniques fondees sur les proteines, dans lesquelles intervient 
l'analyse isoenzymatique, ne permettent d'examiner qu'une faible partie du 
genome qui code une serie bien determinee de proteines solubles et, dans 
!'ensemble, non heterogenes. Au contraire, les techniques d'etablissement des 
prof ils d I ADN analysent toute region de la molecule d I ADN qui presente un 
polymorphisme ( c' est-a-dire, le plus souvent, une region non codante de la 
molecule d 'ADN) • 

11. Les configurations obtenues par !'electrophorese des proteines de reserve 
sent tres detaillees et donnent lieu a un grand nombre de bandes qui se 
recoupent, ce qui rend !'interpretation de l'image sur gel a la fois complexe 
et difficile a exploiter aux fins d'une analyse automatisee. 
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12. En principe, 1'ana1yse isoenzymatique necessite 1a mise en oeuvre de 
p1usieurs procedures enzymatiques differentes pour aboutir a 1' etab1issement 
d'une "empreinte". Ces procedures different aussi frequemment en fonction des 
t i ssus et des especes. Avec la RAPD, en revanche, i 1 n' ex is te qu 'une seule 
procedure analytique standard quels que scient les tissus et les especes. 
Cette technique standard est utilisee a l'echelle universelle et seul le 
"fragment d'amorce" subit une modification pour accroitre le pouvoir resolvant 
de l'analyse. La quantite de produits chimiques necessaire, de m~me que les 
conditions a normaliser et le risque d'erreur de manipulat~on s'en trouvent 
diminues, sans compter que l'automatisation est elle-m~me simplifiee. 

13. Dans le passe' les techniques d I analyse de 1' ADN etaient plus couteuses 
que celles des proteines, mais avec l'arrivee de la RAPD, en 1990, le cout 
unitaire est devenu comparable. L'automatisation de l'etablissement des 
profils d'ADN reduira encore ce cout, et il est probable que le nombre 
d'examens d'ADN requis aux fins de la caracterisation des varietes sera mains 
eleve. 

14. Contrairement a ce qui se produit avec les caracteristiques fondees sur 
l'ADN, les metabolites secondaires (composants phenoliques, pigments, lipides, 
etc.), qui sont des produits issus d'une ser1e complexe de reactions 
biochimiques, sont en general fortement influences par l'environnement, l'etat 
nutritionnel, la latitude et le stade de developpement des plantes. Ils 
n'offrent done aucun avantage particulier aux fins de la caracterisation des 
varietes. 

Comparaison des analyses RAPD et RPLP 

15. Le tableau ci-apres contient une comparaison des caracteristiques de la 
RAPD et de la RFLP pour ce qui a trait a !'utilisation eventuelle de ces deux 
techniques aux fins de la caracterisation des varietes. 

PROPRIETE 

Application 
Detection de variant 

allelique 
Nbre de locus detectes 
Genome examine 

Qualite d'ADN 
Quant ite d 'ADN 
Utilisation de 

radioisotopes 
Type de sonde (amerce) 

Difficulte de la 
technique 

Temps d'analyse 

Information prealable 

RFLP 

toutes especes 

oui 
1 a 3 
reg1ons a faible 
nombre de copies 
pure 
2 a 10 microgrammes 

oui 
ADN ou ADNc a faible 
nombre de copies 
propre a l'espece 

moyenne 
3 a 6 jours 

sequen~age de l'ADN 
de l'espece 

RAPD 

toutes especes 

non 
1 a 10 
genome integral 

brute 
10 a 50 nanogrammes 

non 
9 a 10 amerces oligo­
nucleotidiques a 
sequence arbitraire 

faible 
1 jour (automatique) 
2 jours (manuelle) 
aucune 

On trouvera a l'annexe 1 une description schematisee des techniques de RAPD et 
de RFLP. 
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Aaplification aleatoire d'ADN polyaorphe (RAPD) 

16. La RAPD a vu le jour en 1990. Techniquement simple a realiser et facile 
a automatiser, elle ne necessite que de faibles quantites d'ADN (de l'ordre du 
nanogramme). Contrairement a la RFLP, elle n'exige pas !'utilisation 
d'amorces propres a l'espece, de sondes radioactives, de banques d'ADNc ou 
d'hybridations de Southern sur ce type d'ADN, de meme qu'elle n'est pas 
tributaire d'un clonage ou d'un sequen~age prealable de l'ADN de l'espece. 

17. Methode : La RAPD repose sur le fait que de courtes amerces oligo­
nucleotidiques a sequence arbi traire sent incubees avec de l' ADN genomique 
vegetal et peuvent ainsi se combiner (s'hybrider). Les amerces etablissent 
des liaisons avec de nombreux sites differents (locus) sur le genome et 
peuvent ainsi se repliquer depuis ces points d'hybridation, dans une reaction 
cyclique thermique denommee "reaction en chaine de la polymerase" ou PCR, 
produisant ainsi des longueurs variables d'ADN selon le degre de proximite de 
deux amerces sur des brins d'ADN opposes. 

18. Le processus peut se poursuivre pendant un certain nombre de replications 
afin que les fragments crees scient en quantite suffisante pour etre visualises 
sur du gel d' agarose ou de polyacrylamide. Pour la plupart des plantes, les 
amerces ayant une longueur de 9 a 10 nucleotides genereront chacune de 2 a 10 
produits d'amplification (bandes). La creation de ces fragments d'ADN est 
entierement renouvelable. 

19. Les produits sent facilement separes selon les techniques d'electrophorese 
habituelles, puis visualises sous eclairage ultra-violet a la suite d 'une 
color at ion au bromure d I ethidium. Les gels de polyacrylamide peuvent aussi 
etre utilises en association avec la coloration a !'argent de 1' ADN, pour 
accroitre la resolution et la detection de fragments mains amplifies. 

20. En regle generale, les differents produits d I amplification representent 
un allele par locus et sent transmis en tant que marqueurs dominants. Une 
faible partie de la variation du profil de RAPD peut etre due a la variation 
de la sequence d'ADN, soit par insertion soit par suppression, mais cela ne 
constitue pas un probleme majeur dans !'analyse du profil d'ADN. 

21. Echantillonage : quels tissus? Coabien d'echantillons? Le tissu le 
plus frequemment utilise est celui de la jeune feuille ou du jeune tubercule 
en plein developpement, mais des recherches sent en cours en ce qui concerne 
d'autres tissus. L'analyse peut s'effectuer sur mains d'un gramme de materiel 
vegetal. 

22. Il est necessaire d'etablir et de normaliser le nombre d'echantillons, le 
mode de prelevement de ces derniers ainsi que le nombre de locus par echan­
tillon pour les differentes especes a examiner aux fins d'une caracterisation 
varietale. 

23. Autoaatisation et instruaentation : La RAPD se prete a l'automatisation, 
d'ou une reduction des erreurs de manipulation et du temps d'analyse en 
laboratoire ainsi qu' un accroissement du rendement, avec les reductions de 
couts que cela suppose. L'automatisation reduit aussi la variation des 
resultats entre laboratoires. L'automatisation de la RAPD peut conduire a 
l'etablissement de fichiers informatiques d'empreintes d'ADN varietal et au 
stockage centralise des donnees dans ce domaine. 
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Deux producteurs d' instruments scientifiques proposent aujourd 'hui des 
progiciels pour !'analyse automatisee des profils de RAPD. Il s'agit de : 

Applied Biosystems International, qui propose le 373 DNA Sequencer 
utilisant un logiciel 'Genescan 672', et 

Pharmacia LKB Biotechnology, qui propose 1' ALF DNA Sequencer utilisant 
un logiciel 'Fragment Manager'. 

24. Ces programmes et instruments ne sont pas interchangeable&, aussi les 
resultats obtenus avec ces deux systemes ne sont-ils pas directement 
comparables. Si l'UPOV accepte la RAPD et !'analyse automatisee des profils 
en tant que methode d'etablissement de la distinction entre les varietes 
vegetales, il est imperatif que !'instrumentation soit normalisee des que 
possible aux fins de compatibilite, a !'echelon national et international, des 
bases de donnees sur les profils d'ADN. 

25. Le tableau ci-apres indique le cout estimatif* (en dollars australiens, 
investissement non compris) de !'analyse RAPD automatisee et manuelle : 

ELEMENT DE COUT 

Amerces 
Polymerase Taq 
Tampons/dNTP 
Etalons dimensionnels 
Gel 
CoOt du reactif par locus 
coOt de main d'oeuvre par locus 

(15 dollars/h) 
Duree 
Stockage des donnees 

RAPD AUTOMATISEE 

0,57 
0,57 
0,26 
0,37 
0,11** 
1,87 

0,11 
1 jour 

automatique 

RAPD MANUELLE 

0,32 
0,57 
0,26 
0,32 
0,27*** 
1,74 

> 0,33 
1 a 2 jours 

manuel 

* calcule sur la base de 10 a 15 locus necessaires a !'identification 
** calcule sur la base d'un chargement de 72 echantillons par gel 
*** calcule sur la base d'une utilisation de gels d'agarose, avec 

chargement de 14 echantillons par gel et d'un etalon dimensionnel. 

Application de la RAPD a la caracterisation varietale 

26. Stockage, transmission et evaluation des profils issus de la RAPD 
Les donnees iss, es d'une evaluation automatisee des profils de RAPD peuvent 
etre stockees automatiquement, sous forme de chromatogrammes (position du pic 
et zone) ou sous forme de tableaux de tailles de fragments ou de diagrammes de 
fragments (images sur gel). 

27. Les profils de RAPD stockes par des moyens electroniques peuvent etre 
transmis sur des supports courants tels que modem, disquette ou disque 
compact, et des progiciels peuvent etre mis au point aux fins de comparaison 
electronique, dans une meme base de donnees, de profils varietaux et de 
prof ils de RAPD. 

28. L'"ADN de reference" d'une variete peut etre stocke de man~ere permanente 
ou transporte en vue d'une RAPD ulterieure, ou encore itre utili•' dan• 
d'autres techniques de caracterisation varietale fondees sur l'ADN qui 
pourront etre mises au point a l'avenir. 

*N.B. 1 dollar australien= Frs.s 0,96 = US$ 0,74 
(taux d'echange du 92.09.29) 
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29. Quantification et analyse par groupe L'incidence analytique de la 
presence ou de !'absence d'une bande sur une image de gel a toujours constitue 
un probleme lorsqu'il s'est agi de recourir a des techniques moleculaires pour 
la caracterisation varietale. L'application de !'analyse par groupe ("cluster 
analysis") des bandes a des emplacements determines, associee a un ecart 
minimum empirique defini (pourcentage de similitude), permet de traiter la 
question de savoir ce qui compose une variete. La methode envisagee de 
notation des donnees de RAPD, ainsi que la construction de matrices de 
similitude et de cladogrammes de similitude sont brievement abordees a 
l'annexe 2. 

30. Il est possible d I ameliorer les preuves statistiques en 
nombre d'amorces analysees. On peut s'attendre que 40 a 
aleatoires donneront des marqueurs polymorphes. 

augmentant le 
80% d'amorces 

31. Les techniques d I etablissement de prof ils d I ADN s I appliquent le mieux a 
des plantes hautement heterozygotes, non endogames et a multiplication 
asexuee, dans lesquelles le nombre d 'amerces requis pour demontrer 1 'unici te 
est minime. Les varietes de ce groupe d'especes sont precisement celles pour 
lesquelles les demandes de droit d'obtenteur sont courantes. 

Application de la RAPD a l'examen DBS 

43. Distinction Le profil ou "empreinte" de RAPD d'une variete est 
analogue a 1 'empreinte digitale humaine dans la mesure ou il constitue une 
caracteristique distinctive unique de l'individu (ou de la variete). Plus le 
nombre d' amerces augmente, plus la resolution de la RAPD est grande. Les 
resultats de cette RAPD sont quantifiables, a condition que !'analyse 
statistique et le calcul des "ecarts minimums" puissent reposer sur des 
pourcentages etablis a partir de matrices de similitude (annexe 2). 

33. La RAPD peut etre normalisee et automatisee, et les profils peuvent etre 
stockes et evalues par des moyens electroniques. De plus, les matrices d'ADN 
ne sont pas influencees par le climat, l'environnement, la latitude ou le 
stade de developpement de la plante, de sorte que pour etablir la distinction 
il suffit de comparer un profil RAPD de la variete a l'examen avec des profils 
stockes des varietes les plus proches. 

34. Les prof ils RAPD de var ietes notoirement connues peuvent etre stockes 
dans des bases de donnees centrales, mis a jour periodiquement et transmis sur 
disque compact ROM, de meme que les profils de varietes proposees peuvent etre 
compares avec ceux de varietes notoirement connues enregistres dans une base 
de donnees internationale sur les profils. 

35. Si necessaire, une "sequence d'ADN de reference" extraite peut etre 
stockee indefiniment et transportee en toute facilite entre des Etats membres. 

36. L'homogeneite et la stabilite d'une variete peuvent etre facilement 
etablies en determinant par la RAPD le prof il d I un certain nombre de plantes 
et de generations. Il sera necessaire de fixer les tolerances en matiere de 
variation ( individus "hors types") pour les profils dependants des modes de 
multiplication et de pollinisation. 
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III. Role complementaire de la . RAPD et des criteres morphologiques et 
physiques dans !'identification varietale 

37. Bien que la RAPD puisse con~tituer un moyen objectif d'etablir la 
distinction des varietes, le protil de RAPD n'apporte, en soi, aucune 
information descriptive. Or, la description fondee sur les caracteres visuels 
(morphologiques et physiques) presente une importance concrete sur le plan de 
la COmmercialisation, de meme qUI elle ramene a Un minimum leS pOSSibili teS 
d'atteinte non intentionnelle a des droits d'obtenteur. 

38. Il n'est done pas envisage que la delivrance de droits d'obtenteur repose 
uniquement sur des profils de RAPD comparatifs, mais que les caracteres 
descr ipt ifs ( et eventuellement les donnees comportementales) issus des 
pr incipes directeurs d' examen de l'UPOV completent ces profils aux fins de 
classement. 

39. Il peut aussi s'averer approprie que les profils de RAPD completent les 
donnees comportementales concernant les cultivars, aux fins d 'enregistrement 
de ces derniers. 

IV. Validite des caracteristiques de l'ADN en tant que criteres de distinction 
selon l'Acte de 1991 de la Convention 

40. L'article l.vi), !'article 7 et !'article l4.5)b) de l'Acte de 1991 
de la Convention UPOV sont pertinents pour une etude de la validite du recours 
aux procedures d'examen moleculaire pour les offices d'Etats membres qui 
delivrent des droits d'obtenteur. 

41. L'article l.vi) contient la definition du mot "variete", laquelle doit 
etre un ensemble vegetal 

"- defini par !'expression des caracteres resultant d'un certain 
genotype ou d'une certaine combinaison de genotypes, 

distingue de tout autre ensemble vegetal par !'expression d'au moins 
un desdits caracteres ••• ". 

42. Quelques doutes ont ete exprimes (voir le document TC/27/9) au sujet de 
la validite des profils d'ADN en tant que determinants varietaux selon la 
definition du mot "variete" prevue a !'article l.vi) precite. 

43. La RAPD aboutit a une combinaison unique de caracteristiques permettant 
d' identifier une variete, mais un profil de RAPD reste sans relation avec 
l'apparence (description) ou le comportement de cette variete. Un profil de 
RAPD est une expression de la structure physique de regions polymorphes de la 
molecule d'ADN et il ne constitue pas une representation du genotype sous 
forme d'image. 

44. Un profil de RAPD est une combinaison de caracteristiques 
produits de replication de regions amorcees de l'ADN polymorphe. 
possible d'etablir la distinction en comparant les profils 
deux varietes ou plus. 

derivee des 
Il est done 

de RAPD de 

45. L'expression de regions 
profile d 'ADN constitue une 
exprimes par une plante. 

d'ADN selective& ou amorcees qui resulte des 
analogie directe des caracteres morphologiques 
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46. L' article 7 enonce les exigences pour qu 'une var iete so it distincte. 
Il est possible de satisfaire a l' exigence selon laquelle la variete doit "se 
distinguer nettement" de toute autre varii~te en appliquant des methodes 
moleculaires telles que l' analyse RFLP ou l' analyse RAPD, qui met tent en 
evidence des expressions uniques de genotypes varietaux. 

47. Lorsque les techniques moleculaires ne permettent pas de satisfaire 
entierement a l' exigence de distinction, un office national delivrant des 
droi ts d 'obtenteur peut completer les cr i teres moleculaires par des examens 
morphologiques comparatifs fondes sur les principes directEmrs d' examen DHS 
approuves par l'UPOV. 

48. Si les Etats membres de l'UPOV acceptent qu'une forme normalisee 
d I analyse et d I evaluation RAPD puisse etre utili see aux fins de verification 
de la distinction, les offices nationaux pourront toujours user de leur 
pouvoir discretionnaire en appliquant cette nouvelle technique en fonction de 
leurs priorites nationales individuelles. 

49. L'article 14.5)b) definit une variete essentiellement derivee comme une 
variete conservant les caracteres essentiels de la variete initiale, qui sont 
une expression du genotype. La possibilite, offerte par les techniques 
fondees sur l'ADN, de determiner de maniere tres detaillee la similitude des 
varietes sur la base de la molecule d'ADN, rend ces dernieres adequates pour ce 
qui est d'etablir s'il est satisfait A l'exigence de "variete essentiellement 
derivee". 

50. En cas de differend relatif A la notion de variete essentiellement 
derivee, la tache des tribunaux se trouverait simplifiee des lors que le 
recours aux techniques relatives A l'ADN eviterait d'avoir A fournir des 
preuves concernant l'origine des varietes en cause et la genese de leur 
obtention. 

51. En conclusion, l' Acte de 1991 de la Convention internationale pour la 
protection des obtentions vegetales ne constitue nullement un obstacle a 
!'acceptation, par les autorites competentes des Etats membres, du recours a 
la technique d I etablissement de profils de RAPD pour la determination de la 
distinction entre les varietes. 

v. Recommandations 

52. Il est recommande au Comite technique 

a) d I accepter 1' etablissement des profils de RAPD comme methode de 
determination de la distinction entre les varietes~ 

b) de recommander au Conseil la creation d'un sous-groupe charge de 
coordonner la mise au point et !'adoption, par les Etats membres de 
!'Union, de !'analyse RAPD aux fins de la caracterisation des varietes~ 

c) de coordonner la caracterisation des profils de RAPD avec les organismes 
des Etats membres charges de l' enregistrement des cultivars et de la 
protection des varietes. 

Le present document comporte trois annexes. 
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ANNEXE 1 

Schemas descriptifs des techniques d'etablissement des profils d'ADN 

RAPD contre RFLP 

Amplification aleatoire d'ADN polymorphe Polymorpbisme de la longueur des fragments de 
restriction 

ADN genomique 

~ 
PCR avec amorces a J PCR avec amorces non 

marquage fluorescent T marquees < 2 a 3h > 

Produits d'amplification - ... ~ '......,;- ~ 
.1·-~-~~ ,_--..... ~, 

I , Electrophorese sur gel 
(1 a 3h) 

Fluorescence 
(marquage multiple) 

' Gel d'acrylamide 
multiplex 4+locus/voie 

Gel d'agarose ou d'acrylamide 
1 locus/vole 

--------- --- -----
I Detection et 

analyse automatiques 
'Y des donnees 

Donnees relationnelles 

--- -----------
Coloration et 
photographie du gel 
(lh) 

--------- -----
Annotation I manuelle du gel 
(lh) 

T 
I • • a • - .. 
• - • .. 
• • • .. 
• • .. - • • ., • • • .. • 
' t • -• Application de l'analyse par groupe 

Temps total 1 1 jour Temps total 1 1 i 2 jours 

ADN genomique 

~ 
I Digestion par restriction 

(3h) 
'T 

Fragments de restriction 

I Electrophorese sur gel 
d'agarose (3 a 4h) 

'Y 

Gel d'agarose 

---;;;-= --------------iii!!! --­iiiiii 

j Transfert de Southern 
, (1 a l&h> 

Membrane 

Ill!::: "::I 
===~ ---· ===: ---· = == :::: ==== -----· _ .... _. ---· ---· 

I , 
I 

'Y 

Hybridation des sondes 
radioactives avec l'ADN 
lie a la membrane 

Exposition de la membrane 
radioactive aux fins de 
filmage et developpement 
du film 

Film developpe 

--------
----
I 

T 
oetection et analyse 
des donnees 

Donnees relationnelles 

Temps total I 3 a 6 jours 
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ANNEXE 2 014S 
Exemples de profils de RAPD 

L'analyse statistique par groupe la plus appropriee est l'analyse cladistique, 
qui vise uniquement a determiner la similitude ou la parente, et non a definir 
1 'ascendance. Cette analyse comporte trois etapes : la notation des donnees 
brutes, la formation d'une matrice de similitude et l'etablissement d'un 
cladogramme. 

Les donnees brutes concernent la presence ou l'absence de bandes d'ADN (locus) 
sur un gel d'electrophorese. La presence d'une bande est notee a l'aide d'un 
signe + et l'absence a l'aide d'un signe -. Les resultats de toutes les 
amorces utilisees sont combines puis integres dans une matrice de similitude 
ou la parente est exprimee sous forme de pourcentage. Cette parente peut 
ensuite etre exprimee sous forme graphique. 

Profil sur gel des fragments de RAPD pour l'amorce 1 1 

Vtl Vi2 Vt3 Vt4 ViS 

-- --
- -
-

---
- -

-- - --

Notation des donnees brutes resultant 
de l'amorce tl 

Amorce U vu Vl2 Vl3 vu Vt5 
PositionU + + + + 
Positiont2 + + + 
Positiont3 + + 
PositionU + 
Positiont5 + + + 
Positiont6 + 
Position#? + + + 

PositiontB + + 
Positiont9 + + 

PositionUO + 

PositionUl + + 

PositionU2 + 

PositionU3 
.. 
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Matrice de similitude des donnees brutes combinees issues des amerces 

varietUl varietet2 varietei3 varieteU varietet5 
varieteU 100% 
varietet2 82% 100% 
varietei3 46% 55% 100% 
variete#4 12% 26% 83% 100% 
varietet5 75% 12% 30% 27% 100% 

Cladogramme de la matrice de similitude 

"' 

. .: ... 
".i 

VII 

~ VWl 

Vl3 

·-· -. V#4 -
VIS 

... .. 



ADN 

ADN mini-satellite 

Alleles 

Amerces 

Autoradiographie 

Clonage 

Cod age 

Electrophorese 

Enzymes de restriction 

Genome 

Hybridation 

Hybridation de Southern 

Locus 

Marqueurs 

Non codantes 
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ANNEXE 3 
0 / 'l ') 

'·-.-I I ' 

Glossa ire 

Acide desoxyribonucleique. Vecteur de 
!'information genetique dans les cellules, 
compose de deux chaines complementaires de 
nucleotides enroulees sous une forme 
helicoidale; capable d'autoreplication et 
de codage aux fins de synthese de l'ARN. 

Petites sequences repetees d 1 ADN dans les 
regions non codantes des genomes. 

Formes differentes d 1 un gene. 

Courts fragments d 1 acides nucleiques qui 
etablissent des liaisons avec le genome a 
des locus determines par leur sequence et 
qui servent de point de depart pour la 
replication de 1 1 acide nucleique. 

Visualisation de la radioactivite 
exposition a un film a rayons X. 

par 

Insertion d'une longueur d 1 ADN 
plasmide bacterien porteur de 
enzymes de restriction compatibles. 

dans un 
sites a 

Regions du genome qui sont transcr i tes en 
ARN (formation d'un produit proteique). 

Separation par chargement d 'acide nucleique 
ou de proteine dans une structure gelique. 

Enzymes qui clivent la double helice d 1 ADN a 
des sequences nucleotidiques determinees. 

Jeu complet de chromosomes (ADN) et de genes 
qui leur sont associes. 

Liaison de fragments d I acides nucleiques a 
des regions compatibles du genome. 

Processus d'hybridation de sondes d 1 ADN avec 
de 1 1 ADN lie a un support membraneux. 

Emplacement(s) 
genomique. 

determine(s) de 1 1 ADN 

Courts fragments d I ADN lies au genome a des 
emplacements determines par leur sequence. 

Parties du genome qui ne codent pas aux fins 
d 1 ARN ou de produits proteiques. 
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NucHwtides 

Oligonucleotides 

PCR 

Polymorphisme 

RAPD 

Reaction cyclique thermique 

RFLP 

Sequence 

Sondes 
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Unite fondamentale des acides nucleiques. 
Il en existe 5 types la Guanine, 
!'Adenosine, la Cytosine, la Thymine et 
1 'Uracile. La Thymine se trouve uniquement 
dans 1 'ADN et elle est remplacee par 
l'Uracile dans l'ARN. 

Longueurs d'acides nucleiques. 

Abreviation de Polymerase Chain Reaction, 
qui signifie "reaction en chaine de la 
polymerase". Les amorces oligonucleotidiques 
sont incubees avec de l'ADN genomique et 
peuvent ainsi s'hybrider. Elles etablissent 
des liaisons en de nombreux locus differents 
et se repliquent ensuite a partir de ces 
points d'hybridation en produisant des 
longueurs variables d 'ADN selon le degre de 
proximite de deux de ces amorces sur des 
brins d'ADN opposes. Les fragments produits 
sont ensuite detaches par elevation de la 
temperature, et l'hybridation est renouvelee. 
Ce processus se pour suit pendant un certain 
nombre de cycles, afin que les fragments 
crees soient en quantite suffisante pour 
etre ViSUaliSeS SUr dU gel d I agarOSe 0U de 
polyacrylamide. 

Presence, dans une population, d'au moins 
deux formes phenotypiquement distinctes d'un 
trait de caractere. 

Abreviation de Random Amplified Polymorphic 
DNA, qui signifie "amplication aleatoire 
d'ADN polymorphe". 

Voir "PCR" 

Abreviation de Restriction Fragment Length 
Polymorphism, qui signifie "polymorphisme de 
la longueur des fragments de restriction". 

Configuratio~ d'acides nucleiques dans les 
molecules d 1 , 

Fragments d 1 ac;1des nucleiques contenant des 
nucleotides porteurs d'un marquage radio­
actif, enzymatique ou fluorescent, qui 
etablissent des liaisons avec le genome a 
des locus determines par leur sequence, ce 
qui permet la visualisation des points 
d'hybridation. 

[Fin de l'annexe et du document] 


