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Travaux pratiques

Espèce collectée
à identifier

Amplifier le gène
Standard de barcoding

COI

Extraction de
Son ADN

Tampon

PCR

TP1 : EXTRACTION DE L’ADN TP2 : PCR

Ethanol 90%

Concentrer la
région cible 

(pour la faire 
séquencer 

ultérieurement)



sable de
Fontainebleau

+200µL tampon
d’extraction 

BROYAGEECHANTILLON Centrifugation
Séparation des débris 

1er tube

échantillon

TP1 : Extraction ADN

Centrifugeuse



sable de
Fontainebleau

+200µL tampon
d’extraction 

BROYAGEECHANTILLON Centrifugation
Séparation des débris 
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1er tube

échantillon

10minutes de 
centrifugation

TP1 : Extraction ADN

Centrifugeuse
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Précipitation 
Isopropanol + centrifugation

2ème tube
100µL d’isopropanol

10min incubation
10min centrifugation

Vider le surnageant

ADN

Lavage
Ethanol + centrifugation

TUBE 1
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100µL de surnageant



5min centrifugation
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ADN

Lavage
Ethanol + centrifugation

TUBE 2

+50µL d’Ethanol 70% Vider le surnageant



5min centrifugation

gr
av
ité

ADN

ADN
+ eau

Vider le surnageant
Ajouter 50µL d’eau distillée

Lavage
Ethanol + centrifugation

Suspension
Dans l’eau

TUBE 2

+50µL d’Ethanol 70% Vider le surnageant



PCR
Polymérase Chain
Reaction

ADN total Amorces (primers) Nucléotide (dntp)
ADN polymérase (Taq)

Thermus aquaticus

ATTCGGGATTTCGGATTCA



Dénaturation :

Hybridation :

Région cible

Elongation :

X 30

PCR
Polymérase Chain
Reaction 5’ 3’

5’3’

5’3’
5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

98°C

45°C

72°C



Dénaturation :

Hybridation :

Région cible

Elongation :

X 30

PCR
Polymérase Chain
Reaction 5’ 3’

5’3’

5’3’

5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

98°C

40-60°C

72°C



Dénaturation : 98°C

Hybridation : 40-60°C

Elongation : 72°C

X 30

PCR
Polymérase Chain
Reaction

5’ 3’

5’3’

Le nombre de 
copies double à 
chaque fin de 
cycle.



Fin du cycle 30

PCR

Le nombre de copies double à chaque fin de cycle.

[…]



Vérifier que la PCR a fonctionné :

Est-ce que l’ADN est amplifié ? 

Est-ce que c’est la bonne région ? 

COI

?
taille attendue 

700pb



Electrophorèse sur gel d’agarose
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Agarose 2%
Tampon TAE
(pour Tris, Acétate, EDTA, pH 8)

Fluorochrome 
(GreenGel : Lumière LED)

50V
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Résultat PCR
+ tampon de charge
(bleu de bromophénol, 
de xylène cyanol + glycérol)

50V

Les puits du gel
= des trous « récipients »
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Plus longue séquence

Molécule migre lentement

Plus courte séquence

Molécule migre vite

Allumage LED : Fluorescence



Comparer les tailles ?
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Marqueur de taille
(échelle)

50bp

100bp

400bp

700bp

1000bp



Les résultats qui n’ont « pas marché » comme on veut.
Diagnostic, Optimisation !

50bp

100bp

400bp

700bp

1000bp

Bande trop grande taille
Une contamination ?
Vérifie l’amorce utilisé …
Tu as craché dans ton tube ?

Pas de bande
La PCR a tourné dans le vide :
Amorces pas adaptées 
Trop de mutations / défaut de complémentarité
Essayer d’autres amorces 
Baisser la température d’hybridation

ADN extrait trop sale / abîmé ?
Amplifier un fragment plus petit (autres amorces)
Changer le tampon PCR (moins de MgCl2)
Purification : Protéinase K ?
… Acheter un kit commercial …

« Dimer » d’amorce
Les amorces se sont hybridées entre elles :
Pas grave : kit de nettoyage. 

Plusieurs bandes dont la « bonne »
Amplification aspécifique : augmenter la 
température d’hybridation. 



Et Apres ?



5’ 3’

5’3’

COI
Extraction 

ADN

PCR :
Multi copie du
Gène étudié.

Séquençage :
Envoi à une plateforme de service

Résumé en une page 

Produit PCR



Séquençage ‘Sanger’

100-1200 bp

PCR avec ddNTPs fluorescent

et dNTPs classique.

ddNTP : fluorescents ont

une terminaison arrêtant

l’amplification pour le

fragment

ddNTP

Et

dNTP

Notre produit 

PCR

du gène COI

+ Nos amorces

Les fragments sont séparés 

par taille croissante par gel 

capillaires d’électrophorèse

Grands fragments

Petits fragments

Laser d’excitation
Du fluorochrome

Source de l’illustration : www.sigmaaldrich.com

Capteur de la 
fluorescence

4 fluorochromes différents 
pour chaque base =
Obtention d’un 
chromatographe 
correspondant à une 
séquence

Excitation au Laser et 

détection de fluorescence 

spécifique au A/T/C/G



Séquençage ‘Sanger’

100-1200 bp

Notre produit 

PCR

Du gène COI

La séquence 

en fichier texte

Plateforme de séquençage
~ 4 € la séquence

8 € l’échantillon x2 amorces



Identification de l’espèce 
à partir de la séquence COI

> Echantillon inconnu n12
TCGTATGAATAATTTGAGTTTTTGGTTATTACCCCCTTCTTTATTTT
TATTAGTGGTTTCTAGAATAGTTGAAATAGGAGTAGGAACAGGT
TGGACTGTGTATCCTCCATTGTCTTCTAATGTAGGGCATGCTTTT
GTGTCGGTTGATTTTGCTATTTTTTCTCTTCATTTAGCTGGGGCT
TCTTCTATTATAGGGGCTGTTAATTTCATTACTACTATTATTAATAT
GCGAACTTTTGGTATGAGTATGGAAAAGGTTCCCTTGTTTGTTT
GATCAGTGTTAGTGACTGCTGTTTTGTTGTTGTTATCTTTACCTGT
ATTAGCTGGTGCTATTACTATGTTGTTAACTGATCGTAATTTTAAT
ACCTCTTTTTTTGACCCTGCTGGCGGGGGGGATCCAGTGTTATT
TCAACATTTGTT

Nom de l’espèce ?
Identification ou confirmation



L’identification de l’espèce

Avec BLAST



L’identification de l’espèce



CTRL-V

?? idée

Clickkk !



Résultats BLAST

Tri

Clickk !





Toutes les étapes 

par nous même ? 

Notre produit 

PCR

Du gène COI

La séquence 

en fichier texte

900 euro

Consommables 
539 euro

Ordi performant
3500 euro

5 échantillons
= beaucoup plus cher, il faut avoir une vraie raison d’être si pressé, d’avoir le résultat 
sur le terrain (ex. diagnostic épidémie). En biospéléo y’a pas d’urgence.






