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• Ecologie moléculaire = étude de problématiques écologiques à l’aide de
techniques de biologie moléculaire

• ‘Problématique écologiques’
–Ecologie comportementale
–Structure de population, flux de gènes
–Spéciation
–Conservation
–Ecologie des communautés
–Adaptation
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• C’est une discipline relativement ‘jeune’ qui suit l’évolution des techniques
moléculaires et de la compréhension du fonctionnement de la machinerie
génétique.

–1953 La structure en double hélice de l’ADN est établie par James D.
Watson and Francis Crick

– 1958 L’expérience de Meselson-Stahl démontre que l’ADN est répliqué
de façon semi-conservative

– 1970 Découverte des enzymes de restriction qui vont permettre de
couper et coller des fragments d’ADN
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• Certaines techniques vont permettre de véritables bonds dans
les capacités d’étude de l’ADN. C’est le cas par exemple de la
PCR (Polymerase Chain Reaction).

- 1986 Première publication publique sur la PCR par Kary
Mullis (prix Nobel de chimie en 1993)

• Au cours de ces années, différents marqueurs moléculaires se
succèdent, offrant toujours plus de précision et de pouvoir de
résolution

• Petit à petit, ces découvertes et techniques vont sortir du cadre
de l’étude des espèces modèles et intéresser de plus en plus les
écologistes et de façon général, les chercheurs qui travaillent sur
les populations naturelles.
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•  En 1992, Publication du premier journal
consacré à l’écologie moléculaire

• Suivront plusieurs ouvrages sur le sujet
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• L’ADN est le support de l’information génétique

• Constitué d’un enchaînement de nucléotides, eux même
composés de 3 parties:

– 1. un groupement phosphate (ou acide phosphorique)
– 2. un sucre à cinq atomes de carbone (désoxyribose)
– 3. une base azotée variable en fonction du type de

nucléotide

• Il y a 4 bases azotées qui peuvent s’unir 2 à 2 par
complémentarité
– Adénine <-> Thymine
– Guanine <-> Cytosine

• La séquence d’ADN va être transcrite en ARN

• Ces ARN vont être traduits en protéines



• Décrypter cette séquence d’ADN permet d’obtenir de nombreuses
informations en biologie évolutive et en écologie

• Pour travailler sur un gène ou un marqueur génétique particulier, il est
nécessaire d’en obtenir une quantité importante par rapport au reste du
génome (bruit)

• 2 techniques importantes pour cela sont
– Le clonage
– La PCR
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Le clonage

•Utiliser un organisme capable d’autoréplication pour isoler et
multiplier un fragment d’ADN particulier

•On insert le fragment d’ADN dans un vecteur (e.g. plasmide=
petit ADN circulaire d’origine bactérienne)

•On transforme une bactérie avec ce plasmide recombinant

•On détecte les bactéries transformées et on attends qu’elles
aient multiplié de façon clonale le fragment d’origine

•On extrait ce fragment de la colonie bactérienne



•Polymerase Chain Reaction ou amplification en chaîne par polymérase

•Véritable révolution pour l’étude de l’ADN, surtout pour l’étude de populations
naturelles ou il n’est pas souvent possible d’obtenir de grandes quantités de
tissus

•A l’aide d’amorces (ou primers) spécifiques, un fragment d’ADN va être
multiplié grâce à une polymérase lors de cycles de variations de température

•Chaque cycle va multiplier par 2 (à peu près) la quantité de copies du gène
ciblé (produit de PCR)
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•A chaque cycle, l’amplification se fait en trois étapes:

•1 - Dénaturation (95°)

•2 - Hybridation (annealing) (+/-60° )

•3 - Elongation (72°)
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•Maintenant que le fragment d’ADN d’intérêt est disponible en quantité
suffisante, il va être possible d’en obtenir la séquence

•Méthode classique = séquençage ‘SANGER’

•Développé dans les années 1970 par Walter Gilbert, aux États-Unis, par
Frederick Sanger, en Grande-Bretagne (prix Nobel en 1980)

•Basé sur l’utilisation de didésoxyribonucléotide (ddNTP) lors d’une réaction
de séquence

•Du fait de la méthode utilisée, la longueur de séquence maximale est de
l’ordre de 1000 nucléotides





+ un tampon de réaction et une
polymérase

Les ddNTP sont en sous-nombre
par rapport aux dNTP



On obtient un mélange de
fragments aléatoirement terminés
plus ou moins tôt
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On fait migrer ce mélange par
électrophorèse et on identifie
l’enchaînement de signaux
fluorescents

+ un tampon de réaction et une
polymérase

Les ddNTP sont en sous-nombre
par rapport aux dNTP

On obtient un mélange de
fragments aléatoirement terminés
plus ou moins tôt









Que se passe-t-il si il y a plusieurs séquences
d’ADN différentes dans le mélange?

Dans quelles situations cela peut-il se produire?

Que peut-on faire dans cette situation?

Questions
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•Séquençage haut-débit = toute technologie capable de générer un ‘grand
nombre’ de séquence en un temps réduit. Cela englobe aussi bien les
plateformes de séquençage (Sanger) à capillaires les plus performantes que
les nouvelles technologies de séquençage

•Nouvelles technologies de séquençage = next generation sequencing (NGS)

•Ces nouvelles plateformes de séquençage utilisent des techniques
différentes du séquençage traditionel (Sanger) et permettent de générer des
quantités de donnés impossibles à égaler par des techniques traditionnelles.
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Explosion de la quantité de
séquences générées ces 10
dernières années!
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• Il existe 3 plateformes commerciales principales

– GS FLX (Roche/454): 2004

– Illumina Solexa Genome Analyzer: 2006

– Applied Biosystems SOLiD: 2007
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GS FLX titanium (Roche/454)

• 400 millions de bases par run

• Séquence longue, 200 - 500 bases

• Jusque 1.3 million de séquences par run
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SOLID 4hq (ABI)

• 300 milliards de bases par run
• Séquences courtes, 75 bases
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Genome analyzer IIx (illumina )

• 100 milliards de bases par run
• Séquences moyennes, 2x100 bases
• Jusque 500 millions de séquences par run
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• Basé sur un principe de séquençage par synthèse, par
opposition au séquençage par ‘termination’ (méthode Sanger)

• Cette méthode consiste a séquencer un ADN monobrin par
synthèse du brin complémentaire, base par base, en détectant à
chaque étape le nucléotide qui a été ajouté
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Les nucléotides ne sont pas ajoutés tous
ensembles comme dans une réaction de
séquençage normale mais l’un après
l’autre

Si le nucléotide ajouté dans le milieu
réactionnel correspond à celui attendu par
la polymérase, il est incorporé dans le brin
en cours de synthèse (d’élongation) et
libère un Pyrophosphate

Une ATPsulfurylase vient alors transformer
ce Pyrophosphate (PPi) en ATP qui est
alors utilisé, couplé à une Luciférine, par
une Luciférase. On a alors production
d’Oxyluciférine et d’un signal lumineux

Une Apyrase dégrade les nucléotides en
surplus.
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Une dispensation cyclique (A, G, T, C, A, G, T, C, ...) est utilisée

Sens de la synthèse

Ordre de dispensation
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Préparation de la librairie = collection de fragments d’ADN à séquencer
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• Amplification de l’ADN à séquencer: PCR en émulsion

• Un brin d’ADN par bille

• Une bille par goutte d’émulsion

2 - Introduction au séquençage de nouvelle génération
Détails de la plateforme Roche/454



• Séquençage dans une plaque à micropuits (400 000 par plaque)

• Une bille par puit

2 - Introduction au séquençage de nouvelle génération
Détails de la plateforme Roche/454



2 - Introduction au séquençage de nouvelle génération
Détails de la plateforme Roche/454



2 - Introduction au séquençage de nouvelle génération
Détails de la plateforme Roche/454



T

A

G

C

T
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Flow Order

1-mer

2-mer

3-mer

4-mer
T
A
C
G
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3 - Quelques applications en écologie moléculaire
Développement de marqueurs microsatellites

Les microsatellites sont des segments d’ADN formés de courts motifs répétés (1 à 6
nucléotides)

SSR (Simple Sequence Repeats)
STR (Short Tandem Repeats)
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)



5’ …AGCAGTACGT……AAAAAAAAAAAA……AGGTACCAC… 3’
       (A)12          

Mono-nucleotide

5’ …AGCAGTACGT……GTGTGTGTGTGTGT……AGGTACCAC…     3’
       (GT)7          

Di-nucleotide

5’ …AGCAGTACGT……GGCGGCGGCGGC……AGGTACCAC…       3’
       (GGC)4          

Tri-nucleotide
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Transmission Mendelienne classique
Fort taux de mutation 
Multi-allelique
Co-dominant
Polymorphisme de taille facilement déterminé par PCR

Fort polymorphisme
Interprétation simple et directe des génotypes observés

Marqueurs de choix en écologie moléculaire
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Permettent de déterminer les relations biologiques à différents niveaux:

–Structure génetique à une échelle large (phylogeographie)
–Structure génétique à une échelle fine (génétique des pop)
–Niveau individuel (parenté, médico-légal…)
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Débute en 1992
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Primer note = article présentant le développement de nouveaux marqueurs
pour une espèce donnée



Débute en 2001
tous les 3-4mois
150 pages
30-40 primer notes

Aujourd’hui
tous les 2 mois
400 pages
100+ primer notes

Primer note = article présentant le développement de nouveaux marqueurs
pour une espèce donnée

3 - Quelques applications en écologie moléculaire
Développement de marqueurs microsatellites



•Test de marqueurs développés pour une espèce proche
Pas toujours disponibles
Mutations dans la région des amorces de PCR
Généralement moins polymorphes que pour les espèces d’origines

•Développement de marqueurs de novo par vous même
Nécessite  généralement du clonage et d’autres manip de laboratoire 
longues et laborieuses

Stratégie d’obtention de marqueurs microsatellites

•Utiliser un service commercial pour le faire pour vous
Peut être vite très chers 
Délais souvent longs
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•Ligation (vecteur)

•Fragmentation de l’ADN

•Transformation des bactéries

•Hybridation (enrichissement)
(sondes avec motifs microsatellites marquées)

•Séquençage des clones positifs
(Par séquençage Sanger)

•Design des primers
(pour amplifier les microsatellites par PCR)

•Optimisation
Optimisation de l’amplification, test de polymorphisme)



Enough polymorphic markers!!!
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Enough polymorphic markers!!!



Suffisamment de marqueurs polymorphes
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• Problématique: Il peut être difficile de déterminer le régime alimentaire de certaines
espèces:

• Difficultés d’observation de l’animal
• Contenu stomacal difficilement accessible!
• Difficulté de détermination classique des restes alimentaires à partir de

fèces

3 - Quelques applications en écologie moléculaire
Caractérisation de régimes alimentaires

Comment mettre a profit les NGS pour
rendre cette tâche plus simple?
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Molecular Barcoding

•Barcoding = une approche standardisé pour identifier des organismes par le
séquençage de courts fragments d’ADN appelés barcodes ou code-barre moléculaire.

Le gène choisis doit présenter une forte variation entre espèce (forte variabilité inter-
spécifique)et peu de variation au sein des espèces (faible variabilité intra-spécifique)

Pour les animaux: Cytochrome oxidase I (COI)

Trends in Ecology and Evolution



On peut tenter de déterminer les espèces ingérées par un animal en
déterminant les barcodes moléculaires présents dans le mélange d’ADN
extrait des contenus stomacaux ou des fèces.
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•Matériel biologique
 12 fèces récoltés pour chaque espèce

ADN extrait à partir de 10 mg de chaque échantillon
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•Marqueur génétique utilisé
•P6 loop de l’intron du gène chloroplastique trnL (20 à 85bp)
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•Amplification par PCR

•Séquençage sur GS FLX (Roche/454)

•97 737 séquences obtenues
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• Problématique : Il est difficile de déterminer la diversité des organismes présents dans un
milieu donné. Particulièrement, l’utilisation de techniques moléculaires a montré que cette
diversité était largement sous-évaluée pour ce qui est des microorganismes

• Métagénomique = terme récent désignant un champs de recherche visant à identifier le
matériel génétique issue directement d’échantillons environnementaux (génomique
environnementale, écogénomique, génomique des communautés)

• Echantillonnage environnemental = mélange de matériel organique et inorganique prélevé
dans l’environnement (sol, fèces). Il peut contenir des organismes  vivants
(microorganismes ou petits macroorganismes, nematodes etc…) and des restes de macro
organismes présent dans le site d’échantillonnage.
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•Traditionnellement, l’approche consiste à utiliser une combinaison de clonage
aléatoire de l’ADN présent dans le mélange extrait de l’échantillon
environnemental, puis de séquençage indépendant de ces clones.

•Les NGS permettent d’éviter ces étapes de clonage et d’obtenir une estimation
non-biaisée (moins-biaisée) de la diversité présente par le séquençage massif
des fragments d’ADN présents dans le mélange.
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But: Caractériser l’assemblage de microorganismes eucaryotes
présents dans la couche anoxique d’eau de Fjord Norvégiens.

Point de départ: Les prémices des techniques moléculaires ont
montrés que la diversité des communautés de microorganismes
eucaryotes était bien plus importante que ce que laissaient présager
les estimations faites sur des bases morphologiques

Problème: les approches par clonage sont longues, relativement
chères, et sont sujettes à de nombreux biais, notamment dans la
détection d’organismes rares

Solution: L’utilisation de NGS doit permettre d’accélérer ce processus
en le rendant plus simple par la génération d’un grand nombre de
séquences
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Echantillon:
10 L d’eau provenant de la couche anoxique située à 18m de
profondeur d’un Fjord Norvégien

Extraction:
L’ADN des organismes présents est isolé et extrait de façon globale

Marqueurs choisis:
2 régions variables de la petite sous-unité de l’ADNr, V4 et V9 (200-
277bp)

Plateforme choisie:
GS FLX (Roche/454)
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Séquences obtenues:
271 197 pour V4
330 873 pour V9

Séquences comparées à une base de donnée
NCBI nucleotide database
Par BLAST (BLASTn)Ò
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But: Caractériser la communauté végétale présente dans un paléoenvironnement

Point de départ: La détermination des paléoenvironnement se fait traditionnellement
par une étude morphologique des pollens et des macro-fossiles

Problème: Ces approches peuvent être longues et laborieuses, et révèlent souvent
une faible résolution taxonomique et de forts biais d’échantillonnage
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Echantillon:
6 grammes de sol provenant d’un permafrost de la région arctique de Russie
Echantillon daté au C14 a plus de 15000 ans (quaternaire ancien)

Extraction:
L’ADN des organismes présents est isolé et extrait de façon globale

Marqueurs choisis:
P6 loop d’un gène chloroplastique ‘trnL’, très variable (13-156bp)
Comparaison avec une détermination basée sur le pollen

Plateforme choisie:
GS FLX (Roche/454)
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Référence taxonomique:
Base de donnée comprenant 842 espèces de la flore
arctique, séquencées pour l’intégralité du gène trnL

Résultat:
La P6 loop suffit a identifier toutes les familles présentes,
la plupart des genres (>75%), et 33% des espèces

Ce niveau d’identification de résolution taxonomique est
bien supérieur à celui obtenu par l’étude du pollen
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Problématique générale?

Justification de la pertinence du choix de l’échantillon

Quel(s) gène(s) a été choisi, pourquoi?

Quelle plateforme a été utilisé, pourquoi?

Combien de séquences ont été générées?

Quelles références ont été utilisées pour identifier les organismes
présents?

Quels sont les résultats principaux?

Les auteurs font-ils part de limitations de l’approche choisie?


