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Les plantes recoltees lors de voyages ne sont pas toujours faciles a determiner. La plupart du temps la fleur possede des criteres d’identification
iIndispensables pour determiner I'espece d’un individu, hors certaines plantes doivent se trouver dans des conditions bien precises pour fleurir ou
ne fleurissent que quelques rares fois dans leur vie. Tout cela peut rendre la determination bien difficile voire impossible, c’est pour cela gue nous
avons fait appel a des méthodes de sequencage ADN afin de résoudre la determination de 29 individus presents dans la collection de
'Observatoire du Monde des Plantes.

1. Récolte des échantillons a I'Observatoire du Monde des
Plantes

2. Extraction de I'’ADN au sein du laboratoire de Biologie,
Ecologie et Evolution de I'Université de Liege, la premiere etape
s’appelle la lyse, les morceaux de plantes ont ete reduits en
poudre suite a un passage dans |'azote liquide puis un broyage
dans le but de libérer ’TADN du noyau des cellules.

3. Elimination des composants cellulaires présents dans les
tubes a l'aide de chloroforme. Cette étape est appelee
'extraction au chloroforme et donne, apres centrifugation, une
couche aqueuse contenant 'ADN qui a été réecupéeree et une
couche precipitee contenant les debris organiques qui a éte
jetee.

4. Precipitation de '’ADN par l'ajout d’lsopropanol. Le but de
cette phase est de purifier FADN extrait. Une fois cette phase
realisee, 'ADN est seche a I'étuve puis re-suspendu dans de
I'eau pure avant d’étre place au frigo pendant une nuit.

5. PCR : realisation de la dilution des amorces, du mixte PCR contenant tous
les agents actifs de la reaction. Mise en tubes de '’ADN et du master mixte.
Mise en machine des éechantillons pendant 2h ou les 3 etapes de la PCR
(dénaturation, hybridation et elongation seront repetees pendant 35 cycles).

6. Electrophorese sur gel d’agarose, cela va permettre de separer ’ADN selon
sa taille et sa charge electrique. Cette etape permet de savoir si la quantite
d’ADN contenue dans notre échantillon est adequate pour le seéquencage.

/. Purification : cette étape permet I'élimination des reactifs de la PCR tels que
les primers, les DNPT, etc. Elle est realisée par des enzymes ajoutees a la
solution.

8. Genotypage et sequencage chez MegaGene

9. Une fois les donnees des sequencages recuperees et concatéenees, elles
ont ete Dblastee sur le site « The National Center for Biotechnology
Information » (NCBI). NCBI fournit ensuite les pourcentages de ressemblance
entre les sequences echantillonnees et les sequences disponibles sur |la base
de données afin de trouver a quelle espece appartiennent les echantillons.
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Grace au sequencage de I'ADN, de nombreuses plantes ont pu étre identifiees. Cependant, il aurait eté plus pertinent de se réferer a la litterature
prealablement afin de déterminer les genes les plus adaptes a sequencer pour chague taxon de plante. Pour cette etude, le gene MatK a éte
systematiquement choisi, mais il aurait ete plus interessant d'opter pour d'autres genes, notamment pour des taxons specifiques tel que le genre
Aeonium pour lequel les diverses especes resultent d'un processus de radiation evolutive . Ce choix aurait certainement permis de déecouvrir
davantage d'especes vegetales au lieu de se limiter aux genres.
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