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QUELQUES REGLES POUR TRAVAILLER AVEC LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

Il faut toujours travailler et manipuler tout le matériel avec des gants, méme lorsque
'on prépare le matériel de l'autoclave (surtout des pointes de pipette, tubes
eppendorf, etc.). Tout ce matériel doit étre stérilisé a I'autoclave. Néanmoins, il ne faut
pas travailler en stérilisation.

Afin d’éviter des pollutions, I'extraction d’ADN ne doit jamais se faire dans la méme
zone ol I'on va préparer le mélange pour PCR.



SCHEMA RESUME
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EXTRACTION D’ADN (Méthode CHELEX)

1- Prendre du réfrigérateur des tubes eppendorf avec 300ul de 10% Chelex*. On
prend 1 tube par échantillon.

2- Ajouter dans le tube correspondant 50ul de culture ou un peu de culture d’une
boite de Petri (mieux).

3- Agiter au vortex pendant 10-15 seg.

4- Incuber les tubes a 952C pendant 30 min (de préférence dans un module
d’agitation)

5- Agiter au vortex pendant 10-15 seg (Attention ! Les couvercles des tubes
eppendorfs peuvent s'ouvrir).

6- Centrifuger 5 min a haute vitesse (>10000 rpm).

7- Passer le surnageant dans un nouveau tube eppendorf. La résine Chelex doit
étre absente : elle inhibe la PCR. Congeler a -202C.

8- Prendre 1ul pour la PCR

* AU PREALABLE: peser 1g de « Chelex 100 Molecular Grade Resin » (Biorad, 142-1253)
et resuspendre dans 10 ml d’eau milliQ stérile a I'autoclave (10% Chelex). Faire des
aliquotes de 300ul dans des eppendorfs stériles et congeler a -202C.

NOTES:

Parfois I’extraction récente d’ADN ne fonctionne pas bien dans la PCR (c’est-a-dire
il n'existe pas d’amplification). Si cette situation se produit, il faut réessayer le
lendemain, apres avoir congelé I’ADN. En tout cas, il est conseillable de congeler le
surnageant (ADN) et ne l'utiliser dans la PCR que le lendemain.

ALTERNATIVE: Utilisez kits d'extraction d'ADN commerciales. Le Kit DNeasy Blood &
Tissue de Qiagen (http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-
technologies/dna-sample-technologies/genomic-dna/dneasy-blood-and-tissue-kit) et
le PowerPlant Pro DNA Isolation Kit de Mobio (http://www.mobio.com/plant-dna-
isolation/) fonctionnent trés bien. Cependant, il ya d'autre alternative tout aussi viable
sur le marché.



http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/genomic-dna/dneasy-blood-and-tissue-kit
http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/genomic-dna/dneasy-blood-and-tissue-kit
http://www.mobio.com/plant-dna-isolation/
http://www.mobio.com/plant-dna-isolation/

REACTION EN CHAINE DE LA POLYMERASE (PCR)

Primers pour les dinoflagellés:

Primers ID | Séquences (5’-3’) Gene Références
D1R ACCCGCTGAATTTAAGCATA D1-D3 Fragaetal., 2011
LSUB ACGAACGATTTGCACGTCAG
G18F CAATAACAGGTCTGTGATGC 3'SSU-ITS1- | Vandersea et al., 2012
LSUB ACGAACGATTTGCACGTCAG 5.8S-

ITS25'LSU
D8F CGGGAAAAGGATTGGCTCT D8-D10 Litaker et al., 2010
D10R ATAGGAAGAGCCGACATCG

Primers pour les diatomées:

Primers ID Séquences (5°-3’) Gene Références
Diatoms_C 18S_f CTGCCCTATCAGCTTTGG 16S Nibel et al. (1997)
Diatoms_D 185 r | CGGCCATGCACCACC

Primers pour les cyanobactéries:

Primers ID Séquences (5’-3’) Gene Références

CYA106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 16S Nubel et al. (1997)

CYA781R(a) | GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
CYA781R(b) | GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT

Préparation de primers stock (100pM)

Dans chaque tube de primer (ou sa respective feuille informative) vient I'indication de
la valeur de nm. Exemple : On met 34.5nm, il faut ajouter 345ul d’eau milliQ stérile a
I'autoclave pour que la solution soit a 100mM. Stocker a -202°C.

Préparation de primers de travail (25pM)

Pour I'emploi dans le mélange de PCR il faut préparer les primers a 25pM a partir de la
solution stock. Pour ceci il faut utiliser la formule suivante :

Concentration (initiale) x Volume (initial) = Concentration (finale) x Volume (final)

100 x Vinitial = 25 x 50

Vinitial = (25 x 50) / 100

Vinitial = 12,5 ul

C’'est-a-dire, il faut ajouter 12,5ul de la solution stock (100ul) a 37,5ul d’eau milliQ
stérilisée a I'autoclave, pour compléter 50 ul.




Protocole mélange PCR

Il va dépendre de la Taq utilisée. Il faut suivre les instructions du fabricant.

La Tag que I'on a utilisée est la TAKARA EXTAQ HOT START VERSION avec MgCl a 4.5
mM. Vous pouvez utiliser d'autres Tags.

On prépare le mélange pour la quantité d’échantillons +1

Quantité par échantillon

Réactif Quantité
Taq 0.125
Buffer 1.875
Dntps 2.0
Primer 1 (25pM) 0.25
Primer 2 (25pM) 0.25
H20 19.5

1ul d’ADN pour chaque échantillon

Protocole de cycles de PCR (thermocyclateur): Primers pour les dinoflagellés

Conditions Cycles
952C -5 min 1x
952C - 30 sec

549C - 40 sec 35x
72°C -1 min

72°C -5 min 1x

Protocole de cycles de PCR (thermocyclateur): Primers pour les diatomées

Conditions Cycles
952C -5 min 1x
952C - 30 sec

54°C - 30 sec 35x
72°C - 45 sec

72°C -5 min 1x




Protocole de cycles de PCR (thermocyclateur): Primers pour les cyanobactéries

Conditions Cycles
952C -5 min 1x
95eC - 30 sec

5429C - 30 sec 35x
72°C - 45 sec

72°2C -5 min 1x
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http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jpy.2012.48.issue-4/issuetoc

VISUALISATION DE PRODUIT DE PCR EN GEL D’AGAROSE

GEL D’AGAROSE 2%

Agarose 3gr

TAE 1X 150 ml

Faire chauffer aux microondes jusqu’a ce que le liquide soit transparent (il faut faire
bouillir). Attention a ne pas vous briler les mains avec le récipient qui risque d’étre
tres chaud.

Agiter et verser dans la boite avec le peigne. Attendre 30 minutes environ que le gel
soit solidifié pour retirer le peigne.

Mélange pour charger les échantillons dans les puits du gel

(mélanger sur parafilm ou dans un tube eppendorf)

Marqueur de

. .y
Poids moléculaire 4ul de loading buffer et SG* + 4ul marqueur

Echantillons 4ul de loading buffer et SG* + 4ul d’échantillon

Charger chaque puits avec chaque mélange, commencer avec le marqueur et continuer
ensuite avec les échantillons.

* On prépare avec un mélange de Loading Buffer et SG a 10x (1ul SG concentré + 999
ul TE) que I'on stocke en aliquotes de 500ul au congélateur (-202C).

Electrophorése

100 volts
400 milliampéres
250 watts

Elle met environ 30 min. Surveiller afin d’éviter le débordement des échantillons.




PURIFICATION DE PRODUIT DE PCR

On peut utiliser différents protocoles et enzymes. On utilise I’ « lllustra ExoStar 1-
Step » de GE Healthcare Life Sciences.

On utilise 1 ul pour chaque 10 ul de PCR
Protocole dans le thermocycleur :
372C-30min

802C — 15 min

Note: ce service peut étre chargé dans le service de séquencage
(Ex. : Macrogen : http://www.macrogen.com/eng/)

Envoyer le produit de PCR a une entreprise de séquencage, suivant leurs instructions
d'expédition. Macrogen (http://www.macrogen.com/eng/) dispose d'un excellent
rapport qualité / prix.



http://www.macrogen.com/eng/
http://www.macrogen.com/eng/

ANALYSE DE SEQUENCES (BLAST)

Une fois que vous avez obtenu les séquences, procédez comme suit:

Accéder a Blast (Basic Local Alignment search Tool): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Choisir « nucléotide Blast » (rouge)

« € [1 blastncbinimnihgov o

|| Pagina princir * 0. -" Google [ ilustrators ‘, VIVAKS Guies de Mu... (] NGS g Asociacion Cultural .. Q’ s ‘Sal Marina de Canar.. ep Gobiemo canarioy... || Una pizca desal de .. »

Traducir]

:Q Esta pagina esta escrita e ;Quieres traducirla? No traducir nunca del inglésl

< BLAST®
-
Home RecentResults Saved Strategies Help
;Hﬂcau - Hom.; .............................................................................................................
News
BLAST finds regions of similarity between biological seq more...
Hew NAR article on the BLAST report
[ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search o)
A new article, "BLAST, a more efficient
report with usability improvement”, is now
avaiable.
BLAST Assembled Refseq Genomes Won, 29 Apr 2013 16:00:00 EST
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases. More BLAST news...
o Human 0 Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes Tip of the Day
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Using Tree View to Examine
Relationships Between Sequences.
Basic BLAST

m

The new Tree View option on the NCBI
Choose a BLAST proga un. Web BLAST service presents a
dendrogram or tree display that clusters
sequences according to their distances

Search a nucleotide database using a nucleotide query from the query sequence.

leotide blast
fuceotie s Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

More tips...
: Search protein database using a protein query
protein blast

el s Algonthms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blast

x | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

1 latad

thlastx | Search tr

d nucleotide database using a t nucleotide query

Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

o Make specific primers with Primer-BLAST W
o Search trace archives

o Find conserved domains in your sequence (cds)

o Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)

o Search sequences that have gene expression profiles (GEO)

o Search immunoglobulins (IgBLAST)

o Search using SNP flanks

o Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

o Alian two (or more) sequences using BLAST (bl2seq) 2


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Introduire la séquence a analyser, choisir « others » et sélectionner « Nucléotides
collections », marquer « Show results in other window »(rouge):

<« C' [ blastncbinim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome v =
[ Pagina princir * 0. *§ Google [ ilustrators I VIVAKS Guies de Mu... (] NGS g Asociacion Cultural .. &% ITS [M] Sal Marina de Canar.. P Gobiemo cznarioy.. || Una pizca de szl de .. »

Traducirl

¢Quieres traducirla? No traducir nunca del inglés]

L%‘_A] Esta pagina esta escrita en

< BLAST®
-

Home RecentResults Saved Strategies Help

uite ' ard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTH progral rch using a ide query. more... Resetpage  Bookmark
Enter Query Sequence L 2 o

{ Enter ion number(s), gi(s), or FASTA seq (s) @ Clear Query subrange @

GAGEECATETITECCTCAGCEICEEETTRARTCTCACTTICCCCTTCCCARRGCEEAGTETTE

GECAARTEGACCTGRCTEITCCARAGCTIRAGTECTICATGRCECTORTGRREEECTITERA — From
TCAGCTEARGARCAGACECTACCTCARRSACCCRTCAAGOECCACAACT BECTAGECARCTT |5
ATCECTCECTATTICTACTTCITEECT TEEGACCATCEECTCAECOCTCARRCAGERRCTCT 7 To
\ | CCTTTTTTTCTCEACCTERCCTCRACCRRCACCRCCCECTEARCTTAR P
Or, upload file No se ha seleccionado ningtin archivo &)
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @
] Align two or more sequences &
Choose Search Set L
Database ©Human genomic + transcript ©Mouse genomic + transcript @ Qthers (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) El (]
Organism
Optional [ Exclude £
Enter organism comman name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. @
Exclude [T Madels (xMixP) [C] Uncuttured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query
Optional

Enter an Entrez query to limit search @

Program Selection

Optimize for Highly similar sequences (megablast)

Mare dissimilar sequences (discontiguous megablast)
similar sequences (blastn)

Kl

Nucleotide collection (nr/nt) using Meg (Optimize for highly similar sequences)

(#)Algorithm parameters

Show results in a new window

4 n ]

Cliquer sur « BLAST » (I'angle inférieur gauche)

10



Le résultat est une liste de séquences rangées par similitude de la plus grande a la plus

petite :

“ € [1 blastncbinim.nih.gov/Blast.cg: T =

§ Google [ ilustrators Iy VIVAKS Guies de Mu... (] NGS gy Asociacion Cultural .. #% ITS [ ‘Sal Marina de Canar... €[ Gobiemo canaricy .. || Una pizca desal de .. »

[} Pagina princir " Q..

Quieres traducirla? No traducir nunca del inglés

E’"&] Esta pagina estd escrita el

€. BLAST®
<

Home  RecentResults = Saved Strategies | Help

Edit and Resubmit  Save Search & Formatting options > Download YoulfiE How to read this page  Blast report

Nucleotide Sequence (668 letters)

Query ID Icl|46687 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.28+ b Citation

Query Length 668

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

©Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
‘JQUBHSUW Dunaliella sp. ABRIINW-UB internal transcribed spacer 1. 5=1182 E=0 ‘

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 B80-200 >=200

1 ] [l 1 1 1
1 100 200 300 400 500 600

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#373882477
23 Nucleotide BLAST: Search % J &3 NCEI Bla

ucleotide Sec x

€« € | [ blastncbinim.nih.gov/Blast.cg
' Google [ ilustrators W, VIVAKS Guies de Mu... (] NGS gyg Asociacién Cultural .. % 175 [ "Sal Marina de Canar... ep Gobiemo canaricy .. || Una pizca de sal de »

[*] Pagina princir " 0.

Quieres traducirla? No traducir nunca del inglés

E’"&] Esta pagina estd escrita el

(©Descriptions
ing sig! =
Select: All None Selected0
1 Alignments o
o T Guor E U pcasion
] Dunaliella salina strain MSI-1 188 ribasomal RMA gene, partial sequence: internal spacer 1 588 ribosomal RNA gene, and internz 1234 1234 100% 00 100% GQ3379031
[E] Dunalielia salina strain QUCEG 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. andinten 1234 1234 100% 0.0 100% DO1167411
[ Dunaliella salina strain OUC38 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. andinten 1234 1234 100% 0.0 100% DQO116740.1
[0 Dunaliella salina strain Israel 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internz 1229 1229 100% 0.0 99% DQ116743.1
1 Dunaliella salina strain Innermongolia 188 ribasomal RNA gene, partial sequence: internal spacer 1. 588 ribosomal RNA gene. 3 1229 1229 100% 00 99% DQ1167421
[E] Dunalielia salina strain QUC36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. andinten 1229 1229 100% 0.0 99% DO1167391
[0 Dunaliella salina strain OUC21 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal il spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and inten 1229 1229 100% 0.0 99% DQ1167381
[E] Dunaliella sp. ABRINW-G4 internal spacer 1, partial sequence; 588 ribosomal RMA gene and internal spacer 2 compl 1182 1182 95% 00 100% JX134754.1
] Dunaliella sp. ABRINW-UB internal spacer 1, parfial sequence; 588 ribosomal RNA gene and internal spacer2 compl 1182 1182 95% 0.0 100% JQ080301.1
[E] Dunalielia sp. ABRUNW U1A1 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribozomal RNA gene and intemal transcrived spacer 2, com 1182 1182 95% 0.0 100% FJ164063.1
[0 Dunaliella salina strain CCAP 19430 internal spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal spacer 1179 1179 100% 00 99% EU9320171
] Dunaliella salina strain MSI-3 188 ribasomal RMA gene, partial sequence: internal spacer 1588 ribosomal RWA gene, and internz 1173 1173 95% 00 99% KC4774011
[E] Dunalielia salina strain MSI-2 18S rivosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and internz 1171 1171 96% 0.0 99% (0142411
[0 Dunaliella salina 185 ribasomal RNA gene, partial sequence: internal spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribec 1157 1157 98% 0.0 98% JN7978041
[0 Dunaliella salina strain CCAP 1318 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and 1133 1133 99% 00 98% EF4737461
[F] Dunaliella sp. MBTD-CHFRI-S089 internal spacer 1, parfial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and internal spacer2 1120 1120 90% 00 100% JN797806.1
[E] Dunalielia bardawil strain UTEX 2538 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 rippsomal RNA gene, complete sequence: andinter 1110 1110 90% 0.0 99% DQ3770851
[0 Dunaliella sp. hd10 185 ribosomal RNA qene. partial sequence: internal spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcrit 981 981 100% 0.0 93% DQ1167471
[ Dunalielia 188 ribosomal RNA gene, parfial sequence: internal spacer 1,5 88 ribosomal RNA gene, and internal transe 981 981 100% 00 93% DQ116745.1
[E] Dunalielia bardawil 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcrived spacer 1. 5.89 ribosomal RNA gene, and intemnal transcric 981 981 100% 0.0 93% DO1167441
£ Dunalielia sp. METD-CMFRI-S086 18S ribosomal RNA gene. partial seguence: internal transcrived spacer 1. 5.89 ribosomal RNA geng. andin 976 976 98% 0.0 4% JN7978051
[0 Dunaliella parva 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal 976 976 100% 00 93% DO1167461
[F] Dunaliella tertiolecta strain CCAP 19/27 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal spacer 1. 583 ribosomal RNA gene. = 970 970 99% 00 93% EF473748.1 i
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BUFFER (SOLUTION TAMPON) POUR ELECTROPHEROSE EN GEL
D’AGAROSE

TAE 1 X (Solution de Travail)

TAE 50 X (Solution Stock) 20 ml

Eau distillée 980 ml

Utiliser récipient de stérilisation a I’autoclave de la couleur foncée ou revétu en
platine. Conserver a 42C

TAE 50 X (Solution Stock)*

TRIS base 121 gr
Acide acétique glacial 28.55 ml
0.5 M EDTA (ph 8.0) 50 ml
Eau MiliQ Compléter jusqu’a 500 ml

Stériliser a I'autoclave a 1212 C pendant 20 minutes. Conserver a la température
ambiante

EDTA 0.5M pH 8.0 50X (100 ml)*

EDTA 18.6 gr

Eau MiliQ 70 ml

Si la solution antérieure est transparente, on doit mesurer le pH (en mouvement) et
ajouter du NaOH jusqu’a ce que le PH soit ajusté.

Eau MiliQ Compléter jusqu’a 100 ml

Stériliser a I'autoclave a 1212 C pendant 20 minutes. Conserver a la température
ambiante

*Alternative: Acheter du TAE 10X commercial (ex.: Sigma T8280,
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t8280?lang=es&region=ES).
Ajouter 100ml de ce réactif dans 900ml d’eau milli-Q. Stocker a 4¢C

13



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t8280?lang=es&region=ES

D’AUTRES BUFFERS

TE pH 8.0 - (100 ml)

EDTA 0.5M pH 8.0 0.2 ml
TRIS HCL 1M pH 8.0 1ml
Eau MiliQ 100 ml

Stériliser a I'autoclave a 1212 C pendant 20 minutes. Conserver a la température
ambiante

EDTA 0.5M 50X pH 8.0 (100 ml)*

EDTA 18.6 gr.),

Eau MiliQ 70 ml.

Si la solution antérieure est transparente, on doit mesurer le Ph (en mouvement) et
ajouter du NaOH jusqgu’a ce que le pH soit ajusté.

Eau MiliQ Compléter jusqu’a 100 ml

Stériliser a I’'autoclave a 1212 C pendant 20 minutes. Conserver a la température
ambiante

TRIS HCL 1M pH 8.0 (500mI)*

TRIS base 60.55 gr

Eau MiliQ 400 ml

Si la solution antérieure est transparente, on doit mesurer le pH (en mouvement) et
ajouter du HLC concentré jusqu’a ce que le pH soit ajusté.

Eau MiliQ Compléter jusqu’a 500 ml

Stériliser a I'autoclave a 1212 C pendant 20 minutes. Conserver a la température
ambiante

*Alternative: Acheter du «Tris EDTA Buffer 100x concentrated » (ex.: Sigma T9285;
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t9285?lang=es&region=ES).
Ajouter 1ml de ce réactif dans 99ml d’eau milliQ stérilisée a I'autoclave. Conserver a la
température ambiante

14



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t9285?lang=es&region=ES

0127_OMARCOST_2_A

Ce manuel a été développé dans le cadre du projet Omarcost
(http://www.omarcost.org/web/guest), qui est cofinancé par le programme

Poctefex (http://www.poctefex.eu/).

Institutions participantes :

Instituto Tecnoldgico de Canarias, SA (ITC)
Playa de Pozo lzquierdo, s/n
35119 Santa Lucia, Las Palmas, Espagne

Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO)
¢/ General Gutiérrez n2 4
38003 Santa Cruz de Tenerife, Espana

Gestién del Medio Rural de Canarias, S.A.U.
Avda. Alcalde Ramirez Bethencout, n? 17;
Trasera Edificio Torremar (Local Bajo)
35004 Las Palmas de Gran Canaria, Espagne

Centro Regional del Institut National de Recherche Halieutique en Agadir (INRH)
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