
PCR (Poly Chain Reaction): 
Réaction de polymérisation en chaine



La PCR permet d’obtenir par réplication in vitro de 
multiples copies d’un fragment d’ADN à partir d’un 

extrait (ADN matriciel).

L’ADN matriciel peut être:
• de l’ADN génomique
• l’ADN complémentaire obtenu par RT-PCR à partir d’un extrait d’ARN
messagers (ARN poly-A)
• ou encore de l’ADN plasmidique.
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La dénaturation : 94°C
La première période s’effectue à une température de 94°C, dite
température de dénaturation. À cette température, l’ADN matriciel,
qui sert de matrice au cours de la réplication, est dénaturé: les
liaisons hydrogène ne peuvent pas se maintenir à une température
supérieure à 80°C et les ADN double-brin se dénaturent en ADN
simple-brin (ADN monocaténaires).



L’hybridation (Annealing) : 40 – 70°C
La deuxième période s’effectue à une température généralement comprise
entre 40 et 70°C, dite température d’hybridation des amorces. La
diminution de la température permet aux liaisons hydrogène de se
reformer et donc aux brins complémentaires de s’hybrider. Les amorces,
courtes séquences monocaténaires complémentaires de régions qui
flanquent l’ADN à amplifier, s’hybrident plus facilement que les longs brins
d’ADN matriciel. Plus la température d’hybridation est élevée, plus
l’hybridation est sélective, plus elle est spécifique.

!!!!!Tº annealing généralement 2-3ºC en dessous de la Tm 







L’élongation : 72°C
La troisième période s’effectue à une température de 72°C, dite
température d’élongation. À 72°C, la Taq polymérase se lie aux ADN
monocaténaires amorcés et catalyse la réplication en utilisant les
désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP) présents dans le
mélange réactionnel. Au cycle suivant, les fragments synthétisés au
cycle précédent servent à leur tour de matrice. Il faut compter 20
à 40 cycles pour synthétiser une quantité analysable d’ADN
(environ 0,1 microgramme). Chaque cycle voit théoriquement
doubler la quantité d’ADN présente au cours du cycle précédent.

Il est recommandé de rajouter un cycle final d’élongation à 72°C, notamment lorsque la
séquence d’intérêt est de grande taille (supérieure à 1 kilobase), à raison de 2 minutes par
kilobase. La PCR permet d’amplifier des séquences dont la taille est inférieure à 6 kilobases.



Nombre de copie obtenues après 1 cycle PCR: 2n

« n » étant le nombre de copie d’AND de départ





Analyse du produit d’amplification (amplicon)

❑ On utilise en général un gel de 1 à 2 % M/V (1 à 2 g d'agarose

pour 100 ml de volume final). 

❑ Permet de séparer les acides nucléiques en fonction de leur 

taille

❑ L'augmentation de la concentration en agarose dans le gel 

réduit la vitesse de migration et permet la séparation de 

fragments d'ADN de plus petite taille.

❑ L’Estimation de la taille du produit de PCR (amplicon) se fait 

grâce a l’utilisation d’un marqueur de taille (DNA ladder ou 

Echelle ADN)



Image gel électrophorèse: Migration de produits de 
PCR sur gel d’agarose 





Réaction de Reverse Transcription (RT)



































❖ Contrairement à la méthode de Sanger, celle-ci n'utilise
quant à elle aucune base modifiée mais une réaction chimique
permettant de couper le brin suite à un type de base.

❖Moins facile à robotiser que la méthode de Sanger, utilise
des produits chimiques toxiques ➔ cette technique est
aujourd'hui très peu utilisée dans les milieux industriels.

Méthode de Maxam et Gilbert (Prix Nobel de Chimie
1980)
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