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Fungi: 
Ascomycota [3173]  
Basidiomycota [4916]  
Chytridiomycota [1]  
Myxomycota [8]  
Zygomycota [23]  
Plants: 
Bryophyta [58]  
Chlorophyta [4710]  
Lycopodiophyta [82]  
Magnoliophyta [44365]  
Pinophyta [810]  
Pteridophyta [1477]  
Rhodophyta [21062]  
Protists: 
Chlorarachniophyta [65]  
Ciliophora [499]  
Heterokontophyta [9936]  
Opalozoa [1]  
Pyrrophycophyta [2145]  

Kingdoms of life being barcoded Specimen 
Records : 1,680,124  
Specimens with Barcodes : 1,250,791  
Species with Barcodes : 103,456  
Animals: 
Acanthocephala [188]  
Annelida [19345]  
Arthropoda [1 230 904]  
Brachiopoda [125]  
Bryozoa [652]  
Chaetognatha [168]  
Chordata [239796]  
Cnidaria [2835]  
Cycliophora [294]  
Echinodermata [19588]  
Echiura [24]  
Gnathostomulida [8]  
Hemichordata [15]  
Mollusca [51719]  
Nematoda [4631]  
Onychophora [209]  
Platyhelminthes [5946]  
Porifera [1161]  
Rotifera [3062]  

Sipuncula [68]  
Tardigrada [703]  

Xenoturbellida [2]  
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LAOS,  Province de Houa Phan, 5 VIII 2010, 100m sous le sommet du Phu Pan  
(=Phu Louang), N.20°11.841’/E 104°01.059’, 1859m, leg Haxaire, Paquit et Collard 



Déterminer une espèce, c’est... 

 

• Reconnaître sur l’habitus un certain nombre 
de caractères à valeur spécifique 

• Rapporter ces caractères à un type et mettre 
un nom (nomenclature binomiale) 

• Éventuellement décrire (nouvelle espèce) 





Concrètement 

• Se référer à la description originale 

 

• Localiser et retrouver le type 

 

• Comparer le spécimen à cet exemplaire, 
vérifier tous les caractères diagnostiques. 

 





Pourquoi déterminer? 

« Un scientifique qui ne s’assure pas de 
l’identification précise et certaine de 

l’espèce sur laquelle il travaille accomplit une 
recherche qui n’est pas scientifique. Ses 

expériences ne sont pas reproductibles, ses 
hypothèses ne sont pas testables... » 

 
                                        Loïc Matile, 1987 



Pas de problème 

Anambulyx elwesi 

(Druce, 1882) Oryba kadeni 
(Schaufuss, 1870) 



Un peu plus délicat 

• Genre Madoryx  

• espèces homogènes mais 
identifiables sur l’habitus 



Impossible 

• Genre Perigonia 

 

• Détermination 
impossible sans 
investigation plus 
poussée... 

 



Deuxième niveau d’investigation 

• Les genitaliae, ou pièces 
génitales 
 
 
 

• Pour maintenir leur 
identité, leurs tendance 
évolutive, les espèces 
doivent être 
reproductivement isolées 
les unes des autres 
(Hennig, 1960) 



 



Illustration: le Sphinx du pin 



Donc deux espèces confondues 
« espèces jumelles » 

Sphinx pinastri Linnaeus, 1758 
Sphinx maurorum (Jordan 1931) 



Troisième niveau d’investigation 
Facility: Canadian Centre for DNA Barcoding





DNA Barcoding ? 



DNA barcoding – Les codes barres ADN 

Un code-barres ADN est un court fragment du génome utilise de manière standard 
comme marqueur génétique pour l’identification des espèces. 
 

ND2 

Un système d’identification interne 

Cellule animale typique 

Mitochondrie 

mtDNA 

Genome mitochondrial 

D-Loop 

H-strand 

COIII 

L-strand 

ND6 

COII 

COI 

Cytb 

Target 
Region 

Développement d’une librairie  
de référence 



 

Prélèvement sur l’échantillon



Extraction d’ADN 

Méthode manuelle Méthode automatisée 



Amplification et séquençage du gène 



Purification 



Séquençage bidirectionnel standard 



Lysis Extraction 

PCR 

PCR 

PCR 

Cycle 

Sequencing 
Sequence 

Trace Sub 

Analysis 

Sample 

Submission 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



La campagne ‘Lépidoptères’ – Protocoles au CCDB 

 

 

  
Fresh/Frozen 

 
Time/plate (min) 

 

Tissue Sampling  
 

 $0.48  
 

60 
 

DNA Extraction $0.64-0.83 30 

PCR Amplification $0.49 90 

PCR Product Check $0.41 5 

Cycle Sequencing $0.82 150 

Sequencing Cleanup $1.16 5 

Sequence $0.97 90 

Total: $4.97-5.16 430 min 

(7.1 h) 



La campagne ‘Lépidoptères’ – Protocoles au CCDB 

Code-barres ADN complet 

658 bp 

Deux fragments, chevauchement de 100+ bp 

658 bp 

Seconde tentative pour les échecs 

PCR 

LepF/LepR 

PCR 

LepF/MLepR 
PCR 

MLepF/LepR 

PCR – Stratégie utilisée en routine 



La campagne ‘Lépidoptères’ – Protocoles au CCDB 
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Succès du séquençage (Sphingidae) 



La campagne ‘Lépidoptères’ – Protocoles au CCDB 



Campagnes globales  Sphingidae 



extraction 
ADN 

PCR 
Amplification 

Sequencage 

Photographie 

Données de collecte Spécimen Plateforme internet de gestion et analyse 
des données - BOLD 

Echantillon de 
tissu 

Protocole d’échantillonnage 
La campagne ‘Lépidoptères’ 



BOLD – Le portail bioinformatique 
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BOLD – Le portail bioinformatique 
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BOLD – Le portail bioinformatique 
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BOLD – Le portail bioinformatique 
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BOLD – Le portail bioinformatique 
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BOLD – Le portail bioinformatique 



 

BOLD – Le portail bioinformatique 



Campagnes globales Sphingidae 

Diversité globale affectée 
par: 

  

 

• (+) Diversité 
cryptique 

 

• (+) re-validation de 
synonymes 

 

• (-) Synonymies 
 



Origine des spécimens et de l’expertise taxonomique 

Campagnes globales: Saturniidae et Sphingidae 



visualisation 



2ème exemple  
espèces proches,  voir 
jumelles... 

Les Xylophanes 

du goupe neoptolemus 



Dans l’exemple  
du  

Sphinx du pin 

Une erreur de 
détermination! 
 
Limite de 
l’approche 
morphologique 



Cause de l’erreur 

Même espèce: Sphinx maurorum 
Les différences d’habitus de la larve ne tiennent pas 
 



Agrius convolvuli 

- Réévaluation de l’endémisme des sphinx australiens  

Les codes-barres ADN – au-delà de la taxonomie 



- Réévaluation de l’endémisme des sphinx australiens  

Les codes-barres ADN – au-delà de la taxonomie 



Integration de spécimens types 

Sphinx lugens Walker, 1856 

>150 y.o. 

658 bp 

Fragment court d’environ 120 bp 

Hajibabaei, M., A. Smith, et al. (2006). "A minimalist barcode can identify a specimen whose DNA is 
degraded." Molecular Ecology Notes: 959-964. 
  



 BC-Hax4126 

 BC-Hax2819 

 BC-Hax2822 

 BC-Hax2829 

 BC-Hax2824 

 BC-Hax2832 

 BC-Hax2817 

 BC-Hax2834 

 BC-Hax2823 

 BC-Hax2839 

 BC-Hax2827 

 BC-Hax2838 

 BC-Hax2816 

 BC-Hax2820 

 BC-Hax2828 

 BC-Hax2837 

 BC-Hax2830 

 BC-Hax2831 

 BC-Hax2825 

 BC-Hax2836 

 BC-Hax2842 

 BC-Hax2821 

 BC-Hax2818 

 BC-Hax2846 

 BC-Hax2847 

lectotype  NHM-SphTyp0001 

 BC-Hax2833 

 BC-Hax2826 

 Sphinx lugens 

 BC-Hax2843 

 VAG-048 
 Sphinx smithi 

 BC-Hax0338 

 BC-Hax0336 
 Sphinx geminus 

Sphinx n.sp.  BC-Hax0337 

 BC-Hax4232 

 BC-Hax4231 

 BC-Hax2845 

 BC-Hax2844 

 Sphinx biolleyi 

0.5 % 

The Sphinx lugens complex 

NHM, London 
Lectotype of  

Sphinx lugens 

>150 y.o. – 120 bp 

Integration de spécimens types 



Sphinx lugens Walker, 1856 

>150 y.o. 

Xylophanes virescens  (Butler, 1875)  

>130 y.o 

658 bp 

6 x ca.120 bp 

Integration de spécimens types 

Nouveau protocole pour le séquencage de types anciens 
(Rougerie et al., in prep) 



Gnathothlibus collardi Haxaire, 2003 Gnathothlibus eras Philodila astyanor 

 SOWB351-06 

 SOWB350-06 

 SOWB352-06 

 Philodila astyanor 

 Gnathothlibus collardi  SOWB417-06 

 Philodila astyanor  SOWB349-06 

 SOWB422-06 

 SOWB424-06 

 SOWB425-06 
 Gnathothlibus eras 

0.5% 

La campagne ‘Lépidoptères’ 



Photo from flickR - Ombroso 

Photos from flickR – felloff123 & Dave JG 

Les codes-barres ADN – au-delà de la taxonomie 



- Identification de l’hôte de guêpes parasitoides par l’analyse moléculaire du 
contenu de leur tube digestif (Rougerie et al., in prep) 

Les codes-barres ADN – au-delà de la taxonomie 





iBOL - The international Barcode of Life project 

Founding Members 

Canada 
European Union 

United States 

International Consortium Initiative  

Central Nodes Developing Nodes Regional Nodes 

Australia 
Brazil 
China 
India 
Korea 

New Zealand 
Norway 

South Africa 

Argentina 
Colombia 
Costa Rica 

Kenya 
Madagascar 

Mexico 

5M spécimens 
500 000 espèces 
En 5 ans 

      Central Nodes > $25M per node 

      Developing Nodes > $1M per node  

      Regional Nodes > $5M per node 

    Total Funding $150M  

10 Working groups 

WG1.1 – Vertebrates 
WG1.2 – Land plants 
WG1.3 – Fungi 
WG1.4 – Human pathogens 
WG1.5 – Pests & parasitoids 
WG1.6 – Pollinators 
WG1.7 – Freshwater life 
WG1.8 – Marine life 
WG1.9 – Terrestrial life 
WG1.10 – Polar life 



Prochaine génération d’analyseur par Barcoding

Un guide 
de terrain

pour le 3ème
millénaire



Kentrochrysalis heberti  
Haxaire & Melichar 2010 
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