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Avec I’aveénement des nouvelles technologies, le séquencage de génomes eucaryotes entiers
est devenu monnaie courante et les génomes de toutes les espéces animales d’intérét agrono-
mique seront trés bientdt décryptés et présentés sous forme de «draft sequences» (séquences
brouillon) plus ou moins complétes. Le re-séquengage d’individus et/ou de populations est
déja une réalité, permettant la mise en évidence de régions du génome sous influence de la

sélection.

A de rares exceptions pres, la ques-
tion n’est plus tellement de savoir si le
génome d’un animal de rente va étre
séquencé, mais plutét dans quelles
conditions, avec quelles technologies
et si cette séquence va pouvoir s’ap-
puyer sur des cartes. En effet, ’utilisa-
tion des nouvelles technologies de
séquencage permet maintenant la pro-
duction massive de données a un cout
relativement bas et les étapes limitan-
tes sont au niveau de 1’assemblage de
ces données en séquences de chromo-
somes complets et bien ordonnés. Le
degré de finition et le type d’informa-
tion que I’on pourra retirer d’un géno-
me séquencé dépendra donc beaucoup
de I’effort consenti a la production de
données annexes telles que des cartes
ou des séquences de transcrits et a leur
intégration avec les données de
séquence. Le point le plus délicat a
traiter n’est donc plus la production
des séquences, mais la capacité a pou-
voir les assembler et les analyser cor-
rectement. C’est la qualité de cet
assemblage, qui va conditionner par la
suite celle des annotations structura-
les* (position, structure des geénes et
autres ¢léments fonctionnels du géno-
me), mais aussi de maniére importante
la qualité de I’annotation fonctionnel-
le* (fonction des éléments annotés).
Cependant, quel que soit son degré
d’avancement, un génome séquencé
sera toujours une mine d’informations
a la fois pour les recherches en géné-
tique et structure des populations
qu’en fonctionnement des systémes
biologiques.

* Voir glossaire.

1 / Génome, séquence,
chromosomes, réplication
de PADN

1.1/ Génome et séquence

Le génome représente la totalité de
I’information génétique codée par
I’ADN pour un organisme donné. La
séquence d’un génome est 1’ordre dans
lesquelles se trouvent les 4 bases azo-
tées ou nucléotides : Adenine (A),
Cytosine (C), Guanine (G) et Thymine
(T), utilisées comme un alphabet de 4
lettres, le long de filaments d’ADN.
Cette séquence n’est pas aléatoire, car
elle spécifie les informations permettant
d’exprimer les caractéres visibles de
I’organisme (phénotypes), en interac-
tion avec le milieu. Une fonction majeu-
re de I’ADN est de coder pour les génes,
dont la plupart spécifient la fabrication
des protéines, qui assurent une part
importante des fonctions connues de la
cellule et de I’organisme. La célébre
structure en double-hélice de ’ADN,
¢lucidée en 1953 par James Watson et
Francis Crick, permet en outre a I’ADN
d’avoir des propriétés auto-réplicatives,
grace a la complémentarité des bases :
A & Tet C & G (Encadré 1). Clest
cette structure en double-hélice, compo-
sée de deux brins complémentaires
(brin «+» ou «sensy, et brin «-», «com-
plémentaire» ou «réverse»), a laquelle
on se réfere quand on parle de longueurs
de séquences en paires de bases (pb*).
Par convention, la séquence d’un seul
brin est reportée, la séquence du brin

complémentaire pouvant é&tre déduite
directement grace a la complémentarité
des bases. Les informations lues par la
machinerie cellulaire en revanche, peu-
vent concerner aussi bien I’'un ou I’au-
tre des brins, voire les deux a la fois. Par
exemple, les génes et donc les protéines
peuvent étre codées aussi bien par le
brin sens que le brin complémentaire de
la double hélice (figure 1).

Le nombre de geénes estimés pour
le génome humain est de I’ordre de
25 000 a 30 000 (Roest Crollius et al
2000, Southan 2004). Un gene peut
coder pour une ou plusieurs protéines
et certains génes ne codent que pour un
ARN qui ne sera pas traduit en protéi-
ne. S’il apparait donc que seulement
1,5% de la séquence des génomes de
mammifeéres codent pour des protéines,
au moins 5% du génome semblent sous
sélection, suggérant qu’entre 5 et 20%
du génome auraient des fonctions
importantes (Pheasant et Mattick
2007).

1.2 / Chromosomes, cellules

haploides et diploides

Les chromosomes, composés d’ADN
et de protéines, ont été identifiés
comme porteurs de I’information géné-
tique des le début du 20°me siecle. A
titre d’exemple, chez ’Homme, cette
information est répartie le long de 23
chromosomes et le génome complet est
constitué d’une séquence d’environ 3
milliards de nucléotides (ou paires de
bases).
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Figure 1. Région génomique présentée sur les sites UCSC et Ensembl.

La méme région a été sélectionnée dans les sites de 'TUCSC et Ensembil et la fenétre présentant les genes a été extraite. Les
lignes (boites) épaisses représentent les exons de genes, séparés par les introns représentés par des lignes fines de méme cou-
leur. Sur les cing genes présentés, trois (CALR, RAD23A, DANDS5) sont codés par le brin sens et deux (FARSA, GADD45GIP1)
par le brin réverse, comme indiqué par les fleches dans les introns de genes (UCSC) ou a c6té de leur nom (Ensembil).

UCSC http://genome.ucsc.edu/

Scale 20 kbl {
chr19: 13040000 130500001 130600001 13070000 13080000
FARSA  #-ib——dit—cd CALRHHE—— SRR pesa DANDS p=———jm
=HH-—im

Ensembl http://www.ensembl.org/index.html

58.00 Kb Forward strand Bm=—
13.04 Mb 13.05 Mb 13.06 M 13.07 Mb 13.08 M
Ensembl/Havana ...
CALR > RAD23A > DANDS >
protein coding protein coding protein coding
Ensembl/Havana ... L —& i B 1
<FARSA = GADD45GIP1
protein coding protein coding
13.04 Mb 13.05 Mb 13.06 Mb 13.07 Mb 13.08 Mb
—=l] Reverse strand 5E.00 Kb

Gene Legend I protein coding
Ensembl Homo sapiens version 64.37 (GRCh37) Chromosome 19: 13,031,000 - 13,089,000

Encadré 1. Génome, chromosomes, réplication de ' ADN

A : Cellule, chromosomes, ADN. La séquence d’'un génome représente la totalité de I'information génétique contenue dans '’ADN pour un
organisme donné. L'/ADN est lui-méme une composante essentielle des chromosomes. Déchiffrer cette séquence revient a déterminer I'or-
dre dans lequel les 4 bases azotées ou nucléotides : Adenine (A), Cytosine (C), Guanine (G) et Thymine (T), s’enchainent le long des fila-
ments d’ADN. La séquence n’est pas aléatoire, car elle spécifie des messages permettant d’exprimer les caractéres visibles de I'organisme
(phénotypes), en interaction avec le milieu. Chez 'Homme, cette information est répartie dans n = 23 chromosomes et une séquence de prés
de 3 milliards de nucléotides constituent le génome complet. Toute cellule de I'organisme, a de rares exceptions pres, telles que les globu-
les rouges des mammiferes qui n'ont pas de noyau et donc de chromosomes et les gamétes qui n'ont qu'une copie du génome, contient la
totalité du génome en double copie, chacune provenant d'un des deux parents. Chez 'Homme, une cellule somatique contient donc 2n =
46 chromosomes.

La fonction la plus connue de 'ADN est de coder pour les genes, dont la plupart spécifient la fabrication des protéines, qui assurent la majo-
rité des fonctions de la cellule et de I'organisme. Le nombre estimé de tels génes pour le génome humain est de I'ordre de 25 000 a 35 000.
D’autres genes servent a produire des molécules d’ARN, qui ne seront pas traduites en protéines, mais qui auront des fonctions importan-
tes en participant a des complexes riboprotéiques, a des mécanismes de régulation de I'expression des génes et a des phénoménes épigé-
nétiques. Pour une espéce donnée, I'ordre des génes le long de la séquence d’ADN est défini et sera déduit de la séquence.

Paire de
chromosomes

Cellule /
en métaphase

Nucléosome

ADN en double hélice

/ (double-brin)
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B : Réplication de PADN. La célébre structure en double hélice de I'ADN, élucidée en
1953 par James Watson et Francis Crick, permet a 'ADN d’avoir des propriétés auto-répli-
catives, grace a la complémentarité des bases : A © T et C © G. Les deux brins d’'une dou-
ble hélice seront chacun recopiés, permettant a une cellule de réaliser une distribution équi-
table de I'information génétique a ses deux cellules filles lors de la mitose.

C : Caryotype de poule. La forme en X souvent utilisée pour représenter un chromosome
correspond en fait @ un stade trés particulier, la métaphase de la mitose, ou chaque
chromosome est entierement répliqué juste avant la répartition des deux copies dans les
deux cellules filles. En réalité, cette forme en X n’est pas toujours visible, méme au stade
de la métaphase. Chaque chromosome est visible sous forme de batonnet simple. Les
numéros indiquent les paires de chromosomes. Les chromosomes Z et W sont les gonoso-
mes, équivalents des chromosomes X et Y chez les mammiferes.

ADN double-brin

i

1

B RYE

i
" ” ” IRIBIEL

LA R R RN R Y S EIIITEIY

8

N

= =

La représentation la plus courante des
chromosomes est celle que ’on peut
observer au cours de la division cellulai-
re, lors de la métaphase de la mitose ou
de la méiose, pendant lesquelles ils sont
condensés. En dehors de ces phases spé-
cifiques, pendant [’interphase, les
chromosomes sont décondensés et
impossibles a distinguer dans le noyau
sans utiliser des marqueurs spécifiques.
En fonction du stade plus ou moins
avancé de la condensation qui a lieu lors
des divisions cellulaires, les chromoso-
mes seront visibles sous forme de
batonnets simples plus ou moins allon-
gés (les deux copies qui seront réparties

entre les cellules filles sont encore acco-
lées) ou doubles (les deux copies sont
détachées, mais sont encore retenues
ensemble au niveau du centromeére).
C’est cette derniére représentation qui
donne la structure en X des chromoso-
mes souvent utilisée dans les représen-
tations schématiques.

Lors de la fécondation d’un ovule par
un spermatozoide, chacune de ces deux
cellules gametes haploides apporte la
copie unique du génome qu’elle
contient, soient 23 chromosomes et 3
milliards de pb* chez I’Homme, pour
former une cellule diploide contenant

2n = 46 chromosomes. Le génome est
donc présent dans cette nouvelle cellule
ceuf, ou zygote, en deux exemplaires
quasiment identiques, aux variations
individuelles transmises par les deux
parents pres. Cette cellule originale se
divise alors par mitoses successives,
transmettant la totalité des deux copies
du génome a ses descendantes. Elle est
donc a Dorigine des quelques 1014 de
cellules composant le corps et qui
contiennent, a de rares exceptions pres,
les deux copies du génome héritées des
parents. Le génome des deux parents est
brassé lors de la meiose, grace aux phé-
nomenes de recombinaison entre
chromosomes homologues, la division
cellulaire produisant les gamétes : sper-
matozoides et ovules, qui sont des cellu-
les haploides. Un exemple de caryotype
de poule est donné (Encadré 1C).

1.3 / Réplication de ’ADN

Les cellules doivent réaliser une copie
a I’identique de tout ’ADN génomique
qu’elles contiennent, afin de transmettre
leurs copies du génome aux deux cellu-
les filles lors de la mitose. Ceci est
rendu possible par la structure en dou-
ble-hélice de I’ADN et la complémenta-
rité des bases nucléotidiques et est réali-
s¢ par des complexes enzymatiques
contenant notamment de I’ADN poly-
mérase (Encadré 1B). Cette propriété
est utilisée pour de nombreuses applica-
tions, les plus courantes étant la PCR
(Polymerase Chain Reaction) et le
séquengage. Pour ces deux techniques
trés répandues, une ADN polymérase
est utilisée pour réaliser des copies in
vitro d’une séquence a analyser.

1.4 / Polymorphisme

La séquence du génome est légére-
ment variable entre plusieurs individus
d’une méme espéce, cette variabilité
¢étant principalement due a des change-
ments ponctuels de nucléotides dans la
séquence (SNP*: Single Nucleotide
Polymorphism) (Encadré 1D), a des
insertions ou délétions plus ou moins
longues (InDel* : [Insertion-Deletion)
ou a des inversions de séquence
(Encadré 1E). Le polymorphisme exis-
tant dans un géne peut altérer son fonc-
tionnement, les effets les plus couram-
ment observés étant une variation du
niveau d’expression ou de la structure
de la protéine codée. De telles varia-
tions pourront avoir des effets plus ou
moins importants sur le phénotype et
seront a 1’origine des variations interin-
dividuelles. Il est notable cependant,
que la plupart du polymorphisme mis en
évidence par les programmes de
séquengage n’a pas d’influence connue
sur la variabilit¢ des phénotypes ou
I’apparition d’une maladie génétique.
Chez ’Homme, en prenant deux copies

INRA Productions Animales, 2011, numéro 4
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Ici, un SNP* (Single Nucleotide Polymorphism).

chromosome alléle a un autre.

D : Polymorphisme SNP. Les deux copies répliquées d’'un chromosome en vue de la
transmission lors de la mitose sont identiques, tandis que les deux copies héritées de cha-
cun des deux parents et formant une paire de chromosomes alléles, auront des séquences
légérement différentes, représentant une partie de la diversité génétique de la population.

E : Différents types de variations nucléotidiques. Les différences de séquence entre
chromosomes alléles peuvent concerner des changements ponctuels d’'une base (SNP*),
mais peuvent également étre de toute autre forme : délétions, insertions ou inversions de
fragments de séquence de longueur parfois importante (de quelques pb* a plusieurs cen-
taines de kb*) ; duplications en tandem ou non (duplications pouvant impliquer deux ou plu-
sieurs chromosomes) ; minisatellites ou microsatellites : séquences de 2 a 10 pb* (micro-
satellites) ou plus (minisatellites) répétées en tandem et dont le nombre varie d’'un

Polymorphisme de séquences dADN

Séquence de référence

CATAGGACATCACTTA

GACATCTA

=
SNP ‘c

EET | .

Indels

Deélétion
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S e
Insertion »

Duplication / \
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du génome sélectionnées au hasard dans
la population, on observe en moyenne
un SNP tous les 1000 pb*, soient envi-
ron 3 millions de SNP au total. En mul-
tipliant le nombre de génomes séquen-
cés pour une espece, le nombre de SNP
connus devient trés ¢élevé. Par exemple,
plus de 10 millions de SNP communs
ont été identifiés dans le génome
humain (Altshuler ef a/ 2010).

2 / Stratégies de séquencage
et d’assemblage

2.1 / Cartes, assemblage en
contigs* et scaffolds* (supercon-
tigs™®)

Un génome (haploide) typique de
mammifere est composé de 3 milliard de
paires de bases (pb*), réparties sur plu-
sieurs chromosomes, tandis qu’une lectu-
re de séquence classique produite par une
réaction basée sur la méthode de Sanger*
et lue sur un séquenceur capillaire ne fait
qu’un millier de pb*. Il faut donc un
minimum de 3 millions de lectures (ou
séquences) pour une couverture minima-
le. Dans la pratique, il en faut beaucoup
plus car il est nécessaire que les lectures
se chevauchent (figure 2) a la fois pour
assurer la continuité de la séquence et
pour corriger les erreurs éventuelles, afin
de générer des séquences consensus,
assemblées en contigs*.

Afin de minimiser le probléme de
I’ordonnancement des plusieurs dizai-
nes de millions de lectures nécessaires,
la premic¢re séquence du génome
humain produite par le consortium
public a été entreprise aprés avoir réali-
s¢ des cartes détaillées: génétiques,
d’hybrides irradiés* et de contigs* de
BAC*. Ces cartes permettaient de gui-
der le choix de clones BAC* (Bacterial
Artificial Chromome) a séquencer.
Chacun des clones ne faisant que 100 a
200 kb* et étant localisé sur la carte,
I’assemblage du génome humain était
simplifi¢ (Lander et al 2001).
Cependant, une stratégie alternative de
séquencage aléatoire global (WGS* :
Whole Genome Shotgun), sans ’appui
de cartes, a été proposée et utilisée pour
le génome humain (Venter et al/ 2001).
Chacune des deux stratégies avait ses
avantages et inconvénients en termes de
rapidité, de colt et de couverture du
génome (Istrail et al 2004) et trés rapi-
dement, une stratégie intermédiaire a
été adoptée, consistant a produire un
grand nombre de lectures par du
séquengage aléatoire global (WGS),
tout en s’appuyant sur des cartes géné-
tiques, RH (Radiation Hybrid), FPC*
(FingerPrint Contig*) et FISH*
(Fluorescent In Situ Hybridisation)
(figure 3). Sans cette derniére méthode
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Figure 2. Assemblage des lectures en contigs.

Chaque lecture (1 kb* en moyenne pour du séquencage selon la méthode de
Sanger ; 35 a 500 pb* pour du séquencage paralléle) est alignée par similarité de
séquence avec I'ensemble des autres lectures produites, afin de construire des
contigs de lectures chevauchantes, dont la taille sera limitée par les probléemes de

couverture du génome dus a des raisons
des lectures, mais aussi a des problemes

statistiques liées a la distribution aléatoire
techniques ou liés a la structure du géno-

me (présence de séquences répétées, biais de composition en bases...).
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de cartographie, les séquences ne peu-
vent pas étre assignées aux chromoso-
mes. Cette stratégie a été utilisée pour le
séquencage de la poule, premier animal
de rente séquence (Hillier et a/ 2004) et
est encore la plus utilisée actuellement,
dans le cas ou I’assemblage en chromo-
somes complets est prévu.

Avec I’avénement des nouvelles tech-
nologies, permettant un accroissement
significatif du volume de données produit
tout en en diminuant le prix, un nombre
croissant d’espéces est séquencé sans
I’appui de cartes. Ces derniéres devien-
nent donc maintenant le facteur limitant
et des séquences de génomes sont produi-
tes sans que I’on sache attribuer les don-
nées a des chromosomes, ce qui était
inconcevable il y a peu de temps (Li ef al
2010). Si de tels assemblages peuvent
sembler d’un apport limité pour aborder
I’étude de la structure globale des géno-
mes, des réarrangements chromoso-
miques inter-spécifiques, ou pour le clo-
nage positionnel, ils sont tout de méme
trés utiles pour la détection de geénes et
I’étude de leur structure et peuvent servir
de point de départ pour de nombreuses
études telles que ’expression génique*
ou la phylogénomique*.

Les lectures de séquence produites
par WGS* sont assemblées par voie
informatique en lectures chevauchantes
(contigs*), permettant la production
d’une séquence continue (figure 2).

Cependant, pour diverses raisons tenant
principalement a la distribution statis-
tique des lectures, a la présence de
séquences répétées dans le génome (fi-
gure 4) et a des difficultés de production
de lectures pour certaines régions ayant
des caractéristiques de séquence parti-
culiéres (par exemple un taux de
nucléotides (G + C) particuliérement
¢levé ou faible), la couverture du géno-
me est loin d’étre optimale. De tres
nombreux contigs*, souvent plusieurs
dizaines de milliers, dont la taille est de
I’ordre de la dizaine ou de la centaine de
kb seulement, sont a mettre en regard de
chromosomes dont la taille fait plu-
sieurs dizaines de Mb*. Les portions de
séquence continue des contigs* sont
ensuite assemblés en supercontigs* (ou
scaffolds*) en utilisant des lectures
appariées (Encadré 2C; figure 5).
Jusqu’a récemment ces données prove-
naient uniquement de séquences d’ex-
trémités de clones BAC*, cosmides™* ou
fosmides*, et/ou des lectures plus ou
moins complétes de clones BAC*. Des
lectures appariées peuvent maintenant
étre produites directement par les nou-
velles générations de séquenceurs par
séquengage des deux extrémités des
fragments d’ADN (paired-ends*) ou en
circularisant les fragments a séquencer
(mate-pairs*).

Les assemblages sont réalisés a ’ai-
de de programmes informatiques tels
que Arachne (Batzoglou et al 2002),

Phusion (Mullikin et Ning 2003), Atlas
(Havlak et al 2004) ou PCAP (Huang
et al 2003) pour les séquencages clas-
siques de type Sanger* ou tels que
Euler, Velvet, AllPaths, ABySS ou
SOAPdenovo (Miller et al 2010) pour
les nouvelles technologies de séquen-
cage paralléle générant un grand nom-
bre de lectures courtes. Un méme jeu
de données peut générer des assembla-
ges différents en fonction des assem-
bleurs utilisés, montrant I’importance
des algorithmes et de la bioinforma-
tique.

Afin d’optimiser la phase d’assembla-
ge des génomes, le choix de I’individu a
séquencer est primordial. En effet, lors
de la construction des contigs*, il est
nécessaire de tenir compte de I’existen-
ce éventuelle de polymorphisme : I’in-
dividu séquencé peut avoir deux alléles
différents pour un méme locus, ce dont
il faut tenir compte lors de I’assembla-
ge. Cependant, des séquences trés simi-
laires peuvent exister en multiples
copies dans le génome, dont 1’origine
peut étre par exemple une duplication
récente (séquences paralogues). Il est de
ce fait parfois difficile de décider, lors
de I’assemblage, entre deux alléles
d’une méme séquence et deux séquen-
ces paralogues (figure 6).

2.2 / Critéres de qualité des
assemblages

Un score de qualité phred (Ewing et
Green 1998, Ewing et al 1998) est assi-
gné a chaque base lue en fonction de
paramétres liés aux signaux détectés par
les séquenceurs. Ces scores sont utilisés
pour calculer un score pour la séquence
consensus. La qualité de la couverture
du génome est estimée par la mesure de
continuité N50 sur les contigs* et les
supercontigs : au moins 50% du géno-
me est couvert par des contigs* ou
supercontigs de longueur supérieure a
N50.

Les trois grandes catégories de quali-
té d’assemblage sont la «séquence
finie», la «working drafi» (brouillon de
travail) et «low-coverage» (basse cou-
verture). Les conventions habituelles
stipulent que pour une séquence finie,
95% de la séquence des chromosomes
doit étre contenue dans une séquence
continue de haute qualité, sans contami-
nations ou inversions. Au sens strict,
elle n’est donc pas tout a fait finie, cer-
taines régions étant pratiquement
impossible a séquencer. Pour arriver a
ce stade, les finitions requicrent obliga-
toirement du séquencage ciblé et seuls
parmi les vertébrés, les génomes de
I’Homme et de la souris (Church et al
2009, Thgsc 2004) ont atteint cet objec-
tif. La séquence «working draft» est
incompléte et des erreurs d’assemblage

INRA Productions Animales, 2011, numéro 4
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Figure 3. Intégration des différents types de carte.

L’étape finale d’assemblage consiste a rassembler les contigs® et scaffolds* en utilisant des informations d’autres types telles
que les cartes de contigs FPC* de BAC*, des cartes cytogénétiques, des cartes génétiques* et d’hybrides irradiés*. Chaque
méthode de cartographie présente des défauts spécifiques et permet d’obtenir une couverture du génome plus ou moins com-
pléte. La carte génétique* permet de localiser a la fois des marqueurs moléculaires et des caractéres phénotypiques. Une de
ses limites provient du fait que pour placer un marqueur, il faut qu'il soit polymorphe, avec des alleles différents sur les chromo-
somes des parents des familles utilisées pour la carte. La carte d’hybrides irradiés* permet la localisation de tout marqueur pour
lequel on peut développer un test PCR. La carte de contigs de BAC* a une résolution élevée et est composée de clones de gran-
de taille chevauchants, contenant plusieurs génes. Un chromosome n’est généralement pas couvert par un contig d’'un seul
tenant. La carte cytogénétique* a une faible résolution, mais est la seule permettant de relier les données a des chromosomes.
Cependant, la localisation par FISH* n’est possible que pour des clones de grande taille, comme les BAC*. Tout comme la carte
de contigs de BAC*, la séquence est composée de fragments (contigs*, scaffolds*), interrompus par intervalles. Afin de localiser
les nombreux scaffolds* de la séquence, il est nécessaire de les relier aux autres cartes.

! ! Il 1 Il Il

I
T T T T T T T T T T T
'
.

Carte genétique g

Carte cytogénétique (FISH)

peuvent exister mais cependant, des cri-  Figure 4. Assemblage en contigs et séquences répétées.

téres de qualité tels qu’une proportion | 5 présence de séquences répétées va induire des erreurs d’assemblage. En début
minimum du génome couverte par des d’'assemblage, elles seront détectées soit a I'aide de logiciels de détection de motifs
bases.d.’une valeur de ql%alit‘? donnée et répétés, soit par comparaison a des bases de données, ou par détection de zones
un minimum de contamination par des  présentant une profondeur anormalement élevée du nombre de lectures. Les lectu-
séquences d’autres organismes (E. coli,  res ainsi détectées seront éliminées, provoquant un morcellement de la séquence.
vecteurs...), doivent étre requis. Pour  Les multiples contigs créés par le morcellement seront ensuite rassemblés en utili-
atteindre cet objectif par la technique de  sant des informations sur les séquences appariées et les séquences répétées
Sanger, le séquengage avec une profon-  seront réintroduites plus tard dans la mesure du possible.

deur minimale a 6 a 7 équivalents-géno-
mes (6-7 X) est nécessaire. La séquence
«low coverage» en revanche, est tres
incompléte et correspond le plus sou-
vent a l’assemblage en contigs* et
supercontigs de couvertures basses de
génomes (2X).

Les séquenceurs paralléles permettent
de générer un volume important de don-
nées a un colt moindre que la technique
de Sanger, mais la profondeur de
séquence nécessaire sera supérieure. La
production typique de séquence néces-
saire a I’assemblage de novo d’un géno- i
me de mammifére, tenant Compte des A) Répétitions et assemblage des contigs -
possibilités techniques actuelles des
séquenceurs paralléles, qui permettent

I

d’obtenir des lectures de 100 pb* appa- %

riées, est la suivante : 45 équivalents de =

couverture du génome (45 X) a partir =

d’une banque avec des inserts de 180 =

pb*, 45 X avec des inserts de 3 kb*, 5X — E—
avec des inserts de 6 kb* et si possible, B) Détection des séquences répétees
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Figure 5. Principe de I'assemblage de la séquence en contigs*, scaffolds* et
chromosomes.

Aprés élimination des séquences répétées, les multiples contigs de séquence conti-
nue de petite taille sont assemblés en utilisant des informations sur les séquences
appariées (paired-ends et mate-pairs). En construisant des banques de séquenca-
ge avec des distances variables entre lectures, la construction des scaffolds* est
améliorée.

A) Repérage et elimination deEIectures de séquences repetees

i
i

Nb. lectures

B) Construction de 6 contigs
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Figure 6. Assemblage, SNP* et séquences paralogues™.

Lors de I'assemblage des lectures, il faut tenir compte du polymorphisme présent
chez lindividu séquencé. Quand des lectures divergent seulement pour quelques
bases, il peut étre difficile de choisir entre les assembler en un seul contig avec un
SNP* ou en deux contigs séparés, en faisant 'hypothése de I'existence de deux
séquences paralogues®, récemment dupliquées dans le génome. Idéalement, en
sélectionnant un individu totalement consanguin, les différences nucléotidiques
entre lectures ne devraient pas étre dues a des SNP*, ce qui facilite 'assemblage.

Séquences paralogues

HU!I

inclure 1X de lectures d’extrémités de
clones de type fosmides* ou BAC*
(Gnerre et al 2011).

2.3 / Recherche de SNP*

Les SNP* font maintenant partie des
outils indispensables en génétique et
sont largement utilisés pour des études
d’association, permettant de tester des
génomes complets dans des populations
afin de détecter des zones du génome
influant des caractéres phénotypiques.
Une autre application importante des
SNP* est leur utilisation pour la sélec-
tion génomique, pour laquelle les géno-
types déterminés pour des marqueurs en
densité élevée sur le génome d’indivi-
dus de phénotype connu, servent a pré-
dire les phénotypes d’individus des
générations suivantes. Ces nouvelles
applications ont été rendues possibles
grace a la grande densité en marqueur
SNP* existant dans les génomes et les
nouvelles technologies de génotypage
permettant 1’étude simultanée de plu-
sieurs centaines de milliers de ces mar-
queurs simultanément. Lors d’un pro-
gramme de séquencage de génome,
’utilisation d’un individu consanguin
facilitera 1’assemblage du génome au
détriment de la détection de SNP*
(figure 6). La recherche de SNP* se fera
par conséquent par séquencage a faible
profondeur d’un nombre élevé d’indivi-
dus, choisis dans des populations d’inté-
rét. L’alignement sur la séquence de
référence permet ensuite la détection et
la localisation des différences nucléoti-
diques. Parmi plusieurs millions de
SNP* détectés par séquengage,
quelques centaines de milliers seront
retenus pour la fabrication de puces de
génotypage en vue d’études exhaustives
sur un grand nombre d’individus.

3 / Evolution de la capa-
cit¢ et des techniques de
séquencage

3.1 / Les premiers vertébrés
séquencés

La connaissance sur la séquence com-
pléte de génomes de vertébrés a pro-
gressé de manicre trés rapide au cours
des vingt derniéres années, avec les pre-
mieres réalisations pour ’'Homme il y a
tout juste dix ans (Lander ef a/ 2001,
Venter et al 2001). La taille du génome
avait été considérée comme un obstacle
majeur par certains détracteurs du projet
de séquencage du génome humain
(Human Genome Project : HGP), sug-
gérant qu’une évolution majeure des
techniques de séquengage serait néces-
saire avant de se lancer dans le projet,
mais finalement celui-ci a été réalisé
dans un réseau international de centres
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de séquencgage disposant chacun de 1’or-
dre d’une centaine de séquenceurs clas-
siques utilisant la technique de Sanger*.
Il est amusant de constater a ce propos,
qu’une des stratégies proposée pour
obtenir un premier répertoire complet
des geénes de vertébrés, avait été de
séquencer des génomes de poissons, dix
fois plus compacts que celui de
I’Homme, mais que finalement, ces
séquences ont été terminées et publiées
juste apres (Aparicio ef al 2002, Jaillon
et al 2004). La souris et le rat, vertébrés
modeéles majeurs pour la biologie
humaine ont également été séquencés
rapidement (Waterston et al 2002, Gibbs
et al 2004).

3.2 / Le séquencage de génome
«Sanger*» se répand

a) Une multiplication des génomes
complets

Une fois réalisée la séquence de
I’Homme, la «force de frappe» consti-
tuée dans les centres de séquencage

pouvait se tourner vers d’autres géno-
mes de vertébrés. L’expérience accumu-
lée avait permis d’affiner les stratégies
de production et d’analyse des données
et d’envisager le séquengage d’un géno-
me de plusieurs Gb a un cotit moindre et
dans un laps de temps de ’ordre d’une
ou deux années seulement. Les géno-
mes de la poule, du chimpanzé, de
I’opossum et du chien ont ainsi été rapi-
dement séquencés, suivis par un nom-
bre de plus en plus important d’especes,
dont la vache, le cheval et le porc.

b) Les séquencages partiels

Le séquencage de nombreux mammi-
feres permet la recherche de régions
fonctionnelles par empreinte phylogéné-
tique. Dans cette approche, I’alignement
multiple de séquences de plusieurs espe-
ces permet la détection des régions pour
lesquelles la séquence est particuliére-
ment conservée. Ces régions sont consi-
dérées comme étant fonctionnellement
contraintes et peuvent aider a la détection
d’exons* de genes ou a celle de régions

non-codantes fonctionnelles (figure 7).
Pour cela, le Broad Institute (Cambridge,
MA, USA) a initi¢é un programme de
séquencage partiel (entre 2 et 6-7 X
de profondeur, selon les espéces) de
24  mammiféres : the Mammalian
Genome Project (Coordination : Broad
Institute, USA). Dans le cadre de ce pro-
jet, une premicre séquence partielle du
lapin a été obtenue.

3.3 / L’introduction du séquen-
cage paralléle

Les anciens séquenceurs capillaires
sont basés sur la détermination auto-
matique de la taille de fragments
d’ADN par électrophorése dans des
capillaires et détection fluorescente
(Encadré 2). L’utilisation de quatre
fluorochromes, permet de lire les qua-
tre bases simultanément. Il est cepen-
dant nécessaire pour chaque lecture, de
réaliser une réaction de Sanger* sépa-
rée sur des clones bactériens et/ou des
fragments d’ADN produits spécifique-
ment par PCR.

Figure 7. Alignement multiple de séquences de vertébrés sur le génome humain (site UCSC : http://genome.ucsc.edu/).

Bleu : génes ; vert : séquences conservées. Ces alignements multiples permettent de mettre en évidence des empreintes phy-
logénétiques. Certains génes tels que USP38 présentent une conservation de séquence trés forte chez les vertébrés. d’autres
tels que GYPB et GYPE sont moins bien conservés. Une région non codante présente dans la séquence entre GYPA et
LOC646576 est bien conservée chez les vertébrés, suggérant une importance fonctionnelle. D’'une maniére générale, une forte
conservation de séquence chez les primates, espéces proches de 'lHomme, ne permet pas de distinguer de signal spécifique
et a l'inverse, les poissons ne permettent pas de mettre en évidence toutes les régions conservées. On peut toutefois noter une
conservation limitée des séquences pour les génes GYPB et GYPE pour certains primates.
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Encadré 2. Les techniques de séquengage Sanger et NGS (Next Generation Sequencing), ou séquencgage paralléle.

Les techniques de séquengage actuellement utilisées tirent parti de la structure en double hélice de 'ADN, qui permet la copie fidéle de la
séquence du génome lors de la réplication cellulaire. Les lectures obtenues par la technique de Sanger sont de I'ordre de 1000 paires de
bases (pb*), tandis que par les NGS, elles sont de I'ordre de 75 a 100 pb* (lllumina ou ABI Solid) ou 500-800 pb* (Roche 454). La technolo-
gie produisant les lectures les plus courtes est aussi celle qui permet de produire le plus de lectures (plusieurs millions simultanément) et
une quantité de séquence plus importante. Le taux et le type d’erreur va varier selon la technologie NGS, mais n’est a ce jour pas aussi bas
gu’en séquengage Sanger.

A : Afin de produire un signal d’intensité suffisante pour étre détecté, il est nécessaire de réaliser de nombreuses copies du fragment a
séquencer. Un ensemble de fragments préts a étre séquencés est une banque d’ADN.

A1 : Le séquencgage par la méthode de Sanger nécessite que les fragments d’ADN soient amplifi€és dans des clones bactériens, impliquant
des étapes de culture individuelle pour chaque fragment. Une alternative est I'amplification individuelle des fragments par PCR.

A2 : Pour le séquencage paralléle, des molécules uniques d’ADN regoivent des adaptateurs ADN de séquencage par ligation, puis sont iso-
Iées soit par fixation sur des microbilles, soit directement sur un support solide plan. Une PCR directement sur le support solide ou sur I'en-
semble des billes, permet alors d’amplifier chaque molécule spécifiquement. Dans le cas de I'amplification sur billes, les billes sont alors
ensuite immobilisées sur un support plan.

A : Préparation des banques de séquengage
A1 : Séquencage selon la méthode de Sanger
B 2 )
%) b = 00 . - = | ‘ ] | 3 .
J 00 ‘ |

Fragmentation du génome (rouge) et insertion Transformation de bactéries, Culture de colonies isolées et o .
dans un vecteur (plasmide) de clonage (gris) isolement sur boites de pétri préparation de I’ADN Réaction de séquence

A2 : Sequencgage paralléle «Next Generation Sequencing» (NGS)

Qﬁ
:;,é‘ 9
=

=3

@
1%
4 - = ‘u Fixation d’une molécule PCR Immobilisation
= —— d’ADN par bille des billes
w m ——
¥ —

- Ty -
ra W o 3
Fragmentation du génome et Réaction de séquence
ligation d’adaptateurs

Fixation des
molécules d ’ADN

B1 : Un oligonucléotide de synthése complémentaire a la séquence du vecteur de clonage sert d’'amorce pour la copie de l'insert a séquen-
cer, réalisée a I'aide d’'une polymérase. L'incorporation aléatoire de bases modifiées (ddNTP) provoque l'arrét de I'élongation. Chacun des
4 ddNTP étant marqué avec un fluorophore différent, la détection est réalisée automatiquement aprés séparation des fragments synthétisés
selon leur taille par électrophorése capillaire. L'ordre de passage des fragments détermine la séquence.

1: Séquengage Sanger fluorescent
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B2 : Les fragments d’ADN amplifiés et immobilisés sur support solide sont lus simultanément en plusieurs cycles. A chaque cycle, une seule
base est incorporée et une image de I'ensemble des fragments est réalisée.

B2 : Séquencgage paralléle
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C : Il est possible de produire des lectures de séquence appariées. Dans le cas du séquengage Sanger, la distance entre les lectures va

dépendre du vecteur de clonage utilisé : 2 a 10 kb* pour des plasmides* ; 100 a 300 kb* pour des BAC* et 40 kb* exactement pour des fos-
mides*. Les lectures appariées peuvent étre produite de maniére directe, avec une distance entre lectures de 200 & 500 pb* (lllumina) et de

maniére indirecte (non montré), avec une distance allant de 3 a 10 kb* (lllumina) ou jusqu’a 40 kb* (Roche 454).

C : lectures appariées

AN
N\
R

Sanger : lectures de 1 kb ;
distance : 2 a 300 kb.

NGS (lllumina) : lectures de 100 pb ;
distance : 150 a 500 pb.

Le principe de la nouvelle génération
de séquenceurs, dite NGS (Next
Generation Sequencing) est le séquen-
cage paralleéle d’un trés grand nombre
de fragments (de I'ordre du million)
d’ADN immobilisés, par lecture des
bases au fur et a mesure de leur incorpo-
ration. Ces séquenceurs NGS sont utili-
sés soit en appui au séquengage clas-
sique, soit comme seule source de
données. Dans ce dernier cas, bien que
les profondeurs de séquengage prati-
quées soient de 1’ordre de 60 X voire
plus, les scaffolds* obtenus sont plus
courts qu’avec le séquengage classique
et ne sont pas assignés a priori a des
chromosomes. Ils constituent néan-
moins une source importante d’infor-
mations sur les génes présents dans une
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espéce ou sur le polymorphisme, d’au-
tant que ces données sont le plus sou-
vent complétées par le séquencage
d’EST* (Expressed Sequence Tags)
pour I’annotation structurale* et le
séquengage d’individus multiples ou de
populations pour la recherche de SNP*,
d’insertions-délétions (InDels*) ou
d’autres variations nucléotidiques. Les
scaffolds peuvent cependant étre inté-
grés apres leur constitution a des cartes
génétiques, d’hybrides irradiés et/ou
physiques.

3.4 / Stockage, présentation des

données

Les données de séquences de géno-
mes complets sont stockées dans les

bases de données internationales :
DDBJ/EMBL/GenBank, qui sont trois
sites miroir respectivement au Japon,
aux USA et en Europe. Pour la visuali-
sation des données de séquence et
d’annotation* (position des geénes,
fonctions, similarités entre espéces,
polymorphisme...), il existe trois
principaux browsers de génome :
Ensembl (http://www.ensembl.org/
index.html) (figure 1), UCSC (http:
//genome. ucsc.edu/) (figure 1) et
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/mapview/). Selon le type
d’analyse que I’on voudra effectuer et
les informations que [’on voudra
retirer, 1’un ou 1’autre de ces sites
sera le plus approprié.
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La plupart des mises a jour de ver-
sions d’assemblage de génomes cor-
respondent a des évolutions faisant suite
a D'intégration de données nouvelles :
augmentation de la profondeur, change-
ment de technologie de séquengage,
séquencage de finition, etc. D’autres
améliorations dans les assemblages sont
dues aux évolutions des algorithmes
d’assemblage, tenant mieux compte des
problémes dus a I’ADN répété et aux
duplications de séquences. Par exemple
deux versions de I’assemblage du géno-
me de la vache ont été publi¢es simulta-
nément a partir des mémes données de
séquence, ce qui souléve un point
important concernant leur disponibilité,
avec le probléme du choix d’un génome
de référence qui sera le seul disponi-
ble actuellement dans les browsers
Ensembl et UCSC. Ce point avait déja
été soulevé lors de la publication du
génome de la souris, pour lequel deux
logiciels d’assemblage : Arachne et
Phusion avaient été utilisés. L’assem-
blage de référence produit par Arachne
avait alors été choisi en raison d’une
continuit¢ (N50) plus grande des
séquences a précision comparable
(Waterston et al 2002). Bien que cer-
tains browsers de génomes présentent
actuellement toujours les anciennes ver-
sions des assemblages avec les nouvel-
les, il n’est pas possible de visualiser de
maniére simple deux versions pour une
méme espece. Ce probléme deviendra
d’autant plus important que les données
de re-séquengage de génomes commen-
cent a affluer et qu’il faudra aussi tenir
compte du polymorphisme d’insertions-
délétions et d’inversions. Quoi qu’il en
soit, I’échange de données sera difficile
en ’absence d’un systéme de coordon-
nées stable (Church et Hillier 2009).

4 / Les especes d’élevage

Les especes d’intérét agronomique
ont été séquencées a des époques diffé-
rentes, en fonction de leur intérét biolo-
gique ou de leur importance écono-
mique. Il s’ensuit une variété de
situations tant du point de vue des stra-
tégies utilisées que de la qualité des
résultats obtenus. Ne sera décrite ici,
pour les espéces qui nous intéressent,
que la production d’une séquence de
référence. Cependant, les programmes
de séquengage d’un génome s’accom-
pagnent le plus souvent de la recherche
de SNP* et de séquengage de transcrits
pour I’annotation*.

Bovins (Bos taurus) - Les publica-
tions traitant de I’assemblage du géno-
me du bovin démontrent bien toute la
difficulté qu’il y a, de reconstituer un
génome a partir des données brutes de
séquence. En effet, un des assembla-
ges : Btau 4.0 (Liu et al 2009), qui est

celui reconnu comme étant la référence
et est trouvé dans les browsers de géno-
mes Ensembl et UCSC, est basé unique-
ment sur les lectures WGS* et de clones
BAC*, assemblées a 1’aide de la suite
de programmes Atlas (Havlak et al
2004). Cet assemblage est placé sur les
chromosomes en utilisant les données
de cartographie et est notamment
controlé par la cartographie génétique™
de plus de 17 000 SNP*, dont 99,2%
sont positionnés correctement. L’autre
assemblage : UMD3 (Zimin et al 2009),
utilise les mémes données brutes et des
algorithmes d’assemblage différents.
De plus, D’orientation de certains
contigs*, voire leur assignation chromo-
somique, a été réalisée par alignement
sur la séquence humaine, afin d’étendre
la couverture de la séquence. Au final,
2,65 Gb de séquence sont assignés aux
chromosomes pour UMD?3, contre 2,47
pour Btau 4.0 et seul UMD3 contient
de la séquence pour le chromosome X.
Les valeurs contig* N50 sont de 93,1 et
103,7 kb* respectivement. Il existe de
plus des régions en désaccord entre les
deux assemblages. Un projet de séquen-
cage du buffle est en cours.

Porc (Sus scrofa) - Ne pouvant pas
bénéficier d’un financement global pour
le séquencage, le consortium pour le
séquengage du génome du porc s’est
tourné vers une approche de séquengage
de clones BAC* sélectionnés apres car-
tographie FPC* (Humphray et al 2007).
Cette approche a permis d’obtenir une
séquence avec une profondeur de 4 X
tout en optimisant la couverture.
Depuis, des lectures en WGS* Illumina
(30 X) ont été générées (BGI : Beijin
Genomics Institute, Chine et Sanger
Institute, UK) (Archibald et al 2010a).
La séquence s’appuie sur des cartes,
notamment des cartes RH (INRA).

Mouton (Ovis aries) - En comparai-
son avec les bovins, les ressources
financiéres disponibles pour le séquen-
cage du génome du mouton sont limi-
tées. Cependant, les données de carto-
graphie générées par les divers groupes
travaillant sur la génétique moléculaire
de cette espéce ne sont pas négligeables
(Archibald et al 2010b), comprenant
des cartes génétiques et d’hybrides irra-
diés*, plusieurs centaines de milliers de
SNP*, ainsi qu’un génome virtuel
assemblé grace a des séquences d’extré-
mités de BAC* alignées sur les géno-
mes humain, bovin et du chien
(Dalrymple et al 2007). Le séquencage
est principalement réalisé au BGI (75 X
paired-end* d’une brebis Texel;
banques de 170 pb* a 40 kb*) et a ARK
genomics, UK (45 X d’un bélier Texel
qui avait servi a la construction d’une
banque BAC* ; inserts de 200 a 500
pb* ; mate-pairs* 3 a 8 kb* prévus). Un
assemblage primaire est prévu a

I’aide des données de séquengage de la
brebis et les données du bélier serviront
a combler les trous, a identifier des
SNP* et commencer 1’étude du chromo-
some Y.

Chévre (Capra aegagrus) - Malgré
une importance moindre dans le monde
des ruminants du moins dans les pays
développés, de nombreux travaux ont
permis 1’établissement de cartes géné-
tiques et la constitution et la caractérisa-
tion de banques de clones BAC*. Un
séquencgage du génome est prévu au
BGI et son assemblage pourra s’ap-
puyer sur les cartes existantes.

Cheval (Equus caballus) - La
séquence a été réalisée par la technique
de Sanger* par le Broad Institute, avec
production de lectures d’extrémités de
plasmides* de 4 kb* (5X), de 10 kb*
(1,4X), de fosmides* de 40 kb* (0,4X)
et d’extrémités de BAC* (Wade et al
2009). Le chromosome 11 a un centro-
mere récent sans ADN satellite. Le dés-
équilibre de liaison est intermédiaire
entre celui observé chez ’Homme et le
chien et des haplotypes de grande lon-
gueur sont conserveés entre races.

Lapin (Oryctolagus cuniculus) -
Bien que pouvant étre considéré comme
une espece de moindre importance du
point de vue agronomique, le lapin est
utilisé dans le domaine biomédical. Son
génome n’a pas été sélectionné au début
pour un séquencage complet, mais sa
position phylogénétique lui a permis
d’étre sélectionné avec les 24 autres
espéces du programme «Mammalian
Genome project» pour un séquencage
«low-coverage» de 2X de profondeur
(données consultables dans les archives
Ensembl). Cette production initiale a été
suivie depuis par un séquencage avec
une profondeur de 7X (Ensembl).
L’amélioration des statistiques de conti-
nuité est notable : contig* N50 est passé
de 3,2 a 64,6 kb* et scaffold N50 de 54
kb* a 35,3 Mb*. L’INRA participe par
I’intégration de données de cartogra-
phie, principalement de clones BAC*
localisés par FISH* (Chantry-Darmon
et al 20006) et a travers la cartographie
du CMH. Un projet de détection de
SNP* auquel participe I’'INRA est coor-
donné par N. Ferrand (Porto, Portugal)

Volailles - Outre les intéréts biolo-
giques et agronomiques pour lesquels
les oiseaux sont séquencés, le fait qu’ils
aient des caryotypes stables et que trois
stratégies différentes ont été employées
pour I’assemblage de leurs génomes
nous éclaire sur leur influence sur la
qualité des résultats.

La poule (Gallus gallus) est le pre-

mier animal de rente a avoir été séquen-
cé en raison de sa position phylogéné-
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tique, comme premier représentant des
oiseaux et avec comme intérét pratique
I’annotation* du génome humain
(Hillier et al 2004). Sa séquence a été
mise a jour en 2006. Cette séquence est
réalisée par la méthode de Sanger* et
s’appuie sur des cartes génétiques, RH
(INRA) et FPC*. A ce jour, les statis-
tiques de qualité sont: plus grand
contig®* = 442 kb* ; plus grand scaffold
=33 Mb* ; contig®* N50 =36 kb* ; scaf-
fold N50 = 7,1 Mb¥*. La séquence de la
dinde (Meleagris gallopavo) vient
d’étre publi¢e (Dalloul et a/ 2010) en
utilisant une combinaison de deux tech-
niques NGS: Roche 454 et Illumina
GAII, s’appuyant sur une carte FPC* et
une carte génétique. L’analyse des don-
nées montre que 4,6% de 1’assemblage
ne sont couverts que par une seule des
technologies (2,3% chacune), suggérant
I’intérét de 1’utilisation systématique
des deux plates-formes pour I’assem-
blage de futurs génomes. Cependant, la
taille des contigs™ et scaffolds* est infé-
rieure a celles obtenues pour la poule en
Sanger* (plus grand contig* = 90 kb* ;
plus grand scaffold = 9 Mb* ; contig*
N50 = 12,6 kb*; Scaffold N50 =
1,5 Mb*). Les estimations de colt
sont de plus de $10 millions pour la
poule et de moins de $250 000 pour la
dinde.

Les microchromosomes, spécificité
des génomes aviaires, sont mal couverts
voire absents pour les trois génomes
d’oiseaux publiés : poule, diamant man-
darin et dinde.

Un séquencage du canard (4nas pla-
tyrhynchos) entiérement réalisé en
[llumina GAII (BGI, Chine) et assemblé
sans 1’appui de cartes est en cours
d’analyse. Les scaffolds* sont de petite
taille (plus grand contig®* = 263,7 kb* ;
plus grand scaffold = 5,9 Mb*, contig*
N50 = 26 Kb* et scaffold N50 =
1,2 Mb*) (Y. Huang communication per-
sonnelle). Finalement, la production de
données pour la caille vient d’étre
initiée avec 15 X produits en Illumina
GAIIl (D. Burt communication person-
nelle).

Poissons - Les génomes de cinq
especes de poissons présentant des inté-
réts pour la biologie fondamentale ont
rapidement été séquencés. Le fugu
(Takifugu rubripes) et le tétraodon
(Tetraodon nigroviridis) (Aparicio et al
2002, Jaillon et al 2004) en raison de la
compaction de leur génome et avec pour
seul but I’annotation* du génome
humain (Roest Crollius et a/ 2000) ; le
médaka (Oryzias latipes) (Kasahara et
al 2007) et le poisson zebre ou zebrafish
(Danio rerio) (http://www.sanger.ac.uk/
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Projects/D_rerio/) pour leur intérét en
biologie du développement et 1’épino-
che (Gasterosteus aculeatus) (http:/
/www.broadinstitute.org/models/stic-
kleback) pour I’étude de nombreux
caracteres en relation avec la spéciation.

Plus récemment, des projets de
séquencage d’especes d’intérét agrono-
mique ont été entrepris :

- Tilapia du Nil (Oreochromis niloti-
cus) : séquengage 7 X (Broad Institute,
USA) ; cartes génétiques (Cnaani et al
2004) ; cartes physiques (Katagiri et al
2005) ;

- Bar (loup) (Dicentrarchus labrax) :
séquence d’extrémités de BAC* ali-
gnées sur la séquence de I’épinoche,
recherche de SNP*, séquengage 3 X en
Sanger*, 3 X en Roche 454 et 20 X en
[llumina (Kuhl et al 2010a, 2010b) ;
cartes RH (Guyon et a/ 2010) ;

- Morue de I’atlantique ou cabillaud
(Gadus morhua) : carte génétique*
(Hubert ef al 2010) et séquengage 15 X
Roche 454 en cours, suivi de paired-
ends* en Sanger* (Johansen et al
2009) ;

- Poisson chat (Ictalurus punctatus) :
cartes génétiques, physiques (BAC¥),
séquencage NGS commencé (USDA,
USA) (Liu 2010) ;

- Saumon atlantique (Salmo salar) :
cartes génétiques, SNP*, clones BAC*
(Lorenz et al 2010), séquengage prévu
4 X d’extrémités de plasmides*, fosmi-
des* et clones BAC* (janvier 2011,
Beckman Coulter), suivi de séquengage
NGS et intégration avec les cartes géné-
tiques et de clones BAC* (Davidson et
al 2010) ;

- Truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss) : cartes génétiques (Guyomard
et al 2006, Rexroad et al 2008), cartes
physiques (Palti et al 2009, 2011),
séquences d’extrémités de BAC*
(Genet ef al 2011). Le séquengage est en
cours (INRA et Genoscope, France).

Les distances évolutives existant
entre les diverses especes de poisson
sont trés importantes et limitent les pos-
sibilités d’alignement d’un génome sur
I’autre. Le séquencage d’une espéce
doit donc étre complet et ancré sur des
cartes. Par exemple, la divergence entre
le saumon et la truite arc-en-ciel, deux
espéces qu’on considére comme pro-
ches, est estimée a 75 millions d’années,
et est de plus de 200 millions d’années
entre les salmonidés et le plus proche
des cinq premiers poissons séquencés
(Palti et al 2009). En comparaison, la
divergence entre mammiféres est
souvent inférieure a 100 millions d’an-
nées.

5 / Utilisation des séquences
génomiques

Lutilisation d’une séquence de géno-
me est devenue indispensable pour les
recherches en génomique et des retom-
bées pratiques sont déja présentes pour
certaines especes.

5.1/ Structure du génome, génes,
annotation®, expression

Le but premier de la séquence com-
pléte d’un génome est de réaliser un
inventaire complet des génes d’une
espece. Cependant, la séquence seule
n’est qu'une suite de lettres et la détec-
tion des génes passe par des méthodes
faisant appel pour la plupart a des don-
nées supplémentaires telles que la
séquence de transcrits et d’EST* ou la
comparaison de séquences entre espe-
ces. L’alignement de séquences de
transcrits sur le génome permet de repé-
rer les exons* et donc les genes, tandis
que la comparaison des génomes de plu-
sieurs especes permet la mise en éviden-
ce des séquences conservées et donc la
détection de geénes, mais aussi de
séquences non-codantes biologique-
ment importantes telles que les génes
non-codants ou les régions régulatrices.
La connaissance de la séquence du
génome et son annotation permet donc
de proposer rapidement des listes de
genes candidats lors des approches de
clonage positionnel basées sur leur pro-
ximité physique avec des marqueurs
génétiques liés a des caractéres d’inté-
rét.

Un apport important de I’assemblage
de génomes, est de permettre d’accéder
aux séquences régulatrices des genes,
qui peuvent étre souvent impliquées
dans la variation de caracteres phénoty-
piques en modulant les niveaux d’ex-
pression.

5.2 / Génétique, sélection, ges-
tion des populations

La détection de variations interindivi-
duelles de séquences, ou polymorphis-
me, est réalisée en alignant des séquen-
ces d’individus ou de mélanges
d’individus de populations différentes
sur la séquence de référence. Les diffé-
rences ainsi détectées sont pour la plu-
part de type SNP*, mais peuvent égale-
ment étre de courtes insertions ou
délétions nucléotidiques (Indels*), des
variations du nombre de copies de
séquences pouvant ou non contenir des
geénes (CNV*), voire des inversions de
fragments de séquence de courte taille
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ou pouvant aller jusqu’a plus d’un Mb
(Bansal et al 2007) (Encadré 1E). La
plupart des polymorphismes n’ont pas
ou peu de conséquences phénotypiques,
mais leur étude détaillée permet d’une
part de détecter puis de préciser les
régions du génome impliquées dans
I’expression de caractéres phénoty-
piques et d’autre part de comprendre
I’historique des populations naturelles
ou sélectionnées (variations d’effectifs,
sélection, migrations, croisements...).
Ainsi, les études de re-séquencage de
populations pour 1’étude du polymor-
phisme permettent maintenant de détec-
ter des régions du génome ayant subi
des pressions de sélection importantes,
au point d’entrainer une diminution
locale de la variabilité. Par exemple,
une étude récente de re-séquencage de
mélanges d’ADN génomique d’indivi-
dus de lignées de poules de chair et de
ponte, ainsi que de poule de jungle, a
permis d’obtenir une résolution allant
jusqu’au niveau du géne pour des génes
sélectionnés depuis la domestication de
la poule, tels que le géne BCDO?2,
responsable de la coloration jaune de la
peau ou le géne TSHR, connu pour son
implication dans le contrdle photopério-
dique de la reproduction. D’autres
genes potentiellement impliqués dans
les différences entre les lignées de type
chair et ponte, dont certains co-localisés
avec des QTL ont été mis en évidence
dans cette étude (Rubin et al 2010).

La détection de plusieurs millions de
SNP* puis leur intégration dans des
outils de génotypage a grande échelle et
a colt raisonnable permettent de mettre
en ceuvre des méthodes de sélection pre-
nant en compte I’information molécu-
laire, telle que la sélection génomique
ou GWMAS (Genome Wide Marker
Assisted Selection).

5.3 / Conservation évolutive,
phylogénomique

La comparaison simultanée des géno-
mes de plusieurs espéces permet la
détection de séquences plus ou moins
bien conservées au cours de I’évolution.
En effet, deux facteurs majeurs agissant
sur le degré de conservation de séquen-
ces d’ADN sont d’une part la distance
phylogénétique entre les especes étu-
diées : plus deux espéces sont éloi-
gnées, plus leurs séquences seront diffé-
rentes du fait des mutations, et d’autre
part la pression de sélection agissant sur
la vitesse d’évolution des séquences du
fait de leur importance fonctionnelle. Le
plus souvent, cette pression de sélection
sera négative, empéchant la diversifica-
tion des séquences par mutation, afin de
conserver les fonctions vitales. Il existe
cependant des pressions de sélection
positives, tendant a favoriser la diversi-
fication des séquences.

Typiquement, les signaux de conser-
vation détectés entre especes éloignées,
telles que les poissons et les mammife-
res, correspondront le plus souvent aux
exons* de genes (Roest Crollius et al
2000), permettant la détection des nom-
breux genes pour lesquels la conserva-
tion structurale et fonctionnelle des pro-
téines codées est nécessaire. Cependant,
a ce niveau de distance phylogénétique,
seule une faible part de la séquence des
génomes pourra effectivement étre ali-
gnée, entralnant une sensibilité relative-
ment faible de détection (tous les génes
ne seront pas détectés). A l’inverse,
entre especes trés proches telles que des
primates, les séquences d’ADN n’au-
ront pas encore eu le temps de diverger
par mutations et bien que la sensibilité
sera ¢élevée, les séquences s’alignant
avec un fort taux de similarité sur une
part importante du génome, la réalité
biologique de ces alignements et donc
leur spécificité sera faible : une conser-
vation élevée de séquence entre deux
especes de primates ne sera pas forcé-
ment un bon indicateur de 1I’importance
de sa fonction. Des espéces intermédiai-
res peuvent étre utilisées et en utilisant
un plus grand nombre d’espéces pro-
ches et des alignements multiples, le
cumul des séquences permet la détec-
tion d’un signal phylogénétique (figu-
re 7). Certain génes sont mieux conser-
vés que d’autres au cours de 1’évolution
et la vitesse d’évolution des génes peut
appuyer une hypothése que 1’on aura sur
leur type de fonction. Par exemple, les
genes impliqués dans des fonctions
métaboliques de base ont tendance a
varier moins rapidement au cours de
I’évolution que d’autres impliqués dans
les mécanismes de résistance aux patho-
genes, qui auront une évolution plus
rapide. Parfois, des régions en dehors de
genes connus sont trés conservées, sug-
gérant une importance fonctionnelle
autre : géne non-codant, région régula-
trice, etc. (figure 7).

Les comparaisons de génomes inter-
espéces permettent également de mettre
en évidence des différences de composi-
tion en geénes. Des génes pourront &tre
absents chez certaines espéces, suggé-
rant une perte de la fonction correspon-
dante, des familles de génes subiront
des expansions ou des contractions du
nombre de leurs membres. Bien que ces
différences puissent suggérer des pistes
sur les différences physiologiques entre
espeéces ou sur les fonctionnalités de
genes, il faut avoir a I’esprit que les
séquences de génomes peuvent étre
incomplétes et il faut le plus souvent
appuyer une analyse préliminaire par
des travaux plus poussés tels que 1’ana-
lyse des génes voisins sur la séquence
et/ou le re-séquencage des régions
concerneées.

5.4 / Epigénétique

Pour une espéce, un individu donné,
un méme génome permet d’exprimer
une multitude de phénotypes cellulaires.
En effet, lors de la différenciation, le
méme génome exprimera un répertoire
différent de génes en fonction des tis-
sus, de la réponse a des signaux internes
a D’organisme, ou venant de 1’environ-
nement. Ces variations de répertoire
exprimé sont le plus souvent dues a des
modifications autour du génome (modi-
fications épigénétiques) et non a des
modifications de la séquence (sauf dans
de trés rares cas, tels que les recombi-
naisons somatiques V(D)J des génes des
immunoglobulines). Un mécanisme €pi-
génétique fréquent et facile a aborder,
griace a des techniques de séquengage
spécifiques permettant de repérer les
bases méthylées, est le niveau de
méthylation de I’ADN, qui joue un rdle
dans la conformation de la chromatine
et I’accessibilité de I’ADN aux facteurs
de transcription. En particulier, des
dinucléotides CpG dans des promoteurs
de genes, dont les cytosines ne sont pas
méthylées, suggerent un état potentiel-
lement actif (Jammes et Renard 2010).
D’autres marques épigénétiques impor-
tantes sont les états d’acétylation et de
méthylation des histones, autours des-
quels ’ADN est enroulé. Des tech-
niques d'immuno-précipitation d’ADN
a I’aide d’anticorps spécifiques des dif-
férents états des histones, suivies de
séquengage, permettent d’étudier préci-
sément les différents états possibles de
la chromatine et nécessitent 1’aligne-
ment sur un génome de référence.

Conclusion

Les techniques de séquencage sont en
évolution constante et les progres réali-
sés pour les especes d’intérét agrono-
mique, sont tres rapides. Cependant, le
degré de finition pour chacune des espe-
ces sera variable en fonction de la tech-
nologie utilisée, mais aussi de la possi-
bilit¢ de générer et d’intégrer des
données de cartographie. Chaque tech-
nique de cartographie des génomes a ses
avantages et inconvénients et participe a
I’assignation chromosomique, 1’ordon-
nancement des séquences le long des
chromosomes, la détection et la correc-
tion d’erreurs, etc.

En plus du séquencage de nouvelles
especes, les technologies de séquencage
paralléle permettent, grace a une dimi-
nution des cofts, aux volumes de don-
nées produits et au développement de
logiciels appropriés, d’envisager le re-
séquengage de génomes en multipliant
les individus, groupes d’individus ou
populations analysés, qui seront compa-
rés aux génomes de référence. Ceci
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ouvre des perspectives nouvelles, per-
mettant par exemple de voir les effets de
la sélection sur la structure des géno-
mes, pointant directement dans certains
cas vers les génes sélectionnés. En
revanche, la masse de données produi-
tes pose la question de leur stockage et
traitement informatique.

L’évolution des techniques de séquen-
cage est rapide et la capacité des
séquenceurs paralléles croit rapidement,
nécessitant des adaptations fréquentes
tant au niveau de la production des don-
nées, qui nécessite une technicité certai-
ne pour la production des banques de
séquengage et 1’utilisation des séquen-
ceurs, qu’au niveau de leur analyse par
utilisation de logiciels développés trés
récemment et en constante évolution.
Au niveau de la stratégie a adopter pour
un projet de séquencage, de nombreuses
options sont possibles, en fonction de la
question posée et des moyens disponi-

bles, tant financiers que biologiques
(disponibilité des échantillons). Le
séquengage de novo posera des proble-
mes différents du re-séquencage avec
alignement sur un génome de référence.
L’alignement sur un génome de référen-
ce nécessitera des analyses plus ou
moins sophistiquées, selon qu’il s’agis-
se de la méme espéce ou d’une espéce
plus ou moins proche. Le séquengage
paralléle sera utilisé de plus en plus
pour les études d’expression de génes
(RNAseq) par séquencage de transcrits,
ce qui pose de nouveau des problémes
spécifiques de définition des plans d’ex-
périence tels que le nombre d’échan-
tillons, de répétitions, ainsi que des pro-
blemes spécifiques pour ’analyse des
données, tels que les normalisations, la
prise en compte des exons, de la couver-
ture partielle des transcrits et de  1’€pis-
sage alternatif. Ces études de RNAseq
permettront d’améliorer notablement
I’annotation structurale et fonctionnelle

Glossaire

des génes, ainsi que d’aborder au niveau
du génome des questions nouvelles
telles que la détermination de 1’origine
parentale des transcrits exprimés (sont-
ils plus exprimés a partir du chromoso-
me d’un des deux parents).

Finalement, une troisiéme génération
de séquenceurs est annoncée, produi-
sant les données de séquencage en
temps réel, c'est-a-dire au fur et a mesu-
re que I’ADN polymérase incorpore des
nucléotides, ou lors du passage d’une
molécule d’ADN a travers une nano
pore. Cette nouvelle génération de
séquenceurs, si elle tient ses promesses,
devrait entrainer une nouvelle diminu-
tion des colts, ’obtention beaucoup
plus rapide des données de séquence et
des lectures plus longues. Ceci pourrait
ouvrir les possibilités d’utilisation du
séquengage comme outil de diagnostic
et permettre la recherche de génotypes
de variants rares dans des populations.

Annotation structurale : repérage des coordonnées des diverses structures dans le génome, telles que les génes.

Annotation fonctionnelle : renseignements sur les fonctions des séquences, le plus souvent pour les génes.

BAC : Bacterial Artificial Chromosome. Vecteur de clonage permettant 1’obtention de clones bactériens contenant un
grand fragment d’ADN génomique (taille > 100 kb*). Les BAC assemblés en contigs* sont a la base des cartes physiques
du génome.

Carte cytogénétique : carte des chromosomes. Réalisée par localisation visuelle (FISH*) au microscope de fragments
d’ADN sur les chromosomes au stade métaphase de la mitose.

Carte d’hybrides irradiés : réalisée en testant par PCR la présence ou 1’absence de fragments d’ADN dans une collec-
tion de clones d’hybrides irradiés (RH*). Deux fragments d’ADN sont proches sur le génome s’ils sont trouvés fréquem-
ment dans les mémes clones.

Carte génétique : obtenue par 1’étude de la ségrégation dans des familles ou des populations, de marqueurs polymor-
phes, soit moléculaires, soit phénotypiques, deux séquences étant d’autant plus proches qu’elles sont souvent transmises
ensemble lors de la méiose.

Clonage positionnel : stratégie visant a identifier un géne responsable de 1’expression d’un phénotype en utilisant des
informations de position sur le génome.

Contig : ensemble de clones (le plus souvent des BAC*) ou de lectures de séquence ordonnés grace a des informations
sur leur parties chevauchantes.

Cosmide : vecteur de clonage permettant 1’obtention de clones bactériens contenant des fragment d’ADN génomique de
taille avoisinant les 50 kb*.

CNYV : Copy Number Variation. Polymorphisme du génome correspondant a la variation du nombre de copies d’une
séquence, pouvant dans certains cas contenir un ou plusieurs genes.

EST : Expressed Sequence Tag. Séquences étiquettes (partielles) de transcrit, obtenues par séquengage aléatoire d’ARN.

Expression génique : études visant a estimer le niveau de production (expression) des génes en fonction d’états physio-
logiques ou de tissus différents.

Exon : fraction de la partie codante d’un géne eucaryote. Les geénes des organismes eucaryotes sont le plus souvent frac-
tionnés en plusieurs séquences d’ADN dans le génome, les exons, séparés entre eux par d’autres séquences (introns*).

FISH : Fluorescent In Situ Hybridisation. Hybridation de sondes d’ADN marquées a 1’aide d’un fluorochrome, sur des
chromosomes au stade métaphase de la mitose. Permet la réalisation de la carte cytogénétique.

Fingerprinting : technique permettant d’estimer trés grossiérement la similarité entre des séquences d’ADN sans les
séquencer, par la comparaison des longueurs de bandes produites par des enzymes de restriction coupant I’ADN a des
sites précis.
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Fosmide : vecteur de clonage permettant I’obtention de clones bactériens contenant des fragment d’ADN génomique de
taille déterminée et égale a 40 kb*.

FPC : FingerPrint Contig*. Contig* de clones (généralement des BAC*) ordonnés par la technique du fingerprinting,
afin d’obtenir une carte physique du génome.

Homologues : séquences similaires en raison d’une origine évolutive commune.

Hybride irradié : cellule hybride obtenue par fusion entre cellules hote d’une espéce et donneuse d’une autre espéce,
contenant une fraction aléatoire du génome de ’espéce donneuse, aprés cassures par irradiation, reconstitution aléatoire
de chromosomes ou insertion dans des chromosomes de la cellule hote et rétention partielle. Deux séquences proches sur
le génome sont en probabilité dans les mémes clones RH, tandis que deux séquences distantes ont une probabilité faible

d’étre conservées ensemble.

Indel : Insertion-deletion. Polymorphisme de présence ou absence d’un ou plusieurs nucléotides.

Intron : séquence non-codante dans les génes, séparant les exons, qui codent pour une protéine.

Kb : kilobase ; séquence de mille paires de bases (pb*).

Mate-pair

Mb : mégabase ; séquence d’un million de paires de bases (pb*) de longueur.

: séquences appariées (1 a 10 kb* de distance), produites en circularisant les fragments d’ADN, puis par
séquengage a travers le point de jointure.

Paired end : séquences appariées produites par la lecture des deux extrémités de courts fragments d’ADN (moins de
500 pb dans le cas des nouvelles technologies de séquencage).

Paralogues : séquences homologues* résultat de la duplication d’une séquence ancestrale dans le génome. Il s’agit de
deux (ou plus) séquences similaires par homologie dans un méme génome.

Pb : paire de base ; unité de séquence d’ADN, représentée par une base et sa complémentaire-inverse sur I’autre brin.

Phylogénomique : utilise les méthodes de la génomique et de la phylogénie. Par la comparaison de génomes entiers,
permet de mettre en évidence des pertes et gains de génes dans les génomes, ainsi que leur variabilité moléculaire, afin
(entre autres buts) d’aider a prédire leur fonctions.

Plasmide : vecteur de clonage permettant I’obtention de clones bactériens contenant des fragment d’ADN génomique de
taille allant de 500 pb* a 10 kb* environs.

Orthologues : séquences homologues* entre deux espéces.
RH : Radiation Hybrid (hybride irradié*)

Sanger (méthode de) : Méthode de séquengage publiée en 1977 (Sanger et al 1977) et encore utilisée de nos jours avec
les séquenceurs a électrophorese capillaire.

Scaffold : ensemble de contigs® de séquence reliés entre eux par des informations apportées par des lectures appariées

(mate-pairs* ou paired-ends™).

Supercontig : nom alternatif pour les scaffolds*.

SNP : Single Nucleotide Polymorphism. Polymorphisme ponctuel de nucléotide : substitution d’une base par une autre

dans une séquence.

WGS : Whole Genome Shotgun. Production de lectures de séquence d’un génome entier de maniére aléatoire.
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Résumé

Depuis la premiére publication du génome humain en 2001, les génomes de nombreuses espéces animales d’intérét agronomique ont
été séquencés ou sont en cours de séquencage. Apres la réalisation de ’assemblage des génomes pour les espéces majeures par la
méthode de Sanger* et des séquenceurs capillaires, la nouvelle génération de séquenceurs paralléles (NGS : Next Generation
Sequencing) permet maintenant le séquencage rapide et a bas coiit d’'un nombre bien plus grand d’espéces. Un rappel sur les divers
principes du séquencage et de I’assemblage des génomes, permettant de mieux comprendre leurs avantages et leurs limites, est suivi
d’une description de I’état d’avancement de la connaissance des génomes des animaux d’intérét agronomique. Finalement, quelques
exemples de domaines d’utilisation des génomes assemblés sont rapidement décrits.

Abstract

Current state of genome sequencing in animal species

Since the first publication of the human genome in 2001, many animal species of agronomic interest have been sequenced or are being
sequenced. After the production of genome assemblies by the Sanger* method with capillary sequencers, the new generation of
parallel sequencing machines (NGS : Next Generation Sequencing), now allows the rapid production of assemblies for a much
larger number of species at low cost. An overview of the diverse principles of sequence production and assembly, highlighting their
advantages and limits, is followed by a description of the state of progress of the knowledge in animal species of agronomic impor-
tance. Finally, a few examples of application areas of genome assemblies are described.

VIGNAL A., 2011. Etat actuel du séquengage et de la connaissance du génome des especes animales. In : Numéro spécial,
Amélioration génétique. Mulsant P., Bodin L., Coudurier B., Deretz S., Le Roy P., Quillet E., Perez J.M. (Eds). INRA Prod.
Anim., 24, 387-404.
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