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Résumé :
Le blé, une espece polyploide, a trois grands génomes A, B et D constitue un génome complexe. Ce
travail présent une recherche bibliographique sur la mise au point de la stratégie originale de
séquencage du blé et les résultats obtenus dans le cadre du projet de cartographie du genome de blé,
en utilisant les marqueurs moléculaires, les QTL a I’aide de marqueurs SNP a haut débit, banque des
mutants, et de banque des EST.

Les projet de séquencage du génome de blé qui a été commencé en 2005 par la création de

Consortium International de Séquencage du Génome du Blé . Une séquence de référence annotée
représentant le génome du blé panifiable hexaploide 21 pseudomolécules ont été analysées pour
identifier la distribution et le contexte génomique des éléments codants et non codants dans les sous-
génomes A, B et D.
Avec une estimation de couverture de 94% du génome et contenant 107 891 modeles de génes a haut
niveau de confiance, cet assemblage a permis la découverte de tissus et de stades de développement
réseaux de co-expression en fournissant un atlas des transcriptomes représentant les principales étapes
du développement du blé .

Le dynamique des familles de génes complexes impliqués dans l'adaptation environnementale
et la qualité d'utilisation finale ont été révéles a sous-génome résolution et contextualisée connus
locus agronomiques a un seul géne ou a caractére quantitatif.

Cette ressource communautaire établit la Fondation pour accélérer la recherche sur le blé et

I'application d la compréhension du blé de la biologie et de genomique de la sélection assistée.
L’ITWGSC a obtenu ce résultat en combinant toutes les ressources qu’il a générées au cours des treize
derniéres années en utilisant les méthodes classiques de construction de cartes physiques, ainsi que
les technologies de séquengages d’ADN les plus récentes. Les séquences d’ADN ont été assemblées
et ordonnées le long des 21 chromosomes en utilisant des algorithmes performants et les génes ont
été identifiés grace a des programmes bio-informatiques dédiés.

Mots clés : blé, génome, séquencage, séquence , référence, chromosome,



Abstract

Wheat, a polyploid species with three large A, B, and D genomes, is a complex genome. This work
presents a literature search on the development of the original wheat sequencing strategy and the
results obtained in the wheat genome mapping project, using molecular markers, QTL using high
throughput SNP markers, mutant Bank, and EST bank.

The wheat genome sequencing project started in 2005 with the creation of an International Wheat
Genome Sequencing Consortium . An annotated reference sequence representing the genome of
hexaploid bread wheat 21 pseudomolecules was analyzed to identify the distribution and genomic

context of coding and noncoding elements in subgenomes A, B, and D.

With an estimated coverage of 94% of the genome and containing 107,891 high-confidence gene
models, this assembly led to the discovery of co-expression network tissues and developmental stages

by providing an atlas of transcriptomas representing the major stages of Wheat Development.

The dynamics of complex gene families involved in environmental adaptation and end-use quality

were revealed at known single-gene or quantitative agronomic loci.

This community resource establishes the foundation for accelerating wheat research and the

application of wheat understanding to biology and genomics of marker-assisted selection.

The IWGSC has achieved this by combining all the resources it has generated over the past 13 years
using traditional map-building methods, as well as the latest DNA sequencing technologies. DNA
sequences were assembled and sequenced along the 21 chromosomes using efficient algorithms and

genes were identified through dedicated bioinformatics programs.

Key words: wheat, genome, sequencing, sequence, reference, chromosome
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Introduction

Le blé est une source d’alimentation essentielle pour un tiers de la population mondiale, dont 95%
correspond a du blé héxaploide (T. aestivum) est cultivé dans plus de 120 pays, sur environ 215
millions d’ha (17% des surfaces cultivées) pour une production de plus de 700

Mt/an. (Maryland, 2014).

En Algérie le blé occupe annuellement plus d’un million d’hectares et la production Algérienne reste
instable et faible d’une année a une autre, 5 134 006 tonnes pour la saison

2011- 2012 elle ne couvre que 20 a 25% des besoins du pays. (Benbelkacem, 2012) Cependant, durant
les dix dernicres années, a sept reprises, la production annuelle n’a

pas permis de satisfaire une demande en constante augmentation.

Le blé est une plante monocotylédone polyploide qui posséde six jeux de chromosomes

par cellule associant trois sous-génomes, et dont la taille (17 000 Mb) représente cinq fois celle du
génome humain et 40 fois le génome du riz. Le blé tendre (Triticum aestivum), son génome contient
21 chromosomes et plus de 120.000 génes. (Berges, 2010).

Bien que nos connaissances sur cette espece soient moins avancées que sur les plantes

modeles (arabette et riz), principalement a cause de la taille de son génome, de nombreuses
populations ont été cartographiées. Ainsi, le séquencage de génome de blé ou le décryptage de
I’information génétique contenu dans les séquences génomiques de cette céréale implique
I’établissement de la carte de référence,«ITMI map», qui comporte plus de 1500 marqueurs et

la carte composite avec plus de 3700, la diversification et la variabilité génétique en sont donc
accrues et le séquencage du génome en est plus complexe. (Anonyme, 2012).

Cette complexité en fait un bon modéele pour 1’analyse des grands génomes polyploides,

le décryptage de sa séquence a représenté un véritable défi technique et méthodologique, qui a
longtemps retardé le développement des programmes de génomique et de séquencage en

particulier.

Le séquengage est le processus utilisé pour la connaissance de la séquence d’ADN qui

est le génome contenu dans chacune de nos cellules, il contient lI'information nécessaire a
I'expression des génes, une information importante aux yeux des biologistes.

Plusieurs méthodes existent et saméliorent toujours plus avec le temps, nous en sommes
aujourd’hui a la troisieme géneration de ces outils de séquencage [4] .en effet I’evolution raide des
techniques de sequencages a permis de produire une sequence de reference du ble tendre base sur une
carte physique et dans la qualite et comparable a celle du genome du riz .



on peut prévoir que I’existence de sequence de ce genome complexe va révolutionner plusieurs
domaines de recherche .

L’objectif de ce travail est de montrer 1’intérét du séquengage et de cette ressource scientifique
comme outil précieux qui ouvre la voie a des innovations dans le domaine de 1’agriculture et de la
nutrition
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Chapitre 01. Le blé

Partie 1. Origine et classification:

Le blé est une plante herbacée monocotylédone qui appartient au genre Triticum des
graminées. C’est une céréale dont le grain est un fruit sec indéhiscent appelé caryopse constitué¢
d’une graine et de téguments (Feillet., 2000).
1.Définition et origine
Le blé est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre
Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé tendre
(Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum) sont les deux espéces les plus cultivées
dans le monde. Le blé tendre est constitué de trois génomes possédant chacun 7 paires de
chromosomes homéologues, soit 42 chromosomes au total. Il possede une structuregénomique
hexaploide (AA BB DD) et le blé dur une structure tétraploide (AA BB).

La culture de blé est trés ancienne, on trouve ses traces des le néolithique. Le blé a été
cultivé 2700 ans avant notre ére en Chine. Les civilisations babyloniennes et égyptiennes
se sont développeées autour du blé (Moule, 1980).

1.10rigine génétique

L’alloploidie a jou¢ un rdle fondamental dans 1’évolution des plantes en permettant
I’apparition de type nouveaux qui n’ont souvent que de lointains rapports avec les espeéces
qui leurs ont donné naissance (Prevost, 1976).

De part leur constitution chromosomique, Boyeldieu (1980) ; Simon et al. (1989)
distinguent I’existence de trois sous groupes de céréales :

Le groupe diploide (2n = 14 chromosomes) ou engrain.

- Triticum beoticum ;

- Triticum monococcum.

Le groupe tétraploides (2n = 28 chromosomes) ou groupe de Triticum dicoccum
(amidonier) ; on distingue :

- Triticum diccocoides ou amidonnier sauvage ;

- Triticum turgidum ou blé poulard ;

- Triticum polonicum ou blé de Pologne ;

- Triticum durum ou blé dur.

Le groupe héxaploides (2n = 42) ou groupe de Triticum spelta (épeautre) ; on distingue :

- Triticum vulgare ou blé tendre ;
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- Triticum compactum ou blé hérisson.

Selon Prevost (1976), les blés a 28 chromosomes sont des allotétraploides possédant les
génomes A et B.

Prevost (1976) et Grignac (1978), soulignent I’origine hybride des tétraploides dont

le blé dur (Triticum durum), ceux-ci proviendraient du croisement suivi du doublement
des chromosomes entre Triticum monococcum, apportant le génome A, et Eagilops
speltoidesapportant le génome B.

Une telle hybridation aurait donné naissance au Triticum diccocoides qui serait diversifié
en Triticum dicoccum et Triticum durum (Moule, 1980).

1.2.0rigine géographique

Vavilov cité par Erroux et Laumont (1961) situe 1’origine du blé dur en Abyssinie, ce
dernier considérait trois centres d’origine distincts pour les trois groupes d’especes du genre
Triticum :

- Le foyer Syrien et nord Palestinien pour le groupe diploide ;

- Le foyer Abyssinien pour la diversification des blé tétraploides ;

- Le foyer Afghano-Indien pour la diversification des blés héxaploides.

L’ Algérie se trouvant a proximité de ce centre primaire d’origine, la diversification et le
polymorphisme considérable de ’espéce blé dur dans nos région ont invité Vavilov a
considérer I’ Afrique du nord comme centre secondaire d’origine du Triticum durum.
Grignac (1978), désigne, quant a lui, le Moyen-Orient comme 1’origine géographique

ou coexisteraient les espéces parentales. Selon le méme auteur, ¢’est a partir de cette zone
d’origine que I’espece s’est différenciée vers trois différentes régions : le bassin occidental
de la méditerranée, le sud de I’ex URSS et le proche orient, chaque centre de différenciation

donne des caractéres morphologiques et physiologiques particuliers.
2.Classification botanique

2.1. Systématique

Le blé est une plante autogame appartenant au groupe des céréales a paille qui sont
caractérisées par des critéeres morphologiques particuliers.

D’aprés Dekhil (1998) qui a indiqué que Dahlgren et Clifford (1985) ont proposé la

classification suivante :

EMB Spermaphytes
S/EMB Angiospermes
CL Monocotylédones
@) Poales




CRGPIEIE Ottt et ete e e ste st te s es s st st atseteatessa s s s s et sessssassasaanetesteaseasa s saatessesaasans Le blé

S/0 Commeliniflorales
F Graminaceae OU Poaceae
G Triticum sp

2.2. Caractére botanique

Deux espéces de Triticum, dominent actuellement les cultures de blé, le « BIé tendre » T.
aestivum L. Thell et le « BIé dur » T. durum (Bousnane., 2003). Mais un certain nombre d’autres
especes ont été cultivées autrefois, et subsistent dans les collections, ou vivent a 1’état sauvage au
Moyen-Orient (Messiaen., 1981). Ces espéces forment une série polyploide ou 1’on rencontre :
Le groupe diploide (2n = 14 Chromosomes) : Représenté par 1’engrain Triticum beoticum
(sauvage) et Triticum monococcum (cultivé), ce groupe possede le génome A (AA), c’est une
espece a faible rendement, trés anciennement cultivée et qui est a 1’origine des blés actuels.
Le groupe tétraploide (2n = 28 Chromosomes) : Le blé dur actuel; tres riche en gluten et utilisé
pour produire les semoules et les pates alimentaires, ce groupe posséde les génomes A et B/G est
cultivé dans les zones séches et chaudes. 1ls ont représenté par : (AABB) pour : T. dicoccoides
(sauvage), T. dicoccum (cultivé), T. durum (cultive- le blé dur) et (AAGG) pour : T. timopheevi
(cultivé) (Messiaen., 1981).
Le groupe hexaploide (2n = 42 Chromosomes) : Tous cultivé, il possede trois génomes A, B et D
et est d’origine Afgano-indienne; il est utilisé pour faire la farine panifiable pour le pain. On trouve
également dans ce groupe le Triticum aestivum ssp spelta ou épeautre, qui est une sous espece du
blé tendre d’origine iranienne. Ils ont représenté par : (AABBDD) pour T. spelta, T. aestivum, le blé
tendre et (AAAAGG) pour T. zhukouskyi (Messiaen., 1981).

3. L’importance du blé

3.1 Le blé dans le contexte international

La production mondiale de blé dur en 2015/16 au cours de mois de février 2016 est en hausse de 1,7
million de tonnes par rapport au mois de janvier de la méme année, atteignant 39,7 millions de
tonnes, un bond de 15 % par rapport au résultat de I’année précédente.

La production mondiale de blé tendre en 2015/16 est de 731,8 millions de tonnes, soit une
augmentation de 5% par rapport a la campagne 2014/15.

Quant a la consommation et aux échanges, ils ont augmenté respectivement en

2015/16 (soit 719,6 Mt et 152,3 Mt) (ONFAA, 2016).




CRGPIEIE Ottt et ete e e ste st te s es s st st atseteatessa s s s s et sessssassasaanetesteaseasa s saatessesaasans Le blé

Le classement de I’année 2015 des principaux premiers producteurs du blé indique que I’UE est
toujours en premiere position. Et la chine en deuxieme position Par contre les Etats unis se situent
en quatriéme position apres 1’Inde (FAO, 2015).
L’UE et le continent américain sont excédentaires en blé, ce qui leur confere un avantage
économique et géopolitique indéniable. Au contraire, I'Asie et I'Afrique apparaissent déficitaires, ce
qui renforce leur dépendance a I'égard des grands pays exportateurs.
Le marché mondial du blé est segmenté en différents groupes de pays qui ont diverses capacités de
production et de consommation de blé, ce qui rend ce marché plus propice a la volatilité des prix.
Seulement 19% de la production mondiale du blé est échangée et il s'agit
d'un marché de surplus et d'excédent (Charvet, 2012).
3.1.1. Production

La production mondiale a fortement progressé depuis les années 1960 (environ 2,4% par an)
(CNUCED., 2011). Elle a presque triplé en I'espace de 50 ans, passant ainsi de 222 millions de
tonnes en 1961 a de 691.5 millions de tonnes en 2011. Ce trés net décollage peut étre attribué
principalement a la progression des rendements mondiaux (Figure 1).
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Cette hausse de la production de blé est principalement due a une augmentation constante des
rendements a 1’hectare (multipli¢é par 2,8 sur les cinquante dernieres années) plutot qu’une
augmentation des surfaces mondiales cultivées en blé (Terrones Gavira et
Burny., 2012). En effet, le nombre d’hectares cultivés en blé, aprés avoir connu augmentation
jusqu’en 1981 (239,2 millions d’hectares de blé), n’a pas cessé de diminuer pour atteindre 216,8

millions d’hectares en 2010 (Figure 2).
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Figure 2 : évolution de la surface mondiale et des rendements mondiaux de blé.

Source : Terrones Gavira et Burny (2012).

3.2.Le blé dans le contexte national
Chaque année, environ 3,3 millions d'hectares sont consacrés a des cultures céréalieres dont environ
1,5 million d'hectares sont plantés de blé dur, 600 000 hectares de blé tendre, la récolte de céréales a
atteint 4 MMT dont le blé panifié représentait 1% de la production totale. Le blé étant le produit de
consommation de base, les habitants des pays magrébins sont les plus gros consommateurs de cette
denrée au monde notamment 1’ Algérie avec prés de 600 grammes par personne et par jour (Abis,
2012).
Cette consommation de blé a légerement augmenté ces derniéres années en raison de l'urbanisation
accrue, de la croissance de la population et de l'augmentation de la capacité de broyage, mais
devrait rester plus ou moins stagnante (Hales et Rush, 2016).
Selon la FAO durant I’année 2014 1’ Algérie est classée en quatrieme position au nivaux Africaines
et a la dix-septieme position au nivaux mondial avec une production du blé de 2.4 millions de
tonnes, colletée est constituée en moyenne de blé dur 58,7%, blé tendre 33% (FAO, 2014).
3.2.1. Production

La production de blé sera plutdt bonne, selon les prévisions du ministére de 1’ Agriculture.
Benaissa en 2013 dit que la production de blé pour cette saison devra étre légérement supérieure a
celle de la saison de 2012,

Pour rappel la saison derniere (2012) la production céréaliere algérienne a été estimée a pres
de 55 millions quintaux (Benaissa., 2013) et cette saison (2013) la quantité record était de 61
millions de quintaux. En termes de performance, 1’Algérie a produit un volume record de céréale,
en 2009, dépassant le seuil de 61 millions de quintaux.

Le rendement moyen des cultures sur 135 ans (1876-2011), caractérise un BD dont la

moyenne est de 6,3 g/ha. Ce du BT est 7,6, g/ha en relation avec des productions plus faibles.

3.2.2. Consommation
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Selon une étude menée par le bureau Algérie Consultations internationales, un algérien

consomme, en moyenne 240 kg de blé par an.

Tableau 1 : Consommation de blé, en kg, par an

L’année 05/06 | 06/07 | 07/08 | 08/09 | 09/10 | 10/11 | 11/12 | 12/13 | 13/14
Consommation 232 238 239 240 241 242 243 243 244
(kg)

Source : Anonyme a (2014).

Partie 2.1a génomique du blé

1. Le génome du blé

Avec 16,7 Gb pour le génome nucléaire, le blé possede 1’'un des génomes les plus

complexes parmi les céreales et, au-dela, dans I’ensemble du monde vivant.

De plus, le blé comporte non pas un « simple » génome nucléaire mais un génome

nucléaire composite, une association de trois génomes de trois especes différentes, regroupés

dans la méme cellule et formant par la méme une nouvelle espéce (fig. 3).
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Figure 3 : Diagramme schématique des relations entre les génomes du blé avec I’histoire et la

généalogie de la polyploidisation. (Mayer et al., 2014).

Les noms et la nomenclature des génomes sont indiqués par des cercles qui montrent une
représentation schématique de la complémentarité chromosomale pour chaque espéce. Les temps
sont estimés selon Marcussen et al., 2014 ; “’mya : million years ago”’.

2. Evolution de génome polyploide du Triticum

Le BIlé, une plante domestiquée au génome polyploide complexe. Le génome du blé tendre est
constitue de 17 milliards de paires de base, dont plus de 80% de séquences répétées.

La taille ainsi que la forte proportion de séquences répétées constituent des obstacles importants
pour le seéquencgage du génome du blé (Paux et al., 2008).

Outre un génome nucléaire, le blé posséde comme tout végétal un génome mitochondrial et un

génome chloroplastique.
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Figure 4 : Organisation du génome du blé hexaploide. (Bogard.,2011)

Ce génome comprend 21 chromosomes intégrant les trois génomes homéologues (A, B

et D) des espéces ayant successivement formé la série d’allopolyploides du genre Triticum.
L’ensemble formé par trois chromosomes homéologues se nomme “groupe d’homéologie” (fig.2).
L’événement de polyploidisation a résulté du croisement entre deux especes diploides

(2n = 14) Triticum urartu (génome A) et une espéce proche d’Aegilops speltoides (génome B)
disparue aujourd’hui. Ce croisement a eu lieu avant la domestication par voie de sélection
naturelle il y a environ 0.5 million d’années. Les descendants sont les blés tétraploides comme

le blé dur (Triticum turgidum ssp durum) et I’amidonnier (Triticum dicoccum).

Un second croisement entre une variété domestiquée d’un blé tétraploide et Triticum tauschii
porteur du génome D a conduit, il y a environ 10 000 ans, a I’obtention de blés hexaploides tels que

le blé tendre (Triticum aestivum) ou I’épautre (Triticum spelta) (Griffiths et al., 2006).

Cette allopolyploidisation a conduit a la formation de génomes de trés grande taille. Le génome du
blé tendre est structuré en 21 paires de chromosomes regroupées en sept groupes homéologues

représentant les génomes de chaque ancétre.

Du fait de I’apparentement des especes constituant le génome du blé tendre, les genes

10
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homéologues ont des fonctions proches mais ont pu, éventuellement au cours de 1’évolution,
diverger suffisamment pour acquérir des fonctions biologiques propres. Le géne phl “Pairing
homeologous 17, présent sur le bras long du chromosome 5B, supprime les appariements
homéologues a la méiose, ce qui a pour conséquence un comportement diploide strict a la
méiose (Griffiths et al., 2006).

1.2. Homéologie des Génomes

Des cartes plus précises permettent d'argumenter les homéologies.

Les chromosomes 1 des trois groupes A, B et D sont homologues, donc portent les

mémes geénes (et de méme pour les chromosomes 2, 3, et 4 .... 7). La localisation de quelques
geénes sur les chromosomes Al, B1 et D1 (Glul et Glil). Sur le chromosome 2 le géne Ppd1 et
ainsi de suite (fig. 3). Ceci confirme qu'il s'agit de chromosomes homologues.

Toutefois, et ce n'est pas uniquement dd au caractére partiel de la carte génétique

utilisée, tous les geénes ne sont pas tripliqués. L’homologie des chromosomes A, B et D d'un
groupe n’est donc pas identique a celle des chromosomes homologues au sens classique du
terme. On dit qu’ils sont homéologues. L'homologie ne se traduit donc pas par une identité

totale des genes portés par les chromosomes.

11
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Figure 5: Quelques genes localisés sur les chromosomes de blé. (Levesque et Madre, 2013)
Gli : gliadine, Glu : gluténine (2 composants du gluten), Ha : géne qui contrdle la dureté du grain, Q :

géne qui contrble la structure de I'épi et Ph1 : géne qui limite les appariements homéologues.

3. Cytogenetique du ble

Le genre Triticum comprend les especes sauvages et domestiques généralement

considérees comme du blé. La filiation génétique des blés est complexe et incomplétement
élucidée. Il est acquis que le génome A provient de Triticum monococcum, le génome B d'un
Aegilops (bicornis, speltoides, longissima ou searsii) et le génome D d'Aegilops squarrosa
(également dénommé Triticum tauschii). (Hamel, 2010)

Le croisement naturel T. monococcum x Aegilops (porteur du génome B) a permis
I'apparition d'un blé dur sauvage de type AA BB (Triticum turgidum ssp, dicoccoides) qui a

ensuite progressivement évolué vers L turgidum ssp, dicoccum puis vers T durum (blé dur

12



CRGPIEIE Ottt et ete e e ste st te s es s st st atseteatessa s s s s et sessssassasaanetesteaseasa s saatessesaasans Le blé

cultivé). Les blés tendres cultivés (AA BB DD) seraient issus d'un croisement, également

naturel, entre T turgidum ssp. dicoccum (AA BB) et Aegilops squarrosa (DD). (Hamel, 2010)

SRTAHGH
 HODHH
*IRPHHHEDE

Figure6 : Les trois génomes de blé (génome polyploide) (Zhang et al.,2011)

3.1.Domestication du blé

Trois espéces de blé sont actuellement cultivées dans le monde depuis 10 000 ans: le blé

tendre (Triticum aestivum), le blé dur (Triticum turgidum) et I’engrain (Triticum monococcum

ou urartu). La farine obtenue a partir des grains de blé tendre sert a fabriquer le pain alors que

celle obtenue a partir du blé dur est utilisée dans I’industrie des pates et des semoules. L’engrain,
premier blé cultivé, l'est encore aujourd’hui sur de petites surfaces dans certaines régions
montagneuses de Turquie et de Gréce ou il sert surtout a 1’alimentation du bétail. Dans certaines
régions on trouve encore le Triticum turgidum et le Triticum monococcum a 1’état sauvage. En
revanche le blé tendre n’a jamais été trouvé a 1’état sauvage (fig. 5). (Levesque et Madre 2013) Par
exemple, 1’alléle Q du blé actuel est récent, les espéces sauvages ont toutes 1’alléle g qui donne un
épi fin et allongé. Le rdle du gene Q dans I'évolution de la plante au cours de la domestication
apparait essentiel. 1l contrdle la forme de I'épi et des épillets. La comparaison des versions
homéologues de ce géne permet dargumenter I'histoire évolutive du blé. (Zhang et al.,2011 in :
Levesque et Madre 2013).

13
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L'histoire évolutive du blé

L—! ridation suivie d'un doublement chrs

Hybridation suivie d'un doublement clrJ 9000 ans avant JC

Figure 7: Schéma représentatif de I’évolution du blé (Triticum et Aegilops). (Salamé, 2012)
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Chapitre 2. Séquencage chez les plantes

Partie 1 : Historique et généralités

1 Historique

1.1 Séquencage de ’ADN

En 1977 deux méthodes de séquencage ont été développées indépendamment, I'une par I'équipe de
Walter Gilbert aux Etats-Unis, et l'autre par Frederick Sanger au Royaume-Uni. L'approche de
Sanger est une méthode par synthése enzymatique sélective, tandis que celle de Maxam et Gilbert
est une méthode par dégradation chimique sélective. Pour cette découverte, Gilbert et Sanger ont
été récompenseés par le prix Nobel de chimie en 1980.

Le virus bactériophage ¢X174 de la famille des Microviridae était le premier organisme séquencé
par la méthode de Sanger en 1977 (Sanger F et al, 1977).

L'amélioration de la technique de production des amorces, l'amplification des brins et la
généralisation des traceurs fluorescents ont permis d'améliorer considérablement les techniques de
séquencage. L'apparition des séquenceurs automatiques a notamment permis I'automatisation de ces
technologies et a contribué a la finalisation du genotype des plantes en 2003. Actuellement, le
séquencage du génome d’un individu se fait en quelques jours pour un cott d’environ 500 euros
(Piton N et al, 2017).

Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer la séquence nucléotidique d’un géne ou d’un
fragment de gene (Schneider Vet al), ce procédé repose sur la synthése d’un brin d’ADN par une
ADN polymérase, il a été mis au point pour la premiére fois en 1977 (Sanger F,1977).

1.2. Etapes du séquencage :

1. le séquencage se passe dans un tube a essai en présence des acteurs de la synthése

d'’ADN: -ADN a séquencer, Nucléotides, Amorce, ,ADN polymérase.

2. L'ADN polymérase utilise aléatoirement les nucléotides présents dans le milieu pour

copier le brin matrice en synthétisant un ADN de séquence complémentaire.

3. Lorsque I'ADN polymérase choisit par hasard un didésoxynucléotide (ce qui est rare

puisqu'il y en a moins que des nucléotides) et qu'elle I'incorpore dans la chaine en synthese,

celle-ci s'interrompt prématurément. Chaque didésoxynucléotide est marqué par un

fluorochrome différent (A vert, T rouge, - jaune et C bleu), une chaine qui se termine par exemple

par un A sera verte.
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4. Puisqu'un grand nombre de réactions de synthése ont lieu dans le tube, il existe

statistiquement des chaines de toutes les tailles (correspondant a un arrét de la synthese a

chaque nucléotide) et beaucoup de fragments d'une méme taille. Ces chaines commencent toutes au
méme endroit sur 'ADN matrice, toutes celles qui possédent la méme longueur se terminent par le

méme didésoxynucléotide marqueé.

5. 1l est alors possible de séparer les chaines d’ADN obtenues en fonction de leur taille sur un gel
d'acrylamide en présence d'un courant électrique. Plus les chaines sont courtes, plus elles migrent
loin et tous les fragments d'une méme taille migrent & la méme distance. On obtient alors une
succession de bandes colorées, chacune correspondant au dernier nucléotide incorporé. Il suffit de

lire la succession des couleurs pour connaitre I'ordre des nucléotides.(figure8)

)]
\ ) ) Didésoxynucléotides ) ‘J

) \ )i
FUtURA fluorescents -J . 2 )
SGENCES ) ] ;) » 2 ) g 2iy )
Nucléotides ) ’ ) 3 ) )
» 3
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Figure8 : Différentes étapes du séquencage(Peltier C.2011)

2. Intérét du séquencage

En 2001, 95 % de I’ADN humain était séquencé et en 2006 il a était finalisé (Lander ES et al
,2001).( Venter JC et al,2001). Par ailleurs, les génomes de nombreux agents infectieux de
mammiféres et de plantes ont également été séquencés dans leur totalité, leur connaissance a
modifié considérablement les recherches biomédicales et biologiques en ouvrant de vastes
panoramas dans le domaine de la médecine (diagnostic, thérapeutique, prédiction, pronostic,
prévention. . .) et dans de nombreuses autres disciplines biologiques (anthropologie, agronomie,
environnement. . .).

Les techniques de séquencage évoluent et leurs applications s’élargissent. Par ailleurs, cette
technique a pu se démocratiser dans de nombreux laboratoires, en partie depuis la description de la
Polymerase Chain Reaction (PCR) en 1985, suivie de sa diffusion tres large dans les laboratoires de
biologie moléculaire. Depuis 2000, outre la PCR que nous ne décrirons pas, de nouvelles techniques
de séquencage se sont développées. Elles constituent un progres technologique révolutionnaire
(Lamoril J.et al,2008).

3. Automatisation du séquencage :

Grace a cette automatisation on peut séquencer jusqu'a 1000 bases avec les meilleurs

séquenceurs contre 200 a 300 via une méthode manuelle. En 2010, le nombre de génomes
séquenceés approche les 3000 (Human genome ,2010).

Aujourd'hui, la plupart des séquencages sont réalisés par des séquenceurs industriels

entierement automatisés. Les fragments d'ADN sont marqués par des marqueurs fluorescents; leur
taille est ensuite déterminée par chromatographie ou électrophorése assistée par ordinateur. En effet,
lors de 1’¢lectrophorése manuelle le nombre de bases est limité afin de ne pas rendre le
chromatogramme illisible par la surcharge des bandes et ainsi ne plus permettre une lecture
horizontale. C’est notamment grace a la rapidité de ces appareils que le séquengage du génome
humain fut réalisé en un temps record par rapport aux prévisions effectuées lors du démarrage du
projet.(Aghrouch N ;2018).

Partie 2 : Séquencage de premiére génération

1 Technique de Maxam et Gilbert :
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Le séquencage débute lorsque Maxam et Gilbert développent une technique basee sur le marquage
radioactif de fragment et leur coupure sélective par dégradation chimique (Maxam et al ,1977).

La méthode de Maxam et Gilbert publiée parallelement a celle de Sanger, par son caractére
révolutionnaire a grandement contribué a I’histoire de la biologie moléculaire. Cette technique
permettait d’analyser des fragments allant jusqu’a 500 Pb.

Procédure :

1. Dénaturation d’un ADN double brin en simple brin en augmentant la température , Rupture des

liaisons hydrogéne entre les bases nucléiques des deux chaines complémentaires de I'ADN ,

Obtention d’un ADN simple brin.

Figure 9: Dénaturation de I’ADN a la chaleur.(anonyme,2018)

2. Marquage radioactif d’une extrémité 5 'du fragment d'ADN a séquencer par le

phosphore radioactif (P32).

@ DMA strand 1

Figure 10: Marquage de L’ ADN.

3. Clivage du brin d'’ADN a des positions spécifiques en utilisant des réactions

chimiques : Cette technique est basée sur la propriété de certains agents chimiques :
I’hydrazine, le diméthyle sulfate (DMS) et I’acide formique, de modifier les bases de I’ADN.
- Le DMS agit au niveau des bases «G».

- L’acide formique agit au niveau des bases «A+G».

- L’hydrazine agit au niveau des bases «C+T» (en milieu alcalin, I’hydrazine agit
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uniquement au niveau des « C »).

On utilise I'un des produits chimiques suivi de la pipéridine, cette derniere casse les

brins d’ADN au niveau des bases modifiées.

Altération de la base C par I’hydralazine en milieu alcalin puis
élimination de la base et cassure du brin ADN par la pipéridine
vY VYV
“‘P-ATTGCGCTGCACGCT-3-

--------------------------------------------------

\
P
D ) ]
ol Fragments d ADN
21 marques

Figure 11: Altération de I’ADN par 1’hydralazine

4. Obtention de plusieurs brins d'’ADN de tailles différentes dans quatre tubes de

réaction.
7 7 ’r' 7¢)
) . | ~ \\ e
() (L) L) L)
G G+ A T+C C

Figure 12: Brins d’ADN de tailles différentes dans les quatre tubes.

5. Les fragments sont soumis a une électrophorése dans des gels d'acrylamide a haute résolution
pour la séparation des tailles.

Ces gels sont placés sous un film radiographique qui donne une série de bandes foncées et montrent
I'emplacement des molécules d’ADN radiomarquées. Les fragments sont classés par taille et nous

pouvons donc déduire la sequence de la molécule d'ADN dans le sens 5’33’ du bas en haut.
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Figure 13: Autoradiogramme apres traitement chimique des fragments.

l 1) Obtain single stranded DNA
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Figure 14: Technique de Maxam et Gilbert.

2 Technique de Sanger :

Le séquencage génétique de Sanger est un moyen de déterminer l'ordre des quatre nucléotides dans
un brin d'ADN. Ce séquencage a permis aux scientifiques de séquencer une vaste gamme
d'organismes, il était la méthode de choix avant la découverte des séquenceurs de nouvelle
génération. Cette méthode part de I'idée que, en copiant des brins d'ADN et en surveillant quels
nucléotides sont ajoutés, un par un, on trouve la séquence de nucléotides.

2.1. Comment fonctionne-t-elle?

1. Amplification de I’ADN a séquencer -3Obtention d’un trés grand nombre de copies

d'une séquence d'ADN choisie. Puis, Dénaturation de I’ADN par la chaleur.

Firstly, the DNA to be sequenced has to be amplified Heat is then used to denature the DNA

HEAT ." .... !. HEAT

HEAT HEAT HEAT

Figure 15: Amplification et dénaturation de I’ ADN.

2. Un ADN amorcé est dispersé entre quatre récipients de réaction.

Primer l I ' I I!II

AN

Template Strand

Figure 16: Ajout d’un ADN amorcé dans les quatre récipients.

21



(@0 F2) o) 11 I U SO SRPR Séquencage chez les plantes

3. L’ajout de ’ADN polymérase a tous les quatre récipients suivi par les quatre dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) marqués par des fluorophores qui dégagent une lumiére colorée

lors de I’incorporation d’un nucléotide ; la couleur émise indique la base incorporeée.

4. Un seul type de ddNTPs est ajouté a chaque récipient de réaction.

Ces didésoxyribonucléotides une fois incorporés dans le nouveau brin synthétisé, empéchent la
poursuite de 1’élongation, car ils n’ont pas de groupe hydroxyle au niveau du carbone.

Attention : les ddntps sont ajoutés a faible quantité pour inhiber la synthése d’une fagon

aléatoire (F. Sanger et al,1977).

Fractionnement de 1’échantillon
A\DN + +;n/~\m\~
+ dATP + dGTP + dCTP + dTTP

Tube | | I'I'lllw 2 ‘ IIUI\\' 3 Tube 4

5

+ ddATP + ddGTP + ddCTP + ddTTP

Figure 17: Ajout des ddNTPs.

5. On obtient un mélange de fragments d’ADN de tailles croissantes qui se terminent tous au niveau
d'une des bases dans la séquence.

6. On sépare ensuite les fragments synthétisés par électrophorese en gel (les ADN sont des anions,
ils vont donc vers le p6le +), en fonction de leur longueur (les plus petits vont plus vite).

7. On lit ensuite les taches successives identifiées par leur couleur ce qui révéle la séquence des
fragments synthétisés. Pour la lecture, on commence par le bas et on regarde les bandes (tirets noirs)
afin de déterminer la séquence du fragment d'ADN (A Debourgogne,et al ,2017). L’innovation du

marquage par les fluorophores a rendu possible le séquencgage de beaucoup plus de brins d’ADN.
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Figure 18: A - Electrophorése en gel standard.

B - Séquencage a l'aide de fluorophores.

Partie 3 :Séquencage de nouvelle génération

A partir de 2006, une convergence entre les techniques microfluidiques, les nanotechnologies et les
progrés de l’informatique, a permis 1’émergence de nouvelles machines capables de réaliser
plusieurs millions de réactions de séquence en parallele. Ces automates sont appelés séquenceurs a
trés haut débit ou séquenceurs de nouvelle génération (Bai X, et al, 2005).

C'est grace notamment a la lecture de plusieurs millions de séquences en parallele que ces nouveaux
séquenceurs ont pu révolutionner les analyses en génomique (Metzker M L ;2010).

Le séquencage a haut débit a permis des gains de temps treés importants par rapport aux méthodes
traditionnelles (Harris S R, et al ,2010).
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1. Développement et caractéristiques du séquencage de nouvelle génération (NGS) :

Pendant la derniere décennie, de nombreuses innovations techniques ont permis de mettre de
nouveaux outils a la disposition des biologistes. Parmi ces avancées, la plus importante est
I’avénement des nouvelles techniques de séquengage de I’ADN (ou NGS : Next Generation
Sequencing).

Le terme NGS regroupe un ensemble de techniques et de technologies développées dans le but
d’obtenir un haut débit de séquengage d’ADN comparativement aux méthodes préexistantes telles
que le séquengage de Sanger.

En effet, ces anciennes techniques, bien que fiables et éprouvées, ne permettent qu’une acquisition
lente des données.

Aujourd’hui, une seule machine peut séquencer 1 Gigabase (Gb) en quelques heures (Kingsmore
SP et Saunders CJ, 2010).

Par exemple, un séquenceur de Sanger permet de générer 19 kb par heure, soit 96 séquences de 600
Pb en 3 heures. A ce rythme, le séquencage des 3,2 Gb d’un génome humain a 1’aide d’une unique
machine prendrait plus de 19 ans. . De nombreux progres dans des domaines indépendants de la
biologie, tels que 1’augmentation des puissances de calcul informatique, le développement de
capteurs optiques a trés haute résolution, I’amélioration des algorithmes de traitement d’image et de
signal et la maitrise de la microfluidique ont permis le développement de ces nouvelles technologies
de séquencage.(Aghrouch N ,2018).

Ces technologies sont basées sur le séquencage parallele, indépendant et simultané de centaines de
milliers, voire de centaines de millions de brins d’ADN, pouvant ainsi générer plus de 50 Mb par
heure par machine (plus de 2600 fois plus que le séquencage classique). .(Aghrouch N ,2018).

2. Séquencage de seconde génération :

Depuis une dizaine d'année, les technologies de séquencage ont connu une évolution
impressionnante, d’autant plus depuis 2005 avec l'arrivee des séquenceurs de seconde génération
sur le marché en 2007( Mardis E R.,2011).

Le séquencage de Sanger a été la référence pendant une vingtaine d’années mais actuellement il est
dépassé par la nouvelle génération de séquenceurs permettant le séquencage a tres grande échelle et
de maniére beaucoup plus rapide avec un colt a la base beaucoup plus faibleLe premier séquencgage
complet d’un génome humain a été réalisé en 15 ans alors qu’il peut désormais 1’étre en 10 jours sur

une plateforme Illumina HiSeq 2000.
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Toutes les méthodes de NGS reposent approximativement sur le méme principe (Shendure J, Ji
H.2008), la majorité de ces technologies sont propriétaires et sont commercialisées par des grands
groupes industriels, le colt de développement et de fabrication des séquenceurs n’étant pas a la
portée des laboratoires. Parmi les technologies disponibles, on citera: « 454 sequencing » de Roche
Applied Science, « Solexa » d’Illumina, « SOLiD » d’Applied Biosystems, « Heliscope »
d’Helicos, « lon Torrent » de Life Technologies et « PacBio » de Pacific Bioscience. Le séquencgage
454 a été la premiere technologie NGS commercialement disponible, suivi peu de temps apres par
le Solexa. Ces deux technologies sont les plus utilisées a I’heure actuelle du fait de leur ancienneté
qui permet la disponibilité d’un grand parc de machines et surtout une meilleure compréhension de
leurs avantages et inconveénients respectifs.

2.1. Trois grandes technologies du séquencage de nouvelle génération séquengage :

Trois technologies NGS sont apparues de facon quasi simultanée et dominent actuellement le
marché: le pyroséquencage (454/Roche), le séquencage avec des terminateurs réversibles
(IMumina/Solexa) et le sequencage par ligation (SOLiD™) (Woollard P.M.2011) et (Desai A.N. A
Jere,2012).

Elles utilisent la détection de signaux chimiques ou lumineux lors de I’incorporation de bases
nucléotidiques pendant la synthese du brin complémentaire pour déterminer la séquence (Metzker,
M L.2010).Ces technologies partent d’un simple brin d’ADN préalablement préparé mais utilisent
par la suite des approches différentes (Shendure J. H Ji.2008).

2.1.1. 454 de Roche :

Le premier des séquenceurs de nouvelle génération a eté commercialisé par 454 Life Sciences en 2005,
depuis racheté par Roche, mais la plateforme est toujours connue sous le nom générique de 454.
Jonathan M. Rothberg en a élaboré la technologie et a démontré sa robustesse avec le séquencgage du

génome de Mycoplasmagénitalium(A Debourgogne et al ,2017).
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Figurel9 : Apercu de la technologie de séquencgage 454

La spécificité de cette technologie repose sur une PCR en emulsion pour I'amplification des fragments a
séquencer : la PCR a lieu dans une microgoutte renfermant une microbille d'agarose en phase aqueuse,
séparee des autres billes (plusieurs millions) par de I'huile ( Figure 19).

On obtient ainsi des copies d'un seul fragment d'’ADN par bille. Chacune des billes est ensuite déposee

dans un des 1,6 millions de puits d'un support solide appelé PTP (PicoTiter Plate) (Bai X, 2005).
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2.1.2 Solexa/lllumina

Cette méthode permet ’acquisition en paralléle de plus de 3 milliards de séquences de 150 paires de
bases. Chaque position étant lue 1’une apres ’autre, les erreurs principales de cette technologie sont
des erreurs de substitution d’une base par une autre (Desai A.N. A Jere.2012),( Loman , N
J.2012).

Pour cette technique, I’amplification de 1’échantillon a analyser ne s’effectue pas en solution mais
sur un support solide. Cette technologie repose sur une amplification en pont des fragments a
séquencer (bridge PCR : en phase solide) sur une surface de verre appelée flow cell (FC)
similaire a une lame de microscope divisée en huit lignes (une ligne par échantillon).

Procédure :

1. Génération d’une banque d’ADN double brin a partir de 1’échantillon a analyser avec I’ajout

d’adaptateurs spécifiques aux extrémités des brins.

Voeoo, — %
b Dooce, Aiout N
Alou

- Noeg D’adaptateurs
M ¢ cl € ‘ M

Donon,
Doecn,
Doeon,

Doeony,
Doaon,

Figure20: Ajout des adaptateurs spécifiques aux extrémités d’ADN (Lamoril J,2008).
2. Dénaturation de I’ADN en simple brin.

3. Fixation de I’extrémité des simples brins aléatoirement a la surface du flow cell
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Figure 21: Flow Cell.

4. Un nouveau brin est alors synthétise par une polymérase (Figure 21 a), il est fixé de fagon

covalente a la FC grace a ’adaptateur spécifique. Le brin d'origine est alors éliminé par
dénaturation (b) et I'extrémité libre du brin restant s’hybride a une amorce adjacente pour former un
pont (c). La polymérase synthétise a nouveau le brin complémentaire pour former un pont d'/ADN
double brin (d) puis les deux copies sont libérées par dénaturation (e). Le cycle d'amplification en
pont (étapes ¢ a e) recommence pour former a terme un regroupement denses d’ADN clonés en une

zone appelée cluster (f). Les brins anti-sens sont ensuite clivés (g) : c'est la linéarisation.(Figure21).
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Figure22 : Amplification en pont de la technologie Hlumina

L'extrémité 3" libre des fragments d'/ADN est bloquée et I'amorce de séquencage s'y hybride (Figure
22). Le sequencage s'effectue sur des centaines de millions de clusters simultanément grace a une
chimie de terminateurs réversibles : des nucléotides bloqués marqués par des fluorophores
différents (sont excités lors de leur incorporation par I’ADN polymérase) sont ajoutés, I'un d'entre
eux est incorporé, apres excitation du fluorochrome porté par 1’analogue régressif, le signal émis
permet la détermination du nucléotide incorporé.

La fluorescence émise est relevée puis le fluorophore et le bloqueur sont clivés permettant l'ajout
d'un nouveau nucléotide. Un seul nucléotide est rajouté a chaque cycle puisque les analogues
nucléotidiques sont des terminateurs de chaine. La lecture est effectuée cycle aprés cycle, elle est

répété jusqu’a la taille attendue du fragment.
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Figure23 : Apercu de la technologie de séquencage Illumina.
Le séquencage Illumina a été utilisé pour la recherche des transcriptomes de la patate douce et le
gymnosperme genre Taxus . .(Aghrouch N ,2018).

2.1.3SOLID
Le SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) a été la troisieme plateforme de
séquencage de nouvelle génération, commercialisée par Applied Biosystems (aujourdhui Life

Technologies) depuis 2007.
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La technologie repose également sur une PCR en émulsion sur billes. Le séquencage ne s'effectue pas
par synthése comme sur les plateformes précédentes mais par ligation. Une amorce de séquencage
universelle se fixe sur l'adaptateur puis des oligonucléotides dégénérés de 8 bases, marqués par

fluorescence, sont ajoutés ( Figure 24).

3. Séquencage de troisieme génération :
Ces nouvelles méthodes utilisent pour la plupart la détection d’un signal chimioluminéscent a
chaque incorporation de nucléotide afin de sequencer directement les fragments d’ADN un par un
ce qui rend l’amplification de I’ADN inutile. Ces innovations diminueraient la durée et
simplifieraient considérablement les étapes de préparation des banques d’ADN. De plus,
I’élimination de ces étapes permettrait aussi de diminuer les sources de biais possibles pouvant étre
introduits par les phases de PCR (erreurs de polymérisation ou recombinaisons par PCR).
Un autre avantage de ces techniques réside dans le fait que des ADN faiblement concentrés voir
méme dégrades pourraient ainsi tout de méme devenir exploitables (Orlando, L, Al 2011).
Le principe de la troisiéme génération peut étre symbolisé par le séquencage d’une molécule
d’ADN sans étape de pré-amplification (contrairement a la génération actuelle type 454 Roche,
SOLiD Life technologie, Ion Proton, HiSeq Illumina, ...) en conservant 1’incorporation de
nucléotides, par cycles ou non (dans ce dernier cas, le terme de « Séquengage d’ADN simple molécule
en temps réel » est approprié). Les technologies « SMS » pour « Single Molecule Sequencing »
peuvent étre regroupées selon trois catégories:
e Technologies de séquencage en temps réel impliquant la synthése du brin d’ADN
complémentaire via une ADN polymeérase.
e Technologies de séquencage par détection des bases successives d’une molécule d’ADN a
travers des nanopores.

e Technologies de séquencage basées sur des techniques de microscopie.

3.1. Heélioscope

Hélicos Biosciences a développé le premier séquenceur d'une molécule unique : le Hélioscope Single
Molécule Séquencer. A la difference de la chimie utilisée sur la plateforme Illumina, ici les nucléotides
sont marqués avec le méme fluorophore. Hélicos ne vend désormais plus d'appareil et propose un

service de séquencage. .(Aghrouch N ,2018).
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3.2. Technologies des nanopores :

L’idée de séquencer des molécules d’ADN en leur faisant traverser des nanopores est apparue des
les années 1990, et la premiere démonstration de faisabilité a été publiée en 1996 (Kasianowicz
J,1996).

Deux appareils (GridION et MinlON) utilisant une technologie de séquencage par nanopore

(Oxford Nanopore Technologies) ont été développés (Schneider, et al,2012),( Eisenstein M,2012)

L’entreprise a annoncé son premier produit, le MinlON, en 2012),( Eisenstein M,2012) . sa
commercialisation débute en 2014. Ces nanopores ont la capacité d’émettre un signal électrique
spécifique lorsqu’ils se trouvent au contact de certaines molécules. L’ADN présenté a ces
nanopores imbriqués dans des membranes hybrides polymeéreslipides, les traversent et, a son
passage, émettent un signal électrique spécifique analysé par un séquenceur.

La technique ne nécessite que peu ou pas de préparation de I’ADN et ne connait virtuellement pas
de limite de longueur de lecture (Eisenstein M,2012).

Les différentes bases peuvent étre déterminés en temps réel grace au courant qui traverse le pore,
avec une grande précision 99,8% et a faible col(t puisqu'aucun systeme optique n’est nécessaire
ainsi peu de traitement des données (Branton D,2008). Ces systémes sont de tres petite taille : par
exemple, le MinlON est une unité de séquencage par nanopore a usage unigue integré dans une clef
USB. Cette technique est rapide, ne nécessite pas de réactifs ni d’amplification de I’ADN.

3.3. Pacific Biosciences

Pacific Biosciences a développé le premier instrument capable de séquencer une molécule unique en
temps réel, 1a encore par lecture directe et sans amplifier le matériel de départ : il s'agit du PacBio RS. I
utilise une structure composéee de cellules SMRT (Single Molecule Real Time) (Shendure J. H Ji
,2008) (.Ahmadian,et al ,2006).

Chacune de ces cellules contient 75000 nanostructures appelées détecteurs ZMW (Zero-Mode
Waveguide) de 100 nm de diamétre, c'est-a-dire plus petits que les longueurs d'onde utilisées sur la
plateforme (532 et 643 nm). La lumiére ne peut donc pas s'y propager, d'ou le terme de mode-zéro.
Chacun de ces ZMW contient une polymérase qui y est immobilisée et qui incorpore des nucléotides
liés a un fluorophore, libérant ainsi celui-ci a l'extérieur du ZMW et mettant fin au signal lumineux.
L'intervalle de temps entre chaque pic ainsi que la durée de chaque pic de fluorescence sont propres a
chaque nucléotide et permettent ainsi leur identification. Ces paramétres sont également différents pour

des nucléotides méthyleés et il est donc possible, sans traitement préalable, de différencier une cytosine
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d'une méthylcytosine ou encore d'une hydroxyméthylcytosine (Ronaghi et al ,1998) (Margulies M, et
al ,2005).

La longueur de lecture moyenne est de plus de 1000 pb, la préparation de I'échantillon dure environ 30
minutes et les données sont produites en quelques minutes seulement, ce qui en fait une des

technologies les plus prometteuses des années a venir.

3.4. Starlight :
Life Technologies développe un séquenceur de molécule unique appelé Starlight qui utilise des
points quantiques qui sont des particules nanométriques a base de semi-conducteur dont les
propriétés de fluorescence peuvent étre contrdlées par leur taille. Excitées par un laser, ces
particules transférent leur énergie aux nucléotides marqués par fluorescence lorsque ceux-ci sont
incorporés par la polymérase (Pennisi E,2010).
De plus, il est possible de remplacer la polymérase lorsqu'elle s'essouffle. On peut ainsi
théoriquement séquencer la longueur désirée de fragment.
4. Avantages et inconvénients du NGS :

Tableau 2 : Avantages et faiblesses du NGS par rapport aux méthodes

de séquencage «classique » (Ilie M, Al, 2014)

Avantages
Tres grande sensibilité analytique.

Séquencage de I’exome/génome complet avec une large gamme d’altérations génomiques
détectees (déletions, translocations, nombre de copies).

Adapté aux différents types de prélevements (tissu tumoral fixe au formol, ADN libre
circulant, cellules tumorales circulantes).

Découverte de nouveaux variantes génétiques et une meilleure compréhension de
I’oncogeneése et de la progression tumorale.

Délai d’analyse et de réponse diminué.
Inconveénients

Nécessité d’un consentement spécifique incluant ’analyse mutationnelle somatique et
germinale

Variabilité de performance des différentes plateformes de NGS.

Codt par test élevé.
Co0t des équipements modérément éleve.

Expertise informatique pour I’interprétation et le traitement des données.
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Nécessité d’un fort investissement institutionnel en terme de capacité de stockage des
données.

Pertinence des nouveaux polymorphismes découverts.

Veille éthique quant a ’utilisation des données constitutionnelles (mutation germinales).

5. application des NGS en agriculture
Amélioration variétale du blé et sa culture :

Le Consortium international de séquencage du génome du blé (IWGSC), dans lequel I’Inra occupe
une position de leader, annonce la publication de la premiére sequence de référence du génome du
blé tendre Triticum aestivum. Des équipes frangaises de I’Inra, duCEA, du CNRS et des universités
de Clermont-Auvergne, d’Evry Val d’Essonne, de Paris- Sud et de Paris-Saclay, ont contribué a ce
véritable exploit scientifique en raison de la taille et de la complexité de ce génome, cing fois plus
gros que le génome humain et 40 fois plus gros que celui du riz. Ce résultat permettra notamment

I’identification de génes d’intérét agronomique,

Ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour I’amélioration des variétés de blé et de sa culture, face
aux défis planétaires a relever. C’est également une étape majeure au plan fondamental, pour
comprendre le fonctionnement et 1’évolution de ce génome complexe.

En effet, ’analyse de cette séquence a conduit, entre autres, a la localisation précise de plus de 107
000 génes, parmi lesquels des génes potentiellement impliqués dans la qualité du grain, la résistance
aux maladies ou la tolérance a la sécheresse. Elle a également permis de développer plus de quatre
millions de marqueurs moléculaires dont certains sont déja utilisés dans des programmes de
sélection. (IWGSC ,2018).

Cette sequence permet également de mieux comprendre ce génome qui compte parmi les plus
grands et les plus complexes du régne végétal. Il est ainsi possible d’étudier I’organisation des
génes et la régulation de leur expression ou encore d’élucider les mécanismes évolutifs ayant
faconné ce génome depuis sa formation, il y a environ 10 000 ans(IWGSC ,2018).

Le séquenceur Ion Proton ™ est le premier séquenceur de nouvelle génération a proposer un

séguencage rapide et abordable du génome et de I'exome chez les plantes.
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Chapitre 3. Apport des biotechnologies dans la connaissance des bases

génétiques des caractéres d’intérét

1. Déterminer la fonction des génes.

La possibilité de séquencer leur génome constitue un progrés fondamental pour la compréhension
du fonctionnement des plantes, que ce soit en conditions normales de culture ou en conditions de
stress. Le séquencage d’un génome consiste en la lecture complete des séquences d’ADN qui le
constitue, puis en I’identification de tous les génes présents le long de ces séquen ces. La premiére
espece végétale dont le génome a été entierement séquencé, en 2000, est 1’Arabette des dames
(Arabidopsis thaliana). Le riz I’a rejointe en 2005, puis le peuplier, la tomate, le mais (2009), la
pomme de terre, et enfin la vigne. Arabidopsis thaliana, petite crucifére parente du colza, est ce que
I’on appelle une espéce modéle. Elle est devenue le centre d’intérét de nombreux laboratoires de
recherche qui I’utilisent pour la compréhension des mécanismes a la base du fonctionnement des
plantes, de leur métabolisme, ou encore de leurs réponses aux contraintes biotiques ou abiotiques.
Suite au séquengage et a I’identification des séquences correspondant aux géenes dans un génome,
les scientifiques ont maintenant pour objectif d’attribuer a chacun d’entre eux une fonction
biologique, c’est-a-dire de déterminer a quoi sert la protéine qu’il code dans le fonctionnement de
I’organisme.( Laure G et al,2010).

L’intérét de travailler sur des plantes modeles est d’avoir a disposition les outils génétiques et
moléculaires les plus performants pour comprendre les mécanismes cellulaires et physiologiques a
la base du fonctionnement des plantes. A plus long terme, les connaissances acquises peuvent étre
transférées a d’autres espéces vegétales proches. Arabidopsis thaliana

est, par exemple, un excellent modéle pour le colza, alors que le riz constitue un modele pour la
plupart des autres céréales. .( Laure G et al,2010).

2. Identifier les régions du génome favorables pour un caractére donné

Grace au séquencage, il est possible d’étiqueter les régions du génome des plantes leur conférant les
caractéres agronomiques souhaités. Cette technique repose sur I’identification de séquences d’ADN,
appelées marqueurs moléculaires, qui ont des positions connues dans le génome, grace a
I’établissement préalable de cartes chromosomiques. Les marqueurs moléculaires permettent de
déterminer la forme du géne, c’esta- dire 1’allele, présente dans les individus étudiés. En couplant,
chez un ensemble d’individus, une analyse génétique des marqueurs moléculaires et une analyse de
leur phénotype (caractéres observables et/ou mesurables), on va chercher a détecter les relations
statistiquement fiables entre la présence d’un marqueur et la valeur du caractére mesuré (par

exemple, le nombre de grains). Il sera alors possible de conclure a la proximité de certains
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marqueurs moléculaires avec de petites régions du génome codant pour certains des caracteres
étudiés et appelés QTL (Quantitative

Trait Locus).

Cette analyse reposant sur les différences entre individus pour les caracteres étudiés (taille du grain,
par exemple), elle va également permettre de déterminer si ces individus portent une forme du QTL
plus ou moins favorable au caractére étudie.

Les QTL peuvent étre identifiés grace a I’analyse génétique d’individus issus de croisements
choisis, mais aussi grace a une approche appelée génétique d’association. La génétique
d’association consiste a rechercher des corrélations entre des marqueurs moléculaires et le caractere
d’intérét dans une large collection de plantes représentant au mieux la diversité existant dans
I’espéce (Thornsberry et al., 2001).

11 faut noter que 1’identification et la localisation des QTL ne renseigne pas sur la fonction du ou
des génes présents a ces QTL. Mais elle peut étre une étape préalable a I’identification de genes
candidats et aux études de génomique fonctionnelle. Comme nous le verrons plus loin, ces
informations pourront d’autre part étre utilisées en amélioration variétale grace a la sélection
assistée par marqueurs.

La détection de QTL pour I’amélioration d’un caractére donné est aujourd’hui une voie de
recherche privilégiée par de nombreux laboratoires. C’est notamment le cas pour I’amélioration de
la tolérance a la secheresse. Les premiers travaux ont commencé chez le mais il y a une vingtaine
d’année mais que ce soit chez la plante modé¢le Arabidopsis thaliana, le riz, ou encore le blé, de
nombreuses études sont en cours pour identifier les régions du genome et les alleles favorables a ce
caractére. Pour exemple, citons 1’identification, chez le mais d’un QTL de teneur en en ABA
associé au developement des racines (Tuberosa et al. 1998), chez Arabidopsis thaliana, d’un QTL
lié a une forte accumulation d’ABA dans les feuilles et associée a une augmentation de rendement
en conditions de stress hydrique (Landi et al., 2001), ou encore chez le mais, 1’identification de
QTL favorisant le maintien de la croissance foliaire méme en cas de déficit hydrique (Reymond et
al., 2003).

Alors que le séquengage du génome d’un seul individu d’une espéce donnée était, il y a quelques
années encore, un exploit technologique, I’explosion des technologies de séquencage permet
aujourd’hui d’avoir acces a la séquence du génome de nombreux individus par espéce, rapidement
et a relativement faible colt. Accompagnée par le développement des méthodes de traitement de
données par la bioinformatique, cette avancée renouvelle notre capacité d’exploration de la diversité

génétique du vivant et notre compréhension de son fonctionnement.
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Les génes qui ont été selectionnés au cours de la domestication des plantes cultivées et de leur
adaptation a de nouveaux milieux présentent une diversité organisée différemment de celle des
autres genes. Le génome des organismes vivants garde ainsi une empreinte de leur histoire
évolutive. En étudiant la diversité des plantes cultivées au niveau trés fin qu’est celui des séquences
d’ADN, il est possible de détecter cette empreinte.

La détection de zones du génome sélectionnées au cours de 1’adaptation a des conditions
environnementales particuliéres, et qui sont donc impliquées dans le déterminisme génétique de
caractéristiques particulieres, est une approche différente et complémentaire des approches de
recherche de QTL, pour se rapprocher de I’identification des génes réellement impliqués dans ces
adaptations. .( Laure G et al,2010).

3. La sélection assistée par marqueurs permet de cibler et d’accélérer le travail de sélection
L’identification de QTL favorables pour un caractére donné, et celle de génes impliqués dans des
réponses d’adaptation des plantes a une contrainte environnementale donnée sont autant d’outils
biotechnologiques permettant aux sélectionneurs de cibler et d’accélérer les processus de sélection
pour I’amélioration génétique des plantes. .( Laure G et al,2010).

La sélection assistée par marqueurs ajoute une évaluation génétique a 1’évaluation phénotypique a
la base du processus de sélection classique des plantes.

Elle s’appuie sur la variabilité génétique de 1’espéce ciblée, et les travaux de détection de QTL, pour
accélérer le processus de sélection en orientant de facon raisonnée le choix des génotypes qui
combinent le maximum de caractéres favorables. Lorsqu’un QTL a été détecté, 1’all¢le favorable
pour le caractére étudié peut étre transféré dans le génome d’une plante élite grace a une succession
de croisements.

A chaque étape, les individus ayant hérité de 1’alléle favorable sont identifiés et sélectionnés grace
aux marqueurs moléculaires qui lui sont associés. Cette approche permet de réduire le nombre de

croisements (de six a huit) a quatre. .( Laure G et al,2010).
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4. cartographie et comparaison entre especes .

4.1. L’histoire des études comparatives et intérét des cartes génétiques

Les premieres études de comparaison de génomes ont été faites chez les animaux en comparant des
marqueurs moléculaires de cartes génétiques, de cartes d’hybrides de radiation et par hybridation
sur chromosome (chromosome painting) entre le génome humain et des espéces proches, toutes
étant des mammiferes comme les rongeurs (Nadeau et Taylor 1984; Cheng et al. 1988), les
ruminants (Echard et al. 1994; Gautier et al. 2002) ou le porc (Robic et al. 1999; 2001; Rink et
al. 2002). Ces études ont révélé des conservations de blocs de marqueurs (macrosynténie) entre des
espéces animales (Chowdhary et al. 1998; Gregory et al. 2002; Figure 29).
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Figure 25. Alignement entre une partie du chromosome 6 de ’homme (Hsa6) et du chromosome 4
de la souris (Mmu4). (Gregory et al., 2002)
Chez les plantes, les cartes génétiques d’un grand nombre d’espéces végétales ont été construites, ce

qui a permis le développement de la cartographie génétique comparée a partir de la fin des années
1980 (Schmidt 2000). Les premieres expériences de comparaison de cartes genétiques ont été faites
sur des especes de la famille des Solanaceae (L. esculentum, S. tuberosum) en utilisant des
marqueurs RFLP dérivés de la tomate (Bonierbale et al. 1988; Gebhardt et al. 1991). L’ensemble
de ces études de comparaison de cartes généetiques a montré qu’il existait une bonne macrosynténie
entre les différentes especes de Solonaceae, méme si quelques remaniements ont lieu au sein des

génomes.
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Depuis, d’autres études ont été faites sur d’autres familles notamment chez les Brassicaceae dont
fait partie la plante modele A. thaliana. La comparaison entre A. thaliana et des especes de Brassica
a montré que les macro et microcolinéarités sont trés conservées entre les Brassiceae et avec
Arabidopsis (Cavel et al. 1998; Acarkan et al. 2000). Chez le blé, Chao et al. (1989) ont montré la
colinéarité entre les 3 génomes A, B et D du blé hexaploide. Hulbert et al. (1990) ont ensuite
démontré que les sondes développées chez le mais pouvaient s’hybrider avec le sorgho, le millet et
la canne a sucre. lls ont ainsi produit le premier alignement des groupes de liaison entre mais et
sorgho mettant en évidence la similarité des 2 génomes. Cette conservation de 1’ordre des génes
dans certaines régions chromosomiques ressort également des comparaisons entre blé et riz
(Kurata et al.1994), blé, orge et seigle (Devos et al. 1993), sorgho et mais (Pereira et al. 1994),

sorgho et canne a sucre (Ming et al. 1998), riz et sorgho

GRASS
GENOMES

Oats o

Maize
Sorghum
Sugar cane
Faxtail millet
Rice

Figure 26. Une carte comparative consensus des graminées de Gale et Devos (1998)

(Ventelon et al. 2001). Gale et Devos (1998) ont pu ainsi aligner les génomes de plusieurs espéces
de monocotylédones; le blé, le mais, le riz, I’avoine, le sorgho, la canne a sucre et le millet (Figure
29).

4.2. Evolution de la structure des génomes

La premiére application de la cartographie comparée est 1’étude de 1’évolution de la structure des
chromosomes. Ainsi la comparaison des cartes genétiques de la tomate et la pomme de terre a mis

en évidence 1’homologie des 12 groupes de liaison et la conservation de 1’ordre des marqueurs.
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Cing inversions paracentriques différencient les 2 espéces ont été mises en évidence (Bonierbale et
al. 1988). De méme, la comparaison entre les cartes génétiques du poivron, de la tomate, de la
pomme de terre et de ’aubergine a permis d’identifier des mécanismes d’évolution du génome de
cette famille (Livingstone et al. 1999; Doganlar et al. 2002; Figure 9). Une trentaine de cassures,
comprenant des translocations, des inversions paracentriques et péricentriques, serait suffisantes
pour expliquer les différences entre les 4 génomes.

Aussi la comparaison des cartes génétiques entre la tomate et le poivron a mis en évidence outre la
conservation de larges régions colinéaires, des réarrangements chromosomiques. Ainsi des
inversions paracentriques apparaissent comme le mécanisme premier d’évolution des chromosomes
dans la famille des Solanaceae et que ces changements structurels ne sont pas constants entre les
différentes paires de Solanaceae étudiées (Doganlar et al. 2002).

La comparaison entre Arabidopsis et des espéces de la famille des Brassicaceae a permis de mettre
en évidence une conservation de la microsynténie avec quelques remaniements, insertion / perte de
géne ou duplication de genes (Acarkan et al. 2000). Environ 90 réarrangements ont été révélés
entre A. thaliana et B. nigra avec des fragments conservés qui ont une longueur moyenne de 8 cM
(Lagercrantz 1998).

4.3.Connaissance sur I’évolution des génomes

La cartographie génétique apporte des éclaircissements importants sur la structure, 1’organisation et
sur le mode et la vitesse d’évolution des génomes de plantes (Schmidt, 2000), il devient de plus en
plus clair que ce n’est que la comparaison directe des séquences d’ADN de génomes entiers qui
pourra élucider les processus de 1’évolution de ceux-ci et le réle joué par les réarrangements
chromosomiques dans la spéciation (M Sankoff et Nadeau 2003). L’étude de la microsynténie
requiert les séquences génomiques et leur annotation pour comparer les différents génomes. De
nombreux programmes de séquencage de génomes ont été réalisés ou sont en cours afin de
permettre les comparaisons de la microsynténie entre especes. Le séquencage du génome de la
levure (Goffieau et al. 1996), de la drosophile (Adams et al. 2000), de Caenorhabditis elegans
(The C. elegans Sequencing Consortium, 1998), du fugu (Taylor et al. 2002), de ’homme
(International Human Genome Sequencing Consortium 2001) et d’A. thaliana (Lin et al. 1999)
a été achevé, mais d’autres organismes sont en cours de séquengage (M. truncatula, le riz, le mais,
la tomate, le caféier etc.) ainsi qu’un nombre croissant de programmes de génomique d’autres
espéces animales et vegétales (sequencages d’ARNm, de séquences EST, de fragments d’ADN
génomique). Le séquencage de génomes complets et de fragments de génomes (notamment de
clones BAC) a permis la

comparaison de cartes physiques entre différentes espéces aussi bien animales que végétales.
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5 .Amélioration de la cartographie génétique et physique

L’exploitation la plus fréquente aujourd’hui des cartes alignées est 1’identification de marqueurs
d'une variété d'espéces pour une région génomique donnée. C'est particulierement utile pour des
expériences de cartographie fine ou de clonage positionnel. Ainsi par exemple, la relation de
colinéarité entre Lotus japonicus, Pisum sativum et Arabidopsis thaliana a été établie et exploitée
pour améliorer la cartographie physique d’un géne impliqué dans la formation de nodules de
fixation d’azote chez les légumineuses. Apres détermination de la région synténique, un marqueur
AUX-1 d’Arabidopsis a pu étre cartographié proche de la région cible chez Lotus japonicus
(Stracke et al. 2004). De méme la microsynténie établie entre la tomate et Arabidopsis a permis des
améliorations des cartes génétiques et physiques. (Ku et al. 2000), décrit le premier travail
rapportant ’exploitation de microsynténie avec Arabidopsis pour des fins de clonage positionnel au
sein d’une famille différente au sein du régne végétal. Cette étude a permis de construire une carte
génétique a haute résolution pour la région du chromosome 2 de la tomate, co-segregeant avec la
mutation ovate. Toujours entre

Arabidopsis et la tomate, la microsynténie a permis de réduire la distance entre les marqueurs
encadrant le gene cible Diageotropia (Dgt) de 0.8 a 0.15 cM (Oh et al. 2002). Pareillement une
importante zone synténique entre le chromosome 1 du riz et le chromosome 3 de 1’orge (Hordeum
vulgare L.), a permi de réaliser la saturation de la carte génétique contenant le gene de résistance de
la rouille des feuilles de la région chromosomique de I’orge. Cette étude montre aussi clairement
I’utilité des ressources génomiques du riz pour la recherche efficace d’EST orthologue de I’orge a
des fins de saturation de la région génomique cible chez I’orge (Mammadov et al. 2005).

6. Clonage d’un gene par utilisation de 1’orthologie

L'identification d’orthologues putatifs pour des traits monogéniques ou quantitatifs couvrant
différentes espéces est facilitée par les comparaisons de cartes (Paterson et al. 1995). Ceci a eté
documenté d'une maniere élégante par la cartographie et le clonage des homologues du géne
d'Arabidopsis GAI qui codent pour un modulateur de la réponse a la gibbérelline chez le mais, le riz
et le blé. Les genes du blé et du mais correspondant aux locus Dwarf (Peng et al. 1999). De méme,
le gene récessif de résistance contre les potyvirus chez la tomate (pot-1) a pu étre cartographié et
isolé grace a la colinéarité établie entre la tomate (L. esculentum) et le piment (Capsicum spp.) et
I’utilisation de 1’orthologue du facteur d’initiation eukaroytique 4E (cIF4E) du Tabac. Cette
démarche éclaire I’utilité de comparaison des cartes pour 1’identification de la séquence orthologue
du gene récessif de résistance qui a débouché sur une approche gene-candidat. Ce résultat va a

contre courant de I’idée d’une absence de gene
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de résistance dans les régions synténiques. Ceci peut étre expliqué par une évolution plus lente des
génes de résistance contre les potyvirus par rapport a la majorité des genes de résistance clonés
jusqu’a aujourd’hui, et peut donc étre considéré comme une classe a part de genes de résistance
(Parrella et al. 2002).

[ 3. 0e+07

Figure 27. Segments dupliqués d’Arabidopsis
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis genome duplication.shtml

6.1 De nouvelles plantes modeéles pour la synténie

La disponibilité de la séquence compléte du génome d’Arabidopsis a permis de comparer le
génome de cette plante aux séquences de fragments d’ADN génomiques partiels de différentes
espéces végétales. Par exemple entre Arabidopsis et des espéces de la famille des Poaceae (Mayer
et al. 2001) ou des espéces appartenant a d’autres familles comme avec les Fabaceae (Grant et al.
2000) et les Solanaceae (Ku et al. 2000). La macro- et microsynténie sont plus ou moins fortement
conservées en fonction des temps de divergence entre les espéces comparées, et méme si quelques
réarrangements peuvent avoir eu lieu, le transfert d’information d’un organisme a un autre est
toujours possible (Schmidt 2000; Bancroft 2001; Barnes 2002). Ainsi les paires les plus étudiées
sont Arabidopsis-pomme-de-terre (Dominguez et al. 2003), Arabidopsis-betterave (Dominguez et
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al. 2003), Arabidopsis-tournesol (Dominguez et al. 2003), Arabidopsis-Prunus (Dominguez et al.
2003), Arabidospis-coton (Bowers et al. 2003) et Arabidopsis-tomate (Ku et al. 2000)

6.2 Les défis de la génomique comparative

Un des défis de la génomique comparative est de distinguer les orthologues (c.-a-d. les genes
homologues avec un ancétre commun qui ont été séparés par un événement de spéciation) des
paralogues (c.-a-d. homologues dérivant d'un événement de duplication de gene); ce qui est
particuliérement problématique dans de grandes familles de génes telles que les genes de réesistance.
Un deuxieme probléme concerne la possibilité d’identifier des segments conservés a ’aide de la
cartographie génétique. (MAHE L,2007)

Les familles multigéniques et les pseudogénes, par exemple, peuvent parfois rendre difficile
I’identification du bon géne orthologue, surtout si les espéces comparées sont éloignées
phylogénétiqguement. En effet dans ce cas, il est difficile de distinguer I’érosion de 1’identité de
séquence due a la spéciation de celle due a la duplication. De plus, la distance entre deux marqueurs
sur une carte génétique correspond a un pourcentage de recombinaison et ne refléte pas du tout le
contenu en génes et la séquence d’ADN de cette région du génome. Entre 2 marqueurs peuvent se
cacher des centaines de genes, et la macrosynténie entre deux espéces n’implique pas forcément

I’existence de conservation des génes et de leur ordre (microsynténie). (MAHE L,2007)
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Chapitre 4 séquencage du génome du blé( défis et véritable exploit scientifique).

Introduction :

Le Consortium international de séquengage du génome du blé (« International Wheat Genome
Sequencing Consortium » — IWGSC) a publi¢ aujourd’hui dans le journal scientifique international
Science une description détaillée de la séquence du genome du blé tendre.

Ce travail va permettre d’accélérer le développement de variétés de blé plus durables, mieux
adaptées aux changements climatiques, ayant de meilleurs rendements et qualités nutritionnelles.
L’article scientifique qui a plus de 200 auteurs travaillant dans 73 entités de recherche dans 20 pays
présente la séquence de référence du blé tendre de la variété Chinese Spring. La séquence d’ADN
de chacun des 21 chromosomes est de haute qualité, la meilleure produite a ce jour pour le blé.

Le bl¢ tendre est I’aliment de base de plus d’un tiers de la population mondiale et apporte pres de
20% des calories et protéines consommées. Il est aussi une source importante de vitamines et de
minéraux.

Pour couvrir les besoins de la population mondiale, qui atteindra of 9.6 millions en 2050, la
production de blé doit augmenter de 1,6% par an, tout en préservant la biodiversite, et les ressources
en eau et en nutriments. La majorité de cette augmentation doit donc étre réalisée par amélioration
génétique, sans augmentation des surfaces cultivées. Maintenant que la séquence de référence est
connue, les sélectionneurs ont de nouveaux outils a leur disposition pour répondre a ces défis. Ils
vont pouvoir identifier plus rapidement les génes ou les éléments régulateurs responsables de
caracteres agronomiques complexes tels que le rendement, la qualité des grains, la résistance aux
maladies fongiques, et la tolérance aux stress biotiques et abiotiques afin de produire des variétés de
blé plus robustes et résistantes.

« La séquence du génome du blé¢ nous permet d’avoir acces au moteur du blé » explique Rudi
Appels, professeur a I’Université de Melbourne et chercheur a AgriBio en Australie. « Ce que nous
voyons est extrémement bien fait, permettant des variations et des adaptations a différents
environnements, mais est aussi suffisamment stable pour maintenir des structures de base afin que
la plante puisse survivre sous différentes conditions climatiques. »

Comme cela a été le cas lorsque les sequences de référence du mais et du riz ont été produites, il est
prévu que la disponibilité de la séquence de référence du blé va permettre d’accélérer I’amélioration
variétale au cours des prochaines décennies.

Séquencer le génome du blé tendre a longtemps été considéré une tache impossible, a cause de sa
taille cing fois plus grand que le génome humain et de sa complexité le blé tendre est constitué de

trois sous-génomes et 85% sont des eléments répétés. (figure 28).
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Un génome cing fois plus grand que le génome humain
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Figure 28 génome du blé est cinq fois plus grand que le génome humaine .

« La publication de la séquence de référence du génome du blé tendre est le résultat du travail de
nombreux chercheurs qui se sont regroupées sous la houlette de 'ITWGSC pour s’atteler a ce qui
était considéré impossible a faire », explique Kellye Eversole, la directrice exécutive de 'TWGSC.

« La méthode utilisée pour produire la séquence de référence et les principes et pratiques du
consortium constituent un modele pour séquencer des génomes de plantes complexes et de large
taille et réaffirment 1I’importance des collaborations internationales pour contribuer a la sécurité
alimentaire ».

L’impact de la séquence de référence du blé tendre est déja important dans la communauté
scientifique, comme [’atteste la publication le méme jour de six autres articles scientifiques

décrivant ou utilisant la séquence : un article paraissant dans le méme numéro de Science, un autre
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dans Science Advances et quatre autres dans Genome Biology. De plus, plus de 100 articles
scientifiques citant la séquence de référence ont été publiés depuis janvier 2007, date a laquelle les
données ont été mise a disposition de la communauté scientifique.

En plus de la séquence des 21 chromosomes, I’article de Science décrit la position précise de
107,891 genes et de plus de 4 millions marqueurs moléculaires, ainsi que les séquences d’ADN
entre ces génes et marqueurs qui contiennent des ¢léments régulateurs agissant sur I’expression des
genes.

L’IWGSC a obtenu ce résultat en combinant toutes les ressources qu’il a générées au cours des
treize derniéres années en utilisant les méthodes classiques de construction de cartes physiques,
ainsi que les technologies de séquengages d’ADN les plus récentes. Les séquences d’ADN ont été
assemblées et ordonnées le long des 21 chromosomes en utilisant des algorithmes performants et les
génes ont été identifiés grace a des programmes bioinformatiques dédiés.

Toutes les ressources générées par I’'TWGSC sont publiques, accessibles a tous, sur la plateforme de
I’Unité de recherche en Génomique-Info (URGI) de I'INRA, ainsi que dans les autres banques de
données scientifiques internationales telle GrainGenes and Ensembl Plant.

L’article de Science est intitulé « Shifting the limits in wheat research and breeding using a fully
annotated reference genome » (« Dépasser les limites en recherche et sélection du blé en utilisant un
génome de référence completement annoté »).

L’IWGSC, avec 2,400 membres dans 68 pays, est un consortium international créé en 2005 a
I’initiative de chercheurs en sciences végétales et de sélectionneurs publics et privés. L’objectif de
I’TWGSC est de produire et de rendre publique une séquence compléte du blé tendre d’excellente
qualité, ressource indispensable pour la recherche fondamentale et pour I’amélioration variétale du
blé.

Méthodes :

Séquencage du génome entier du cultivar Chinese Printemps par Courte lecture séquencage par
synthese fourni les données pour I'assemblage de génome de novo et d'échafaudage avec le logiciel
DenovoMAGIC2. L'assemblée a été superscaffolded et ancré dans 21 pseudomolécules avec haute
densité genétique (POPSEQ) et physique (Hi-C et 21 cartes physiques spécifiques aux

chromosomes) les informations cartographiques et en intégrant des ressources génomiques.

Validation de lI'assemblage utilisation génétique indépendante (génotypage de novo par- séquencgage
des cartes) et des données de cartographie physique (cartes hybrides de radiation, bionano-optiques

“maps " pour les chromosomes homéologues du groupe 7).
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L'assemblage du génome a été annoté pour les génes, d'’ADN repétitif, Validation de I'assemblage
utilisation génétique indépendante (génotypage de novo par- séquencage des cartes) et des données
de cartographie physique (cartes hybrides de radiation, bionano-optiques “ maps " pour les
chromosomes homéologues du groupe 7).

L'assemblage du génome a été annoté pour les genes, d'ADN répétitif, Un atlas de la transcription
des genes de blé a été construit a partir d'un vaste panneau de 850 indépendants transcriptome data
set et était alors utilisé pour étudier les réseaux de co-expression géniqueQutre, I'assemblée a été
utilisé pour la dissection d'une tige importante-solidnessQTL et concevoir des cibles pour I'édition

du génome des genes impliqué dans le contrdle du temps de floraison chez le blé.
Résultats :
1. Assemblage a I'échelle chromosomique du génome du blé

Des séquences de pseudomolécules représentant le 21 les chromosomes du génome du blé tendre
étaient assemblé en intégrant un projet de tout le génome de novo assemblage (WGA), construit a

partir d'lllumina shortread séquences utilisant NRGene deNovoMagic2 (Fig. 24 Tableau 3).

-
=

o
0
e
o
o

o
B[]
o
“op
Ay
e

]
0/ :
3

48



Chapitred.......coooiiiiii séquencage du génome du blé (défis et véritable exploit scientifique).

Figure 29: Génome du blé déchiffré, assemblé et commandé.

Les graines, ou grains, sont ce qui compte avec respect des rendements de blé (panneau de gauche),
mais toutes les parties de la plante contribuent aux performances de la culture. Avec accés complet
a la séquence ordonnée des 21 chromosomes du blé, le contexte de la réglementation séquences et
le réseau d’interaction des genes exprimés - tous présentés ici sous forme de diagramme circulaire
(a droite). panneau) avec des pistes concentriques pour divers aspects de la composition du génome
du blé. les sélectionneurs et les chercheurs ont maintenant la possibilité de réécrire I'histoire de

I'amélioration des cultures de blé. (fig. 24).

dans I’ assemblage du génome de 14,5 Gb résultant, contigs et échafaudages avec N50 de 52 kb et
7 Mo, respectivement, étaient liés en super échafaudages (N50 = 22,8 Mo), avec 97% (14,1 Go) des
séquences attribué et ordonné le long des 21 chromosomes et presque tous les échafaudages de

séquence assignés et orientés les uns par rapport aux autres (13,8 Go, 98%).

la nouvelle taille du génome des estimations de 15,4 a 15,8 Go peuvent étre comptabilisées par des
séquences effondrées ou non assemblées de grappes trés répétées, telles que I'ARN ribosomal
régions codantes et séquences télomériques. Une caractéristique clé qui distingue le RefSeq IWGSC
v1.0 des assemblées de blé préliminaires précédentes (International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC),,2014).( A. V. Zimin et al.,2017) I’organisation a long terme, avec 90% des
génome représenté dans les super-échafaudages plus grands que 4,1 Mo et avec chaque

chromosome représenté, en moyenne, seulement 76 super-échafaudages (tableau 3).
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Tableau 3. Statistiques d'assemblage d'IWGSC RefSeq v 1.0.

Assembly characteristics Values
Assembly size 145 Gb
MNumber of scaffolds 138,665
Size of assembly in scaffolds = 100 kb 14 .2 Gb
Mumber of scaffolds = 100 kb 4443

M50 contig length 51.8 kb
Contig L50 number 21427
NS0 contig length 11.7 kb
Contig L90 number 294934
Largest contig 580.5 kb

Ms in contigs 0

M50 scaffold length 7.0 Mb
Scaffold LB0 number 571

NS0 scaffold length 1.2 Mb
Scaffold L90 number 2,390
Largest scaffold 458 Mb
Ms in scaffolds 261.9 Mb
Gaps filled with BAC sequences 183 (1.7 Mb)
Average size of inserted BAC seqguence 95 kb
M50 superscaffold length 22828 Mb
Superscaffold LS50 number 166

NS0 superscaffold length 4.1 Mb
Superscaffold L20 number 718
Largest superscaffold 1659 Mb
Sequence assigned to chromosomes 14.1 Gb (96.8%b)
Sequence = 100 kb assigned to chromosomes 141 Gb (99.1%)
Mumber of superscaffolds on chromosomes 1,601
Mumber of oriented superscaffolds 1,243
Lerngth of oriented sequence 138 Gb (95%0)
Length of oriented sequence = 100 kb 13.8 Gb (97.3%0)
Smallest number of superscaffolds per subgenome chromosome 35 (7A), 68 (2B), 36 (1D)
Largest number of superscaffolds per subgenome chromosome 111 {4A), 176 (3B), 90 (3D)
Average number of superscaffolds per chromosome =]

2.La composition du génome du blé

Analyses des composants de la séquence du génome réveélé la distribution des éléments clés et a
permis des comparaisons détaillées de I'nomologue Sous-génomes A, B et D. Comptabilité pour

85% du génome, avec une distribution relativement égale dans les trois sous-génomes (tableau 4).
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Tableau4 : Proportion relative des principaux éléments du génome du blé. Proportions de TE sont

exprimés en pourcentage de séquences attribuées a chaque superfamille par rapport a la taille du

génome.
Wheat subgenome
Major elements
AA BB DD Total
Assembled sequence assigned to chromosomes (Gb) 4935 5180 3951 14066
Size of TE-related sequences (Gb) 4240 4388 3285 11513
TEs (%) 859 B4.7 831 847
Class 1
LTR-retrotransposons
Gypsy (RLG) 50.8 46.8 414 467
Copia (RLC) 174 16.2 163 167
Unclassified LTR-retrotransposons (RLX) 2.6 3.5 37 3.2
Mon-LT R-retrotransposons
Long interspersed nuclear elements (RIX) 081 0.96 053 0.20
Short interspersed nuclear elements (S1X) 0.01 0.0 Q.01 0.01
Clazs 2
DMA transposons
CACTA (DTC) 12.8 155 15.0 15.5
Mutator (DTM) 0.30 0.38 048 038
Unclassified with terminal inverted repeats 021 020 022 |
Harbinger (DTH) 015 016 018 016
Mariner (DTT) 014 016 017 016
Unclassified class 2 0.05 0.08 0.05 0.06
hAT (DTA) 0.01 0.01 Q.01 Q.01
Helitrons (DHH) 00046 0.0044 00036 0.0042
Unclassified repeats 0.55 0.85 063 0.68
Coding DNA 0.89 (.89 111 055
Unannotated DMNA 132 14.4 157 14.4
(Pre)microRMNAs 003% 0057 0046 0047
tRMAS 0.0056 00050 00068 O0.0057

Analyse d’un sous-ensemble de 181 036 genes [“filtré ensemble de génes » tableau 3] comprenant
103 757 Geénes HC et 77 279 LC identifiés 39 238 groupes homéologues, ¢’est-a-dire des clades de
A, B et Orthologues du sous-génome déduits des arbres génétiques contenant un total de 113.653
génes (63% des ensemble filtré). Pertes génétiques ou rétention et géne gains (duplications de

génes) ont été déterminés pour tous les locus homologues de IWGSC RefSeq v1.0 (Tableau 3).
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Tableau 5: Groupes de genes homéologues chez le blé. Les génes homologues sont «Orthologues

du sous-génome» et ont été déduits du rapprochement des espéces dans la famille de genes

respective.
Mumber in wheat Composition of Number of Number of Number of  Total number of

Homeologous group (A:B:D) . . .

genome groups (%) genes in A genes in B genesinD genes
111 21603 551 21,603 21603 21603 64,809
LIN 644 16 644 644 1482 2770
LN 598 25 598 2,39 598 4,392
N1l 761 19 1752 76l 761 3274
110 3,708 95 3708 3708 0 7416
101 4,057 103 4067 0 4057 814
011 4157 107 0 4197 4197 8394
Other ratios 3.270 83 4999 537 4114 14484
L1 in microsynteny 18595 474 18,595 18595 18595 55,785
Total in microsynteny 30,339 773 27,240 27063 28005 82308
LL1 in macrosynteny 19701 50.2 18701 16,701 18,701 53103
Total in macrosynteny 32591 83l 29,064 30615 30,553 80,232
Total in homeologous groups 39238 100.0 37761 38,680 3722 113653
Conserved subgenome orphans 12412 12 587 10,844 36,243
Nonconserved subgenome singletons 10,084 12,185 8679 30,548
Nunwijserl.red subgenome 7 2 g 19

duplicated orphans

Total (filtered) 60,328 63,935 56,173 181036

en supposant la présence d’une seule copie du géne a chaque locus homéologue (appelé "triade™).
Le pourcentage de génes dans les groupes homéologues pour toutes les configurations (ratios) est
tres similaire, donc équilibré entre les trois sous-génomes: 63% (A), 61% (B) et 66% (D).
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3.Atlas de transcription réveéle trait associée a réseaux de Co régulation des génes
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Figure 30. Atlas de transcription du blé

(A) Hlustration schématique et définitions de la plante du blé et de tissu de haut niveau
«racines», «feuilles», «épi» et «Grain» utilisé dans I'analyse ultérieure.

(B) Analyse en composantes principales (PC) parcelles pour la similarité de la transcription
globale, avec des échantillons colorés selon le tissu d'origine de niveau élevé [introduit
dans (A)].
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La clé de couleur pour le tissu est indiqué au bas de la figure sous (C).

(C) distribution chromosomique de largeur d'expression moyenne [nombre de tissus dans lesquels
les génes sont exprimés (nombre total de tissus, n = 32)]. Ligne orange) est calculée sur la base
d’une position mise a I’échelle de chaque géne au sein de le compartiment génomique

correspondant (bleu, aqua et jaune clair arriére-plan) sur les 21 chromosomes (lignes orange).

(D) Carte thermique illustrant 1’expression d’un gene représentatif ( pour la 38 modules de
coexpression définis par WGCNA. Les modules sont représentés comme colonnes, avec le
dendrogramme illustrant la relation entre eigengene. Chaque rangée représente un échantillon. Les
barres colorées a gauche indiquent le tissu de haut niveau d’origine; la clé de couleur est indiquée

au bas de la figure sous

(C). DESeq2- les niveaux d'expression normalisés sont indiqués. Modules 1 et 5 (cases vert clair)
étaient le plus en corrélation avec les tissus foliaires de haut niveau, alors que les modules 8 et 11
(bottes vert foncé) étaient les plus en corrélation avec le pic.

(E) Barre graphique du module assignation (identique, proche ou distante) de triades homéologues
et de duplication dans Réseau WGCNA.

(F) voie de floraison simplifiée chez le blé polyploide. Les génes sont colorés en fonction de leur

affectation a la feuille (vert clair) - ou a I'épi (vert foncé) - modules corrélés.

(G) Extrait d'arbre phylogénétique pour Facteurs de transcription MADS, Les branches vertes
représentent les orthologues de blé des modules 8 et 11, alors que les branches pourpres sont des
orthologues de blé affectés a d'autres modules (0 et 2). Les branches grises indiquent des génes non

liés au blé.
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Figure3l : Distribution génomique de familles de génes associées a une adaptation au stress
biotique (bleu clair et foncé) ou abiotique (rose clair et foncé). , au métabolisme de I'ARN dans les

organites et a la fertilité masculine (orange) ou de qualité finale (vert clair, moyen et vert foncé).

Les positions connues des genes et des locus importants sur le plan agronomique sont indiquées par
des fleches et des points fleches rouges a gauche des barres chromosomiques. Les taux de
recombinaison sont affichés sous forme de cartes thermiques dans les barres chromosomiques [7,2
cM / Mb (vert clair) a 0 cM / Mb (noir)].
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4.Amélioration rapide des caracteres en utilisant des marqueurs résolus physiquement et

édition du génome.

La sélection et la modification de la variation génétique traits agronomiques sous-jacents en
sélection programmes est souvent compliqué si phénotypique la sélection dépend de I'expression de

plusieurs locus avec des effets quantitatifs qui peuvent étre fortement influencé par I'environnement.

Le potentiel de RefSeq IWGSC v1.0, avec lannotation détaillée du génome, accélérer
I'identification des genes candidats sous-jacents importants agronomiques les traits ont été illustrés
pour deux cibles. L’ approche génetique a été utilisée pour résoudre complétement un QTL pour la
solidité de la tige conférant une résistance a la sécheresse et aux dommages causés par les insectes
(K. T. Nilsen et al.,,2017)

La connaissance des espéces modeles peut également étre utilisé pour annoter les genes et fournir

une voie de I’amélioration des traits par la genétique inverse.
Conclusion

Travaux publics et services gouvernementaux Canada RefSeq v1.0 est une ressource qui a potentiel
d'innovation perturbatrice dans I'amélioration du blé. Par nécessité, les éleveurs travaillent avec le
génome au niveau du chromosome entier, tel que chaque nouvelle croix implique la modification de
les réseaux géniques a I'échelle du génome qui contrélent I'expression de traits complexes tels que
le rendement avec le génome de référence annoté et ordonné séquence en place, les chercheurs et
les éleveurs peuvent maintenant, accédez facilement a l'information au niveau de la séquence
définir les changements dans les génomes des lignées programme. Bien que plusieurs centaines de

QTL de blé ont éte publies, seul un petit nombre de les genes ont été clonés et caractérisées.

Travaux publics et services gouvernementaux Canada RefSeq v1.0 souliers immédiats application
en fournissant I'acces a la réglementation les régions, et il servira de base aux ancrer tous les QTL

connus a un commun annoté référence.

Combiner ces connaissances avec la distribution de fréquence de recombinaison méiotique et la
diversité génomique permettra aux éleveurs pour relever plus efficacement les défis imposés par la
nécessité d'équilibrer le paralléle de sélection processus d'adaptation aux conditions biotiques et

abiotiques stress, qualité a l'utilisation finale et amélioration du rendement.

Les stratégies peuvent maintenant étre définies plus précisément amener les alleles souhaitables en

phase de couplage, en particulier dans les régions moins-recombinantes de la génome du blé.
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Ici, le potentiel de la I'information Nouvellement disponible sur le génome pourrait étre réalisé a
travers la mise en ceuvre de DNAmarker plates-formes et technologies d'élevage ciblées, y compris
I'édition du génome (H. Puchta ; 2017).
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CONCLUSION

Dix mille ans apres que I’homme a commencé a cultiver le blé, le génome du blé tendre, ou froment
(Triticum astivum), vient d’étre décrit et analysé en détail. Ce résultat a été obtenu par le
Consortium international de séquencage du génome du blé (IWGSC). 1l représente 1’aboutissement
d’un travail colossal commenceé il y a 13 ans.

Le génome du bl¢ est en effet d’une taille et d’une complexité considérables : avec environ

15,5 milliards de paires de bases et plus de 107 000 genes identifiés, il est environ 40 fois plus
grand que celui du riz et 5 fois plus que celui de I’homme (qui contient, lui, environ 3,2 milliards de
paires de bases).

Cela s’explique en partie par le fait que le bl¢ est une plante polyploide : il contient trois

génomes, conservés lors du croisement de deux especes d’abord, puis avec une troisiéme ensuite.
Le génome du blé tendre est ainsi constitué de trois fois sept paires de chromosomes.

De nombreux génes peuvent étre trouvés en plus d’un exemplaire. Mais ce n’est pas tout : plus de
85 % du génome du blé est constitué de séquences répétées.

le génome du blé est I’une des dernicres especes d’intérét agronomique majeur dont la séquence du
génome n’est pas disponible.

Au terme de ce travail, nous avons obtenu une quantité importante d’informations sur les efforts
fournies par le consortium de séquencage appelé International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) impliquant des acteurs publics et privés de différentes parties du monde
(http://www.wheatgenome.org/), afin de disposer de la premiere séquence du génome du blé tendre.
En effet, ’amélioration des techniques de génomique de haut début par 1’utilisation de séquenceurs
de nouvelle génération permettre de finaliser le séquencage du génome du blé.

Afin de disposer de la premiére séquence du génome du blé tendre, les scientifiques ont établi un
séquencage de chacun des bras chromosomiques purifiés par cytométrie de flux et aujourd’hui tous
les bras chromosomiques sont séquences.

C’est I’aliment de base d’un tiers de la population mondiale. Grace au décryptage du génome du ble,
les chercheurs esperent identifier des génes potentiellement impliqués dans la qualité des grains, la

résistance aux maladies ou la tolérance a la sécheresse.
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Résume :

Le blé, une espece polyploide, a trois grands génomes A, B et D constitue un génome complexe. Ce
travail présent une recherche bibliographique sur la mise au point de la stratégie originale de séquencage du
blé et les résultats obtenus dans le cadre du projet de cartographie du génome de blé, en utilisant les
marqueurs moléculaires, les QTL a I’aide de marqueurs SNP a haut débit, banque des mutants, et de banque
des EST, les projet de séquencage du génome de blé qui a été commencé en 2005 par la création de
Consortium International de Séquencage du Génome du Blé . Une séquence de référence annotée
représentant le génome du blé panifiable hexaploide 21 pseudomolécules ont été analysées pour identifier la
distribution et le contexte génomique des éléments codants et non codants dans les sous-génomes A, B et D.
Avec une estimation de couverture de 94% du génome et contenant 107 891 modeles de genes a haut
niveau de confiance, cet assemblage a permis la découverte de tissus et de stades de développement réseaux
de co-expression en fournissant un atlas des transcriptomes représentant les principales étapes du
développement du blé , Le dynamique des familles de génes complexes impliqués dans l'adaptation
environnementale et la qualité d'utilisation finale ont été révélés a sous-génome résolution et contextualisée
connus locus agronomiques a un seul géne ou a caractére quantitatif, Cette ressource communautaire établit
la Fondation pour accelérer la recherche sur le blé et lI'application d la compréhension du blé de la biologie
et de génomique de la sélection assistée, L’ TWGSC a obtenu ce résultat en combinant toutes les ressources
qu’il a générées au cours des treize derniéres années en utilisant les méthodes classiques de construction de
cartes physiques, ainsi que les technologies de séquengages d’ADN les plus récentes , les séquences d’ADN
ont été assemblées et ordonnées le long des 21 chromosomes en utilisant des algorithmes performants et les

génes ont été identifiés grace a des programmes bio-informatiques dédiés.
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