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Le séquencage d'un génome

Le chemin est encore
long pour le blé

Premiére étape dans
la caractérisation
génétique d'un
organisme vivant,

le séquencage du
génome permet de lire
a livre ouvert son code
génétique. Charles
Poncet, responsable
de la plate-forme de
génotypage haut débit
de I'INRA de Clermont-
Ferrand, nous explique
les techniques de
décodage de I'ADN

et la complexité
rencontrée sur blé
tendre.

Charles Poncet (INRA de
Clermont-Ferrand): « Maintenant
que le génome humain est
séquencé, les compétences acquises
par le Génoscope et les progrés
technologiques vont accélérer le
séquencage d’autres espéces. »

Linformation généti-
que des organismes Vi-
vants s’écrit avec qua-

tre lettres (A, C, G et T) corres-
pondant aux quatre bases azo-
tées (adénine, cytosine, guanine
et thymine) qui constituent
I'ADN. Leur enchainement dé-
termine le code génétique res-
ponsable des caracteres pro-
pres a un individu.

Le séquencage du génome,
le génome étant ’ADN de I'en-
semble des chromosomes,
consiste a déterminer la natu-
re et 'ordre des bases azotées
d’une espece.

La taille d'un génome se
mesure en nombre de bases.
On parle de kilo-bases (Kb)
pour une séquence de 1000
bases d’ADN et de méga-ba-
ses pour 1000000 de bases

d’ADN. Les génomes peuvent
aller de quelques kilo-bases
pour les virus a des centai-
nes de milliers de méga-bases
pour certains organismes (ta-
bleau 1). La quantité d’ADN

Taille du génome de

différentes espéces (en
méga-bases) (tab. 1)

Levure 13 Mb
Nématode 100 Mb
Drosohile (mouche) | 180 Mb
Mais 2500 Mb
Souris 3000 Mb
Homme 3000 Mb
Blé tendre 17000 Mb

La taille du génome n’est
pas proportionnelle a la
complexité de I'espéce. Elle
est souvent liée a son histoire
évolutive.

d’'un génome n’est pas propor-
tionnelle a la complexité de
I'espece: le blé a par exemple
un génome presque six fois plus
grand que celui de ’'homme.

Décoder ’ADN
de«AazZ»

Le séquencage du génome
ne veut pas dire séquencage
des génes: ’ADN n’est pas fait
que de genes codant pour la
synthese de protéines. Il com-
prend également une fraction
non codante, composée es-
sentiellement de séquences
répétées, qui intervient dans la
régulation des genes et 1'évo-
lution du génome. Le génome
humain posséde 38 % d’ADN
non codant tandis que le blé a
plus de 80 % de séquences ré-
pétées dans son génome.
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Pour étre séquencé, ’ADN
est d’abord découpé en de
multiples morceaux de quel-
ques bases a quelques Kkilo-
bases. Une fois séquencés, ils
sont ré-organisés les uns par
rapport aux autres afin de re-
trouver le message initial.

Pour les génomes volu-
mineux, il faut au préalable
établir une carte physique
des chromosomes avant de
se lancer dans le séquencage
pur. Cette opération consiste
a mettre des « étiquettes »
sur certaines parties du chro-
mosome a l'aide de petites
séquences connues. De cette
maniere, il sera plus facile de
reconstituer 'ordre des frag-
ments pour retrouver la sé-
quence complete de 'ADN.

L’ADN se dévoile
par fluorescence

Le séquencage en tant que
tel s’appuie sur la méthode
« chain-termination » mise au
point par Sanger, prix nobel
de chimie en 1980.

Les fragments d’ADN sont
soumis a une enzyme, ’'ADN
polymérase, capable de dupli-
quer 'ADN. Lenzyme se fixe
au brin codant d’ADN et syn-
thétise un nouveau brin (une
« copie ») a partir de nucléoti-
des présents dans la cellule.

Pour séquencer 'ADN, on in-
troduit dans le milieu réaction-
nel des nucléotides marqués

par fluorescence et capables
de bloquer cette synthese.

Des que I’ADN-polymérase
les utilise pour fabriquer le
nouveau brin d’ADN, elle est
bloquée et la duplication s’arré-
te, libérant un fragment d’ADN
plus court que I'original.

Des nucléotides marqués
par fluorescence
stoppent la synthése d’ADN

et liberent des fragments de
toutes les tailles.

Cette réaction ayant lieu
sur des milliers de copies du
fragment d’ADN a séquencer,
le milieu compte au final des
brins marqués de différentes
longueurs.

Ces fragments sont ensuite
déposés dans un séquenceur
qui sépare les molécules selon
leur taille. Elles passent ensui-
te devant une fenétre de lectu-
re ou un laser excite la fluores-
cence des marqueurs. La cou-
leur émise (rouge, vert, jaune
ou bleu) renseigne alors sur le
type de base ayant bloqué la
synthese d’ADN (graphique).
Chaque base correspond a
une couleur. Par exemple, sile
fragment de dix bases est vert,
il se termine par une guanine;
si le fragment de onze bases
est rouge, il se termine par une
cytosine, et ainsi de suite.

11 y a suffisamment d’exem-

Le séquencage a évolué au fil des technologies. Aujourd'hui, on parle de
séquencage a trés haut débit avec des machines capables de séquencer
100 mégabases en 7 heures par fragments de 30 a 400 bases. Il y a 2
ans, le séquenceur de référence analysait 100 kilo-bases en 2 heures par
fragments de 1000 bases.
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Lecture de séquence sortie d'un séquenceur automatique d'ADN: chaque
courbe de fluorescence correspond a une base d’ADN. Les pics renseignent
sur le type et I'ordre des bases d’ADN.

plaires dans le mélange pour
obtenir la séquence compleéte
du fragment.

Pourquoi est-ce
complique sur le ble?

Le séquencage du génome
du blé représente un vaste
chantier: 17000 méga-bases
a séquencer dont 80 % de sé-
quences répétées.

Le blé tendre est issu de la
fusion de trois génomes de
blés ancestraux A, B et D. Ces
trois génomes comprennent
chacun 7 paires de chromoso-
mes: le blé possede 42 chro-
mosomes en tout.

Un consortium international
(International wheat genome
sequencing consortium) a vu
le jour en 2005. II regroupe des
partenaires d'une quinzaine de
pays (instituts, sélectionneurs,
laboratoires de génomique...)
autour du séquencage du géno-
me du blé. Chaque partenaire
s’est réparti les 21 chromo-
somes. LINRA de Clermont-
Ferrand a la charge de sé-
quencer le chromosome 3B (le
troisieme du génome B) dans le
cadre du programme européen
« Triticeae genome ».

Avec une taille de 995 méga-
bases, ce chromosome est le
plus grand des chromosomes
du blé et représente a lui seul
2,5 fois le génome complet du
riz.

Le blé tendre devrait étre
séquencé d’ici 5 a 10 ans.
Apres trois ans et demi de
travail, 'INRA de Clermont-
Ferrand vient d’établir la

premieére carte physique dun
chromosome du blé. Ce travail
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Avant d'étre séquencé, I'ADN est
découpé en petits morceaux qui
sont ensuite « photocopiés » en
milliers d’exemplaires par PCR.

préalable ouvre maintenant la
porte au séquencage en tant
que tel qui devrait prendre en-
tre 5 et 10 ans. Compte-tenu
de I'importance des séquen-
ces répétées, les machines
capables de séquencer des
fragments d’ADN longs (800 a
1000 bases) sont mieux adap-
tées sur blé, mais leur débit
est moindre (100 kg-bases en
2 heures).

Le séquencage n’est quune
premiere étape. Une fois que
le livre du blé sera décripté, il
restera a le comprendre pour
mieux le valoriser! » B

Nicolas Bousquet
n.bousquet@perspectives-agricoles.com
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