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molécule commune a tous les étres vivants

structure clarifiée en 1953
(Watson et Crick)

composé par 4 briques (bases azotées)
CITOSINE
GUANINE
DENINE
THYMINE

compose les génes et les chromosomes

son étude représente l'avenir de |la
recherche dans tous les domaines de la vie

différentes techniques d'analyse pour
I"étudier!

I'ADN = GENES
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Séquencage de 'ADN _technologie Sanger

Esohgrzchzg 001[ Sequence ID: GBBAC268-15.COI-SP  GenBank CP002185

Accession:

Fragment (séquence)
d'ADN [COI-5P] de 1989
bases (lettres) du bactérie

Last Updated:  2019-09-08 Genome: Mitochondrial
Locus: Cytochrome Oxidase Subunit 1 5" Region

Nucleotides: 1589 bp

ATGTTCGCARAATTATCACTTGATGCAGTCCCGTTCCATCGAACCTATCGTCATEGTTALG
ATCECTGGCATTATTTTGEGAGGTCTGGCGCTCGTTGGCCTGATCACTTACTTCGGTAAG
TGGACCTACCTGTGEALAGAGTGGCTGACCTCCGTCGACCATALACGCCTCGGTATCATG
TATATCATCGTGGCEATTGTGATGTTGCTGCGTGGTTTTECTCACGCCATTATGATGCGT
AGCCAGCAGGCTCTTGCCTCGECGGETGAAGCGGGCTTCCTGCCACCTCACCACTACGAT
CAGATCTTCACCGCGCACGGCGTGATTATGATCTTCTTCETGECGATGCCTTTCGTTATC
GGTCTGATGAACCTEGTGETTCCGCTGCAGATCGGCGLGCGTEACGTTGLCGTTCCLGTTC
CTCAACAACTTAAGCTTCTGGTTTACTGTTGTTGGTGTGATTCTGGTTAACGTTTCTCTC
CGCCETGGECGAATTTGCGCAGACCGECTEGCTEGCCTATCCACCGCTATCGGGAATAGAG
TACAGTCCGGGAGTCGGTETCCGATTACTEGATATGCAGTCTCCAGCTATCCGGTATAGGT
ACGACGCTTACCGGTATCAACTTCTTTGTTACCATTCTGAAGATGCGCGCACCGGGCATG
ACCATGTTCAAGATGCCAGTATTTACCTEGGCATCACTGTGCGCGAACGTACTGATTATT
GCTTCCTTCCCAATTCTGACGETTACCGTCGCETTGTTGACCCTGGATCGCTATCTGEGC
ACCCATTTCTTTACCAACGATATGGETGECAACATCGATGATGTACATCAACCTGATTTGE
GCCTGGGECCACCCGGAAGTTTACATCCTGATCCTGCCTETTTTCGETGTGTTCTCCGAA
ATTGCGGCAACCTTCTCGCGTAAACGTCTGTTTGGTTATACCTCGCTGGTATGGGCAACC
GTCTGTATCACCGTGCTGTCGTTCATCGTTTGECTGCACCACTTCTTTACGATGGGTECG
CGCGCGAACGTARACGCCTTCTTTGETATCACCACAATGATTATCGCCATCCCGACCEGE
CTGAAGATCTTCAACTGGCTGTTCACCATGTATCAGGGCCGCATCGTGTTCCATTLTELG
ATGCTGTGGACCATCGGTTTTATCGTCACTTTCTCGGTGEGCEGGATGACTGGCGTGLTG
CTGECAGTACCGGGCGCGEACTTCOTTCTGCATAACAGCCTGTTCCTGATTGCGCACTTC
CATAACGTGATCATCGGCGGCGTGETCTTCGGCTGCTTCCCAGGGATGACCTACTGGETGG
CCTAAAGCCTTCGGT T TCALMACTGAATGAAACCTGEGGTAALCGCGCGTTCTGETTCTGE
ATCATCGECTTCTTCGTTECCTTTATGCCGCTGTATGCGCTGEGCTTCATGGGCATGACC
CGTCGTTTGAGCCAGCAGATTCACCCGCAGTTCCACACCATGCTGATGATTGCAGLCTAGT
GGTGCAGTACTGATTGCGCTGEGTATTCTCTGCCTCGTTATTCAGATGTACGTTTCTATT
CGCCACCGCGACCAGAACCOTGACCTGACTGGCGACCCGTGGEGTGECLGTACGLTGEAG
TGGECAACCTCTTCCCCGCCTCCGTTCTATAACTTTGCCETTETGCCGCACGTTCACGAG
CGTCATGCATTCTGEGAAATGAALGAGAAAGGCGAAGCOTATAALAAGCCTGACCACTAT
A AL AT TCATATCCCGALMAAACAGCGETGCAGGTATCETCATTGCAGCTTTCTCCACC
ATCTTCGETTTCGCCATGATCTGGCATATCTGETGECTGECGATTGTTGGCTTCGCAGGT

. , \
O uti | d e se q uenca g e d A D N ATGATCATCACCTGGATCGTGAAAAGCTTCGACGAGGACGTGGAT TACTACGTGCCGGTG

Stquengnage de VADN_technologile Sanger

Micro-organismes
cultivés sur Boite de Pétri
contenant du milieu
de culture

AATGEGCAAC




(RQ QAIW Technologie «Sanger sequencing»_projet GEnome humain

Quand?

Projet Génome 1990-2003 (13 ans))

Humain
publié sur la revue
scientificque
«Nature», 2001

Quelle technique?
Séquencgage Sanger de ['ADN

Colt?
3 milliards de dollars

Qui?
20 centres de recherche




Application du Séquencage de '’ADN

identification de
pathogenes
(coronavirus Sars-Cov 2)

surveillance de la surveillance de
sécurité alimentaire I'environnement

compréhension des caractérisation des
étude de la biodiversité génomes -> comprendre résistance aux
la vie! antibiotiques




Séquencage de 'ADN_technologie NGS (Séguencage de
Nouvelle Géneration)

Plateformes ABI 3730xI 454 GS-20| Solexa/lllumin. ABI SOLID Roche/454 | lllumina GAllx, | lllumina Hi-Seq
capillary pyrosequencer sequence sequencer Titanium, SOLID 3.0 2000
sequencer analyser llumina GAIl
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
3 ? @ )

: 1,000
Prolet§ et. 1,000 Genomes, Watson Genomes pilot
pubbllcatlons Draft human Human Microbiome genome and HapMap3
genome HapMap Project begins | ENCODE Project begins projects begin publication publications

ENCODE Project| First tumour:normal Human genetic

pilot publications! genome publication syndromes publications




Séquencage de 'ADN_technologie NGS (Séquencage de

Nouvelle Génération)

:20:20 GENOME

HUMAIN

|
| | |
j.eZ Z;Irleir;iz 20.000 NGS < 1000 1 seul centre quelques
Fl:))ases genes dollars de recherche jours




Séquencage de ’ADN_technologie NGS (Séquencage de Nouvelle

Géneration)

technologie de séquengage haut-débit

« it simultanément des millions de fragments d'ADN (centaines / milliers de genes)
*  révolution pour le monde de la génomique

« avenir de la recherche scientifique

* de plus en plus utilisé dans les domaines humains et vétérinaires

*  peu exploité dans le domaine environnemental

« désavantageux pour

v la grande quantité de données,

v la necessité des complexes analyses bioinformatiques

v la disponibilité limitée de données pour des études comparatifs

*  permet les études métagenomiques



nommé aussi génomique environnementale
a bouleversé notre vision du monde microscopique (dévoilant
'incroyable biodiversité des écosystemes microbiens, qu'ils

résident dans les fonds marins, sous terre ou dans nos intestins)

méthode d'étude du contenu génétique d'échantillons issus
d'environnements complexes (par exemple le sol)

permet d'identifier des milliards d'espéces (faune, végétaux et
micro-organismes — important pour ceux réfractaires a toute
culture en laboratoire)

basée sur Séquengage de Nouvelle Génération

permet un apercu du potentiel fonctionnel d'un environnement



IL SUOLO & UN ELEMENTO
ESSENZIALE DELLA NATURA;
VI CRESCONO LE PIANTE E
FA ANCHE DA FILTRO PER
LE ACQUE, TRATTENENDO
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Utilisation
expérimentale
d'analyses NGS
a partir de
’ADN

du sol ——
pour étudier la
biodiversité
d'un habitat
avant

la restauration
écologique

QUART

Réserve naturelle Les lles de Saint Marcel
(Vallée d'Aoste ) - IT1205070
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Echantillons du
sol avant |la
réstauration




Meétagénomique_extraction de '’ADN

Homogenization ' Separation

826 o
:F‘.’S:RAZK)NEDNA METAGENOM!
DASUOLO

PO LB 26. Procédure opérationnelle d’echantillonnage et d’extraction
de 'ADN métagénomique du sol
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Consultation @ Library Prep «» Sequencing «» Bioinformatics «»

Results

/ Processus opérationnel pour le Séquencage de Nouvelle Génération
P5/ P7: binding sites to the flow cell
[ P5 ‘3 Rd 1 SP: readl sequencing primer
3 5 Rd 2 SP: read2 sequencing primer
Rd1 Seq Prim Index Seq Primer
| — > —_—
5/ S—

Jswig bag zpy
J

Sequence of Interest
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ANALYSE NGS 1
WHOLE GENOME

toute la biodiversité
y compris le microbiote

\

MySeq Illumina
(San Diego,CA)
8- 19 millions
séquences d’ADN de 125 bases ANALYSE NGS 2
par échantillon METABARCODING
Bactéries Champignons
MARQUER 16S MARQUER ITS
113.000-250.000 82.000 - 232 .000
‘HiSeq lllumina séquences d’ADN de 300 bases par échantillon

~ (San Diego, CA)



(R\ (ZAI Meétagénomique analyses NGS_résultats

65%
séquences d’ADN
pas classifiées

35%

séquences

d’ADN
attribuables aux
organismes
cellulaires et virus

Carte circulaire Krona de échantillon n.13 « sol de surface des Iles avec végétation spontanée » _analyse whole genome



W Metagenomique_analyses NGS_résultats

35%

70% bactéries

séquences
d’ADN
. 27% eucaryotes
attrlbuables 64% faune
20% végétales
a ux 11% champignons
organismes

cellulaires et
Vvirus

3% vibroi, archea, virus
(ADN et ARN a double et a un seul brin)

Carte circulaire Krona de échantillon n.13 « sol de surface des Iles avec végétation spontanée » _analyse whole genome



Meétagénomique résultats bactéries
WHOLE GENOME vs METABARCODING

Whole genome NGS

BACTERIES

~ 1200 especes
bactériennes assignées

Bacteria
cellular organisms
root

54 more— (au moins 100
fragments d’ADN)

/)
/
+o57

blodiversité
bactérienne Lolentifiée

Carte circulaire Krona de I’échantillon n.13 « sol de surface des Iles avec végétation spontanée » _bacteries_analyse whole genome
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Metabarcoding NGS
BACTERIES

~ 400 especes
bactériennes
identifiées




Meétagénomique résultats champignons
WHOLE GENOME vs METABARCODING

o,/
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Whole genome NGS

CHAMPIGNONS

~ 200 especes
fongiques assignées

_— o
NOascus Verrucosus
m Opisthokonta - 6 results

6 more
Eukaryota - 6 results

ar organisms -

(au moins 100
fragments d’ADN)

cps““"dﬂ o
L \
+65%
. biodiversité fonglaue
o fongiq

tolentifié

Carte circulaire Krona de I’échantillon n.13 « sol de surface des Iles avec végétation spontanée » _champignons_analyse whole genome
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Metabarcoding NGS

CHAMPIGNONS

~ 70 especes fongique
identifiées
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Métagénomique_ résultats  WHOLE GENOME _
_micro/méso/macro FAUNE

Lumbricus rubellus Allolobophora chlorotica

Eisenia nordenskioeldi

Condylura crestata

7 "" ,‘
“JErynaeceus europeus

Sorex araneus

Dendrobaena veneta




(Reot Métagénomique_résultats WHOLE GENOME_
_micro/méso/macro FAUNE

Acariens vers de terre

lnsectivores
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