Sequencage
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Le séquencage de I'ADN est le processus consistant a déterminer I'ordre précis des
nucléotides* dans une molécule d’ADN. Il comprend tout procédé ou technologie utilisés
pour déterminer I'ordre des quatre bases adénine, guanine, cytosine, thymine le long de la
cuaMPISNOEET 60 le 'ADN.
Le séquencage ouvre une nouvelle ére du diagnostic végétal. |l est en effet possible de ré-

Q, aliser un diagnostic en séquencant I’ADN. Le travail est réalisé a partir d’ADN purifié. Cette
?33 technologie est d’autant plus intéressante pour des virus inconnus ou encore des souches
& virales divergentes.
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NEMATODE Il existe différentes techniques de séquencage : le séquencage enzymatique : Méthode de San-
2, ger, méthode chimique de Maxam et Gilbert, séquencage haut débit.
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en santé végétile ’ , * Nucléotides : les quatre bases nucléiques composant la molécule d’ADN sont 'adénine, la guanine, la
N R F S V . ‘ ’ thymine et la cytosine
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Séquencage

Différentes téchnologies de séquencage haut débit

Fragmentation enzymatique

Ces technologies sont assez proches et reposent sur plusieurs étapes de 'ADN

communes. l
Préparation d’'une banque d’ADN par

Préparation des banques : ligation d’adaptateurs

Il s’agit d’'une ligation d’adaptateurs spécifiques a chaque technologie l

pour permettre une amplification par PCR.

Amplification clonale
Amplification clonale :
Elle peut étre réalisée soit par une émulsion huile/eau suivie de la créa- 1,
tion de microréacteurs et d’'une ePCR (emulsion PCR) ou par une am- Sé

. . y. . quengage
plification sur phase solide suivie d’'une bridge PCR. l

Détection des signaux fluorescents
ou luminescents et conversion en
séquence

Chaque technologie posséde sa prope méthode de séquencage.

Pyroséquencage

Apres fragmentation, ’ADN subit une amplification par ePCR (PCR en émulsion). Cette technique permet de ré-
aliser dans un seul tube plusieurs millions de réactions indépendantes. Le mélange est ensuite déposé sur une
plague. Chaque emplacement contient une seule molécule d’ADN amplifiée. Le séquengage est initié base par
base. Il y a ensuite révélation a I'aide d’une réaction chemoluminescente.

Séquencage a l’aide de terminateurs réversibles

La réaction de séquencgage a lieu sur un support solide. Un mélange contenant toutes les bases associées cha-
cune a un fluorophore différent est incorporé. L’extrémité des bases est protégée pour bloquer la PCR de maniére
réversible. Apres identification de la premiére base, il y a clivage des fluorophores et les étapes d’incorporation, de
détection et d’identification sont répétées.

Séquencage par ligation

La premiere étape d’amplification de cette méthode est identique a celle du pyroséquencage mais la stratégie de
séquencage est trés différente.

La réaction de séquencage repose sur un systéme complexe de cycles de ligation séquentielle d’oligonucléotides
et de clivage. Apres détermination d’une paire de bases, identifiable par un fluorophore, I'oligonucléotide ligué est
enlevé et ce processus est répété plusieurs fois.

Terminateurs

Pyroséquencgage réversibles Ligation
Longueur des lectures (pb) 700 - 800 400 2x150 2x75
Nombre de lectures 96 1 million 3 milliards 3 milliards
Total par tour (« run ») 0,07 Gb 0,7 Gb 120 a 600 Gb 150 Gb
Durée du séquencage - 23 heures 11 jours 8 jours
Colt Haut Faible Faible Haut

Caractéristiqgues des différentes méthodes de séquencage accessible en routine en France.




