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Préface

L’entrée dans le nouveau millénaire a coincidé avec la publication de la séquence
complete du génome d’Arabidopsis. Bien que de nombreux travaux de génomique aient
précédé et permis cette avancée majeure dans le domaine végétal, cette date représente un
tournant dans nos approches de la biologie végétale. En effet, il est devenu pour la premiere
fois possible d’effectuer un inventaire exhaustif des génes présents dans le génome nucléaire
d’une plante supérieure, et avec cet inventaire de mettre en ceuvre des approches systématiques
pour identifier leur structure et leur fonction. Parmi ces approches de biologie a grande échelle
citons la constitution d’une liste complete de genes correctement annotés. La connaissance des
séquences des genes permet, pour chacun d’entre eux, d’identifier une séquence transcrite
spécifique qui peut étre utilisée pour la construction de microarrays apres amplification PCR
(projet européen CATMA) ou synthese d’oligonucléotides spécifiques (puces Affymetrix).

Cette annotation n’est pas parfaite (66 % des geénes sont correctement prédits chez
Arabidopsis) et sa validation définitive nécessite 1’identification d’ADNc pleine longueur
correspondant a chaque géne. Un programme international auquel le Génoscope en France, le
RIKEN au Japon et le Salk Institute aux Etats-Unis contribuent, en parallele a des initiatives
privées, a pour objectif de finaliser cette annotation. Cette ressource d’ADNc complets ouvre
elle-méme la possibilité d’effectuer des travaux systématiques d’analyse fonctionnelle des
protéines correspondantes (localisation intracellulaire de la protéine codée par un géne,
exploitation des techniques de double hybride pour la recherche de protéines interactives...)
et de biologie structurale (expression de la protéine étudiée en systeéme hétérologue pour la
production de cristaux permettant la détermination de la structure 3D de cette protéine).

La connaissance de la séquence du génome ouvre d’autres possibilités dans le domaine de
la génétique inverse et de I’analyse fonctionnelle. Il devient possible d’inventorier les sites
d’insertion de fragments d’ADN de séquence connue (transposons, rétrotransposons, ADN-T)
qui constituent autant d’étiquettes pour les genes qu’ils inactivent en s’insérant au hasard dans
le génome. Ainsi plus de 200 000 sites d’insertion dans le génome d’Arabidopsis ont-ils été
répertoriés, permettant de rechercher des mutants affectés dans un géne d’intérét particulier
grice aux ressources bioinformatiques constituées a I’URGV dans le cadre d’un programme
Génoplante, au Salk Institute (programme Signal), et au MPIZ dans le cadre du programme
Gabi. Une approche complémentaire consiste a créer des lignées RNAi pour chacun des genes
identifiés dans le génome d’Arabidopsis, afin d’inactiver de maniere constitutive ou inductible
leur expression (programme européen Agrikola) en générant une série de transgéniques chez
lesquels le géne d’intérét est exprimé a divers niveaux résiduels, ce qui facilite une analyse
physiologique de son role, méme s’il est essentiel a la viabilité de la plante.

Les techniques de spectrométrie de masse viennent maintenant renforcer cet arsenal d’outils
génomiques : elles permettent d’identifier des protéines purifiées par des méthodes classiques de
biochimie (immunosélection, gels 2D, etc.) rendues compatibles avec le haut débit et de compa-
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rer grace a la bio-informatique la masse de fragments peptidiques issus de la protéine d’intérét
aux masses des protéines du catalogue prédites sur la base de 1’annotation du génome.

La génomique apporte donc en conclusion un arsenal d’outils moléculaires qui
permettent d’aborder avec efficacité 1’analyse de la structure, de 1’expression et de la
fonction d’un gene, toutes choses qui étaient déja possibles il y a vingt ans, mais
représentaient un investissement expérimental de plusieurs années pour chaque géne étudié.
La génomique a supprimé une partie importante des aspects fastidieux de ces approches, en
les industrialisant au niveau des procédés. Paradoxalement cette science onéreuse est source
d’économies. En effet, en effectuant une fois pour toutes la carte physique d’un génome, sa
séquence et l’inventaire des transcrits, le travail des laboratoires utilisateurs est
considérablement écourté et simplifié, une signature de séquence étant suffisante a confirmer
la nature d’un géne ou d’une protéine. Elle a de fait permis de réaliser des économies
importantes sur le colit des programmes de génétique moléculaire.

Fait plus inattendu, les travaux de génomique végétale ont progressivement renouvelé
aussi les travaux sur les plantes cultivées dont les génomes sont complexes du fait de I’effet
cumulé d’événements de duplication de fragments génomiques de taille variable, allant
jusqu’a celle des chromosomes entiers, et du fait de I’envahissement du génome par des
éléments mobiles. La structure de génomes aussi complexes que celui du blé peut donc étre
analysée comme I’illustrent les travaux menés a ’'URGYV en ce domaine, alors que I’étude
moléculaire de ces especes a grand génome était a priori considérée comme trop lourde pour
pouvoir étre envisagée il y a encore une décennie. Le fil conducteur de la conservation de
synténie entre génomes facilite ces approches, donnant a la génomique comparative une
importance croissante. Néanmoins chaque espece garde ses spécificités physiologiques. Ceci
impose un nécessaire travail d’analyse fonctionnelle pour identifier les supports moléculai-
res de caractéres agronomiques portant sur des organes et tissus particuliers (tubercule, fruit,
bois, nodule...). Le seul recours aux informations extraites de I’analyse des génomes modeles
est une démarche réductionniste qui a ses succes mais aussi ses limites. Ce sont des travaux
sur génomes de plantes cultivées qui ont permis pour la premiere fois d’identifier un gene de
résistance aux pathogenes, le locus S impliqué dans 1’auto-incompatibilité, ou plus
récemment le role des PPR dans les systemes de stérilités males cytoplasmiques.

La génomique permet désormais d’explorer aussi la diversité biologique de chaque
espece. Le polymorphisme du génome permet de localiser le support moléculaire des caracte-
res quantitatifs qui distinguent deux écotypes. L analyse de ce polymorphisme chez les plantes
cultivées remet en cause beaucoup d’idées recues : en particulier cette diversité des
populations, comme chez I’homme, résulte beaucoup plus de la combinatoire d’alleles que
permet la recombinaison que de la variabilité allélique existant a chaque locus ; les haplotypes
différents présents dans les ressources génétiques d’une espece se comptent en général sur les
doigts des deux mains. Ceci suggere que les ressources de génes susceptibles d’améliorer une
espece cultivée sont a chercher beaucoup plus dans les especes apparentées que dans les
ressources intraspécifiques existantes. La génomique comparée a donc un champ d’application
immense dans la perspective de 1’exploitation des ressources génétiques présentes dans les
especes sauvages apparentées aux plantes cultivées.

Michel Caboche, URGV INRA Evry



Avant-propos

Les progres fantastiques réalisés ces dix dernicres années dans le domaine de la
génomique végétale permettent aujourd'’hui d'accéder a la connaissance des genes, de leur
fonction et des modalités de leur expression, comme cela est exposé dans la préface. De fait,
les végétaux constituent des supports extraordinaires pour appréhender la complexité du
fonctionnement du vivant et ses supports héréditaires (génomes modeles de petite taille,
descendances de tres grands effectifs, temps de génération tres courts...).

Les connaissances actuelles et potentielles générées par cette nouvelle branche des sciences du
vivant auront des retombées spectaculaires en amélioration des plantes dans les prochaines années,
quelles que soient les méthodes de sélection qui seront utilisées. En effet, a travers la compréhension
du fonctionnement des plantes — grice a l'identification et la caractérisation des geénes impliqués
dans les différents processus assurant ce fonctionnement mais aussi par le biais des interactions et
modes de régulation de ces derniers — l'améliorateur pourra piloter de facon trés précise les
innovations a construire, en exploitant la diversité disponible pour les génes pertinents. Il pourra
ainsi contribuer plus efficacement aux grands défis agricoles mondiaux en sélectionnant des variétés
capables de maintenir un bon potentiel de production dans des conditions de stress importantes
(sécheresse, sols salins, sols pauvres...), des variétés susceptibles de fournir des produits a haute
valeur nutritionnelle permettant de surmonter des carences fortes dans certains pays en
développement, ou encore contribuant a une agriculture plus respectueuse de I'environnement...

Au-dela de ces exemples en amélioration des plantes, les applications potentielles dans
le domaine de la préservation et de la gestion de la biodiversité a 1'échelle de 1'écosysteme
sont aussi trés prometteuses.

Cet ouvrage pédagogique illustre clairement les technologies qui forment la base des
progres de la génomique, en s'appuyant sur des travaux de recherche conduits sur des plantes
modeles et des especes cultivées. A travers de nombreux exemples, 'ouvrage fait apparaitre le
développement d'une nouvelle «biologie intégrative» de la plante a laquelle sont progressivement
associés — outre des physiologistes, des biochimistes, des généticiens et des bio-informaticiens —
des mathématiciens et des physiciens. La mobilisation des compétences de ces derniers est en
effet essentielle pour modéliser le fonctionnement dynamique des génomes, a partir des données
considérables générées par ces nouvelles technologies d'analyse a haut débit.

L'ouvrage s'adresse aux étudiants, enseignants et chercheurs qui souhaitent approfondir leurs
connaissances de base dans ce domaine, a partir de travaux de recherche récents. Sans prétendre a
I'exhaustivité, il donne un bon apercu des applications potentielles de ce savoir pour la
connaissance et la gestion des ressources génétiques ainsi que pour l'amélioration des plantes. Il
vient incontestablement combler un manque pédagogique dans ce domaine.

Marianne Lefort, DGAP, INRA Versailles






Introduction

Depuis une cinquantaine d’années, de nombreuses évolutions conceptuelles et
méthodologiques ont révolutionné I’étude de la biologie. Le paradigme moléculaire a poussé
récemment sa logique jusqu’au séquengage complet de plusieurs génomes d’organismes
eucaryotes multicellulaires. La biologie végétale tient une place de choix dans cette
dynamique et la communauté scientifique francaise est active dans ce domaine. Tout n’est
pas dit avec le séquencage, bien au contraire ! Les possibilités offertes par la génomique
fonctionnelle ouvrent une ere de réconciliation entre la biologie des organismes et la biologie
moléculaire pour la définition d’une biologie intégrative qui devrait permettre un regard neuf
sur la construction du phénotype a partir du génotype en interaction avec son environnement.

C’est au cours de nos quelques années a la téte du département de Biologie végétale de
I'INRA que I'idée de ce livre a germé. A partir de cette position privilégiée pour 1’observation des
changements majeurs en cours dans les approches de la biologie végétale, nous avons voulu
rassembler dans cet ouvrage les différents champs relevant de la génomique qui sont en train de
transformer en profondeur les recherches conduites en biologie végétale... et au-dela. Grace aux
compétences de nos collegues de 'INRA, du CNRS, du CIRAD et des universités, nous avons pu
couvrir un tres large éventail des méthodes et des concepts de la génomique, allant des grands
programmes internationaux de séquencage aux indispensables outils de la bio-informatique, en
passant par les méthodes d’analyse de 1’expression des geénes incluant leurs produits métaboliques
finaux et leur spécificité tissulaire et/ou cellulaire. Ce savoir naissant permet de comprendre
I'intégration de grandes fonctions physiologiques et de programmes de développement. Au-dela,
I’établissement de relations étroites entre la génomique et les domaines de la génétique et de
I’amélioration des plantes révele des synergies pour I'utilisation des marqueurs moléculaires,
I’analyse de la variabilité génétique ou encore 1’étude des caracteres quantitatifs. Ce niveau
d’approche permet également d’intégrer I’écophysiologie et ouvre de nouvelles perspectives pour
la génomique dans le domaine de I’étude des peuplements végétaux.

C’est donc bien a la naissance d’une nouvelle biologie végétale que nous assistons, et
nous espérons que ce livre contribuera a une large diffusion de ces nouvelles pratiques!.

Ce livre s’adresse aux étudiants de fin d’études universitaires ou agronomiques, aux
professeurs de I’enseignement supérieur, aux techniciens, aux ingénieurs et scientifiques qui
souhaitent acquérir une connaissance rapide, relativement exhaustive et synthétique en
génomique végétale.

1 Voir aussi : D. de Vienne (éd.), Les marqueurs moléculaires en génétique et biotechnologies végétales, 1998 et
D. Tagu, C. Moussard (éds), Principes des techniques de biologie moléculaire, 2¢ éd. revue et augmentée, 2003.
INRA Editions, Paris.
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Nous exprimons toute notre gratitude et reconnaissance aux auteurs de cet ouvrage qui
ont accepté, malgré un emploi du temps treés chargé, d’en écrire un chapitre. Nous
remercions également H. Chiapello, A. Hénaut et D. de Vienne pour tous les conseils qu’ils
nous ont prodigués au cours de la mise en place de ce livre.

Jean-Frangois Briat et Jean-Frangois Morot-Gaudry



Génomique structurale
et analyse in silico






1. Structure physique du génome nucléaire des plantes

M. DELSENY, M. ECHEVERRIA, E. LASSERRE

Différentes méthodes d’analyse du génome existent. Elles se classent en trois grandes
catégories :

— 'analyse de la structure physique vise a décrire 1’organisation de I’ADN en termes
de distance physique, en termes de succession de différents types de séquences, et en termes
de distribution et d’empaquetage de I’ADN du génome au sein d’un ensemble de
chromosomes. La structure physique est mesurée par des distances exprimées en nanome-
tres (nm) ou en paires de bases (pb).

N

— l'analyse de la structure génétique vise a comprendre comment les genes sont
distribués le long des chromosomes, comment ils ségrégent et se recombinent a chaque
génération. L’analyse de la structure génétique conduit a établir des cartes génétiques des
chromosomes sur lesquelles les distances sont exprimées en unités de recombinaison (les
centiMorgans) qui sont en fait le reflet de I’aptitude a recombiner.

— l’analyse de I’expression du génome consiste a analyser les produits de transcription
ou transcriptomes, ainsi que les produits de traduction ou protéomes. Le résultat de 1’activité
des enzymes représentées dans un protéome sur une variété de substrats produit tout un
ensemble de molécules organiques qui constituent le métabolome.

Cette représentation de la dynamique du génome est relativement récente et elle est liée
a I’essor, au cours des dernieres années, de toute une série de technologies de plus en plus
résolutives, dont I’aboutissement est le séquengage complet d’un génome.

Ce chapitre décrit les méthodes qui permettent de décrire la structure physique du
génome nucléaire des plantes et les enseignements qu’elles ont apporté. La figure 1 décrit
les différents niveaux de résolution de la structure physique du génome. Ces méthodes
recouvrent la cytogénétique, les méthodes de fractionnement et de cartographies de
restriction et I’organisation de la chromatine.

15
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Carte génétique Identification des génes

>

Carte physique Séquencgage

;
i

ﬁiz

Figure 1. Différentes représentations d’un génome. Au centre représentation d’un chromosome tel
qu’il apparait apres révélation des compartiments d’euchromatine et d’hétérochromatine. Sur la carte
génétique sont portés des marqueurs moléculaires séparés par des distances génétiques. La carte
physique est représentée par un ensemble de grands fragments chevauchants balisés par des sites de
restriction. Le déchiffrage de la séquence conduit a identifier les geénes représentés par leur structure
exon/intron et le sens de leur transcription.

La cytogénétique classique

Le premier niveau d’étude de la structure physique d’un génome est I’observation
microscopique. Elle est réalisée a des stades du cycle cellulaire ou les chromosomes sont
individualisés (plaque métaphasique des noyaux en mitose) ou décondensés (stades
pachyténes et diploténes de la premiere division méiotique). On peut alors dénombrer les
chromosomes, mesurer leur taille et observer leur morphologie, localiser la constriction
centromérique ou l’organisateur nucléolaire. Les différentes régions stratégiques du
chromosome peuvent alors étre décrites : télomere a chaque extrémité, centromere dont la
position va déterminer le type chromosomique : acrocentrique s’il est pres d’une extrémité
et télocentrique s’il est a peu prés centré au milieu du chromosome. Les colorations de la
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chromatine comme celle de Giemsa, le carmin acétique ou le DAPI, révelent souvent des
régions plus intensément colorées que d’autres qui constituent I’hétérochromatine ; il a été
par la suite démontré qu’elle contient peu de genes et correspond a des régions
chromosomiques fortement condensées et peu actives. L’hétérochromatine, révélée avec le
colorant de Giemsa, peut constituer des zonations caractéristiques (le G-banding) de chaque
chromosome (lorsque ceux-ci sont suffisament gros) qui permettent de les identifier. Ces
premieres observations révelent une hétérogénéité structurale des chromosomes.

La collection de chacun des chromosomes d’une cellule constitue le caryogramme.

Le nombre de chromosomes chez les plantes est toujours pair, car elles sont des
organismes diploides (ou polyploides). Il peut étre extrémement variable : 5 paires chez
Arabidopsis thaliana, 9 paires chez le chou, 10 chez le mais, 21 paires chez le blé et plus
d’une centaine chez la canne a sucre. La taille des chromosomes est elle aussi extrémement
variable d’une espece a I’autre, pouvant atteindre jusqu’a plusieurs microns chez des especes
comme le blé, le lis ou la feve. Ces différences suggerent des contenus en ADN fort différents.

Les différences de taille dans le génome des plantes sont devenues évidentes le jour ol
I’on a su mesurer la quantité d’ADN par noyau, en utilisant soit des méthodes d’extraction
suivies de dosage, soit des méthodes de cytophotométrie. Dans ce dernier type de méthodes,
on procede a une évaluation de la teneur en ADN d’un échantillon sur des noyaux isolés
(cytométrie en flux) ou sur des préparations microscopiques, aprés coloration spécifique de
I’ADN (réactif de Schiff, DAPI, iodure de propidium...) et comparaison avec un standard
interne. Ce type d’expérience a révélé, selon les especes, des quantités d’ ADN par noyaux tres
variables, allant de quelques centaines de millions de paires de bases a quelques dizaines de
milliards (tabl. 1). Cette gamme de variation, sur au moins 2 ordres de grandeur, est sans
rapport avec la complexité génétique (le nombre de genes) dont il est peu probable qu’elle
varie d’un facteur supérieur a 5. La quantit€ d’ADN d’un génome est appelée la « C-value »
et le grand écart entre les C-value et la complexité génétique constitue le paradoxe de la C-
value. On observe aussi souvent que la teneur en ADN peut varier, au sein d’'une méme plante,
selon le tissu, ou I’organe examiné. Le génome d’une cellule végétale peut en effet subir, au

Tableau 1. Taille des génomes en millions de paires de bases (pb).

Arabidopsis thaliana 130
Riz 430
Medicago truncatula 650
Brassica oleracea (chou) 700
Sorgho 800
Tomate 1 000
Colza 1200
Mais 2 500
Orge 5200
Pois 5 000
BIé 16 000
Tulipe 30 000
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cours du développement, des phénomenes d’endoduplication. C’est le cas des cellules de
I’albumen de mais, des trichomes d’Arabidopsis et des cellules provasculaires qui peuvent
subir jusqu’a 3 ou 4 cycles d’endoréplication. Cependant, les chromosomes polyténiques,
comme ceux des glandes salivaires de la drosophile, sont tout a fait exceptionnels chez les
plantes et limités aux cellules du suspenseur de I’embryon chez les Légumineuses.

L’observation des appariements chromosomiques au stade pachytene de la méiose
révele souvent des anomalies indicatrices de parentés entre chromosomes. On s’est ainsi
rendu compte relativement tot que de nombreuses especes végétales cultivées, a
comportement apparemment diploide, étaient en fait des polyploides dont le génome
résultait d’un doublement d’un génome ancestral (autopolyploide) ou de ’association de
deux génomes distincts (allotétraploide). L’'un des cas les mieux connus est celui du colza
qui est en fait un allotétraploide résultant de la fusion d’un génome de chou et d’un génome
de navette. Le blé est également un allohexaploide résultant de la combinaison de trois
génomes A, B et D issus respectivement de trois especes ancestrales.

Indépendamment de ces phénomenes de ploidie, qui peuvent rendre compte de
variations d’un facteur 2 a 8 dans la teneur en ADN, la cytogénétique permet aussi de révéler
des altérations de la structure d’un génome portant sur des fragments de chromosomes,
comme les translocations, les inversions, les délétions ou les duplications.

Les méthodes de séparation physique du génome

L’ultracentrifugation en gradient de CsCl a 1’équilibre (isopycnique) repose sur la
capacité d’un ADN de se positionner dans un gradient a la densité qui correspond a sa densité
de flottaison. Celle-ci est strictement corrélée a la composition en paires de bases GC/AT. La
détermination de la densité de flottaison a I’aide d’un réfractometre permet de définir la
composition en GC de I’ADN analysé. Les ADN bactériens produisent des pics symétriques,
mais les ADN de nombreux eucaryotes présentent des profils d’élution asymétriques, avec
des pics secondaires ou des épaulements que 1’on a qualifiés d’ ADN satellite (fig. 2). Quelle
que soit la nature de I’ ADN satellite, établie ultérieurement par d’autres méthodes, dans tous
les cas ce type d’observation indique une distribution hétérogene de I’ ADN par rapport a une
teneur moyenne en paires de bases GC. Des méthodes voisines, utilisant des drogues ou des
colorants se fixant plus spécifiquement sur les régions riches en GC ou riches en AT
permettent d’accentuer la séparation des différentes fractions d’ADN en fonction de leur
composition nucléotidique. A ce stade de I’analyse, on sait donc que le génome des plantes
se répartit entre un nombre variable de chromosomes, que sa taille peut varier sur au moins
deux ordres de grandeur selon les especes et que la distribution des différentes séquences
d’ ADN est hétérogene, en fonction de leur composition nucléotidique.

Lanalyse de ’ADN par les méthodologies des cinétiques
de dénaturation/renaturation

Cette méthodologie trouve son principe dans la nature double brin de la molécule
d’ADN. Lorsque 1’on chauffe une solution d’ADN dans un tampon a 0,18 M de phosphate



