e choix d Armbidopsis thaliana, comme

espéce végétale modele pour analyser

le génome des plantes, est justifié par
z1la petite taille de son génome,
120 Mpb environ répartis en cinq paires de
chromosomes, 'un des plus petits décrits
chez les plantes. Cette plante (photo 1)
appartient 2 la famille des cruciferes, qui
comprend plusieurs especes cultivées éco-
nomiquement importantes comme le colza,
les choux ou les moutardes. Elle est essen-
tiellement autogame et se préte bien & 'ana-
lyse génétique classique ou inverse. Elle se
développe rapidement sans exiger beau-
coup de place ni de soin, ce qui en fait un
objet d’étude particulierement intéressant
dans un contexte académique [1]. Depuis
1989, la recherche sur Arabidopsis thaliana
est coordonnée au niveau mondial et, depuis
1992, plusieurs projets, principalement
européens, puis américains et japonais ont
permis d’envisager le séquencage cormplet du
génome de cette plante. Cet article est limi-
té & ce que nous avons appris du séquenca-
ge systématique.
En fait, ces projets de séquencage com-
prennent deux grands volets : le séquencage
rapide et partiel des génes exprimés, sous

M. Delseny : Laboratoire de physiologie et
biologie moléculaire des plantes, UMR 5545,
CNRS, Université de Perpignan,
66860 Perpignan cedex, France.
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Qu’avons-nous appris en analysant
le génome d’Arabidopsis thaliana ?

Photo. Plante adulte d'Arabidopsis thaliana,
sept semaines aprés semis (photo: M.-F
Chanoug).

la forme d’étiquettes, et le séquencage
génomique complet. Fin 1991, moins de
200 séquences ADN complémentaires
(copies I’ARN messagers ou ADNc, génes
et protéines) éraient connues chez
Arabidopsis. La premiére tAche entreprise
fut de séquencer systématiquement des
ADNec de fagon A dresser un catalogue des
genes exprimés. Dans un premier temps, il
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west pas nécessaire de séquencer la totali-
té de TADNc mais simplement quelques
centaines de nucléotides 4 'une des extré-
mités de facon 2 identifier TADNc par un
morceau de séquence encore appelé éti-
quette. Le terme anglais EST (Expressed
sequence tag) signifie éciquetage d’une
séquence transcrite. Cette tiche a été par-
tagée entre un consortium francais et un
consortium américain. La seconde tiche
entreprise fin 1993 par le programme euro-
péen ESSA (European scientists sequencing
Arabidopsis) a consisté 2 analyser la séquen-
ce de grands morceaux ’ADN chromo-
somique.

Séquencage d'EST
(Expressed sequence
tags)

Une EST est une séquence de 300-400 pb,
déterminée une seule fois, portant sur 'ex-
trémité 5’ ou 3’ d’'un clone ADNc. En
séquencant en aveugle un grand nombre
d’EST, on obtient une représentation de la
population ’ARN messager (ARNm) dans
un tissu ou & un stade de développement
donné.

Les stratégies américaine et frangaise ont
été légerement différentes. Les Américains
ont réalisé une banque ’ADNc unique 4
partir de mélanges ARNm préparés 4 par-
tir des différents tissus de la plante, alors que
les Francais ont réalisé des banques spécia-
lisées correspondant & leur centre d'intérét
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biologique. Les Américains n'ont séquencé
que lextrémité 5° des clones alors que de trés
nombreux ADNc ont été séquencés aux
deux extrémités par les Frangais. Le pro-
gramme européen n'a financé que les
séquences nouvelles, tandis qu'aucune
contrainte de redondance n'a été imposée
aux collégues américains.

Leffort conjoint des deux consortiums
a ainsi permis d’obtenir pres de 36 000
ériquettes en 5 ans. Du fait de la redondance
on peut estimer quau moins la moitié
des quelque 20 000 geénes du génome
d’ Arabidopsis ont ainst été étiquetés [2].
Le séquencage en [ui-méme constitue une
opération facile. La difficulté est de déchif-
frer le message obtenu. La premitre analy-
se réalisée consiste 4 traduire la séquence de
IADNCc dans chacune des six phases de lec-
ture possibles et & comparer la traduction
aux séquences protéiques engrangées dans
les bases de données. Les logiciels FASTA,
BLAST et quelques autres permettent ce tra-
vail. Ainsi, si 'on ne considére que les
séquences non redondantes, on peut obser-
ver que pres de 40 % d’entre elles présentent
une homologie significative avec une pro-
téine déji connue chez un autre organisme.
Cela signifie que prés de 60 % des clones
séquencés et non redondants sont sans fonc-
tion connue. Ainsi, par simple séquencage
partiel, on a pu obtenir une information de
séquence et proposer une fonction poten-
tielle pour pres du quart des génes
d’ Arabidopsis. 11 sagit de résultats moyens
sur I'ensemble du programme et qui peu-
vent varier d’'un tissu 4 'autre.

Que peut-on faire
avec les EST ?

Le premier renseignement tiré des EST est
bien stir la connaissance et 'identification
potentielle d'un géne. Les premitres appli-
cations mises en place par nos laboratoires
ont surtout concerné la biologie. Chaque
EST peut constituer une sonde pour analy-
ser Vexpression d’un géne. Lorsque les EST
révelent Uexistence de familles multigé-
niques, il devient possible d’analyser leur
expression différentielle et d’en rechercher les
mécanismes de contrdle. Le nombre de
genes appartenant 4 des petites familles mul-
tigéniques a constitué 'une des surprises
majeures du programme. Ainsi, on s apergoit
que certaines protéines sont codées par plu-
sieurs génes de séquence trés proche, mais
dont l'expression est souvent spécialisée ou
prédominante dans un type cellulaire, un
tissu ou un organe donné. Cette observation

suggere que les plantes se sont développées
en dupliquant un nombre important de
leurs génes et en spécialisant leur séquence
de régulation pour définir des expressions
limitées dans le temps et Uespace.

Une deuxieme application des EST a été de
les utiliser pour faire la cartographie du
génome d’Arabidopsis. La premiére stratégie
utilisée a été la technique classique du RFLP
(Restriction fragment length polymorphism) ou
polymorphisme de longueur des fragments
de restriction mais on peut aussi utiliser les
informations de séquences pour définir des
marquewss PCR. La PCR (réaction de poly-
mérisation en chaine) est une méthode qui
permet d’amplifier spécifiquement un frag-
ment I'ADN délimité par deux séquences
amorces. Cette stratégie a été particulidre-
ment utile pour typer des clones YAC (Yeast
artificial chramosome), définir quelles EST
étaient communes 4 plusieurs YAC, définir
des contigs* et réaliser la carte physique
des chromosomes. Celle-ci est maintenant
quasiment achevée pour quatre des cinq
chromosomes, et en voie de I'étre pour le
dernier [3, 4]. . ‘
On doit se poser la question de savoir com-
bien de génes nous avons réellement iden-
tifiés. Cette question est abordée en regrou-
pant toutes les EST qui présentent des
régions chevauchantes identiques ou trés
proches de fagon-automatique. Ainsi les
30 000 EST peuvent étre regroupées en
13.000 contigs [5], ce qui est sans doute
une surestimation du nombre réel de génes,
puisque deux contigs peuvent correspondre
a un méme géne s'il 0’y a pas, par exemple,
d’EST dans la région centrale du géne che-
vauchant avec celles de la partie 5 ou de la
partie 3.

Nous avons essayé de préciser la situation
dans le cas des EST correspondant 2 des
protéines ribosomiques cytoplasmiqués :
nous avons ainsi reconstitué 106 ADNc
distincts correspondant 2 50 types de pro-
téines différentes [6].

Une derniere application des EST est le
repérage des genes et en particulier des bor-
dures entre exons et introns.

Séquencage
génomigue

Le séquencage génomique dans Je cadre du
programme ESSA 1 a porté sur environ
2,5 Mpb (Mega paires de bases, ou mil-
lions de paires de bases), dont 1,9 Mpb
d’un seul tenant autour du locus FCA, un
géne contrdlant la précocité de la floraison
situé sur le chromosome 4.
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Au total prés de 450 génes potentiels ont éié
entiérement séquencés [7]. Il reste cepen-
dant & confirmer que chacun de ces génes
est bien réel et actif.

Le programme a rencontré plusieurs types
de difficultés. La premitre a été I'obten-
tion de clones préts & séquencer. 11 a fallu
d’abord organiser les contigs de phages ou
de cosmides (dont le sous-clonage orienté
est Jaborieux) avec un chevauchement mini-
mal. Dans la phase actuelle du projet, ce
sont des fragments ’ADN clonés dans des
vecteurs BAC (Bacterial artificial chromo-
some), ou PAC (P1 Phage artificial chro-
mosome), qui sont séquencés. Ces clones
ont I'avantage de pouvoir insérer des frag-
ments de 100 kpb, ce qui accélére considé-
rablement le processus. Il a fallu apprendre
4 travailler d’une autre fagon, quasi indus-
trielle, et étre capable de repérer les génes et
leurs limites dans les séquences obtenues. De
trés nombreux génes sont en effet beau-
coup plus morcelés que 'on ne s’y attendait.
Lobtention préalable de 36 000 EST
d’ Arabidopsis et lutilisation d’EST humaines
ou du nématode Caenorhabditis elegans ont
grandement facilité la tiche, et I'isolement
d’ADNe complets correspondant aux génes
séquencés a permis d’améliorer les pro-
grammes de prédiction de géne. Selon les
régions séquencées, de 30 2 60 % des genes
prédits présentent une identité de séquen-
ce avec une EST, ce qui confirme bien que
le programme EST a probablement repéré
environ la moitié des génes actifs.

Les principaux enseignements sont que la
densité de génes est tres élevée (1 géne tous
les 4 3 5 kpb, ce qui ne laisse pas la place
pour plus de 20 000 génes.) Ces génes ne
sont pas groupés de fagon fonctionnelle
évidente, méme sil'on observe des groupes
de fonctions analogues. Les génes sont mor-
celés avec souvent des exons de trés petite
taille. Le plus petit exon connu ne com-
prend que 9 pb et est présent dans un géne
d’invertase. Lanalyse détaillée de quelques
genes révele existence de mécanismes
d’épissage alternatif et de bordures d’in-
trons atypiques [8], ce qui laisse entrevoir de
nouvelles possibilités de régulation. Enfin,
le séquencage génomique a révélé de nou-
veaux éléments transposables ainsi que des
courtes duplications qui devraient étre riches
d’enseignements sur le mode d’évolution du
génome. Depuis 1997 le séquengage géno-
mique saccélere. Leffort européen a sti-
mulé les initiatives dans les autres pays et un
consortium international AGI (Arabidopsis
genome initiative) s'est constitué [9]. Il

* Contigs : ensemble de clones chevauchants définis-
sant un fragment continu d’ADN.



comprend trois consortiums américains, le
consortium européen, un consortium japo-
nais et le Genoscope frangais. Fin 1997
environ 3,5 Mpb étaient disponibles dans
les bases de données, il y en a en juillet
1998 prés de 30. Les bases de données sont
mises & jour chaque semaine et Cest un
déluge d’informations qui assaille mainte-
nant le chercheur.

Conclusion

Les cinq années écoulées ont vu se mettre en
place une formidable machine technolo-
gique qui a fait faire un bond fulgurant a
notre  connaissance du  génome
d’Arabidopsis. Trois grandes orientations se
dégagent. )

¢ Achever le plus vite possible le séquenca-
ge complet du génome. Ce travail devait ére
terminé en 2003 ; en fait, on pense main-
tenant qu'il le sera 4 la fin de P'an 2000.

* Développer les méthodologies d’identifi-
cation de fonction des génes d’ Arabidopsis.
Il n’y a malheureusement pas de méthode
miracle. Les stratégies vont de la compa-
raison réguliere des séquences encore incon-
nues avec les bases de données en croissan-
ce exponentielle, 2 la création de collec-
tions de mutants d’insertion, en passant
par un retour  la biochimie classique. Cette
tche nécessitera le travail de plusieurs géné-
rations de biologistes.

» Transférer au plus vite les acquis obtenus
sur un génome modéle aux plantes d’inté-
rét économique. Cela va de l'utilisation
directe de sondes d’ Arabidopsis lorsqu’elles
sont suffisamment conservées, & la mise en
ceuvre de stratégie PCR ou de cartogra-
phie comparée. Du point de vue des bio-
technologies, les principaux apports du pro-
gramme de séquencage d’Arabidopsis ont
éeé de permettre un accroissement consi-
dérable de la connaissance des génes de la
plante et la mise & disposition, dans le
domaine public, d’informations permet-
tant de repérer prés de la moitié d’entre
eux. Les séquences publiées sont ainsi main-
tenant utilisables pour aller rechercher les
genes homologues chez les espéces culti-
vées et s'en servir pour faire du génie géné-
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tique ou pour évaluer, au travers de I'érude
de la variabilité génétique, les relations
séquence-fonction pour certains génes
importants.

De fagon générale, ces programmes d’ana-
lyse du génome d’une espece modele ont
permis de faire faire un bond en avant
considérable dans ['analyse de grandes fonc-
tions telles que la floraison, les régulations
hormonales ou la perception et la trans-
duction des signaux de I'environnement.
Ces connaissances nouvelles constituent le
tremplin sur lequel les biotechnologies végé-
tales devraient prendre un nouvel essor.
Enfin, la conséquence de ces programmes
est I'émergence d’une nouvelle facon de
travailler et de faire de la biologie en utili-
sant les informations contenues dans des
bases de données largement publiques. On
peut prévoir que l'existence de toutes ces
séquences va révolutionner nombre de
domaines de la biologie en changeant les
stratégies expérimentales et en mettant sur
le marché de nouveaux outils de diagnostic
et de sélection. Le programme international
sur le génome d’ Arabidopsis a montré quil
était désormais possible d’acquérir des infor-
mations essentielles sur un génome de plan-
te dans un laps de temps trés limité. De
nombreuses compagnies privées et orga-
nismes publics de recherche développent
maintenant des programmes d’EST sur les
principales espéces cultivées. Il y en a ainsi
26 000 sur le riz, mises dans le domaine
public par les Japonais. Il y en a & peu prs
450 000 chez le mais, malheureusement
inaccessibles car du domaine privé, et plu-
sieurs milliers chez le soja, le cotonnier ou
la vigne.

Dans le méme temps, la communauté scien-
tifique internationale envisage de séquencer
des génomes plus importants. Les opéra-
tions sont déj lancées sur le riz dont
le génome, gros comme 4 fois celui
d’ Arabidopsis, poutrait étre achevé en 2005-
2006.

Ces données nouvelles favorisent I'émer-
gence d’une nouvelle science, Ja génomique,
qui regroupe les activités de cartographie,
séquencage, bio-informatique mais qui sur-
tout incite 4 appréhender les problemes de
facon globale et non plus gene par géne.
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Ainsi la connaissance compléte d’un géno-
me va permettre d’évaluer globalement Pex-
pression de I'ensemble des génomes d’un
organisme en constituant des puces 3 ADN
ou DNA chips. De telles puces sont déja
commercialisées pour la levare et Escherichia
coli, dont les gnes sont entiérement séquen-
cés, et sont en développement & partir des
EST d Arabidopsis.

Pour en savoir davantage sur le génome
d’ Arabidopsis on se reportera & quelques
revues récentes [10, 11]
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Quavons-nous appris en analysant

le génome d’Arabidopsis thaliana?
M. DELSENY

Arabidopsis thaliana est une crucifére sauvage,
dont le génome (I'un des plus petits connus chez
les plantes) sert de modéle d"étude. Dans un pre-
mier temps, les copies ADN des ARN messagers
ont été séquencées de fagon partielle et sans
sélection, de maniéere a produire une collection
d'étiquettes représentatives de la fraction la plus
abondamment transcrite du génome. Dans un
deuxiéme temps, le séquengage du génome lui-
méme a été entrepris. Actuellement le quart de ce
génome est connu et sa séquence devrait &tre
achevée d'ici'an 2000.

Lutifisation de ces séquences pour étudier la bio-
logie d’Arabidopsis et pour réaliser le transfert de
connaissance et de technologie en direction des
espéces cultivées est discutée.
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Analysis of the Arabidopsis thaliana

genome — what has been learned?
M. DeLseny

Arabidopsis thaliana, a wild crucifer with one of
the smallest known plant genomes, is an inter-
esting research model. ¢cDNA copies of mRNA
were first partially and randomly sequenced, with
the aim of obtaining a collection of tags repre-
sentative of the most abundant transcribed frac-
tion of the genome. Genome sequencing was
then undertaken. A quarter of this genome has
now been sequenced, and the full sequencing
should be completed by the year 2000.

A discussion is presented on the use of these
sequences to investigate the biology of
Arabidopsis and on the potential transfer of know-
ledge and technology to cultivated species.
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