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Mathieu Giraud1 Pascale Quignon2 Élodie Retout1 Emmanuelle Morin1
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Résuḿe L’assemblage ciblé est une ḿethode pour identifier rapidement une famille de gènesà partir
d’un ensemble ŕeduit de traces de séquençage. Cet ensemble est créé sur la base de la présence de mo-
tifs caract́eristiques de la famille. Cette ḿethode court-circuite la ṕeriode, souvent longue, qui sépare
le śequençage de l’assemblage complet d’un génome. Elle permet́egalement de contrôler finement les
param̀etres d’assemblage de la famille de gènes consid́erée. Pour illustrer le potentiel de l’assemblage
ciblé, nous avons identifié sur le śequençage7.6× non assemblé du chien plus de 400 nouveaux gènes de
récepteurs olfactifs en plus des 633 préćedemment ŕepertoríes. Ces ŕesultats ont́et́e confront́es avec une
premìere version de l’assemblage.
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1 Introduction

Aujourd’hui, la ḿethode de śequençage usuelle, largement automatisée, est celle dite parshotgun. Cette
méthode consistèa d́ecouper un ǵenome complet en fragments qui sont inséŕes dans des vecteurs de clonage
[2,8,23]. Les vecteurs sont intégŕes dans des cellules hôtes qui assurent le maintien et la replication des frag-
ments d’ADN. L’ensemble de ces cellules constitue unebanque de clones. Chaque clone, dont la taille varie
de 1à 30 kB, est śequenće par ses extrémit́es 5’ et 3’, ce qui fournit destracesde 500à 1200 nucĺeotides.
Géńeralement, on considère que les techniques de séquençage actuelles permettent d’obtenir des traces fiables
pouvant aller jusqu’̀a 1000 nucĺeotides. Cette limitation est due notamment au pouvoir résolutif du gel ou du
polymère, au temps de migration ainsi qu’à l’épuisement des produits pour les fragments de grande taille.

Ensuite, on doit ŕealiser unassemblagedes traces. Les traces qui présentent une fenêtre de chevauchement
suffisante avec une bonne similarité sont mises bout̀a bout pour id́ealement aboutir̀a uncontig unique cor-
respondant̀a un ǵenome ou un chromosome entier. Plusieurs méthodes performantes d’assemblage existent,
notamment les ḿethodesoverlap-layout-consensusou celles de graphes [7,20].

En ŕealit́e, l’assemblage produit un certain nombre de contigs de quelques milliersà quelques millions de
nucĺeotides. Lafinition d’un assemblage consisteà positionner correctement les contigs. Au final, le procéd́e
d’assemblage sur des génomes de milliards de bases prend plusieurs mois. En partant du même śequençage, il
peut y avoir plusieurs versions de l’assemblage qui s’améliorent au fur et̀a mesure.

La publication de la śequence assemblée d’un ǵenome est toujours uńevénement important, attendu par
la communaut́e scientifique. Elle permet par exemple d’identifier et de localiser préciśement les g̀enes sur



les chromosomes. Mais si l’assemblage complet est indispensable pourétablir cette cartographie, il n’est, par
contre, pas forćement ńecessaire pour découvrir de nouveaux gènes : l’information est implicitement contenue
dans les seules traces du shotgun. Par conséquent, l’identification de nouveaux gènes peut d́ebuter d̀es que l’on
dispose d’un nombre suffisant de traces. C’est sur cette idée que repose notre méthode : l’identification de g̀enes
d’une m̂eme famille peut commencer sans attendre la publication finale de la séquence complète du ǵenome.

Cependant, notre ḿethode ńecessite d’abord de caractétiser la famille de g̀enes. Elle suppose donc quelques
connaisances préalables, et en particulier d’avoirà disposition uńechantillon de g̀enes d́ejà identifíes.À partir
de celui-ci, on peut inf́erer des propriét́es locales supposées caractériser cette famille comme, par exemple, des
régions hautement conservées. Cesdomainesde quelques acides aminés, pŕeserv́es au cours de l’évolution,
peuventêtre repŕesent́es par des motifs, comme dans la syntaxe PROSITE [14] de typeKLP-[IV]-x(1,2)-T.
Des programmes tels que PRATT [15] sont capables d’extraire automatiquement de tels motifsà partir d’un
jeu de śequences.

Une famille de g̀enes est donc caractériśee par la pŕesence d’un ou plusieurs motifs. Cette information est
l’ élément cĺe qui va nous permettre de nous focaliser sur un nombre réduit de traces̀a partir desquelles nous
serons en mesure d’identifier les gènes qui nous intéressent. La recherche de motifs sélectionnant les traces peut
se faire de manière approch́ee, que cela soit par des techniques de programmation dynamique [25] ou par des
automates pond́eŕes [10]. D’autres mod̀eles, parmi lesquels les chaı̂nes de Markov, sont utilisables [9,12,16].

La suite de cet article se décompose de la manière suivante : la partie 2 présente en d́etail la ḿethode de
l’assemblage ciblé. La partie 3 illustre notre approche sur la recherche de gènes codant des récepteurs olfactifs
sur les donńees brutes du séquençage7.6× du chien. Nous montrons, en particulier, comment cette méthodeà
permis d’identifier 400 nouveaux gènes sur les 639 préćedemment ŕepertoríes.

2 Assemblage cibĺe

L’assemblage ciblé à pour but de n’assembler qu’un petit nombre de traces (issues du shotgun complet
d’un génome) pour obtenir directement les séquences d’une famille de gènes. La śelection appropríee de ces
traces s’effectue sur la base depropriét́es localesqui se retrouvent̀a la fois dans les g̀enes et dans les traces.
Ces propríet́es, qui s’expriment sur quelquesdizaines ou centainesde nucĺeotides peuvent̂etre captuŕees de
diff érentes manières :

– par desmotifs, exacts ou approchés, un g̀ene pouvant contenir un ou plusieurs motifs ;
– par l’expression demod̀elesà l’aide de languages, d’automates, ou de chaı̂nes de Markov [10,12,24] ;
– par la recherche desimilitudesque l’on rep̀ere gr̂ace au calcul d’alignements locaux. C’est une géńeralisation

de la recherche de motifs avec substitutions, insertions et délétions. L’alignement local se calcule grâce
à la programmation dynamique [25], et de nombreuses heuristiques telles que Blast [1] rendent possible
des recherches sur des grandes banques.

Ces techniques peuvent s’appliquerà la d́ecouverte de g̀enes, mais aussià d’autres applications comme la
recherche de petits ARNs non fonctionnels.

La méthode d’assemblage ciblée est repŕesent́ee par la figure 1. Elle se décompose en 4́etapes principales :

– (1) laformalisation des propríet́es localescaract́eristiques de la famille de gènes. Ces propriét́es peuvent
être inf́eŕees automatiquementà partir d’unéchantillon ouêtre d́etermińeesà partir de connaissances
préalables ;

– (2) lasélection des traces: parmi toutes les traces disponibles on choisit celles qui exhibent les propriét́es
locales pŕećedemment d́efinies ;



FIG . 1. L’assemblage complet d’un génome peut prendre plusieurs mois (A). Lorsque le génome complet est disponible,
on utilise des techniques de découverte de g̀enes se basant sur des propriét́es locales telles que la présence de motifs
caract́eristiques (B). L’assemblage ciblé consistèa filtrer directement les traces du séquençage (2) pour n’assembler qu’un
petit sous-ensemble de ces traces (3). Uneétape, non représent́ee, recherche de nouveau les propriét́es locales sur les contigs
produits par l’assemblage (3’). Dans les deux cas, des traitements supplémentaires avec une part d’expertise humaine sont
nécessaires pour valider les gènes (4).

– (3) l’assemblagedu sous-ensemble de traces retenues.À ce stade, on construit des contigs censés contenir
les différents g̀enes de la famille ;

– (4) unpost-traitementqui écarte certains contigs non pertinents ou construits par erreur.

Idéalement, les contigs produits par l’étape (3) correspondent exactement aux zones identifiées sur le
génome complet par la recherche de motifs (B). Il faut pour cela que les traces sélectionńeesà l’étape (2)
soient suffisament nombreuses et chevauchantes.

Temps et qualit́e

On peut comparer leśetapes d’un assemblage ciblé à celles des ḿethodes usuelles de découverte de g̀enes
sur un assemblage complet :

– (1) la formalisation des propriét́es locales, par exemple par des motifs, se fait de la même manìere que lors
d’uneétude sur le ǵenome assemblé, tout en veillant̀a ce que les propriét́es locales puissent sélectionner
suffisament de traces ;

– (2) La premìere recherche de motifs se fait sur des données plus volumineuses que celles du génome
assembĺe (1à 15 fois) ;

– (3) l’assemblage se fait sur un ensemble beaucoup plus petit de traces, en fonction de la sélectivit́e de
l’ étape pŕećedente (50̀a 1000 fois plus petit) ;

– (3’) une seconde recherche de motifs permet de préciser quels motifs apparaissent sur les contigs as-
sembĺes ;

– (4) enfin, le post-traitement, pouvant inclure une expertise humaine, est analogueà celui ŕealiśe dans les
méthodes usuelles.

L’assemblage ciblé est donc b́eńefique d̀es que le temps gagné sur l’assemblage (3) est plus important que
celui perdu sur les recherches de motifs (2+3’). En pratique, la recherche de motifs (2) s’effectue en temps
linéaire par rapportà la taille totale des traces, et la seconde recherche (3’) s’effectue sur une quantité de
donńees ńegligeable. Au contraire, les algorithmes d’assemblage usuels [7,20] utilisent des comparaisons de



traces deux̀a deux et sontquadratiquesdans la taille des traces. Le gain de temps va doncêtre important pour
des sous-ensembles de traces beaucoup plus petits.

L’assemblage ciblé peut aussi permettre de choisir les paramètres d’assemblage plus adaptésà la famille de
gèneśetudíee qu’̀a un assemblage global. En particulier, si la famille est connue pour son fort taux de similarité,
on peut fixer un seuiĺelev́e d’identit́e pour l’assemblage afin de ne pas mélanger plusieurs g̀enes tr̀es similaires.

3 Recherche d’une famille de g̀enes de ŕecepteurs olfactifs

Dans cette partie, nous appliquons l’assemblage ciblé à la recherche de gènes codant les récepteurs olfactifs
dans le śequençage7.6× du chien. Cette recherche confirme l’intér̂et de l’assemblage ciblé puisque 1083 g̀enes
ont puêtre identifíes sans utiliser le ǵenome complet. Une discussion portant notamment sur la pertinence du
choix des motifs conclut cette partie.

FIG . 2.Assemblage ciblé appliqúe à la recherche de gènes OR chez le chien.À partir de 633 g̀enes pŕećedemment connus,
cinq motifs ontét́e d́ecouverts par PRATT (1), ce qui a sélectionńe moins de0, 2% des traces (2). Une fois assemblés (3),
les contigs ont́et́e étudíes (4) en utilisant notamment les signatures (figure 4). Le génome complet a permis de confirmer
les contigs.

Les récepteurs olfactifs

Les ŕecepteurs olfactifs (olfactory receptors, OR) ontét́e d́ecouverts par Buck et Axel en 1991 [3] chez le
rat, d́ecouverte menant au prix Nobel de médecine 2004. Ils font partie de la famille des protéines transmembra-
naires coupĺees aux prot́eines G. Ils pŕesentent sept domaines transmembranaires, certainsétant relativement
conserv́es, d’autres plus spécifiques au ligand. Chaque récepteur olfactif peut reconnaı̂tre plusieurs moĺecules
odorantes, et une m̂eme moĺecule peut se lier̀a plusieurs ŕecepteurs [17].

Les g̀enes codant les récepteurs olfactifs (appelés dans la suite« gènes OR») ont une phase codante (ORF)
d’environ 1000 pb. L’ORF est entièrement contenue dans un exon, ce qui facilite la recherche sur les traces. La
famille des g̀enes OR est une des plus grandes familles de gènes chez les mammifères : 700̀a 1000 g̀enes chez
l’homme (dont 60% de pseudogènes), 1300̀a 1600 chez la souris et chez le rat (dont 20% de pseudogènes).
Les śequences des gènes OR sont assez similaires (de 30%à 98% d’identit́e), rendant possible des erreurs
d’assemblage sur certaines portions. Desétudes sur le ŕepertoire des ORs canins ontét́e meńees dans [22] et
[18].



Séquençage du ǵenome du chien

Avec 38 paires d’autosomes plus X et Y, le génome du chien comprend 2,4 Gpb. Le premier séquençage
du chien (shotgun1.7×) a ét́e publíe en 2000 [19]. En 2003, un nouveaux séquençage áet́e ŕealiśe au Broad
Institute (shotgun7.6×) [5]. Les traces (36 millions, 36 Gb)́etaient disponibles d̀es 2003 mais la première
version de l’assemblage ne le fut qu’à l’ét́e 2004.

Avant notreétude, 633 g̀enes OR canins avaientét́e identifíes par śequençagèa partir d’amorces d́eǵeńeŕees
ainsi que par des comparaisons de séquences utilisant Blastà partir du śequençage1.7× [22]. Indépendamment,
Olender et al avaient identifié 971 ORs, en partie par une méthode similairèa l’assemblage ciblé sur les traces
du śequençage1.3× de Celera [18].

Assemblage cibĺe des g̀enes OR canins

(1) Découverte de motifsPRATT [15], disponible sur les serveurs de OUEST-genopoleR©3, a ét́e utilisé pour
extraire des motifs̀a partir des 633 g̀enes OR pŕećedemment connus. Nous avons retenu cinq motifs présents
sur plus de80% des 633 g̀enes OR. Les motifs sélectionńes se ŕepartissent sur toute la longueur des gènes OR
(figure 3).

p1 TM II P-M-Y-x-[FL]-L-x(2)-[FL]-[AMS]-x(2)-[DE] 1
p2 TM III L-x(3)-M-x(0,1)-Y-x-[FLR]-[LY]-x(2)-[FILV]-[ACS] 0
p3 TM III L-x(1,3)-M-x-[FILY]-D-R-x(2)-A-[IV]-[CS]-x-P-L-x-[HY]-x(3)-[ILM] 3
p4 TM VI K-x-[FL]-[AGHNST]-T-C-x-[AS]-H-x(3)-[AIV] 1
p5 TM VII N-P-[FILMV]-[IV]-Y-[AGST]-[AILMV]-[KR]-x(2)-[DEKQ] 1

FIG . 3.Motifs retenus pour les g̀enes OR du chien. Les motifs sont situés le long de diff́erents domaines transmembranaires
(TM). Le motif 2 était utiliśe sous la forme MAYDRY dans [4]. La dernière colonne indique les seuils d’erreurs, fixés pour
sélectioner moins de 25000 traces par motif.

(2) Recherche de motifs sur les tracesNous avons utiliśe une recherche par automates pondéŕes pour localiser
les cinq motifs avec erreurs parmi les 36 Gpb de traces (WAPAM, [10]). Cette recherche, qui dure 48 heures
sur un PC conventionnel (2 GHz, 728 Mo RAM), peutêtre acćeléŕee sur l’architecture Rdisk qui utilise des
processeurs reconfigurables FPGA [11]. Au total 63745 traces ontét́e śelectionńees sur les 36 millions. Les
fichiers qualit́es associés au śequençage [21] ont́et́e pris en compte pour finalement ne sélectionner que 61321
traces, soit une sélectivit́e de1, 5%. Les traces ont une longueur moyenne de 658 bases.

(3) AssemblageL’assemblage, effectué par CAP3 [13] avec une fenêtre de 25 nucléotides et un taux de simi-
larité de97%, a duŕe 10 heures. 5568 contigs et 11839 singletons ontét́e obtenus. Les singletons correspondent
à des traces de moyenne qualité qui n’ont pas pu s’assembler avec d’autres et n’ont pasét́e consid́eŕes dans la
suite. Les contigs assemblés ont en moyenne une longueur de 1130 bases et une profondeur de 7 traces.

3 www.genouest.org



(4) Post-traitement des ŕesultats Pourétudier les 5568 contigs, nous avons localisé de nouveau les motifs,
puis repŕesent́e leur succession par dessignaturesdu typep1 (171) p2 (27) p3 (339) p4 (141)
p5 . Ces signatures indiquent la distance entre les extrémit́es terminales de chaque motif. L’analyse de la
répartition des signatures sur l’ensemble des gènes OR a permis de mettre enévidence une distribution consen-
sus (figure 4). Les contigs ontét́e aussi comparés par Blast aux g̀enes OR existants ainsi qu’entre eux-mêmes.
Étant donńe que l’assemblagéetait relativement strict pour ne pas commettre d’erreurs, certains contigs très
similaires ont́et́e ŕeassemblés. Les ORFs ont́et́e d́etermińees. Au total, 1083 g̀enes OR ont́et́e identifíes dont
213 pseudo-g̀enes.

FIG . 4. Emplacement des motifs sur les gènes OR du chien. Les distances sont données en nucléotides. Cet emplace-
ment correspond̀a la signaturep1 (171) p2 (27) p3 (333-339) p4 (138-150) p5 . Les motifs 2 et 3 sont
imbriqués.

Validation des résultats

Lorsque le premier« brouillon» (working draft)du ǵenome complet áet́e disponible (́et́e 2004), la m̂eme
recherche de motifs áet́e relanćee sur l’assemblage complet [6]. Les séquences obtenues par l’assemblage
ciblé ontét́e confirḿees. L’assemblage complet a cependant permis d’étendre certains contigs lorsque l’ORF
obtenue par l’assemblage ciblé n’était pas complète. De plus, certaines séquences provenant d’uneétude sur
le śequençage1.7× ont ét́e ajout́ees pour arriver̀a un ŕepertoire total de 1121 gènes OR. Les contigs font en
moyenne 1816 nucléotides, et les ORFs 950 nucléotides.

Parmi tous ces g̀enes, 125 soit 11% n’ont pas encoreét́e localiśes sur le ǵenome (« chromosome inconnu
») alors que ces séquences représentent moins de 5% des séquences. En raison de la haute similarité de cette
famille, il est possible que ces gènes soient difficiles̀a assembler et̀a cartographier.

Discussion

Pertinence du choix des motifs.L’approche utiliśee par Olender dans [18] effectuait des recherches de traces
avec BLAST/TBLASTNà partir d’un jeu de 199 séquences représentatifs des ORs connus chez les mam-
mifères. Leur ḿethode recherche aussi des propriét́es locales,̀a savoir des similarités d’au moins 40 paires
de bases qui correspondent aux régions conserv́ees dans les ORs. Une telle recherche augmente le temps de
l’ étape (2) de manière significative.

Nous avons fait ici le choix de partir d’une recherche de motifs pour se concentrer sur les zones similaires
dans les ORs, ce qui autorise un seuil d’erreurélev́e sur ces motifs. Certes,étant donńe les seuils d’erreurs, la
majorit́e des traces retenuesà l’étape (2) ne se retrouvent plus dans les 1083 gènes OR finalement identifiés :
il y a un grand nombre de singletons et la plupart des 5568 contigs formés sont des faux positifs. Le premier
tri a d’ailleursét́e d’analyser les contigs qui contenaient au moins le motifp3 , motif le plus conserv́e dans les



gènes OR pŕećedemment connus et utilisé dans certaines de ses formes dans [4]. Il apparaı̂t que 94% des g̀enes
OR finalement retenus possèdent ce motif, dont 72% sans erreurs.

Cependant, l’utilisation des 5 motifs avec erreurs a permis de sélectionner un sous-ensemble de traces plus
important. On a ainsi plus de chances de trouver dans ce sous-ensemble suffisament de traces qui se chevauchent
et s’assemblent pourélargir au maximum les contigs et idéalement trouver toutes les ORFs complètes.À titre
de comparaison, l’utilisation d’un seul motif sans erreur, pourtant le plus pertinent (p3) conduità seulement
862 contigs dont la śequence consensus a une longueur moyenne de 1083. Le motifp3 étant tr̀es discriminant,
de nombreux OR se trouvent dans ces 862 contigs, mais leur nombre reste inférieur aux 1083 g̀enes identifíes
et les ORFs sont majoritairement incomplètes. De m̂eme, la ḿethode propośee dans [18] ne trouve que 121
ORFs compl̀etes sur 971 ORs. Bien que, comparé à l’ensemble des traces du shotgun, l’assemblage ciblé traite
très peu de traces, le sous-ensemble sélectionńe doit contenir suffisament pour pouvoirêtre assemblé, quiteà
avoir un certain nombre de faux positifsà l’étape 2 qui sont par la suiteéliminés.

Une perspective intéressante serait de trouver des modèles de propríet́es locales plus complexes dans leur
expressivit́e, mais qui restent relativement simplesà calculer, comme par exemple des recherches par modèles
de Markov cach́es ou par automates pondéŕes.

Temps de calcul et expertise humaine.Outre le gain de temps non négligeable, l’assemblage ciblé permet
de contr̂oler l’assemblage pour une famille donnée de g̀enes. Certes, le temps nécessairèa l’assemblage com-
plet n’est pas seulement dû aux temps de calcul : la finition nécessite une expertise humaine et tire béńefice
d’expériences complémentaires, notamment sur la cartographie du génome.

L’avantage de l’assemblage ciblé est que le temps de calcul devient négligeable comparé au temps d’exper-
tise. On peut aussi chercherà automatiser l’́etape (4) a posteriori (en ne gardant que les signatures correctes),
mais un travail d’analyse et de vérification sera toujours nécessaire. Plus géńeralement, dans une méthode
d’assemblage ciblé, le travail humain peut se concentrer sur la famille de gèneśetudíee.

La principale limitation de l’assemblage ciblé concerne la distance séparant les motifs sur les gènes.
La pŕesence de grands introns peut rendre impossible une sélection correcte des traces, sauf si ces introns
présentent eux aussi une propriét́e locale caractéristique. Une autre limitation de l’assemblage ciblé est qu’il
ne permet pas de localiser les gènes identifíes sur le ǵenome, mais des amorces de PCR peuventêtre dessińees
afin de localiser ces gènes par une technique de cartographie géńetique.

4 Conclusion et perspectives

L’assemblage ciblé est une ḿethode pour rechercher directement des propriét́es locales dans un génome
non assemblé. Lorsque des motifs communsà une famille de g̀enes sont connus, il permet de rechercher de
nouveaux g̀enes directement sur les traces. L’assemblage ciblé a ét́e valid́e par l’identification de nouveaux
gènes olfactifs sur le séquençage7.6× non assemblé du chien. D’autres types de recherches sont envisageables
tant que les propriét́es recherch́ees sont suffisament locales et rapprochées.

Comme l’assemblage est réaliśe sur un sous-ensemble restreint des traces, il est beaucoup plus rapide et
ne ńecessite pas une connaissance sur tout le génome : le temps d’assemblage se réduit de plusieurs mois̀a
une jourńee. L’expertise humaine pour analyser les résultats peut donc s’appliquer directement sur un sous-
ensemble pertinent du génome.

L’ étape d’assemblage, adapté au probl̀eme consid́eŕe, gagnerait̀a être encoréetudíee : au lieu d’utiliser
un programme d’assemblage géńerique, nos recherches actuelles portent sur le développement d’algorithmes
d’assemblages spécialement adaptésà des g̀enes hautement similaires.
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