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Introduction
® Les lois de Mendel (1822-1884) =2 héridité des characteres;

transmission de certains "facteurs’ au fil des génerations,

o . ¢ \ )
il ne parlalt pas encore des genes

® Darwin « |’origine des especes (1859) »

® Watson & Crick (1953) ont propose un modele pour la
structure de ’ADN : la double hélice




* La double helice est composee

de deux brins complémentaires

qui sont formes par un

assemblage de sucre

(desoxyribose) unis par des

groupements phosphates

® Les bases (A, T, G, C) sont lices
g phosphts aux groupements phosphate et

backbone
a. forment les barreaux d’une
m{

echelle imaginaire dans laquelle

A est toujours en face de T et G

Hydrogen 2
bonding

en face de C

® [ es deux brins sont unis grace a

des liaisons hydrogene

- /
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L A D N Purines Pyrimidines
I 1 T

H\NfH H\N/M
* [’ADN est compose de 4 bases azotees : H_{"f‘j ”f‘j
ﬂ N H N o

® Adénine ‘ Purines

Adenine Cytosine

® (Guanine NIDL H 0
— H=C H
<AL, - T

o H:H H™n Yo
® Thymine ‘ Pyrimidines Guanine Thymine

® Cytosine

/ / . \ .

* Les bases azotéees sont complémentaires deux a deux, une base purique

s'associant toujours a une base pyrimidique

e [’information génétique va resider dans la succession de ces bases

=> On pourrait comparer ’ADN a un texte ecrit dans un alphabet de 4 lettres

-




ADN: code génétique
° Région codante pourrait étre traduit en proteines
® Pluspart d” ADN non-codante!

Second Letter
= .

TAT TGT

TAC } Tyr TGC} Cys
TAA Stop || TGA Stop
TAG Stop || TGG Trp

3.When mRNA is formed
it has codons.

First Letter

5. tRNA with anticodon
carries amino acid
to mRNA.

8.1RNA departsand will [ - 'F
soon pick up another "‘\ﬁ
amino acid. ]

L0097 payL




LADN

e Dans des cellules: ADN sur des ‘chormosomes’ =
chaque chromosome contient une chaine extrémement
longue d’acide desoxyribonucléique (ADN) qui est

fortement empaquetée.

® Chez I’humain, il y a 2 copies de chaque chromosome (1
qui provient de la mere et 1 qui provient du pére) et il y

a 23 paires de chromosomes




LADN

* ADN dans differentes parties de la cellule
® Nucleair (99%)
® Mitochondrial
® Cloroplastes (plantes)

J...c....,

Golgi apparatus
Centriole

Lysosome

Cytoplasm

Cell membrane




Lire ’ADN:
Extraction, PCR & Sequencage




Extraction, PCR & Séquencage

® Idee: On veux lire la sequence des bases (A,T,C,G) dans un

géne
e Extraction=> isoler ’ADN de la cellule
e PCR =2 augmenter la concentration de ce gene

* Séquengage =2 lire les nucleoides de ce gene




Extraction

® Commencer avec une petite partie de tissue
® Pour les poissons, souvent une boucle de nagoire

® (seché ou en ethanol)

i-E-1-8--7-T

Lyse Bind Wash Wash Elute Pure genomic
Buffer AW1 Buffer AW2 or viral DNA




La PCR: Idée

Basé sur la division des cellules

Binary fission

0

DNA
replication

&

Chromosome
segregation

SRS

j Cytokinesis\
&8

Mitosis

Diploid
cell

\f‘k

S-phase /

Meiosis
£ “ =
XX

e

N
gametes ¥
\Y

\

zygote \\\
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La PCR: La réplication de ’'ADN

® Durant la replication, les brins d’ADN se separent et chaque brin sert de

modele pour la synthése d'un brin complémentaire

. W

?.fn ALVQAIR. LT N Parental Daughter
ALy \ ALY U Y strands
AEmE I

strands
e [a réplication assure donc le transfert de I’'information génétique d’une

cellule a ses descendantes. = polymerase
® Pendant ce procés des erreurs peuvent &tre faites = mutations!

o Artificiel 2 PCR (Polyperase Chain Reaction)

-




e

La PCR

DS o

e [a PCR se déroule en 3 phases : DNA [T

* Dénaturation : s¢paration des deux brins DENATURATION I

d’ADN grﬁce a I’¢élévation de la température

ANNEALING P1

T
T e |

° Appariement des amorces : suite a la
diminution de la température, les amorces
spécifiques complémentaires de ’ADN a

amplifier vont s’hybrider sur le brin d’ADN

° Elongation : synthése du brin
complementaire gréce a laTaq polymérase qui
ajoute les nucleotides (ANTPs)

ADN, nucléotides (dNPT), amorces, Taq polymeérase

/




e

La PCR

™

e [ es différentes étapes de la PCR se déroulent a des températures différentes

Denature DNA

Extend Primers /




e

L a P C R wanted gene e <
<

= { 2ndcycle
* La PCR est une reaction exponentielle qui . =<
o7 . . template DNA _.:::
utilise les produits de chaque etape comme —__
matrice des étapes suivantes. Ce processus va o < <_<:;
23 = 2:s _ <:

générer des milliers de copies

4 copics feopies 16 copies

*En pratique, la reaction se realise dans des tubes speciaux qu’on va
placer dans un appareil qui va permettre de régler les températures pour

chaque étape: un thermocycleur

- 4 888
Booee <’ sss
v ses

32 copies




4 ™
Séquencage de I’ADN

o (Cette technique va permettre de connaitre la succession des nucléotides

qui composent une partie d’une molécule d’ADN

* Latechnique du séquencgage de Sanger est la plus utilisee :
® Semblable au processus de PCR, mais
® Sculement un des deux amorses
® Dans la pratique: deux reactions
® l'incorporation de ddNTP (didesoxyribonucleotides) et ANTP

® Apres ddNTP la polymerase n’est plus capable d’ajouter le moindre nucleotide

et la synthese du brin d’ADN s’arrete
ddNTPs terminate DNA synthesis.

® [es dANTP sont fluorescents P P,
P P
\P\ \P\
5CH3 Base 5/CH2 Base
OH H=Z"" No OH
Normal dNTP ddNTP

(extends DNA strand)  (terminates synthesis)

igure 19-6a Biological Science, 2/e

® On obtient un ensemble de brins d'ADN de tailles varices ™

- /
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I Reaction mixture

Primar

5 —————

T ottt bttt 7
Tempiate
ddNTPs
ddTTF
SICTF
SATP —
SHETP =

2 Primer elongation
and chain termination

J
S ™

-

E o o e o o e o e e e

EE o o o o o e o o o

R o o o o o e o

R o o i o o e e e

EE o o o o o o e e e

T P S ———
T T T T T T T ———

* Primer and DMA template = DNA polymerase
= ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

Séquencage de I’ADN

3 Capillary gel electrophoresis
\ separation of DNA fragments

Capillary gal

-
Dedector 1'~._

@ Lazer detection of flourochromes
and computational sequence analysis



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b2/Sanger-sequencing.svg

Utiliser 'information génétique

DNA barcoding, phylogenie moleculaire, . ..




DNA Barcoding

« identification moleculaire »
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DNA Barcoding

e e DNA Barcoding ou la méthode du “code-barres ADN” est une
technique qui permet une identification moléculaire en se basant sur la

comparaison de courtes séquences d’ ADN mitochondrial

® Un bon code-barres ADN est :

/ . \ . \ / 3 ) A
® (Une sequence variable entre €Speces mais tres conservée au sein d’'une méme

\ . . \ . . . .
espece, ce qui lui confere un fort pouvoir discriminant

® Une séquence assez courte pour pouvoir séquencer mais suffisamment longue

pour avoir assez d’information

—

En general, on utilise le fragment d’un gene codant pour la premiere sous-

unite de la cytochrome oxydase (COI) qui a une longueur de 650 bp

/
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DNA Barcoding

e e DNA barcoding est utilisée pour différentes raisons :

Identification des espéces Cryptiques dont la morphologie est quasi

identique ce qui rend leur distinction difficile

Identification de spécimens incomplets, afin d’identifier I’espece a laquelle

une touffe de poils ou une patte d’insecte appartient

Identification d’espéces a large echelle pour etudier la biodiversité et les

risques environnementaux
Identification des espéces invasives
Deécouverte de nouvelles espéces

Association de males et femelles d'une méme especes (lorsque les males et
P q

les femelles sont dimorphiques

Association des stades de développement chez une méme espéce




DNA Barcoding

Spécimen a identifier

E
T
T
T
T
T
TG
T
T

i

T
T
s
T
T
T

Espece identifiée




Confirmation of morphological studies

e.g. revision of Hepsetus

E2, B0 17 4774 381 Hepsetus miorolepis
B0 17 4660 95 Hepsetus micmlepis
HOZ20 Hepsatus micrdepis
HOZ23 Hepsatus micrdepis
HO16 R Hepsatus microlepis

HOZ2 Hepsatus micmlepis
HO1S Hepsstus microlepis
HOZ1 F Hepsetus microlepis
HOZ5 Hepsatus micmlepis
HOZ5 F Hepsetus micmlepis
£ A — HOME F Hepsetus cunberi

k=l
9=

14

i

HOS4 F Hepsetus cuneri
HOS7 Hepsstus cnded
HOB0 F hepsatus cunier / /
HOS5 hepsetus cunden o
HO91 Hepsatus cunden
HOE1 F Hepsetus lineata
HOE0 F Hepsstus lineaa
HO82 Hepsetus lineata
HOF2 Hepsetus lineata
HOES F Hepsetus lineam
HOS0 Hepsetus lineat
HO1 Hepsetus lineata
HO38 Hepsatus lineata
HOB1 Hepsstus lineata
HOZ Hepsetus lineata
HO12 F Hepseatus lineata
HO7 R Hepsatus lineata
HO43 Hepsetus ocddentalis
HO4 Hepsetus ccddentalis
HOW Hepsetus occidentalis
HO4E Hepsatus occidentalis
HO49 Hepsetus occdentalis
1 HO Hepsetus cccidentalis
HOGZ Hepsstus odoe
£ | HOZ9 Hepsstus odoe
HOZE Hepsstus odos
HORT Hepsstus odoe
HOS51 Hepsatus odoe
HO54 Hepsetus odoe
HO55 F Hepsetus odoe
HO33 Hepsatus odoe
HO35 Hepsatus odoe
HO37 Hepsetus odoe
HO58 F Hepsatus odoe
HO&1 Hepsaus kingsleyas
HOB4 Hepsstus Kingsleyas
HOP Hepsstus kingsleyas
HOTD Hepsstus Mngseyas
HOV1 Hepsatus kingseyas
HOG2 R Hepsetss kingsleyae hybrid
HOTS Hepsaus Kingdeyae
HOGS Hepsstus kingsleyas
HO23 F Hepsetus kingsleyae
HOBT F Hepsetus kingsleyae
HOG3 Hepsetus Kngseyae
HOTF F Hepsaus kingsleyas
Crenolucius huyeta

H.

H.

H. microlepis

lineata

occidentalis

odoe

kingsleyae




4 ™
DNA Barcoding

* MAIS on ne peut pas remplacer les analyses taxonomiques par les
techniques moléculaire ! Le DNA barcoding peut aider et faciliter le

processus d’indentification et permettre la decouverte de nouvelles espéces

ou répondre a d’autres questions biologiques mais ne peut €n aucun cas

remplacer la taxonomie classique

DNA barcoding: how it complements
taxonomy, molecular phylogenetics
and population genetics

Mehrdad Hajibabaei', Gregory A.C. Singer?, Paul D.N. Hebert' and Donal A. Hickey?®

" Biodiversity Institute of Ontario, Department of Integrative Biology, University of Guelph, Guelph, Ontario N1G 2W1, Canada
?Human Cancer Genetics Program, The Ohio State University, Columbus, OH 43210, USA
3De[:)ar‘cmen‘t of Biology, Concordia University, 7141 Sherbrooke Street, Montreal, Quebec H4B 1R6, Canada
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DNA Barcoding

® [e barcoding moléculaire est une campagne qui est largement financée a

travers le monde, comme le suggere ces differentes organisations :

® « Barcode of Life Data Systems » (BOLD) : WWw.boldsvstcms.org

® « Consortium for Barcode of Lite » (CBOL) : http://www.barcodeoflife.org/

® « European Consortium for the Barcode of Life »: http:// www.ecbol.org/

® «international Barcode of Life » (iBOL): www.iBOL.org

® «The Belgian Network for DNA Barcoding » (BeBOL) :

http://bebol.myspecies.info/
® « Canadian Centre for DNA Barcoding » (CCDB) : http://www.ccdb.ca/
® «The Fish Barcode of Life Initiative » (Fish-BOL) : http://www.fishbol.org/



http://www.boldsystems.org/
http://www.barcodeoflife.org/
http://www.ecbol.org/
http://www.ibol.org/
http://bebol.myspecies.info/
http://www.ccdb.ca/
http://www.fishbol.org/

Genbank

® Database des séquences publiés

® WWW. genbank. org

GenBank Overview
ntrez LAST OMIM Books
v|for| eat-4 elegans [Go]

Taxonomy  Structure

» What is GenBank?

GenBank® is the NIH genetic sequence database, an annotated
collection of all publicly available DNA sequences (Nucleic
Acids Research 2004 Jan 1.32{1).23-6). There are

Banklt approximately 37 893,844,733 bases in 32,549 400 sequence
records as of February 2004 (see GenBank growth statistics).
Sequin As an example, you may view the record for a Saccharomyces

cerevisiae gene. The complete release notes for the current

vt mim mE D mm Dl s sl Aalla A maiiiemla s m s s Alm A A




Quelques concepts de phylogenie moléculaire




The |
Phylogenetic
Handbook:

Edited by Philippe Lemey,
Marco Salemi and

Anne-Mieke vandamme /li /
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Phylogénie moléculaire

® [a phylogénie moléeculaire consiste a utiliser des méethodes informatiques
pour retracer « I’histoire » des mutations apparues au cours de I’ évolution
d' un gene donne, en comparant les sequences de ditferentes especes plus

ou moins proches

e Si on veut comparer les séquences. on doit les alioner. on appelle ca un
P q ; gner, PP

alignement de séquences.




4 ™
Phylogénie moléculaire

® Un programme gratuit permet de réaliser ces alignements - MEGA

MEGA:

olecular Evolutionary Genetics Analysis

[ MS: Alignment Exp

nrer (out.fasta)
Vi, A P Ly S O

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEeES YR WY ol P X BE g AN R

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

[Species/Abbry

1. DNA control HD mutation P

DNA_father PCR

DNA sunt  BCR

DNA John PCR

DMA control normal FPCR KR8

DHA_uncle  PCR EEEERRITEETREEANE HExBEAREANE BEANEANEANEANEANERNEAREANERRER - e —

DNA Susan  PCR SRR R RN RN RN AR AN RN AN A R RN RE RGN AR NN ARERREENEER - - - - - ------------
1 ‘

Site # 1 = @ with O wio Gap:

wln

—

.. $t et
! |

..................

N RILE
o Bl bl B
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Phylogénie moléculaire

* Apres I'alignement, on peut voir quelles mutations ont eu lieu :
® Transitions entre purines ou entre les pyrimidines
® Transversions d’un purine vers une pyrimidine
e Deélétions ou insertions

Insertion Dé&létion

ATCG

A IVANS

laTCce| [A ¢ G|||[ATCE] [4 ¢ &

NAWA),

ATCGE ATCGE

|1 |1
A-CG A-CG




4 ™
Phylogénie moléculaire

® On peut ensuite construire un arbre phylogénétique, en regroupant
d’abord les sequences les plus similaires, puis progressivement celles qui

sont les plus differentes

® Pour construire les arbres phylogenetiques, on a besoin
d’un modele d’évolution des sequences nucleotidiques

qui va evaluer :




4 ™
Phylogénie moléculaire

* Il y a differents modeles d’evolution qui vont analyser les taux de
substitutions, la frequence des bases, le nombre de transitions ou de

transversions, les possibilites de mutations avec differents parametres

® On a des resultats différents avec des modeles devolution différents donc il

faut choisir le plus adapte !

A B
Frug
<|; Horr Shark { Mouse
Nurse Shark Frog Deux arbres phylogenetiques
Horn Shark - differents, sur base des mémes
o Noree Shark données mais en utilisant deux
Mecaka edaka modeles d’évolution différents !

Puffer fish Puffer fish
Zebra fish Zebra fish

Salmlon

Salmlon




Phylogénie moléculaire

® Sion ale model correct il y a encore des différents possibilités
® [ es methodes utilisent des autres techniques pour construire un
arbre

® On a besoin de differents programmes pour utiliser de differents

methodes (Neighbour joining, bayesian analysis, maximum

likelihood, maximum parsimony)

— Tous les méthodes vont utiliser des différents manicres pour

construire des arbres phylogénétique

- Pour plus d’information ‘phylogenetic handbook’




La choix des genes

® Vitesse de mutation

® Arbre d’un gene = arbre d’espéces?

Gene tree - Species tree

Time — Duplication
- Duplication A B
Gene tree
— Speciation
Speciation <
/\\ Q A B
A B C Species tree

Genomes 2 edition 2002. T.A. Brown




Evolutionary history

[ ’histoire d’un géne n’ est pas necessairement I’histoire de

sp. A sp. B sp. C
R paraphyletlc polyphyletlc paraphyletlc

.m,«,..... ....

L= |

’
I'espece
Time A species A species B species C
f; 5”\(&? reciprocally monophyletic species

monophyly g - | & :f sp. A sp. B sp. C

.= *,“i’f |q$ ) 17 11

= - 0000 o000 .
paraphyly g — |_"|;:r' ——

>

2
polyphyly |

3

&

5

=

<

=]




Histoire évolutif

Phylogenies: classifications basés sur multiple linges d’ information

(@ Monotremata =i ®) Monotremata =<
Marsupialia '\ Marsupialia \
Xenarthra 4l {Atrosoric'tda . o
Insectivora 4. @< Macroscelidea 4.
’ =
_|:Rudent|a o_ s Tubulidentata M\ 5
Lagomorpha a @, r— Proboscidea "‘ E
g =z
Macroscelidea 4. | < E Hyracoidea 9y
- o
————Scandentia f~ 3 Sirenia £
Primates A £ L ———————— Xenarthra | &
= O
I:Dermoptera 4 g [ Dermoptera 4y Mo
- 8
Chiroptera | Scandentia r~ =
- 2
Pholidota ﬂk—- Primates ‘\_ 5
Carnivora 'Ho {Lagomorpha d g
3
--- Tubulidentata Rodentia 4 W
Cetacea \r Eulipotyphla 48—
Artiodactyla @ = Carnivora H‘ ©
Perissodactyla ‘h 3 IE Pholidota M, £
h | %
Hyracoidea ey |- Perissodactyla h ©
=
Proboscidea ?'h Cetartiodactyla m\\ 5
Sirenia M Chiroptera f
TRENDS in Ecology & Evolution




Choix de genes

e Mitochondrial ou nuclear?

41 41 41 41 = : LU LR LR
4 ) LINY)

e Mitochondrial DNA , Nuclear DNA
: (mtDNA) is found in , (NUDNA) is found in _
" cell mitochondria and 2 A< the cell nucleus and s '

contains genetbc contains genetic
material only from material from

8B the mother it both parents
offspring cell




Choix de genes

e Mitochondrial ou nucelair?: introgréssion

15
1.00°

heterodonta P:

F1:

F2:

F3:

Fn:

—
... ® © ®
= ® ®

°
® 5 0|0 o ® o

Green expands its range
towards red

g
® ...‘ ®
=

[ J ® ®
® o0 e_, o ®

Red mtDNA introgresses
into green

>
® o ® g0 ° o
.0_...
® ®
® o0 "0 o % o

Red mtDNA surfs
green expansion wave




Meéthodes alternatives




Visualisation: Trees or networks

— 0.005 substitutions/site

B - observed
I Victoria Nile Lake Kyoga ~=- lower bound
s 40 ~~ upper bound
Il Lake Albert B Lake Victoria Region & - model
99 g 30
—————] “Uganda Lakes" Kabale Lakes
77 Rukwa =i n £
Region B Lake Kivu B Bugesera Lakes H
g 10
e Tanzania B Lake Edward/George 8 g
Rivers B 2 4 6 8 10 12 14 abs.dist]

Soojadns,




Biogéographie, horloge moléculaire

Nilo-Sudan

5 Nilo-Su
Nilo-Sud:

EEL

€ ‘oast/Congo
o East-Coast/Zambezi
=]

Congo

ﬂw‘wﬂbm

Zambezi

Zambezi/Southe
ez /Southern ¢

Southern

dan/East-Coast
lan/Congo

oast

C. gariepinus

C. ngamensis
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e
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Intra-specific variation

® Microsatellites
° Population genetics
o Paternity

° Legal Investigations

® Medicinal

Alleles
#1 CACACACACACACACACACACA:
&
—
#2 CACACACACACACACACACACACACA
e
—
#3 CACACACACACACACACACACACACACACA

G

Genotypes
11 2/2 3/3 1/2 1/3 2/3




Complete genome

® Restriction enzymes
e AFLP

® Next generation sequencing
oenaric DA

frecsert & rare cutter cigest

5"l
3

[ | 3
[

] 5’ — S —

Cleavagel EcoRl resmpficaion

Sticky ends

5'1 1 G / AATTCI | 3’

3 ICTTAA Gl 1 5’

AFLF fingenind
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Séquencage de I’ADN

e Cette technique est parfois remplacée par du « Next Generation

Sequencing », qui permet d’obtenir un genome complet mais :
* Cott plus eleve
® Beaucoup plus de données a analyser

® Interessant uniquement dans le cadre de gros projet, pas en routine

Next Generation Sequencing (NGS)

VS.
Sanger Sequencing

NGS Sanger
- High depth of coverage - Low depth of coverage
- Fast turnaround time for - Slow turnaround time for
sequencing larger regions sequencing larger regions
= Cost-effective when ) - Expensive when sequencing
' sequencing larger regions larger regions
- Not as effective at - More effective at
- sequencing repetitive regions | sequencing repetitive regions




Questions®?




