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NTS : Nouvelles Technologies de SNTS : Nouvelles Technologies de Sééquenquenççageage
NGS : Next Generation SequencingNGS : Next Generation Sequencing

=>1000 $/g=>1000 $/géénome humainnome humain

«« 2d generation technologies2d generation technologies »»
«« massively parallel sequencingmassively parallel sequencing »»
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Les 3 technologies implantLes 3 technologies implantééeses

GSGS--FLX (Roche), GA (Illumina), SOLiD (ABI)FLX (Roche), GA (Illumina), SOLiD (ABI)

�� PrPrééparation de la banqueparation de la banque de molde molééculescules

•• fragmentation (nfragmentation (néébulisation, ultrasons)bulisation, ultrasons)

•• ligation dligation d’’adaptateurs aux extradaptateurs aux extréémitmitééss

•• isolement du simple brinisolement du simple brin

�� Amplification clonaleAmplification clonale de chaque molde chaque moléécule (PCR)cule (PCR)

�� SSééquenquenççageage par synthpar synthèèse ou hybridationse ou hybridation--ligationligation
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Les 3 technologies implantLes 3 technologies implantééeses
GSGS--FLX (Roche), GA (Illumina), SoLid (ABI)FLX (Roche), GA (Illumina), SoLid (ABI)

MacLean & al, Nature_avril2009

séquençage par synthèse / pyroséquençage

séquençage par hybridation-ligation

séquençage par synthèse, terminateur réversible
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Les technologies Les technologies 
en cours den cours d’’implantationimplantation

MacLean & al, Nature_avril2009

et et …… àà venir !             venir !             …… nanopores nanopores ……
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GS-FLX 454 Roche GA Solexa Illumina

Standard Titanium GA II GA II

Lectures/run 400 x 103 1 x 106 80-100 x 106 80-100 x 106

Longueur de lecture 250  bases 400 bases 35 bases 75/100 bases

Bases/run 100 Mb 400-600 Mb 3 Gb 7,5/10 Gb

Tps de run

(simple lecture)
7,5 h 10 h 3-5 jrs 4-9,5 jrs /

Flexibilité
2-4-8-16 fractionnements

(avec réduction nb lectures liée au masque)
8 canaux

Extrémités appariées

Lectures appariées
3kb, 8 kb, 20 kb 200 à 5 kb

Multiplexage 
/adressage

12 tags 12 tags

Avantages / 
Inconvénients

Longueur / Homopolymères Profondeur / assemblage

Evolutions
lecture à 500����1000 bases

automatisation des étapes de préparation

Lecture à 125  puis 150 bases

Comparatif GSComparatif GS--FLX / GAFLX / GA
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Que peutQue peut--on ron rééaliser avec ces technologies ?aliser avec ces technologies ?

Quelles technologies pour quels besoins ?Quelles technologies pour quels besoins ?

MacLean & al, Nature_avril2009
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Les outils bioLes outils bio--informatiquesinformatiques

MacLean & al, Nature_avril2009
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Notre utilisation des nouveaux outils Notre utilisation des nouveaux outils 

�� Exploration des NTS initiExploration des NTS initiéée fin 2008 e fin 2008 : PlantReSeq, AIP Bio ressources: PlantReSeq, AIP Bio ressources

•• Mutualisation de 7 Mutualisation de 7 ééquipes : exploration diffquipes : exploration difféérente selon la question rente selon la question 
posposéée pour les diffe pour les difféérentes esprentes espèèces vces vééggéétales / mattales / matéériels diffriels difféérents :rents :

ADN gADN géénomique (reprnomique (repréésentation) ou LRsentation) ou LR--PCR, ARNs PCR, ARNs 

•• 2 outils : GS2 outils : GS--FLX (454, Roche) et GA (Solexa, Illumina)FLX (454, Roche) et GA (Solexa, Illumina)

•• premiers rpremiers réésultats sur le sultats sur le blbléé : construction d: construction d’’un index de sun index de sééquences rquences rééppééttéées es 
du Chr 3Bdu Chr 3B

•• en cours, len cours, l’’analyse diffanalyse difféérentielle des srentielle des sééquences de pool dquences de pool d’’amplicons de 10 kb amplicons de 10 kb 
pour 2 accessions de pour 2 accessions de tomatetomate

�� DDééveloppementsveloppements : r: rééduction gduction géénomique par nomique par «« Sequence CaptureSequence Capture »»
•• Nimblegen (en cours pour la Nimblegen (en cours pour la vignevigne) : hybridation) : hybridation sur pucesur puce

•• Agilent : hybridation liquideAgilent : hybridation liquide

•• MIP (molecular inverted probes) MIP (molecular inverted probes) 



10
 

IG
EPGV UR1279_DGAP

Quelles nouvelles questions Quelles nouvelles questions 
scientifiques vont pouvoir être scientifiques vont pouvoir être 
traittraitéées avec ces outils ?es avec ces outils ?

Colloque EPGV_11-12-13 mai 2009
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Document de lDocument de l’’unitunitéé Prospective de lProspective de l’’INRA :INRA :

«« NextNext--generation highgeneration high--throughput sequencing technologiesthroughput sequencing technologies »»

Technological worksheet, Novembre2008Technological worksheet, Novembre2008

Catherine Golstein et Michel Caboche, Technology of the Catherine Golstein et Michel Caboche, Technology of the 

Futures, INRAFutures, INRA

sera mis en ligne sur sera mis en ligne sur http://colloque.inra.fr/epgvhttp://colloque.inra.fr/epgv


