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Contexte biologiqueContexte biologique

► Projet MIRMEDProjet MIRMED
► Objectif : étudier la diversité des smallRNA/miRNA Objectif : étudier la diversité des smallRNA/miRNA 

exprimés chez une plante dans différents tissus et exprimés chez une plante dans différents tissus et 
dans différentes conditions, en particulier lors :dans différentes conditions, en particulier lors :
 d’une interaction symbiotique avec une bactérie ou un d’une interaction symbiotique avec une bactérie ou un 

champignonchampignon
 d’une interaction avec un bactérie pathogèned’une interaction avec un bactérie pathogène
 d’un stressd’un stress

► Méthode : construire et séquencer une vingtaine Méthode : construire et séquencer une vingtaine 
de banques de smallRNAde banques de smallRNA
 Technologies 454 et solexaTechnologies 454 et solexa
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Les miRNA chez les plantesLes miRNA chez les plantes

► smallRNA : séquences de 18 à 24 ntsmallRNA : séquences de 18 à 24 nt
► ARN régulateurs impliqués dans de ARN régulateurs impliqués dans de 

nombreux mécanismes cellulairesnombreux mécanismes cellulaires
►   2 familles principales : les siRNA (short 2 familles principales : les siRNA (short 

interfering RNA) et les miRNA (microRNA)interfering RNA) et les miRNA (microRNA)
► Les miRNALes miRNA

 Séquence mature d’environ 21 ntSéquence mature d’environ 21 nt
 Structure en tige boucle du précurseurStructure en tige boucle du précurseur
 Régulateur de l’expression des gènesRégulateur de l’expression des gènes

► Inhibition de la traductionInhibition de la traduction
► Dégradation d’ARNm cibleDégradation d’ARNm cible
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BesoinsBesoins

►Cartographier globalement les smallRNA Cartographier globalement les smallRNA 
sur le génomesur le génome

►Caractériser les miRNACaractériser les miRNA
 Détecter les précurseurs de miRNA sur le Détecter les précurseurs de miRNA sur le 

génomegénome
   Annoter les précurseursAnnoter les précurseurs

►miRNA:miRNA*, autresmiRNA:miRNA*, autres

 Détecter les ARNm cibles potentielsDétecter les ARNm cibles potentiels
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Architecture bioinformatiqueArchitecture bioinformatique

Annotations 
génomiques 
BDD CHADO 

Interface utilisateur WEB 
LeARN/GBrowse

Repository 
RNAML

Précurseurs de 
miRNA .gff

Séquences brutes

Analyse des 
smallRNA

*.xls, *.txt, *.png

LeARN: a platform for detecting, clustering and annotating non-coding RNAs Céline Noirot, Christine Gaspin, 
Thomas Schiex, and Jérôme Gouzy BMC Bioinformatics. 2008; 9: 21

SMALLA

smallRNA/miRNA
.gff3
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Détection des smallRNA dans les Détection des smallRNA dans les 
résultats de séquençage 454résultats de séquençage 454

Nettoyage des séquences
Identification des adaptateurs (cross_match)

Extraction des inserts dans un intervalle de longueur 
Orientation de la séquence

Suppression des rRNA, tRNA (Blast, 2 mismatch)

Séquences brutes

Inserts

Multifasta de smallRNA

Gestion de l’expression suppression de la 
redondance (nrdb) – stockage de l’expression

Mapping sur le génome (Blast – 0 mismatch)

smallRNA candidats
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Cartographie globale des smallRNA Cartographie globale des smallRNA 
sur le génomesur le génome

► Logiciel Circos Logiciel Circos 
http://mkweb.bcgsc.ca/circos/http://mkweb.bcgsc.ca/circos/

► ExempleExemple : mapping  : mapping 
des smallRNA de des smallRNA de 
longueur 21, 22 et longueur 21, 22 et 
24 nt sur les 24 nt sur les 
chromosomes de chromosomes de 
Medicago truncatulaMedicago truncatula



 15 avril 2009 – Journées ARENA – Erika.Sallet@toulouse.inra.fr

Recherche de précurseurs de Recherche de précurseurs de 
miRNAmiRNA

► Conservation des 20-22 mers mappés sur Conservation des 20-22 mers mappés sur 
le génomele génome

► Recherche de structure tige-boucle avec Recherche de structure tige-boucle avec 
MiRfold MiRfold ((B. Billoud et al. Biochimie 2005)B. Billoud et al. Biochimie 2005)

► Filtre sur l’énergie libre et sur la structure Filtre sur l’énergie libre et sur la structure 
du duplex du duplex (Jones-Rhoades et al. 2006, Meyers et al. (Jones-Rhoades et al. 2006, Meyers et al. 
2008)2008)

► Annotation des précurseurs avec les autres Annotation des précurseurs avec les autres 
smallRNA smallRNA 

► Classification des précurseurs dépendante Classification des précurseurs dépendante 
de l’annotationde l’annotation
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Interface LeARN spécifique aux Interface LeARN spécifique aux 
smallRNAsmallRNA
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Fiche descriptive d’un précurseurFiche descriptive d’un précurseur
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Visualisation de l’annotation du Visualisation de l’annotation du 
génome génome 

►GbrowseGbrowse
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► Rechercher Rechercher 
 des séquences de miRNA matures sur le génome d’autres espècesdes séquences de miRNA matures sur le génome d’autres espèces
 des similarités avec miRBase V12des similarités avec miRBase V12

Analyse comparative des miRNAAnalyse comparative des miRNA
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Recherche des cibles des miRNARecherche des cibles des miRNA

► Méthode basée sur MiRanda Méthode basée sur MiRanda ((Enright A et al, Genome Biology, 2003)  
► Filtrage des résultats en fonction de la longueur de l’alignement et des Filtrage des résultats en fonction de la longueur de l’alignement et des 

appariements (Jones-Rhoades and Bartel, 2004)appariements (Jones-Rhoades and Bartel, 2004)
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ExplorationExploration
► Recherche par mot-clé (ID, séquence, …)Recherche par mot-clé (ID, séquence, …)
► Recherche par BlastRecherche par Blast
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Les difficultésLes difficultés

► Nettoyage des données 454Nettoyage des données 454
 Parfois absence d’un adaptateur 5’ ou 3’Parfois absence d’un adaptateur 5’ ou 3’
 Gestion des séquences reverse complémentéesGestion des séquences reverse complémentées
 Bruit dans les séquences (produits de dégradation)Bruit dans les séquences (produits de dégradation)

► Processus longProcessus long
 Beaucoup de donnéesBeaucoup de données
 De nombreuses étapes relativement lentes (mirfold, De nombreuses étapes relativement lentes (mirfold, 

miranda, intégration des données dans LeARN)miranda, intégration des données dans LeARN)
 Solutions :Solutions :

► Filtrage précoceFiltrage précoce
► ParallélisationParallélisation



 15 avril 2009 – Journées ARENA – Erika.Sallet@toulouse.inra.fr

ConclusionConclusion

► SMALLA, boîte à outils pour :SMALLA, boîte à outils pour :
 Nettoyer les banques de séquences de smallRNANettoyer les banques de séquences de smallRNA
 Détecter des précurseurs de miRNA et les annoterDétecter des précurseurs de miRNA et les annoter
 Rechercher les ARNm cibles de miRNARechercher les ARNm cibles de miRNA
 Comparer les molécules avec d’autres miRNA ou Comparer les molécules avec d’autres miRNA ou 

génomesgénomes
► En coursEn cours

 Analyse de l’expression des smallRNAAnalyse de l’expression des smallRNA
► Release de LeARN intégrant SMALLA disponible Release de LeARN intégrant SMALLA disponible 

début juin sur le site début juin sur le site 
http://symbiose.toulouse.inra.fr/LeARNhttp://symbiose.toulouse.inra.fr/LeARN
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RemerciementsRemerciements

►Plate-forme bioinformatique de la Génopole Plate-forme bioinformatique de la Génopole 
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 9 mois de CDD9 mois de CDD
 Cluster de calculCluster de calcul
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