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Plusieurs dimensions à renseigner :
le temps, l’espace, le génome

Défis :
• suivis temporels rares, partiels, ou inexistants 
• respecter la démarche « éviter-réduire-compenser »
• maximiser l’information extraite de chaque échantillon
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Quelle information peut-on espérer 
extraire des données génomiques ?
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POUR FAIRE QUOI?
• Étude de la recombinaison
• Détection de la sélection
• Reconstruction de l’histoire évolutive 
• Inférence de l’ascendance et de la démographie récente 
• Reconstruction du Graphe de Recombinaison Ancestrale (ARG)

• Étude des variants structuraux 
• Assemblage de génomes et de pangénomes 

Utilités de l’information haplotypique 
pour l’étude de la biodiversité 



COMMENT PHASER LES GENOMES ?
• Séquençage short-read (Illumina):

+ économique, taux d’erreur faible
-  perte de l’information haplotypique au-delà de ~1kb

• Séquençage long-read (PacBio, ONT): 
+ phase physique préservée (limitée par qualité de l’ADN)
- coûts mal adaptés aux études populationnelles

• Séquençage linked-read (Haplotagging): 
+ combine les deux avantages
- coûteux et débit limités

Utilités de l’information haplotypique 
pour l’étude de la biodiversité 



LINKED-READ QU’EST-CE QUE C’EST?

L’haplotagging

Meier et al., PNAS, 2021
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Un barcode/index par molécule



Reconstruction bioinformatique des 
reads longs synthétiques 

séquençage short-read 
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Récap

Meier et al., PNAS, 2021



COMMENT CA MARCHE?
• Combine fragmentation et marquage de l’ADN (transfert d’adaptateurs 

indexés) en une seule réaction rapide de tagmentation

• Utilise la transposase Tn5 liée à des billes

• Chaque bille contient des complexes Tn5-adaptateur avec une 
combinaison unique d’index (modules A-C sur i7, B-D sur i5) 

L’haplotagging

Meier et al., PNAS, 2021



Un jeu de 96⁴ billes différentes !



AVANTAGES

• Reconstitution de reads longs synthétiques

• Phasage de blocks mégabasiques à l’échelle individuelle

• Réaction enzymatique rapide avec PCR

• Bas coût, moins cher que les librairies Illumina commerciales

• Applicable chez une large gamme d’organismes

L’haplotagging

Meier et al., PNAS, 2021



1.  Extraction/quali/quanti d’ADN de haut poids moléculaire

2.  Construction des libraires d’haplotagging et séquençage

3.  Analyses bio-informatiques pour le phasage des génomes

Les étapes



Matériel = HMW DNA
QUALITÉ DE L’ADN EST CRUCIALE POUR LA RÉUSSITE DU 
PHASAGE

Échantillonnage :

– Optimiser les conditions échantillonnage et de conservation 

– Flash freezing Azote liquide, éthanol 96% ou RNAlater à  -20/-80°C

Extraction :

– HMW MagBead (Zymo research)

– Monarch genomic DNA (NEB)

– Nanobind Tissue (PacBio) 

– ¨Phénol-chloroforme

Élimination des fragments courts - sélection de taille :

– SRE kit (PacBio) pour éliminer le  molécules <10 kb (moyen)



QUALITE - QUANTITE ADN

Agilent Femto Pulse 
DNA profile

Vérification sur Femto Pulse (Agilent):

– Maximiser les fragments >10kpb

Très très peu d’ADN nécessaire: <1ng ADN/indiv

Préparation des ADN un grosse partie du temps et du budget

≥ 50% of DNA ≥ 30 kb



Notion de couverture moléculaire
Pour un génome de 1Gb - ligne S4
En utilisant des molécules d’ADN de 50kb en entrée :
Les molécules haplotaggées devraient couvrir 503 x 885000 = 44.2Gb
>> Couverture moléculaire théorique de 44.2x par individu

44.25x6.25x

Objectif de couverture moléculaire de 50X
Avec couverture de reads de 5x et des ADN de taille moyenne de 50kb:
En moyenne 10 reads par molécule 



Design de construction des librairies 
Choix FlowCell : xx million reads

Taille génome: Couverture moyenne par position génome (5x)

Nombre et taille moyenne des molécules ADN génomique

IMPORTANCE DE LA TAILLE DES MOLÉCULES
IMPORTANCE DE LA QUANTITÉ D’ADN UTILISÉ / 
DIMINUER LE NOMBRE DE BILLES SÉQUENCÉES



Design de construction des librairies 

Nombre de copies de chaque barcode :



Espèces déjà analysées en 
happlotagging à GenSeq

Plusieurs optimisations du protocole

A C B

Mapping coverage on chromosome 2



1. Extraction d’ADN de haut poids moléculaire (+ Femto)

Extraction : ~10€/échant

Femto: ~10€/échant

SRE: ~5€/échant

2.  Construction des libraires d’haplotagging 

~700€ par plaque de 96 échantillon

3. Séquençage : ~ 3200€ pour un génome de 1Gb

4. Bioinformatique (stockage + analyse)

Les coûts



Pipeline bio-informatique

Pavel Dimens 
https://github.com/pdimens/HARPY

https://github.com/pdimens/HARPY


Pipeline Harpy

Dimens et al. 2025 



Rapports Harpy : démultiplexage 



Rapports Harpy : alignement 

couverture reads vs molécules synthétiques :

Etape de déconvolution :



Rapports Harpy : alignement 



Imputation et phasage physique 



Analyses de structure génétique 
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Analyse des co-ascendances récentes
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 Détection des segments IBD pour étudier 
la démographie récente (centaurée)

 Détection de signaux d’introgression 
adaptative (cione)

 Détection d’inversions chromosomiques et 
de leurs points de cassure (hippocampes)

CONCLUSIONS : exemples 
d’applications de l’haplotagging
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