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Le génome de la vigne
19 chromosomes
470 Mb, ~ 6 fois plus petit que le génome humain

Séquences disponibles:
l’individu PN 40024 (12X) (Jaillon et al  2007)

ATGCCGATGCATCGCAT
CTAGCATCGATCGATCA
CTAGCATCGATCGATCG
CGATGCATCATCGACTA l individu PN 40024     (12X) (Jaillon et al., 2007)

Le Pinot clone n° 115 (6,4X) (Vélasco et al., 2007)

CGATGCATCATCGACTA
GATCGATCGATCAGCAT
GCATGCTACATCGATCA

ATGCCGATGCATCGCAT
CTAGCATCGATCGATCA
CTAGCATCGATCGATCG
CGATGCATCATCGACTA
GATCGATCGATCAGCAT ( , ) ( , )
GCATGCTACATCGATCA
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1,2 M reads
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3 clones3 clones 



Stratégie générale

Différents clones

E traction d’ADN po r NGSExtraction d’ADN pour NGS

20102009

Séquencage en NGS

20102009

Tit iTitanimum
1,2 M reads
Taille des reads: 400 bases

HiSeq 2000
200 M reads en paired-end
Taille des reads: 100 bases

3 clones 12 clones3 clones 12 clones 
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Différents clones

E traction d’ADN po r NGSExtraction d’ADN pour NGS

Séquencage en NGS

Analyse des montagnes de données !!!Analyse des montagnes de données !!!

SPi li

Vi M ill l

ServeurPipeline

Vincent Maillol
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1-Reconstruire les génomes1 Reconstruire les génomes
Séquence de référence

Alignement sur la référence
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Stratégie générale

Différents clones

E traction d’ADN po r NGSExtraction d’ADN pour NGS

Séquencage en NGS

1-Reconstruire les génomes
Séquence de référence

1 Reconstruire les génomes
2- Comparer les individus

3-Recherche du polymorphisme

Clone1 (AA)o e ( )
SNP. Chr1 Pos. 10 Clone2 (AA)

Clone3 (AT)



Comparaison des méthodologies 
de séquençage nouvelle générationde séquençage nouvelle génération



Données produites

Mbases séquencées

Paired‐ end
2 f i 100b

Single end
400b 2 fois 100b400b

Solexa, 50 fois plus productif que le 454



Analyse des séquences : Bacchus pipeline
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Reconstruction du génome

Séquences

1) Filtrées)

2) Alignées

3) Triées)



Reconstruction 
du génome Reconstruction du génome

3) T ié3) Triées

Milions de reads

Milions de reads
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Contrôle de la reconstruction
du génomedu génome

Couverture du génome en fonction de - la qualité d’alignementCouverture du génome en fonction de la qualité d alignement
- la profondeur

Couverture de la référence (%)Couverture de la référence (%)

Score de qualité Score de qualité

50% du génome comparé en 10X1% du génome comparé en 6X



Contrôle de la reconstruction
du génome

Distribution des reads dans le génome

du génome

Distribution des reads dans le génome

R²>0,80,

Distribution des séquences sans a priori sur le génome



Contrôle de la reconstruction
du génome

Distribution des reads sur les chromosomes

du génome

Distribution des reads sur les chromosomes

Centromére

Difficile d’accéder aux séquences répétées (Pvalue < 0,05)



Contrôle de la reconstruction
du génome

Distance des reads constituant les paires

du génome

Distance des reads constituant les paires

Chevauchement des reads de la paire



Contrôle de la reconstruction
du génome

Bilan

du génome

de la reconstruction du génome

Pas de différence majeure…j
Mais Solexa 50 fois plus productif
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T SNP t I d l

Recherche de polymorphisme
Type SNPs et Indels

Clone1
Clone2
Clone3

SNPs OK OK- SNPs OK OK
- Indels (-20 b) OK OK
- Indels (20 - 100 b) OK (OK)

SSR (100 250 b) OK N- SSRs (100- 250 b) OK Non
- 3 allèles Non OK
- Faux positif Probléme homopolymére /



P l hi t t l

Recherche de polymorphisme
Polymorphisme strutural

Clone1
Clone2
Clone3

Idfix softwareRepeat Masker 
Et ré-alignement

=> Specifique aux éléments tranposables

Clone1
Element transposable

NNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNN Utilisation du paired‐end

Clone2
p

(Medvedev P. et al., 2011)
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El t t bl OK OK- Elements tranposables connus OK OK
- Délétions / insertions de plus de 1Kb non OK
- Translocations non OK
- Inversions non OK



Recherche de polymorphisme
P l hi t t l

Clone1

Polymorphismes strutural

Clone2
Clone3

El t t bl OK OK- Elements tranposables connus OK OK
- Délétions / insertions de plus de 1Kb non OK
- Translocations non OK
- Inversions non OK

(Mais si 454 en paired end OK)



Résulats polymorphismes entre clones

32.5

Assez proche‐ complémentaire



Bilan de la comparaison

- Quantité de données Faibles (1% - 6X) Fortes (50% - 20X)
Prob. Homopolymére

- Qualité des données Equivalente

- Polymorphisme Complémentaire



Bilan de la comparaison

- Quantité de données Faibles (1% - 6X) Fortes (50% - 20X)
Prob. Homopolymére

- Qualité des données Equivalente

- Polymorphisme Complémentaire

Le séquenceur 3éme génération idéal ?
fort débit, séquences longues
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Les conservatoires de ClonesLes conservatoires de Clones

Photo Mathieu Calvet
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