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Un clone C'est...

Individus ——> Obtenus par reproduction vegetative
a partir d’un cépage unique

Espece ~ Cépages: Clones
—— Syrah —Pinot
e - Merlot —Pinot
— Vitis vinifera L. :
___Pinot —Pinot
Carignan —Pinot
Reproduction Reproduction F—Pinot

sexuee vegétative —Pinot



Un clone C'est...

Individus ——> Obtenus par reproduction vegetative
a partir d’un cépage unique
—> Caractéristiques phéenotypiques propres.

Espeéce ~ Cépages: Clones
— Syrah —P!not N:777
- Vitis vinifera L. —| Merlot _P!nOt No583
___ Pinot —PInot N°386
Carignan _Pant No457
Reproduction Reproduction —Pinot N°386
sexuee vegetative L—Pinot N°55




Objectif: mieux comprendre
| ‘origine de la diversité clonale chez la vigne:
Stratégie:

Identification et quantification sans a priori de(s)
mutation(s) majoritaire(s)



Objectif: mieux comprendre
1 ‘origine de la diversité clonale chez la vigne:
Stratégie:

Identification et quantification sans a priori de(s)
mutation(s) majoritaire(s)

1-Séquencage du génome des clones en NGS

ATTTCTTGTCATTCCCAGTACTGCTGCCTGATTTTGAATGCTCCCTGAAGAAGCTAACATTCTTGTAGGAAAATATTGGACA

CATTCCACCATTTTTTGAGTATAGAGATGCATCTACATTTTTTGTAGTTTTCTTTTATAGGCCAAGAGAGAGTCCCTTAAGGA

GAAAACTCCCTTTTATAACCACTTTTCCTTGTGAATGAGCATAAGTAAGTGATTTTCGTAGTAGGTCAACAAACTTTTTGCA
TAAGGATAGTTGGACTCGTCTTTTTATACACAAGTTAGTCGTCTTTTTTTATGGTTCTGGGTTTGGGATGAGATGATTTTAT

CATTTCTTGTCATTCCCAGTACTGCTGCCTGATTTTGAATGCTCCCTGAAGAAGCTAACATTCTTGTAGGAAAATATTGGACA

TCATTCCACCATTTTTTGAGTATAGAGATGCATCTACATTTTTTGTAGTTTTCTTTTATAGGCCAAGAGAGAGTCCCTTAAGGA
GAAAACTCCCTTTTATAACCACTTTTCCTTGTGAATGAGCATAAGTAAGTGATTTTCGTAGTAGGTCAACAAACTTTTTGCA
ATAAGGATAGTTGGACTCGTCTTTTTATACACAAGTTAGTCGTCTTTTTTTATGGTTCTGGGTTTGGGATGAGATGATTTTAT




Objectif: mieux comprendre
1 ‘origine de la diversité clonale chez la vigne:
Stratégie:
Identification et quantification sans a priori de(s)

mutation(s) majoritaire(s)

1-Séquencage du génome des clones en NGS
2-Comparaison de la séquence de différents génomes

Clone 1

C I O n e 2 TTGTTTTGATTTCTTTAAATCATCTTATATATAGCGCTAGCTACGTACGATCGTCGCTGCCGGCTATATAATGCGACGATCGAAATTGCCGTCGCGGCGGCGGTATAGCGCTAGGGCTCGC

TTGTTTTGATTTCTTTTAATCATCTTATATATAGCGCTAGCTACGTACGATCGTCGCTGCCGGCTATATAA TTGCCGTCGCGGCGGCGGTAT




Objectif: mieux comprendre
1 ‘origine de la diversité clonale chez la vigne:
Stratégie:

Identification et quantification sans a priori de(s)
mutation(s) majoritaire(s)

1-Séquencage du génome des clones en NGS
2-Comparaison de la séquence de différents génomes

3-Recherche de polymorphismes génétiques

Clone 1

TTGTTTTGATTTCT ATCATCTTATATATAGCGCTAGCTACGTACGATCGTCGCTGCCGGCTATATAA CGGCGGCGGTATAGCGCTAGGGCTCGC

Clone 2

TTGTTTTGATTTCT ATCATCTTATATATAGCGCTAGCTACGTACGATCGTCGCTGCCGGCTATATAA GCCGTCGCGGCGGCGGTAT

SNP Insertion/Délétion




Le génome de lavigne

19 chromosomes
470 Mb, ~ 6 fois plus petit que le génome humain

Sequences disponibles:

1 individu PN 40024 (12)() (]aillon etal., 2007) /L
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Stratégie générale
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Stratégie générale

1a

l Extraction d’ADN pour NGS

Différents clones :
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Protocole classique

total DNA, Vitis nuclear DNA, Vitis



Stratégie générale

Différents clones

Extraction d’ADN pour NGS

| o B
P P
\I ¥ P
ot 3 J\y B\ \\I’

B()tany American Journal of Botany: el13—el5. 2011

AJEB PRIMER NOTES & PROTOCOLS IN THE PLANT SCIENCES

AN EFFICIENT AND RAPID PROTOCOL FOR PLANT NUCLEAR
DNA PREPARATION SUITABLE FOR NEXT GENERATION
SEQUENCING METHODS '

GREGORY CARRIER™®, SYLVAIN SANTONI, MARGUERITE RODIER-GOUD?*,

AURELIE CANAGUIER?, ALEXANDRE DE KocHKO?, CHRISTINE DUBREUIL-TRANCHANT?,
PaTrICE THIS?, JEAN-MICHEL BoursiQuoT?, AND Loic LE CUNFF?

total DNA, Vitis nuclear DNA, Vitis




Stratégie générale




Stratégie générale

Différents clones [ S

2009454

SEQUENCING
Titanimum
1,2 M reads
Taille des reads: 400 bases

——> 3 clones




2009454

SEQUENCING
Titanimum
1,2 M reads
Taille des reads: 400 bases

——> 3 clones

N .
l Séquencage en NGS E%

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

——> 12 clones




Stratégie générale

Differents clones #8&'§



Stratégie générale
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Séquencage en NGS (= "
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Pipeline

Vincent Maillol




Stratégie générale
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Séquencage en NGS (= "

%ﬁffﬁfﬁ

Séquence de référence
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Alignement sur la référence




Stratégie générale
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Stratégie générale
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Sequencage en NGS (= "

Séquence de référence
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1-Reconstruire les genomes
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—— 2- Comparer les individus




Stratégie générale

i
= E

Séquence de référence

\l, 1-Reconstruire les genomes

.

— —— 2- Comparer les individus

‘L 3-Recherche du polymorphisme

Clonel (AA)
SNP. Chrl Pos. 10 Clone2 (AA)
Clone3 (/1)




Comparaison des méthodologies
de séquencage nouvelle génération

454

SEQUENCING




Données produites

454

SEQUENCING

Mbases séqguencées

00000

U
Single end Paired- end
400b 2 fois 100b

00000

00000

400

Solexa, 50 fois plus productif que le 454



Analyse des séquences : Bacchus pipeline

Step one, reconstruction of genome
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Step three, polymorphisms calling

Step two, control of genome reconstruction [

.......




Bacchus pipeline

Step one, reconstruction of genome

on du génome
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Bacchus pipeline

Step one, reconstruction of genome




Reconstruction du génome

= = Séquences

— i

1) Filtrées




ReCoh§m,1ction
du géngme
— ==
B 7=

Non
Algnées

Reconstruction du génome
3) Triées

Milions de reads

454 -
SEQUENCING SO|e><a
oy 150
Milions de reads_ :
08
100
06
. 04
50
L 02
. I " ;0 0 . " . —N
Algnees Apres Run Run Apres Ahgnées Non
tiltre filtre Ahgnees



Bacchus pipeline

Step one, reconstruction of genome
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Controle de la reconstruction
du génome

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

£24 Solexa

SEQUENCING

g:;)uverture de la référence (%) Couverture de la référence (%)
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454

SEQUENCING
Couverture de la référence (%)

35
25 4

20 -1X
15 -\ - 2X

e +3X
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20 30 41 50 60 70

Score de qualité

1% du génome comparé en 6X

i Controle de la reconstruction
; du génome

<= Couverture du génome en fonction de - la qualité d’alignement

- la profondeur

Solexa

Couverture de la référence (%)
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70 -
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15X
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Score de qualité

50% du géenome comparé en 10X



Controle de la reconstruction
du génome

= Distribution des reads dans le genome

454 Solexa R20,80
SEQUENCING

Milions bases aligned

19
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Miliong bases of chromosomes ranked by increasing length

Distribution des séquences sans a priori sur le géenome



Controle de la reconstruction

du génome

= Distribution des reads sur les chromosomes

Solexa =i il
A I e
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454 . -

SEQUENCING "ﬁ“ﬁw J{ \ ;: lJ “n yn.ﬁ?mfnw ]

Centromere

Difficile d’accéder aux sequences repetees (Pvalue < 0,05)



Controle de la reconstruction

du génome

-+ Distance des reads constituant les paires
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Chevauchement des reads de la paire



-~ Controle de la reconstruction
==L du génome
' Bilan

de la reconstruction du genome

454 .S

SEQUENCING SOIexam

Pas de différence majeure...
Mais Solexa 50 fois plus productif



Bacchus pipeline

Step one, reconstruction of genome
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Recherche de polymorphisme

Type SNPs et indels

Clonel p— s —_—
Clone2 —t ——

Clone3 e i —_—

FreeBayes

Erik Garrison

SEIIIUENjIgi SOIexa
- SNPs OK OK
- Indels (-20 b) OK OK
- Indels (20 - 100 b) OK (OK)
- SSRs (100-250b) OK Non
- 3alleles Non OK
- Faux positif  Probléme homopolymére  /




Stop one, reconstruction of gensme

=== Recherche de polymorphisme

Polymorphisme strutural

Clonel g — —_—
Clone2 — —
Clone3 e n
454 - Solexa
SEQUENCIMNG
—

Repeat Masker
Et ré-alignement

=> Specifique aux éléments tranposables

Element tranﬁposable
NNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNN

Clonel
Clone2

|dfix software

Utilisation du paired-end

(Medvedev P. et al., 2011)



Recherche de polymorphisme

Polymorphisme strutural

Clonel™ _ ——r —_—
Clone2 = —_—

Clone3 | ——— = —

454 .

SEQQUENCING SOlexa
- Elements tranposables connus OK OK
- Deleétions / insertions de plus de 1Kb non OK
- Translocations non OK
- Inversions non OK




Recherche de polymorphisme

Polymorphismes strutural

Clonel™ _ ——r —_—

Clone2 == —_

Clone3 | = —

454 .

SEQQUENCING SOlexa
- Elements tranposables connus OK OK
- Deleétions / insertions de plus de 1Kb non OK
- Translocations non OK
- Inversions non OK

(Mais si 454 en paired end =—> OK)



Résulats polymorphismes entre clones

454 SoleXxa

SEQUENCING Polymorphysms by Mb
140,0
129,0
1200

Polymorphysms by Mb

50.0 - 100,0

450 - 43.8

40.0 - 80,0

35.0 - Structural
30.0 - 60,0

25.0 -

20.0 40,0

1.0 325
10.0 - ,

50 >0 200 Mobiles

Y 13
, 2,2 elements
0.0 - —— 0,0 2 — .
SNPs Indels Mobiles SNPs Indels
elements

Assez proche- complémentaire



Bilan de la comparaison

454

SEQUENCING V@S SOIexa

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

- Qualité des données Equivalente

- P0|ym0rphisme Complémentaire



Bilan de la comparaison

454

SEQUENGING V;S Solexa

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

- Qualité des données Equivalente

- P0|ym0rphisme Complémentaire

L_e séquenceur 3eme génération idéal ?
—> fort debit, sequences longues
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L'UMT GénoVigne

L'équipe DAVEM-vigne
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La plateforme de Génotypage de AGAP
Génotoul de Toulouse

Les conservatoires de Clones

Photo Mathieu Calvet







Recors{uctor Bacchus pipeline
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_ =i 3- Tri des séquences
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Reconsfryetion Bacchus pipeline
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/ Inter-cultivars

/Inter-clones

SNP with 3 alleles

Indel

Indel with 3 alleles

Large variation

® Total polymorphisms
® Polymorphisms in genes

@ Polymorphisms in exons



