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Généralités sur les génomes et le
genome de la vigne




La cellule de vigne et I'extraction d’ADN
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Les especes du sous-genre Euvitis ont 19 paires de
chromosomes

chromosome
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Les especes du sous genre Muscadinia
présentent 20 paires de chromosomes

double brins



Structure des genes des Eucaryotes
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De la transcription a la traduction des genes
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Les genomes contiennent également des sequences
repétées: les élements transposables en majorité

Classe I: rétro-transposons
Intermédiaire ARN/cDNA : « copier-coller »
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Feshotte et al (2002) Nature reviews, 3: 329-341


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/28/Zea_mays.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/28/Zea_mays.jpg
http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/18/figure/F1
http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/18/figure/F1

Les génomes contiennent également des séquences
repétees: les virus endogenes

* Des séquences de virus sont parfois intégrées dans les génomes des eukaryotes et
évoluent comme des séquences répétées (Endogeneous Virus Elements = EVE; Freschotte
et Gilbert -2012- Nat Rev Genet, 13: 283-296)

* Ces séquences sont dérivés de la famille des Caulimovirus chez les plantes a fleurs et
représentent environ 0.65% du génome de la vigne: Florendovirus (Geering et al -2014-
Nature Comm, DOI:10.1038/ncomms6269

PVCV (7,206 nts) QRF 1
(1™ — i — N Petuvirus
AtrichBV-sc1 (7,597 nts) ORF 1
[ | 1| - ]
LjapAY (8.013 nts) ORF 1 .
e Forendovius 9% des Florendovirus de |a
oRF 2 vigne sont situés dans des
Gmax\V-sc1 (7,861 nts) ORF 1B . A
S e s e e e s SN introns => role dans la
ORF 1A ORF 2 7 . ) .
ComYMV (7489 nts) oRE 3 régulation de I'expression
'—ll_lr- | I N Badnavirus des génes?
ORF 2 )
RTBV (8,002 nts) ORE 1 ORBE 3
I_|I_I|'-—-:-:-_|_|_| Tungovirus
ORF 2 ORF 4
CaMV (8.024nts)  oORF1 ORF3 ORF 5
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La taille des génomes de plante varie considérablement
en fonction de leur guantité d’élement transposable et ...

O

5 paires 12 paires 19 paires 10 paires 21 paires
de chr. de chr. de chr. de chr. de chr.

~30 000 ~37 300 ~30 000 ~45 000 ~40 00\0—50 000
Génes Génes Génes Génes Genes

20% seq 40% de séquences 85% de séquences 90% de sequences

Répétées répétées répétées répétées



...de leur niveau de ploidie

Le nombre de chromosomes portant la méme information génétique
dans une cellule varie en fonction de I'espéce étudiée. Chez la vigne,
'humain, le chien, le chat etc. il est de 2: ces especes sont dites
diploides.

Lorsqu’il est supérieur a 2 comme chez la canne a sucre, lI'igname ou le
blé, ces especes sont dites polyploides

La vigne a un genome de petite taille et diploide => favorable a des approches
genomiques



La génomique

Etude de la structure, du polymorphisme et du
fonctionnement des génomes avec des approches
globales

Notion de haut débit du point de vue technologique
Importance de l'informatique et de la bio-informatique
Importance des statistiques
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Les cartes génetigues



La vigne a un genome tres héterozygote

Replacez les termes : Locus, Allele, homozygote, hétérozygote



Les différents types de polymorphisme de sequence
observables a un locus donné

Insertion
ATGCGTGTGCTAGACGATCAGGACTGACT
répétitions
ATGCGTGTGCTAGACT Changement
d’'une base
ATGCGTGTGCTAGTCT
ATGCGTGCTAGACT Changement
d’'une base
Changement AGGCGTGCTACACT
d’'une base
AGGCGTGCTAGACT
Délétion

AGG--TGCTAGACT



Le polymorphisme de seéquence et les marqueurs
genétiques

A ATACGATTTTATAATAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGTGGGATGTG
>, g = g
< 25 S o
B %5 SEEIEE
c & B § S83c<e S
c S E c — g O =0
— e c @ = 0=FH0OxX>s
» O O m
Marqueur SC8 0108 086 - s, Marqueur VVMD5
- o= —— —

Quel type de séquence est représenté en encadré A?
Qu’est ce qui est représenté en encadré B?

Y-a-t-il une variété homozygote/hétérozygote?
Utilisation de ce type de marqueurs?

Autres types de marqueurs?



Les marqueurs moléculaires

Dominant ou co-dominants
*Locus spécifiques ou non

Marqueurs codominants spécifiques: Microsatellites, SNP

Marqueurs dominants non locus specifiques: AFLP, M-SAP, S-SAP

Microsatellites : variation du nombre de répétitions du motif
individu 1: GGTGGTGGTTC => (TGG),

individu 2 : GGTGGTTC => (TGG),

individu 3: GGTGGTGGTGGTTC => (TGG),

Polymorphisme Nucléotidique Simple (SNP)
individu 1: GGATCTTC
individu 2 :  GGATATTC




Les marqueurs microsatellites vs SNP

Microsatellites

Avantages : Inconvénients:
Séquences tres polymorphes Développement spécifique obligatoire
Co-dominants Séguences non codantes/marqueurs

Couverture interessante du génome neutres
Manipulables par PCR
Automatisables

Haut debit
SNP
Avantages : Inconvénients:
Extrémement fréquents Développement spécifique obligatoire
Tres bien répartis sur le genome Limité a 4 (2) alleles par locus

Co-dominants
Manipulables par PCR
Automatisables

Trés haut débit



Polymorphisme dans les ressources genetiques vigne
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Espéces du genre Vitis: SNP: 2% de marqueurs

U e Ve, Portabilité, alleles transférables =>travail avec

Muscadinia rotundifolia I e LS el des « bouquets » de
marqueurs tres prOCheS

Vitis vinifera cultivés ” : v ~
VRIS RV VERL (S erAc g AV,  SNP: probablement

(lambrusques) allélique importantes plusieurs dizaines

Pas le mécanisme principal
de variation clonale

Vezzulli et al 2008; Carrier et al PLOS

One2012




Impact d’'une mutation / polymorphisme
ADN muté

mutation silencieuse mutation fonctionnelle

!

Conséquence
fonctionnelle

Substitution d’un nucléotide dans le
gene vwWGAI => changement d’'une
Leucine en Histidine

Grapevine I il
WVeGAINT hEDELLﬂ?LGYNHmEDMB?thMWWﬁﬂEDGLEHMSE TVHYNESDLENWLGEMLS
I"'Fl'rﬂﬂ” HWEHHMFWDHE?MHLEWHWEQEBGLEHWE TVHYNFS5D LENWLGEMLES

Boss et Thomas, Nature, 2002



Impact d’'une mutation / polymorphisme

Gene Myb impliqué dans la variation « on/off » de la couleur de la baie

Gret!

14 N\
SLTR ILTR Wmbdf

WmybAla T:g:&] PEra ool L/’Z@;[: _ .
= i Kobayashi et al , Science, 2004
VimybA 16 7 Walker et al, Plant J, 2007

Dans une collection de 141 varietés de vignes la présence de couleur est toujours
associee a I'absence d’'un retrotransposon dans le promoteur du gene VVMybA1l

Gretl  Gretl
absent présent total

65 0 65 Noir =
o = ’i‘wnaswu-n_n
( - Pinot gris

14 0 14 Gris >
17 0 17 Rouge ol N .5

- w2t
Jrme Jre a—
18 0 18 Rose - Chardennay rese
Pf Bf LTRS¢ Cr

3 81 84 Blanc “ @ E SN = o -
10422 bp Chardonnay

This et al, TAG, 2007




Recherche d'associations entre le polymorphisme
d’ADN et des variations de caracteres d’intérét

Objectifs:

*Disposer de marqueurs prédictifs du phénotype

ldentification des polymorphismes responsables de la variation du
phénotype => compréhension des mécanismes moléculaires et
physiologiques

Approches de novo:
«Cartographie génétique
*Génétique d’association



Utilisation des margqueurs moléculaires pour
I'établissement de cartes genetiques

1/ R l

Gametes
Gametes males
femelles

il

Chez les especes hétérozygotes on travaille en général avec des familles
« pleins-freres »

Ségregation des alleles chez la mere et chez le pere

Que peut-il se passer dans le cas d’autofécondations?



Les cartes genetiques sont basees sur 'observation de la
ségrégation de marqueurs/caracteres polymorphes dans des

descendances
1
M1 M2 M 1=tV 1 M 2Bl M2
ﬁ ﬁ
R S REER SHs
| |
M1 M1 M2 M2
R S =y B

— . vy



Distance génétique entre deux marqueurs = taux de
recombinaison « r »

Nombre de gametes recombinants
[ = =
Nombre de gametes totaux

O<r<0,5
locus complétement liés: r =0 locus indépendants: r = 0,5

Plus les marqueurs physiquement éloignes, plus la probabilité d'occurrence d'une
recombinaison entre eux est grande => distance élevée
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Localisation des région des génomes impliques dans la
variation de caracteres agronomiques par cartographie
genétique

80 -
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Caractere qualitatif

40 -

z@!llex

35
30
25
20
15
10

Caractere quantitatif

Localisation d’'une région du génome impliquée dans la variation d’un

caractere (Quantitative Trait Loci ou QTL):

*pour chague marqueur de la carte comparaison de la moyenne au caractere des
individus portant I'alléle A et de ceux portant I'alléle B

*Si les moyennes sont significativement différentes, le locus est dans une région qui
contrdle le caractere



Cartographie génétique: premiere approche genomique
pour faire le lien entre le genotype et le phénotype

Expression des genes

phenotype

Environnement

Gp.04  Gp.05  Gp.07 Gp.08 Gp.12 Longueur de la grappe, Compacité, Poids baie
AR AP A/ e AR Nombre de baies Acidite, Sucres,
- - - - iy [ Nombre de pepins,
i M e OH CIH Poids frais total des pépins
-IHl>  HF S i 4 Poids frais moxen par péepin
ln| AN N HH il % matiere seche des pépins
mlw § HH .E ;; § -H i _Iw

H = Um al
- H S M- RS

oY X | [— oo
[ |- =
Sl= —|= <
o o —| [ O\

11
C L 11
[

a
a

On ne peut cartographier que ce qui varie (caractere phénotypique => choix des
populations) ou que ce qui est polymorphe (marqueurs => probleme des cartes
incomplétes)



QTLs de teneur en anthocyanes detectés dans la
population Syrah X Grenache (thése A. Fournier-Level)

On/off

VVMYBA1

LG2

cccccccc

Teneur
Totale

LG6

= VMC2F10

Teneur

-z f Totale

On ne peut détecter que ce qui varie chez les deux parents du
croisement = une petite partie de la variabilité existante

Deux forces en action a I'échelle des populations qui expliguent le polymorphisme des
genomes des individus qui les composent: la recombinaison et la mutation



La génétique d’association

Population en ségrégation Populations naturelles
femelle male | |
.
| | A —— -
| I —— . . l
1 . :‘Ic?:]ecﬁ onnel =
| | (D e mEam
I, CCT I W W]
:—i( — - S e W
< » «——  Fenétre de déséquilibrede— | [

liaison due aux événements de
recombinaison

> Intervalle de confiance large - Si une association significative est detecteée, |l
autour du QTL y a une plus forte probabilité qu’elle soit proche
du site fonctionnel

—> Plus forte résolution pour I'association caractére/marqueur en
genetique d’'association

Autre intérét de travailler sur des populations naturelles?
Notion de population naturelles ici



Le deséquilibre de liaison

SNP causal
Pas en DL non génotypé en DL

15

14

13

12

1

10

€ 8 @ 4 § ¢ of o of

D’aprés Myles et al 2009



Génétique d’association

G: Variation génotypique

P: Variation Marquenr] Marquenr2  Marquenr3

phénotypique indl | AA TT TT
ind2 (A T:C T:C
ind3 EHE] T.C TT
tndd EHE] T:C T:C
ind3 GG TT T.C

Modele statistique:
P=G+z¢

¥

Coefficient de corrélation
et la probabilitée associée




Dans les populations naturelles: le polymorphisme observe
actuellement est le résultat d’histoires demographiques anciennes

——> Spéciation

v<‘

Evénement naturel Action de 'Homme
Glaciation F Domestication

Une séquence
dans toute cette

B

° <F<F Possibilité d’associations

—  diversité

statistiques marqueurs-

caractére liées a I'histoire

démographigue uniguement =>
—> Mutation létale faux positifs



Génétique d’association

G: Variation génotypique

Q: Structure de la population
Margqueurl DMargueur? Marqueur3 : M
indl AcA T:T T o
ind2 (iA T:C T 060
ird3 (3:03 T:C TT 040
Indd (303 TC T 020
[ind5 EHE! TT TC L oo 8

P: Variation
phénotypique K: Matrice d’apparentement
- des individus 2 a 2
2 o indl | ind2 | ind3 | ind4 ind5  ind6
y indl _ 0,124 0,158 0,149 0,579 0,254
2 : i~ ' ind? | 0,124 _ |0258 0,269 0,697 0,655
b ) e ind3 | 0,158 0,258 _ | 0548 0,215 0,156
o : ind4 0,149 0,269 0,548 _ 0,157 0,559
=Y ' ind5 0,579 0,697 0,215 0,157 _ 0,156
. indé 0,254 0,655 0,156 0,558 0,156 _

Modele statistique:
P=G+Q+K+¢

v

Coefficient de corrélation
et la P-value associée




Structuration des ressources génetiques chez la vigne
cultivée sur la base de marqueurs moléculaires

Génotypage de 4000 accessions de

vigne cultivée (Vitis vinifera) avec > 2261 (2096) genotypes non redondants
20 SSR

450 -
400 4
50 Ks=5
300
= 553
o + deux sous-populations:

100, s 552 péeninsule Ibérigue&Maghreb et
504 564 P ye .

o . tables récents d’italie&eur.

el I I I e I R I R centrale
Eurnpe & Magiveb Europa
Oblanbions
450 -
400 Ks=3
=50
200 ] La ~
01 o 3 sous-populations : Cuves Eur.
150 533 — ouest et centrale; cuve Eur Est
100 .
- et Balkans et table Eur est, Asie,
a
f;“m?:f mgﬂlaa:::; caucase...

Evropa

Le Cunff et al BMC Plant Biol 2008
Bacilieri et al BMC Plant Biol 2013



Structuration des ressources génetiques chez la vigne
cultivée sur la base de marqueurs moléculaires

3 sous-populations

- Cuve OUEST (@

- Cuve EST + Centre ()
- Table EST (

Structure génétique des
individus des populations:
- Avec admixture ()

- Sans admixture ()

Si on ne tient pas compte de cette structure, on
risque de détecter de fausses associations Bacilieri et al BMC Plant Biol 2013



Fréquence (%)

26-30 3433

—_—

Poids Moyen de |3 Pulpe d’

3.6-4.0

——

4.145
4650 555

une baie 3 Mmaturité (9)

Houel et al 2013



Relation de parentées chez la vigne cultivée

Ful
FParentages
828 cv.
(35 B

H

2344
V. vinifers
cultivars + 20 SSR
{100 %)
N
Half= Indiract Mo
kinships relationships relationships
1087 cv. 153 cv. 276 cv.
H i '}E_.l |rl-'r ?'i:'j |r1-:} )

Traditional cultivars
(no breeder's data avalable)

N

Modern cultivars
(oreeder's data avalable)

Harentages
uncovered

5w,

i}
Fareniages
alrsady
published
- confirmed:
1 .
fal-confirmen

il

Farerages
confirmed

255 ev,

24 cv,
= not confirmed; - for 2 parents:
8 cv. 41cv.
N, /

Farentages
nat confirmed

- for T parent:
83 cv.

N———

12% seulement des cultivars de
la collection de Vassal n'ont
aucune relation de parenté
détectable

De nombreuses relation de
parenté publiées fausses

Lacombe et al, TAG, 2013



Relation de parentées chez la vigne cultivée

Relations de parenté

0 Sqtog, o e Unknown (19) observées dans 583
e § T2y o Table (262) cultivars uniques a l'aide
2% a4 g | @ WVine (302) de 5387 marqueurs SNP
-ﬁnh S og, 3
.3 n.: . _.r_-'.-.-':‘:-.- .
2uose” e N
ﬂ‘_‘u II ot
og Fp" : 1 nceud contient 58% des cultivars

(384)

Myles et al, PNAS, 2011



Combinaison des deux approches et déterminisme génétique de
la variation quantitative de la couleur de la baie (Fournier-Level et al

Genetics 2009)

Pasition on scaffold 97 in Kbp
T

T
0 900

Supercontig structure

2000

-Analyse QTL classique : 1
QTL explique 62% du contenu

(a) *:::::=“==kl=ﬂ===|===“=i::* en anthocyanes deS baIeS Co-
VMCE811 VVNTM 1 MybA4 .: WNTM3§§ VVNTMA4 ‘é WNTMS WIU20 |Ocal|se avec |e Cluster de
e 1 génes Myb.
(b) Cene coding structure
i -Généti ’ iation |
A o D ‘ s | : cds m&zn Gene . d aSSOC‘a on e
, ' > ! | chsDasseu7l | g DRl long du cluster de genes Myb
e p—— } ] — - 0
L dans une population de 141
1 | | B ] 1 TR ) .
K980 IN1748 Gretl K244 M318 K403 individus : 32 polymorphlsmes
()  Association tests for | A ianifi i
amsﬁgm':’l'.:l ?msten{ | sont associes Slgnlflcatlvement
R I % 4 , . .
{ 3 - ' -Régression multiple: 5
T 3 . L) ,,* polymorphismes expliquent
15 - % o ® » . - p
e > . 3 84% de la variation observee
10 - o # .
- Bonferroni
54 " e . : - Threshold
S L S N e o ae € %+
= = o L * o Q— + * * o a
2 £ £ ViMybA2 = YMybA1 2 WyMyhA3 Z 2 g



28 genes candidats pour la variation de la taille de la
baie (These C. Houel)

(AR AT N AN UiV UL LI IVIVLU UL MULUALIL \ VUM UYL

VvAGLll Agamous like 11 (Arabidopsis)

VWPMEI2 MMI9.1 (Arabidopsis)

VVSPY SPINDLY (Arabidopsis)

\VVRPL 24 Ribosomal protein like 24_(Arabidopsis) . .
WFw2.2.2  4: QTL taille de la baie
VWFw2.2.1 Fw2.2 (Tomate) (Mejia et al, 2011)

VVFw2.2.3

VVSUN SUN (Tomate)

agz::g; Ovate (Tomate) e 17: blbllographle (Tomate
VVHMGRL Arabidopsis) et/ou expression
VWHMGR2 HMG1 (Arabidopsis) ovaire et bale de vigne
VWHMGR3

VWAP3 Apetala 3 (Arabidopsis)

VWAGL22.2 Agamous like 22 (Arabdopsis) e 7 banque d’ ADNc
VWAGL17.1 Agamous like 17 (Arabidopsis) soustractive — puce entre
VWAGL12 Agamous like 12 (Arabidopsis)

VWAGLS8 Agamous like 8 - Fruitfull (Arabidopsis) I Ulgm glanc mutant sans
VVMADS1 Agamous (Arabidopsis) puipe sauvage

VWMADS6 Apetala 1 (Arabidopsis)®

%

VVMADS9 Pistilata (Arabidopsis)

VvJMJ F2K11.14 (Arabidopsis)

VWMADS4 Agamous like 9 - Sepallata 3 (Arabidopsis)

VVHB13 Homeo Box 13 (Arabidopsis)

VVSVP2 _

VVBURP1 Unknown seed protein like 1 (Arabidopsis)



Nom du gene Typede SNP Localisation P-value* Parametres
9,52E-05  Longueur de la baie
VWwJIMJ [T/A] Exon
2,51E-05  Poids de la baie
[T/C] Exon 1,56E-05  Longueur de la baie
VVHMGR1
[G/A] Intron 1,87E-05  Longueur de la baie
[C/T] Intron 9,22E-07  Nombre de pépins
WAGL11
[G/T] Iniror 3,07E-06  INomore e pépins

Thése Houel C, 2011



Caracteres
Agronomiques Marqueurs

moléculaires VMCSGG‘V R
EST6 *
EST7
VMC1B11
MC1F10
BAC_END_3
VMC6G8 ’
BAC_END_1
v
N VMC5G6.1 EST1
'5, VMC1B11
oac END 3 T 7 — e
BAC_END 1 e
EST1 EST3
BAC_END2
MC3C9
Lvmvcies
VMC2H10 VMC3C9 *
VMC1ES f

Carte génétique _
Carte physique Séquence du génome
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Séquencage du génome de
la vighe

“The grapevine genome sequence suggests ancestral hexaploidization in major angiosperm
phyla.”
Jaillon et al. Nature. 2007 Sep 27;449(7161):463-7.




Strategie de séquencage: Whole Genome Shotgun (WGS)

Extraction des chromosomes a partir
de jeunes feuilles

|

Fragmentation mécanique

Construction de plusie‘urs banques de fragments

I
I
I
I
I
I
A TTITTATT Y

D

_BAE Fosmids Plasmide
120kb 40kb 10kb

smides

S

w
>~

Sequencage des extremités de chaque fragment

e = = -
e ——
—_— ACGTAATGGCTTTCCGAAA
——— ————— AATGGCTTTCCGAAACGGC
——— CGACGTAATGGCTTTCCG
el ——

' Assemblage des sequences
chevauchantes en contigs de
séquence

\ CGACGTAATGGCTTTCCGAAACGGC

—_— — Organisation des contigs de séquence
R A en super-contigs



Notion de couverture du génome

Influence de I’hétérozygotie sur une telle stratégie?



Séquencage d'un individu quasi homozygote dérivé du Pinot N

par une série d’autofécondations
Bronner et Oliveira 1991

Pinot N
Pl
st ¥ vV /
MR Helfensteiner ?
s2 ¥ ¥
1 1 1 1 Comparaison du profil de
S3 ' ' PN40024 avec celui de 4000
accessions de la collection de
| | S | } ressources génetiques du
S4 v v domaine de Vassal pour 20
1 | 1 1 marqueurs SSR
8 marqueurs SSR : les alléles transmis
v ne proviennent pas du Pinot N
S9 )

PN40024 36 marqueurs SSR : 97%
homozygotes



Influence de I'hétérozygotie sur 'assemblage des sequences

 PN40024 (quasi homozygote) Jaillon et al Nature 2007

6X

— Talille totale de 'assemblage: 487 Mb

— Contigs : Nb=57 662 N50= 23 Kb
8X

— Talille totale de 'assemblage : 487 Mb

— Contigs : Nb= 19 577 N50=65.9 Kb

* Pinot Noir (hétérozygote) Velasco et al, PLOSone 2007:

/X Sanger + 4X pyrosequencage
— Talille totale de 'assemblage: 550 Mb
— Contigs : Nb=66 165 N50= 10 Kb

Critéres de qualité d’'un assemblage: longueurs des contigs et des super-contigs



Séquencage des génomes: des revolutions
technologiques et informatiques qui s’accelerent

Milieu des années
1990

Séquencage Sanger

Génome humain et de

I'arabette publiés en
2000

‘2007 apparition des

méthodes de
séguencage de
seconde génération

Les prix sont divisés
par 100

La qualité en
assemblage de novo
baisse

‘2016 premiers

génomes complexes
séquencés de novo
avec les séquenceurs
de troisieme
génération

La qualité est a
nouveau tres bonne

Un saut qualitétif
dans les méthodes
d’assemblage



Séquencage d’ADN par la méthode Sanger: méthode de
premiere geneération

Gel:

b B~ I = B 7 R O e T = = = I = = = = = = Y = O = I = = I = = = O = IO = B I

~11MDb/15 jrs
Séquencage d'un génome 500Mb
GCGAATGCGTCCACAACGCTACAGGTE couverture 12& 12 Millions €

GCGAATGCGTCCACAACGCTACAGGT
GCGAATGCGTCCACARCGCTACAGD
GCGAARTGCGTCCACAACGCTACAG
GCGAARTGCGTCCACAACGCTACA
GCGAATGCGTCCACAACGLCTAC
GCGAATGCGTCCACAACGCTA
GCGAARTGCGTCCACAACGET
GCGAATGCGTCCACAACGE
GCGARTGCGTCCACAACG
GCGAATGCGTCCACAAC
GCGARTGCGTCCACARA
GCGAARTGCGTCCACA
GCGAATGCGTCCAC
GCGAATGCGTCCA
GCGAARTGCGTCC

GCGAATGCGTC

GCGAATGLEGT
GCGRAATGCG 040, 1f2m | dzoo | 1zen, | 1Zel, | 1440,

N

GLGARTGE TTGGCGTAARTERTGGTCARATAGCE TGTTTCCTGTOGTGAARTTGTTARATLE L
GCGAATG el 168 118 128 1348

GCGAAT




Séguencage Seconde Génération (Next Generation Sequencer)

. ]

- ]

- ]

. ]

F .
ragmentation En 2007

Clonage individuel des fragments dans Fixation de chaque fragment Fixation de chaque fragment
des bactéries sur une microbille sur une lame

BAC Fosmids Eé:
120kb 40kb
40 millions de séquences de

400 000 sequences de 250 bp 35 bp en moyenne

Séquences indépendantes de 500-700 en moyenne

bp en moyenne




Séquencage Seconde Genération (NGS): évolution tres
rapide

a 454 technology Enzymes ce L0
A“Jv P ‘dl‘( y} 2 T et DO
rdapton @ W e \ /o
a ' > o 28%  TAGK A
. e [
\ l _ T . % \ Roche-454: lectures 400 bp
ki —H T TS T _ 5-6Gb de sequence en 15
S : , jours

Séguencage d’'un génome de 500Mb (Vigne par exemple):
15-20X Roche-454 et 50X lllumina-Solexa => ~500k€

¢ SOLEXA technology

lllumina-Solexa: lectures
® 09 s 100bp des deux extrémites

" o J% £ 0 et20Gb de séquence en 15
l , 8 saisl @ @ s gedistjours
e T R a —» 0% b o a g,%‘c—ﬂf-ik: ;\".n_l



Seguenceurs de troisieme génération: objectif
augmenter la longueur des lectures

Séquencage en temps réel = 3¢me génération de séquenceurs
Séquencage Nanopore

- Séquencage de ssDNA
- Longueur de séquence :
50 000 bp

- Génome mammifére < 1000$ en 24h

Openpore %%

100

400 sec
50

Current (pA)

Blocked pore Branton et al., 2008 nat. biotech.

Time

Mesure en temps réel de I’activité de la polymérase - Single Molecule Real Time
SMRT™ DNA Sequencing Technology (Pacific Biosciences) :

4 Polymearse avec fluorophore
5 %% nucléotide marqué sur P
,‘ Zero-mode waveguides
(détection fluo d’'une seule

mol.)

Figure 10. Processive Synthesis with Phospholinked Nucleotides.

www.pacificbiosciences.com




Les enjeux majeurs: allonger les séquences, qualite des
séquences

3000

Read Lengths > 20 kb
Data per SMRT Cell:

2500
500 Mb - 1Gb
2000
Half of data in reads: :=-20 kb
1500
1000
TGP_S“_;fo_c_f r_e_ac_is_ =40 kb
50
| I — Longegt_relagg _:&E»U kb
_ _________________ |

10,000 20,000 30,000 40,000
Read Length

Reads

o

=]

Séquenceurs PACBIO



Les enjeux majeurs: ameliorer les algorithmes d’assemblage en
relation avec les séquences répétees, I'héterozygotie et la

polyploidie
DE'@ MAGIC =0 Algorithm Design
DeNovoMAGIC™ algorithm assembles R Fr——
whole genome seq. data of short reads, into | e riyolord
long. phased, and accurate scaffolds. : T e | ey
- ""_ A —_ Cormigs
Input data: L
*- T A PR 6 0 S T
PE [22230), 430bp insert size :'ﬁfﬂgﬂ—':’fﬂ—f
PE [2=160), B00bp insert size ) 'l::"f_ .
MP {2x160]), 3Kb, 53-TKb, 8-10Kb insert sze T
llumina's Chemistry- vd, ¥v2 rapid mode L = .
Total 180-200X coverage. e Seafhokda
e T e
—— ~

B X et ok i e Forg B Nefnegmn TN g

=> Assemblage de Novo de la séquence du blé!!!

ggfgn G (NRGene SA) Plant and Animal Genome Conference XXIV, San Diego,



Mumber of reads per run

Les enjeux majeurs: allonger les séquences, qualite des

séquences
1']"_"_ _E
i ===+ Human genome (30x)
. . Human genome (1x)
10 _|
1075 Lﬂg:”ghﬂn ===+ Human exome (30x)
q{] Human exome (1x)
107 3 b‘”""'--.,,__lllumlna HiSeq 2500 Rapid Run
; '|Hunnnﬂ Sﬂhd .-h.""‘--h__
10 1_GAllx 5500«  TTmeen L .
IUT :\ lontorrent === BT
E LT PGM-318 Chi '
I Tl = - PacBio RS I
L SR o
ws 4 T 0,
E 454 FLX titanium XL+, __
10° 4 TR Tt
1':]4 I 1 I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1
100 1,000

Read length (bases)

Sims et al, Nature Rev, 2014



Séguencage du genome du Cabernet Sauvignon en PacBio

* Qualité de 'ADN de départ déterminante
Cette condition étant remplie: assemblage de trés grande qualité d'un génome
tres hétérozygote

20 kb library {85x)
- seme - NS
=M 14 kb NS0 . bhv Size
- . Mbp) 605.2
: s # of Contigs 2,579
acie Max Contig (Mbp) 142
) NSO Size (Mep) 042

“o-]
=

+

..... ko b (B0x} - Falcon-unap
T e - R

31 Gb total lengn |
1E kb M50 . Assembly Size 504

: ) | wop)
- T
' i Max Contig (Mbg) 14z
- NSO Size (Mop) 217
e Jason Chin (PacBio) - FAL CON-unzip (WI92)

Cramer GR et al, Plant and Animal Genome conference XXIV, San Diego, 2016



Ordonnancement des super-contigs le long des chromosomes a
I'aide d’'une carte genetique

19,6 CS1HO84C1I6R _——

00 VMC8G6 ——8@
’ wn
(@]
5
6,0 CS1H080D22R ——
8,2 VMC3B8
N\

9€0S

24,0 CS1H088MO8R

28,6 VMC1G3-2 7
35,6 VMCA4F3-1 /

37,0 CSlHO78D22R/
38, UDV-058 /
43,0 VVIVO5 / ||

o C

JAZOI)

[ C

LS50S

D ( D C
8€0S

8.0S

47,0 VMC8G9 U
CS1E047J11R—— [,
52,0 CS1H014C18R——— [1%

CS1E098E15R ——8@ M

Quels types de marqueurs utiliseriez-vous ? Quelle stratégie mettriez-vous en oeuvre?



Ordonnancement des super-contigs le long des chromosomes a
I'aide d’'une carte genetique

Carte génétique:
chromosome 12

0.0 VMC8G6

CSIHO80D22R —

VMC3B8

CSIHO84ACIBR _——

6,0

8,2

19,6

IDNGE D

Ly OS

CS1HO088MO8R

VMC1G3-2 7
35,6 VMCA4F3-1 /
37,0

CSlH078D22R/
38, UDV-058 /
43,0 VVIVO5 /'

47,0 VMC8G9

24,0

28,6

[ C

1S 0S

30,0

D C

8€0S

CS1E047J11R —MM
CS1H014C18R—M8M
CS1E098E15R— ——

52,0

810S

9e0S

8.0S

1L10S

e

Super-contigs de
séquence

random

Version 8X (carte consensus de 5
petites populations; 409 marqueurs SSR

uniques):
*69% ancrée
*61% ancrée et orientée

Version 12X (carte consensus de
deux grandes populations 2 pop; 514
marqueurs SSR uniques):

*85% ancree

*71% ancree et orientée

http://urgi.versailles.inra.fr/



Charactéristiques des séguences non ancrées et/ou non
orientées
Ancrees sur un chromosome mais non orienteées o,

n° super-contigs

20
15
10
s
0
S S

Pas ancrées sur un chromosome

n° super-contigs

2000
1500
1000
500 2 4
0 T ——
9 & 2) Pag
§ '&6*

100
60 o9 ¢ *
*Y AN o ¢ .
40 " L 4
20 "t
0 Ir | | | 1
0 500000 1000000 1500000 2000000
Taille des Super-contigs
%N
120
100 —
.
»® o
80
¢ S
.
60 *
.
40
o
20 ?
0 | | 1
500000 1000000 1500000

Taille des Super-contigs



Densification des cartes genetiques

LG7 LG7_ChxBi
0,0 VMC16F3 0,0 —— VV03412A_104
3.1 VVMD7 2,9 contig_6198
6,8 VRZAG62 89— [ VVMD7
10,3 {UDV-011 VWVIB22 10,6 ——— VV03374A 281
21,5 VRZAG62
15,8 VVMD6 24,8 \ / VWVIB22  UDV-011
' 30.3 \_ / VVMD6
| 32,8 VMC5h5
21,1 1VVMD31 VVIS58 33,2 -\ /- VMC4{9.2b
27,2 NI VMC7A4 35,7 VVMD31  VVIS58
27,8 =/~ VMC1A2 41,9 -\\//, vmMC7A4
28,1 7—\ VVIV36 429 \= / VVIV36
28,7 SC8_0114_030 43,2 -\ /- YMC1a2
33,2 | SC8 0130_026 43,4 SC8_0114 030
35,3 7 VMC9A3-1 47,9 SC8_0130_026
35,5 PSCtg214 1 483

VMC6f5

41,3 CS1H087J20R 50.0 rgVripl58-CH  VMC9A3-1
' PSCtg225 1 PSCtg214 1
i C51H0GSK0ER 64,0 VVPO0O74A_183
47,8 VMC8D11 64,2 VV09244D 121
CS1HO58018F 645 VV06671A 530 VVOB671A_452
ss.1~| | JSSHEESEHTT NogeTon S50 Vyoesron.iod
57.8 1 VMC1A12 65,4 . _
ol = PSCtg45. 1 ' rgVripl61-BI-A  VV09221D_122
Bl PSCtOds 2 65,6 VVPOO0B9A 357 \VV10283D_295
il = vy 67.0 VVP0O0032A_149
sa:5= ] L {2 YVIOGeE 67.6 VV06547A_296
’ CS1HO76FO8F
27/ 68,1 VV06318A_436
66.7 VVIV04 , _
68,77 A~ CSTHO79C24F 68,4 VV09639D_352
73,3 VV06609A_119
76,9 VV10234D_359 contig_29683
Integrated SxG and ChxBlI 78,9 VV06490A_184
Cipriani et al 2011) 502 VVOBATan ST VVOBATTAIS
88.1/ || 41\VVv09642D 245 VVO06533A 204
100,67 [\yVMC1A12 ~ PSCig45_1
104,8 ——I~ PSCtg45_2
106,17:\4VVIQ67 WIP75
106,8/ \CSlHOQ?BlBR
109,37//~\\ VVIV04
1113 CS1HO79C24F UDV325
' PAD4



Ameélioration de I'assemblage en chromosomes

VO0: 426 Mb placée (85% genome) -> V1: 485 Mb placée (97%)

VO0: 356 Mb placée et orientée(71% genome) -> V1: 395 Mb placée et orientée (79% )

40000000

35000000

30000000

25000000

20000000

15000000

10000000

5000000

0 .

T

10 11 12 13 14 15 16 17 18

m total_Vo0

M oriented_VO0

M total_V1
oriented_V1



Annotation : identification de toutes les
séguences codantes par annotation automatique

STOP

Sequence du I
géenome

() MRNA _ 339,008 Vitis ESTs

Y

‘i' Coding sequence
Bases de
données
publiques

oten - Q@GOG OG@@®D  Swiss prot, nrprot....

Qu’est-ce qu’'un EST?
Comment prédire la fonction d’'un géne?



Ressources EST utilisées pour I'annotation automatique
de la version 12X du génome de la vigne

1. Viridiplantae (green plants) : 11,004,234
2. Embryophyta (plants) : 10,775,868
3. Tracheophyta (vascular plants) : 10,535,831
4, Spermatophyta (seed plants) : 10,516,722
5. Magnoliophyta (flowering plants) : 9,839,606
6. Eudicotyledons : 5,222,268
/. Vitaceae (grape family) : 339,012
8. Vitis : 339,008
9. Vitis vinifera : 317,348

+ cDNA Consortium : 99828 clones ° Panques
Feuilles, cals,
+ RNAseq (Solexa) : ~175 millions reads from 4 tissues racines, tiges




Annotation en utilisant des lectures courtes de
séquences EST (penoeud et al, 2008, Genome Biology)

« 173 millions de lectures Solexa/lllumina GA1 (36 bp)
« Beaucoup s’alignent sur des modeles de genes

« Mais on trouve aussi des alignements sur des régions non codantes

« Deéveloppement d’'une méthode pour discriminer le bruit de fond des régions
codantes et pour créer des modéles de genes en connectant des lectures

courtes

1. covtigs construction

2. candidate exons

3. junction validation

genome
mapped
reads —_— =
coverage A l
threshold |J L'
[ ]

COVHIQS p—

covtig 1100 nt

|

il

forward and reverse candidate
exons

word dictionary

k-mer, > X

—> k-mer, > X,

unmapped reads

k-mer, > X,

=== | verify words existence
g in the dictionary

candidate

exons /\ validated
I

ot agr ™ junction




Annotation automatique avec GAZE (Howe et al Genome Res, 2002)

ab-initio predictions |~1d

Eugene]

r ™ y
— T Geneid|| SNAP | | splice
/ \ / \ J . Lﬂachine

(Genomic sequeny
i l___-;-- Other resources \ ~120d

Integration and reconciliati
-y
Repeat ~2d [ Repeat ~400d
Masking
i / [ | /

l-/l'-.-’lasked genmmis / _
\ SEQUEHCE’/ : ' Filter
N Expressed sequences alignments | ~1 250d + 7
\ GeneWise ( Est2Genome \( Est2Genome |
(Uniprat) (Vitis cDNAs) L (Plants ESTs)
i o =
Est2Genome Short reads
454 ESTs ) mapping )
38X 30 434 modeéles de génes Une annotation automatique n’est

12X-V0O: 26 347 modéles de génes qu’une prédiction qu'il faut valider et
12X-V1: 29971 modeéles de génes ameliorer
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L'ancétre de la vigne, du peuplier et d’'arabidopsis mais pas des
monocotyledones avait un génome hexaploide

Monocotyledons Dicotyledons
Eurosids| Eurosids |l
Oryza sativa Populus trichocarpa Vitisvinifera Arabidopsis thaliana
e
\ - P

Probably less than100 Myr

formation of the
palec-hexaploid
genome

\130-240 Myr

Flowering Plants

Les génomes d’Arabidopsis et du peuplier ont subi une ou deux duplications supplémentaires



Le génome actuel de la vigne a éte peu remanié par rapport a
celui de son ancétre hexaploide

Le génome de la vigne a été peu réarrangé depuis la formation de

I'hexaploide ancestral

a B c
i B m
| ml u ! =
1234567 5 9 101112131415161?1819 1234586 8 101112131415161?1819 12345
V. vinifera P trichocarpa A. thaliana

Evolution du génome des plantes par:

*Auto ou allo-polyploidisation suivis de réarrangements chromosomiques
Duplications locales

.perte d’'une partie des genes dupliqués ou évolution différentielle par accumulation
de mutations des différentes copies



Annotation expertisée de familles de genes -

De 30% a plus de 50% des génes qui n’étaient pas
détectes par I'annotation automatique _
Jusqu’a 50% d’erreurs dans les structures prédites

Wy TPS02
Wy TPS03

WyTPS04

B SR o e b

Exemple de la famille des Terpene synthases, impliquées $uresos
notament dans I'élaboration des arbmes

WWTPS06

*2x plus de genes de terpene synthase chez la vigne que dans les
genomes connus.
*Vigne : 70 (dont 17 de la sous-famille impliguée dans les arbmes
floraux)
*Arabidopsis : 32 (dont 1 de la sous famille impliquée dans les
aromes floraux)
*Peuplier : 50
*Riz : 40

WWTRSOT

-t

WWTPS08

e

*Famille qui doit évoluer de fagon tres dynamique chez la vigne

Caracterisation fonctionnelle de 39 TPS de vigne : substrats et H
produits tres diversifiés
%WTF’SDE

*\.I'VTF‘SW
*
Jutesty

*WTF'S 2

Jwrsia

| NLT

WWTPSE1h

WTPS3D

WWTPS146
WTFS17

WWTPS18

WWTFS19

Liens avec la variabilité aromatique des cépages? b full TPS genes
B pseudogenes TPS

fraces al ransposons
shorl unsagquanced regions

Martin et al, BMC Plant Biol 2010 other pseudogenes




|
Le génomique fonctionnelle :

déterminer la fonction des
genes et leur reseaux de
regulation




Les outils de la génomique fonctionnelle

1 N\
ey N
CLER
. o
Ou se trouve la protéine ? &
Avec qui interagit-elle ? . . .

S
Vi,

-_—/

.. Oule gene est-il actif ?
‘4 °* dans quel tissu ?
* a quel stade ?
 dans quelles conditions ?

Que se passe-t-il si
le gene est
mangquant ?

D’aprés C Lurin



Transcriptomique : ou les genes sont-ils exprimés?

Puces avec des oligonucleotides correspondant a I'ensemble des genes d’'un génome

Fabrication des puces a ADN

Lames de verre

l

N Y
RCE N N NN

Spotting (deépot)

Hybridation

Extraction
des ARN

wesssts o
@s 2aCasw
. LR RN
R EELELREES

Obtention des résultats

Lecture (scanner)

NG/

wenndw C\
\"-.“C S fuln .
‘sdsses P
.'.Q\v..\\.s.'*

l

Traitement des données : bioinformatique importante



Possibilité de mettre en évidence de réseaux de genes co-regulées
(Deluc et al BMC Genomics 2007)

AU cours de
la maturation
de la baie

Possibilité d'utiliser les nouvelles méthodes de séquengage (Zenoni et al Plant Physiol
2010) : mais encore cher et methodes statistiques en developpement



La protéomiqgue: ou les protéines sont-elles produites?

Two Dimensional
Electrophonesis

Size

Charge ———>»

Y 4

(A) (B)
pH4 pl pH7 H 4 pl pH?7
ST ~| 98
SESHE pas - 64
i iy 14|50 ‘4450
‘.:. . 3% }:‘-'
: ST Nlgw | i 36
g ot W, 8
A Y _“. : U |
P o 34 "
M ST R :
SERNRR G e i
o Tia b & i PP
L : 16
< .
.'. - -'-_ -
\-'\ 6kD: -

ﬁ.
il

Number of total soluble
protein spots : 788

Relative Spot
Intensity of RpoS

OaNwaAOO

-1

Non-stress GdnHCl
condition
condmon

Profil peptidiques par Spectromeétrie de Masse
|dentification par comparaison a des profils connus

Number of total soluble
protein spots : 731

*Extraction des protéines différentes suivant leurs propriétés biochimiques
*Pas encore de méthode d’évaluation quantitative
*Plus problématique quand le génome n’a pas été séquenceé
«Détection des maodifications post-traductionnelles



Etude du proteome des membranes plasmiques des baies a trois
stades de developpement (zhang et al, J Exp Bot, 2008)

MW  pH4 pH7 Sa, Stage I1 Sb, Veraison  Sc,Stage III

94
66.2 =

45

35 —
28.5

3

N
e

|dentification de 119 protéines en MALDI-TOFF



La protéomique: avec qui les protéines interagissent-
elles?

Etude des interactions protéine-protéine

Sensibilite

' Couverture Détectabilité ' Spécificité

D’aprés C.Lurin



La protéomique: avec qui les protéines interagissent-
elles?

Double hybride chez la levure

Protein Hybrid 2

RNA polymerase

Protein

ktyorid L Transcription

activation

Reporter gene =

Xgal

30 000 géenes => 9 108 interactions deux a deux a tester!
D’aprés C.Lurin



La géenétique inverse : quel est I'effet sur la plante lorsqu’un gene
n’est plus fonctionnel?

Chez la vigne

Mutagenese chimique/physique: U.V, rayon X, EMS ... v Essais de collection
substitutions, délétions; mutants EMS sans
mutations ponctuelles difficiles a localiser dans le génome succes

Mutagénese insertionnelle : T-DNA (ou Transposon)
v Probléme d’efficacité

de transformation
Mutants étiquettés v'Collection difficile
a maintenir

mutants perte de fonction;

souvent plusieurs T-DNA/transposons dans un transformant



Il existe des mutants naturels chez la vigne, mais ce sont souvent
des chimeres

L1: cellules ou tissus
éepidermique(s)

Plante obtenue par
regénération d’'embryons
somatiques L1
Type Pinot noir

Pinot gris

d’autofécondation
(L2)
Type Pinot blanc
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Champs d’Applications



Deux problemes essentiels
*Qualité en relation avec I'adaptation a
I'environnement
*Controle des maladies



DATE DE DEBUT DES VENDANGES A CHATEAUNEUF DU PAPE depuis 1945
Source : Service technique Inter Rhone
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i

v
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véraison début vendanges

- Raccourcissement du cycle vegétatif
- Précocité des stades phénologiques
- Décalage du cycle vers les périodes chaudes de I'été




Biologie integrative

Comment predire le phénotype a partir des informations disponibles :
genotype, environnement ? Comment construire de nouveaux idéotypes
variétaux?

- Modelisation & différentes échelles Tardicu& fubergsa 2010
Marguerit et al 2012

Vineyard Region/landscape

Génomique

INSTITUT DES SCIENCES
DE LA VIGNE ET DU VIN
BORDEAUX Al QUITAINE

From S. Delrot (J




Integration de données: vers la génomique predictive
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Intégration de données: vers la génomique predictive

Une ressource
transcriptome
(Ex: 8000 hybridations chez
A. thaliana dans CatDB)

RNA-seq == | Modeles statistiques de melange

Clusters de genes co-régulées
dans des conditions données

phosphoproteome w=p

Modele
Graphique Gaussien

Réseaux fonctionnels . &)

Informatique, mathématiques et bases de donnees



Intégration de donnees de transcription de genes, de proteome et de

métabolome au cours de la sur-maturation de la baie (zamboni et al Plant Physiol
2010)
Regulation of tramnscription
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Intérét de développer des variétés resistantes aux
maladies fongiques

Fungicides (France) Ut| | |Sat|on de

45000 . .

fongicides en
agriculture
§ 30000
$ 25000 OcCereales
g BGrapevine
g 20000 Hother crops
g 15000 +
(=]
F 10000

5000

0 - T T T
1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999
Years

Ces résistances doivent étre durables

—=combiner plusieurs mécanismes de défense/résistance dans une méme
varieté

—Combiner les approches genétiques, agronomiques, phytosanitaires



Les sources de resistance sont dans le complexe des

Source of
Pathogen : Reference
resistance
o Marguerit et al 2009
N V. riparia
P. viticola Grando et al 2003
Complex hybrid | Fischer et al 2004
M. rotundifolia | Barker et al 2005
M. rotundifolia | Eibach et al 2007
E. necator
. Hoffmann et al 2008;
V. Vinifera Coleman et al 2009
V. arizonica’ | Krivanek et al 2006
X. fastidiosa| V- arizonica X
V. candicans Riaz et al 2008
D. vitifolia v fiparia v Zhang et al 2009
cinerea

Travail avec des croisements interspécifiques : problemes?



Aller de la sélection assistee par
marqgueurs a la selection genomique



Sélection assistée par marqueurs de nouvelles variétes
durablement resistantes aux maladies

|

V. vinifera

D. Merdinoglu, 2006

J
X\G F1

(©)

Vitis sp M1

Donneur Receveur
M3 RM4 M2 m1l m3r m4 m2
[ [ [ [ X
M1 M3 RM4 M2
; =t ; Hybride F1
m1 m3r m4d m2
n rétrocroisements
m1l M3 RM4 m2
: : : Variété
miL m3r md m2

\. vinifera nouvellevariété D




Génomigue comparative entre différentes especes de la famille
des Vitaceae

QTL | ’ Reference

Chromosom genetic map
18
Genome
sequence
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Bellin et al., 2009 _
Downy mildew resistance from cv. Bianca



walaclclioatiull rriojccuiall € U ulic souicce Uc [cololal it
a I'oidium et au mildiou (16 ans de collaboration INRA-
CSIRO)

L]
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» Résistance totale a I'oidium (Run1) et partielle au mildiou (RpV1) provenant de
Muscadinia rotundifolia cartographié génétiquement grace a des populations
genérees a I'INRA par Alain Bouquet (plus d’'un milliers de plantes criblées)

* Une banque de grands fragments d’ADN de muscadine alignée sur la carte
geneétique et sequencee (CSIRO) => mise ne évidence d’un groupe de genes
candidats



Isolement du gene de résistance a l'oidium: RGA10 =
Runl

RGA10

L

-
=
(=]

Des plantes sensibles a I'oidium (e.g.
cv Portan) dans lesquelles on a
transféré le gene RGA10 provenant de
la Muscadine deviennent totalement
résistantes a l'oidium

1]
[=]

-

% PCD of fungal penetrated epidermal cells

% de cellules pénétrées par une
conidie qui expriment une mort
cellulaire programmeée similaire avec
le témoin resistant (BC5-3294-R23)

Feechan et al 2013 Plant J



ISolererit Au gerie de resistariCce au imiaiod. RGAo =
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Des plantes sensibles a I'oidium (e.qg.
cv Portan) dans lesquelles on a
transféré le gene RGAS8 provenant de
la Muscadine présentent de trés hauts
niveaux de résistance au midiou

% sporanges similaires voir méme
plus bas que chez le témoin résistant
(BC5-3294-R23)

Feechan et al 2013 Plant J



Les regions homologues chez V. vinifera et M.
rotundifolia sont tres différentes

Muscadinia V. vinifera
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Création variétale

Caracteres pour lesquels des études génétiques ont été menées
Résistance (Oidium, Mildiou)
Sexe
Fertilite
Arome Muscat
Tallle de la baie
La couleur
La composition en tannins et anthocyanes
L'apyrénie
L'acidité, la compacité, la longueur et la largeur de la grappe.....

*Résistance aux maladies : travail dans un complexe d’espéces => génomique
comparative

*Cumul dans une méme variété de nombreux critéeres a déterminisme
polygénique => nombreux marqueurs nécessaires et demande du temps!
Durabilité de la résistance dans le temps => cumul de plusieurs genes de
résistance a un méme pathogene nécessaire

*Nouvelles approches a tester pour le choix des marqueurs et le matériel
biologique (élargissement des bases génétiques, cycles courts...)



Développement de la sélection génomique chez
la vighe?

Concept developpé chez les animaux et qui a completement révolutionné
I'organisation de la sélection

Modéle de prédiction du

: G Génotypage dense 2
Population de calibration ’ phénotype par le
» Phénotypage génotype
: Génotypage Sélection du meilleur
Spglglé![%'r?n de Application du individu
modele

Meuwissen et al, Genetics, 2001

Cela reste a tester chez les plantes en fonction de la structure de leurs
populations, le fait qu'on travaille souvent en croisements interspécifiques...

Développement d'outils qui permettent d’analyser en une fois plusieurs
dizaines ou centaines de milliers de marqueurs => re-séquencage de
variétés/especes diverses avec les nouvelles genérations de séquencage



Etude de l'interaction entre deux
organismes : interactions vigne
pathogenes (ou auxiliaires!)



L'interaction entre une plante et un agent pathogene

Expression of
defense
genes

inhibitors
Recognition and signal
transduction
degradation
«
Signal exchange

<>

Resistance genes, degradation

genes involved into the
recognition of pathogen
motifs I

Expression of virulence
genes

~— ‘inhibitors

From Mauch-Mani 2005



Pour certaines maladies, il n'y a pas de
source de résistance dans les ressources
geneétiques vigne

Il est important de développer des ressources

genomiques pour I'étude des pathogenes :
ldentification des genes clefs dans leur cycle
Infectieux
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Identification of Avr genes

Comparative genomics of pathogens

De P. Mestre et F. Delmotte, 2006



Pour certaines maladies, il n'y a pas de
source de résistance dans les ressources
geneétiques vigne

Il est important de développer des ressources

genomiques pour I'étude des pathogenes :
ldentification des genes clefs dans leur cycle
Infectieux
Comprehension des syndromes complexes
(approches métagénomiques)



Micro-organismes de
I'écosysteme

Extraction
d'ADN et d '"ARN

ADN et ARN totaux

PCR RT-PCR
ADNr 16S amplifiés | [ ARNr 16S amplifiés
clonage
[ clones d'ADNr 16S SSCP SSCP
Population Population
SgigP d% pics de pics
individuels

W
N

[ assignation ] [Image de la microflore présente ] [ Image de la microflore active ]

séquences séquences séquences

Identification de la microflore présente et active ]




Dim 2 (9.58%)

Asymptomatique Symptomatique

Analyse en composante principale de la distribution des
populations fongiques dans des ceps symptomatiques et
asymptomatiques
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E. Bruez, Thése de I'Université de Bordeaux 2, 2013



Asymptomatique Symptomatique

A

Analyse en composante principale de la distribution des
populations bactériennes dans des ceps
symptomatiques et asymptomatiques
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E. Bruez, Thése de I'Université de Bordeaux 2, 2013



Comment identifie-t-on les micro-organismes dont on a obtenu la séquence 16S
Avantage de connaitre la séquence du génome de la vigne?



Conclusions

Outils tres puissants mais qui déeplacent la
déependance vers les outils informatiques,
mathématiques et statistiques

Attention a la question biologique et au materiel
expérimental

Phénotypage a haut débit? Reste limitant



