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GIEC : Groupe d'Experts Intergouvernemental sur l'Évolution du Climat 

HPC : Calcul haute performance 

Mb : Mégabase 

mC : Méthylation de cytosine 

MC-seq : Séquençage de capture de méthyle 



NGS : Séquençage de nouvelle génération 

PCR : Réaction de polymérisation en chaîne 

RRBS : Séquençage du bisulfite à représentation réduite 

SNP : Polymorphisme nucléotidique unique 

WGBS : Séquençage du bisulfite du génome entier 

YAML (Yet Another Multicolumn Layout) : Encore une nouvelle structure multi-colonnes 
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Introduction  
 

1. L'influence du changement climatique sur les arbres 
 

Depuis la formation de la Terre, les modifications du climat sont un facteur clé dans son histoire, 

influençant l'évolution des espèces et l'extinction de certaines d'entre elles. Le réchauffement 

climatique est un dérèglement du climat au niveau planétaire dû à une augmentation de la 

concentration des gaz à effet de serre (généralement le CO2) dans l’atmosphère. Ceci aboutit à un 

changement de température globale de la planète. Depuis 1990, la production mondiale de gaz à effet 

de serre a augmenté de près de 40%. En 2013, le GIEC (le Groupe d'Experts Intergouvernemental sur 

l'Évolution du Climat) confirme le réchauffement observé depuis 1950. Il est extrêmement probable 

(à 90%) que l'influence humaine sur le climat ait été la cause majeure du réchauffement observé 

depuis le milieu du vingtième siècle [1]. Le GIEC prévoit une augmentation significative du 

réchauffement de 1,5°C (2,7°F) entre 2030 et 2052 si la température globale continue à augmenter au 

rythme actuel [2]. Il a aussi mentionné, en 2017, que l'augmentation des températures avait dépassé 

le seuil de 1°C par rapport à la période préindustrielle (figure 1) [3]. Le réchauffement climatique a 

des conséquences sur la fonte des glaces et sur l'augmentation de la fréquence et de l'intensité des 

phénomènes météorologiques extrêmes tels que des vagues de chaleur, des sécheresses plus 

importantes ainsi que des précipitations plus fortes [4]. Ces derniers impactent la biodiversité et 

réduisent la productivité des écosystèmes naturels [5]. 

Dans ce contexte, les changements environnementaux, en particulier l'augmentation de la température 

et de la sécheresse, affectent directement l'écosystème et deviennent un enjeu majeur dans le 

développement et l'entretien des forêts et des arbres. En effet, l'impact des changements climatiques 

est particulièrement dévastateur sur les arbres forestiers alors qu'ils jouent un rôle écologique clé dans 

l'environnement terrestre [6]. Une méta-analyse publiée en 2016 montre que la mort des forêts est un 

phénomène mondial et qu'elle est principalement liée à la sécheresse et à l'élévation de la température 

(figure 2) [7]. Étant des espèces à longue, voire très longue espérance de vie, les arbres  ne peuvent 

pas migrer et c’est uniquement lorsque leur pollen ou leurs graines sont dispersés par le vent ou les 

animaux que leur descendance est déplacée. Ils doivent donc subir ces changements d‘environnement 

tout en cherchant à s'adapter. Il a été démontré que les arbres survivants peuvent réagir et s'adapter à 

ces changements environnementaux grâce à des mécanismes génétiques complexes [8]. En raison de 

leur grande variabilité génétique et de leur plasticité phénotypique importante, ils sont très sensibles 

aux variations environnementales mais ont un fort potentiel d'adaptation [9,10]. 
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Figure 1 : Températures observées par la NASA de 1880 à nos jours. La moyenne des températures 

de 1850–1900 est utilisée comme température de référence préindustrielle [3]. 

 

Figure 2: Événements régionaux de mortalité des arbres due à la sécheresse et à la chaleur dans le 

monde [7]. 
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Les peupliers sont des plantes pérennes du groupe des angiospermes, de la famille des Salicacées et 

du genre Populus. Ce genre regroupe 35 espèces de peupliers, qui sont considérées comme espèces 

pionnières, car possédant une croissance extrêmement rapide avec une forte capacité de multiplication 

végétative [13]. Avec une répartition très large dans l’écosystème, elles couvrent la quasi-totalité de 

l’hémisphère Nord. Dans le cadre du réchauffement climatique, les peupliers ont de grands besoins 

en eau et une faible tolérance à la sécheresse. Le peuplier Populus trichocarpa a été la première 

espèce d’arbre dont le génome a été entièrement séquencé. Le génome a été publié en 2006 [14]. La 

dernière version de l’assemblage (V.4.0) contient 392,2 Mb (millions de bases) réparties sur 19 

chromosomes et 41335 gènes. Plusieurs versions qui diffèrent par la qualité d’assemblage de son 

génome sont publiées. [15] 

Les chênes (genre Quercus) appartiennent à la famille des Fagacées. Ils se répartissent dans les 

régions tempérées de l'hémisphère Nord. On dénombre 465 espèces de chênes. Ces dernières font 

partie des espèces forestières les plus polymorphes au niveau génétique, d'où leur forte capacité 

d’adaptation [16]. Le génome a une taille de 740 Mb avec 12 paires de chromosomes et il possède 

25,808 gènes [17]. 

Grâce à leur diversité génétique et leur potentiel d’adaptation aux changements climatiques, ces deux 

espèces sont considérées comme des modèles d’étude pertinents.  

La plupart des changements de conditions environnementales ont une incidence sur la fréquence des 

recombinants homologues et des réarrangements alléliques. On observe également des modifications 

sur un grand nombre de marques épigénétiques telles que la méthylation de l'ADN (Acide 

DésoxyriboNucléique) qui peuvent affecter l'expression des gènes et l’activité des éléments 

transposables et autres séquences répétées, ce qui altère la plasticité phénotypique des plantes [18] 

[19]. 

2. L’Épigénétique chez les plantes 

L’épigénétique est l'étude des processus qui influencent l'expression des gènes au niveau moléculaire 

sans modifier la séquence d'ADN et qui peuvent générer des modifications potentiellement héritables 

dans le phénotype. L’épigénomique consiste à étudier des mécanismes moléculaires altérant 

l’expression des gènes et l’activité des éléments transposables dans le cadre de la cellule ou de 

l’organisme (Figure 3) [20, 21]. 

L'épigénétique agit essentiellement au niveau de la chromatine. L’ADN peut prendre deux formes : 

l’euchromatine (structure relâchée) et l’hétérochromatine (structure compacte) [22]. Selon l'état de la 

chromatine, la transcription des gènes peut être différente car les facteurs de transcription ont assez 

de place pour intervenir (structure relâchée) ou pas (structure compacte) [23, 24].  
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Figure 3 : Schéma représentant le concept moderne de l’épigénétique. Avec un génome, plusieurs 

états de la chromatine peuvent exister [19]. 

 

Figure 4 : Modèle de modifications épigénétiques de la chromatine par méthylation de l’ADN, 

modification des histones [25]. 
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Une autre marque épigénétique correspond à la méthylation de l'ADN, qui correspond à l'ajout d'un 

groupe méthyl (CH3) sur le carbone de la position 5’ d’une cytosine au lieu d'un atome d'hydrogène 

pour former la 5-méthylcytosine (5mC) comme cinquième base de l’ADN (Figure 4) [25]. On 

retrouve la méthylation de l’ADN chez les plantes dans trois contextes nucléotidiques différents : CG, 

CHG et CHH (où H correspond soit à A, C ou T) [27, 28, 29, 30]. Les plantes se distinguent par une 

alternance de domaines méthylés et non méthylés, existant à la fois au niveau des gènes et des régions 

intergéniques, ce qui constitue un profil de « mosaïque de méthylation » [30]. La méthylation des 

sites CG est la plus abondante, ces sites pouvant atteindre un niveau de méthylation de 80 à 100%, 

tandis que la méthylation des sites CHH excède rarement 10%. Le niveau de méthylation des sites 

CHG varie de 20 à 100%. Ce taux de méthylation dans chaque contexte de méthylation est variable 

entre les espèces [31]. La méthylation de l'ADN est une modification épigénétique qui joue un rôle 

important dans la régulation de l'expression des gènes et donc dans un large éventail de processus 

cellulaires [32, 33]. Une forte méthylation dans la zone promotrice d'un gène est souvent liée à une 

faible expression de ce gène. 

De nos jours, il existe différentes techniques pour étudier la méthylation de l’ADN : MBDcap-seq, 

MeDIP-chip, MeDIP-seq, RRBS, WGBS, MC-Seq, ... (Figure 5) [32]. 

Parmi elles, le WGBS (whole-genome bisulfite sequencing) ou BS-Seq (Bisulfite-Sequencing) est 

une technologie de séquençage de nouvelle génération du génome complet qui permet de déterminer 

l’état de méthylation de l’ADN à l'aide de bisulfite de sodium (figure 6).  

Une seconde approche, le MC-Seq, permet de ne séquencer qu’une région spécifique du génome avec 

un traitement au bisulfite de sodium préalable. Moins chère qu’un séquençage complet de tout le 

génome, cette technique permet à la fois d’analyser plus d’individus tout en augmentant la couverture 

de séquençage pour un coût global équivalent [34]. Cette approche par capture nécessite la synthèse 

de sondes qui vont cibler les régions génomiques souhaitées. 

3. Présentation du projet d'étude 

L'épigénétique jouerait un rôle important dans la plasticité phénotypique et l’adaptation des arbres 

[35, 36, 37]. De ce fait, ces dernières années, plusieurs publications ont étudié le rôle que 

l'épigénétique pourrait jouer dans la réponse adaptative des arbres aux variations environnementales 

[38, 39, 40, 41]. 

C'est dans ce contexte que le projet ANR EpiTree (https://www6.inra.fr/epitree-project/) a vu le jour. 

Il a pour objectif d’étudier la réponse des arbres aux changements climatiques en identifiant les liens 

qui existent entre les marques de méthylation de l'ADN (épigénétique), l'expression génique 

(transcriptomique) et la variation allélique (SNP) (Figure 7) [42].  

https://www6.inra.fr/epitree-project/
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Figure 5: Méthodes couramment utilisées pour analyser la méthylation de l'ADN à l'échelle du 

génome. (a) Les procédures incluent une étape de fragmentation de l'ADN génomique avant   que les 

méthylations soient détectées et quantifiées par micro puce (Microarray) ou séquençage NGS. (b) La 

quantification des méthylations et leur répartition sur l'ADN sont analysées au niveau cellulaire ou 

au niveau d'une population de cellules. (Figure issue de [32] et adapté pour MC-Seq) 

 

Figure 6 : Flux de travail du protocole de séquençage du bisulfite pour le génome entier [32].  
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Dans ce projet, deux espèces d'arbres possédant de grandes ressources génomiques et des avantages 

économiques et écologiques remarquables sont étudiées : le peuplier et le chêne. Deux principales 

contraintes environnementales sont considérées : la température (impact sur le modèle du chêne) et 

l'humidité du sol (impact sur le modèle du peuplier). 

Un des objectifs majeurs du projet est d’étudier l'effet de la méthylation de l'ADN sur l'adaptation au 

milieu d’environ 500 individus peupliers et chênes. Compte tenu du nombre important d'individus à 

étudier, la technique de WGBS n'est pas possible. En effet, son coût serait trop important pour étudier 

les niveaux de méthylation de l'ADN à l'échelle du génome entier pour autant d'individus. Pour cette 

raison, il a été décidé de se concentrer sur une partie du génome seulement, constituée de gènes 

d'intérêt et de régions montrant une grande variabilité au niveau de la méthylation entre individus, en 

utilisant la technique MC-Seq ou séquençage par capture. Pour identifier ces zones, au début du 

projet, un séquençage WGBS a été effectué sur 20 peupliers et 10 chênes. Il a permis l'identification 

de zones de méthylation très variables entre ces individus. A ces zones d'intérêt s'ajoutent des gènes 

candidats impliqués dans la résistance à la sécheresse, par exemple. L'ensemble de ces régions 

correspond à 24Mb de séquences d'intérêt qui vont être capturées et séquencées selon le protocole 

MC-Seq chez environ 250 peupliers et 250 chênes.  

De plus, afin d'optimiser les coûts, les partenaires du projet EpiTree ont mis en place une expérience 

préalable à l'analyse des 500 individus. L'objectif est ici de tester des conditions non-optimales et de 

les comparer à celles recommandées par le fabricant de réactifs Agilent, ce qui nous permettrait 

encore de diminuer le coût de l'étude. Un même individu (peuplier) a été testé dans plusieurs 

conditions expérimentales. Parmi les paramètres que nous avons fait varier, notons la dilution des 

sondes, la qualité de l'ADN, le nombre de cycles de PCR ou encore la technique de fragmentation de 

l’ADN, l’objectif étant d'identifier l'impact de chaque paramètre sur les résultats. 

4. Objectifs du stage 

Mon stage s’inscrit donc dans le cadre du projet EpiTree et plus particulièrement dans le traitement 

des données de méthylations du peuplier. Lors de l’analyse des 30 WGBS, la détection des sites 

méthylés a été un peu fastidieuse car elle a été réalisée sous l’environnement Galaxy et a nécessité 

plusieurs étapes successives de traitement des données, chaque étape nécessitant une intervention 

humaine. Cependant, une telle organisation ne semblait pas réaliste pour plus de 500 individus. 

La définition et la mise en œuvre d'un pipeline d'analyse bio-informatique adapté à l'étude de la 

méthylation de l'ADN représente donc un réel besoin pour les partenaires du projet EpiTree. Ce 

pipeline doit présenter deux caractéristiques principales. 
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Figure 7 : Un aperçu du projet EpiTree qui étudie les liens entre l'environnement de 2 espèces 

d'arbres, le peuplier et le chêne et leur variabilité génétique, avec la variation épigénétique en 

particulier qui a un rôle dans l'adaptation de ces espèces à leur environnement [42]. 
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Il doit, dans un premier temps, permettre aux utilisateurs d'enchaîner les différentes étapes d'analyse 

des données de séquençage de façon automatisée tout en permettant de réaliser ces analyses sur un 

grand nombre d’individus. Il doit ensuite être le plus robuste et automatisable possible, avec des 

performances optimisées sur le cluster de calcul du CEA (Commissariat à l'Énergie Atomique). De 

plus, pour la poursuite du projet, il est nécessaire de vérifier la faisabilité de l’approche MC-Seq et 

de définir les conditions expérimentales répondant à nos critères. Je dois donc, dans un premier temps, 

mettre en place un pipeline bioinformatique permettant d'enchaîner toutes les étapes de détection des 

méthylations dans les données de séquençage via un outil dédié à la gestion des pipelines 

(snakemake). Je vais, dans un deuxième temps, utiliser ce pipeline sur les données de séquençage 

MC-Seq afin de comparer les résultats obtenus (sur le même individu) à la fois par WGBS et par MC-

Seq. Enfin, il faudra comparer entre elles les modalités expérimentales (dilution des sondes, 

fragmentation ADN, quantité d’ADN, …) afin d'identifier les conditions non-optimales qui 

permettent toutefois d'obtenir un séquençage suffisant pour détecter les niveaux de méthylation dans 

les zones d’intérêt. 

Matériel et méthodes 
 

1. Optimisation des conditions expérimentales MC-Seq 

Nous souhaitons donc tester plusieurs conditions expérimentales qui diffèrent du protocole officiel 

d'Agilent. Notre objectif est double : 1/ vérifier que les niveaux de méthylations calculés sur les zones 

d'intérêt MC-Seq sont équivalents à ceux calculés sur ces mêmes zones mais avec un séquençage 

WGBS (génome complet) et 2/ identifier les conditions expérimentales optimisables qui nous 

permettraient, tout en garantissant la qualité des résultats, de réduire les coûts de l'expérience. 

A. Échantillons utilisés 

Les données analysées dans ce test sont issues du séquençage de tissus de jeune xylème et cambium 

d’un même arbre DRA-038, un peuplier noir (P. nigra). Cet individu de référence a été séquencé à la 

fois en WGBS et en MC-Seq. Pour le séquençage par capture, plusieurs conditions expérimentales 

sont testées (décrites ci-dessous) menant à 18 échantillons (14 échantillons de DRA-038 et 4 

échantillons d'autres peupliers) (figure 8). 

B. Description des conditions / paramètres testés 

La société Agilent (qui produit les sondes) a plusieurs recommandations concernant le volume de 

sondes, la quantité d’ADN à utiliser (3000 ng), la quantité d’ADN à obtenir après fragmentation (350 

ng) ... Compte tenu du coût des réactifs, il nous est impossible d'analyser la totalité de nos échantillons 

en WGBS. Cependant, dans les conditions préconisées par Agilent, le coût des expériences MC-Seq 

reste trop élevé. Nous avons donc décidé de tester plusieurs conditions expérimentales (figure 8) pour  
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Figure 8 : Procédure d’analyse des données produites pour l'optimisation des conditions 

environnementales MC-Seq.    
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réduire le coût de l’approche MC-Seq en agissant sur la dilution des sondes, la technique de 

fragmentation, la quantité initiale d’ADN, la qualité de l’ADN, la quantité d’ADN après 

fragmentation, … (Annexe 1). 

La dilution des sondes représente une condition clé pour l’optimisation du coût de préparation, la 

fabrication des sondes étant l’étape la plus coûteuse. Quatre conditions de dilution ont été testées : 1, 

1/8, 1/10, 1/16. La qualité de l'ADN constitue également un paramètre qui doit être testé car nous ne 

sommes pas sûrs d'avoir assez d'ADN de bonne qualité pour tous les individus que nous voulons 

étudier. Plusieurs quantités initiales d’ADN ont été testées : 3000, 1000, 750, 600 et 500 ng. 

La fragmentation de l’ADN consiste à couper l’ADN en morceaux qui seront ensuite hybridés avec 

les sondes Agilent. Deux modes de fragmentation d’ADN ont été testés : la sonication Covaris et la 

fragmentation  enzymatique. De la même façon, l'impact de la quantité d’ADN fragmenté utilisée lors 

de l'hybridation avec les sondes a été testée. Enfin, 4 individus ont été rajoutés en plus de l’individu 

DRA-038 car ils ont été récoltés depuis plus longtemps que notre individu de référence : leur ADN 

congelé pourrait donc être moins intègre et sera représentatif d’une partie des individus qui seront 

séquencés par la suite et dont l'ADN sera très certainement dégradé. Des informations 

complémentaires (répétition & low input, kit périmé et cycle de PCR) ont été rajoutées dans le tableau 

récapitulatif des conditions pour voir si elles avaient une incidence sur les résultats. 

2. Mise en place du pipeline d’analyse de méthylation d’ADN 

Afin de pouvoir enchaîner les étapes d'analyse des données de séquençage obtenues par la technique 

du MC-Seq, j'ai mis en place un pipeline d’analyse de données de méthylation de l’ADN. Étant donné 

qu'un grande nombre d'individus sera étudié avec cette approche, il est important de pouvoir 

automatiser les analyses. 

A. Présentation globale du pipeline : 

Je suis parti des outils précédemment utilisés sous Galaxy par les équipes du projet pour analyser les 

données WGBS (ayant permis la mise au point de la capture). Pour lancer de manière automatique 

tous ces outils, le pipeline est implémenté via le gestionnaire de flux d’analyses (workflow) 

snakemake (figure 9) [43] [44]. La mise en place de notre pipeline a été réalisée sur le cluster de 

calcul du CEA qui utilise l'ordonnanceur SLURM. Ce dernier gère le lancement de chaque tâche en 

choisissant les nœuds de calcul les plus appropriés tout en évitant que les ressources soient 

surchargées. Développer notre pipeline sur un cluster de calcul nous permet de paralléliser les tâches 

et donc de diminuer le temps des analyses. Nous avons développé notre pipeline afin d’optimiser 

l’utilisation des ressources disponibles ou Central Processing Units (CPU) sur le cluster du CEA en 

parallélisant les tâches. Nous avons aussi voulu rendre son utilisation la plus intuitive possible afin 

de permettre son utilisation par le plus grand nombre d'utilisateurs. 
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Figure 9: Etudes publiées utilsantSnakemake. (a) Evolution du nombre d'études citant l'article original 

de Snakemake [43] entre 2013 et 2020. (b) Répartition des articles citant Snakemake par discipline 

scientifique. (c) Evolution du nombre cumulé de commits git entre 2012 et 2020 [44]. 
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Un flux d’analyse snakemake est défini en spécifiant des règles dans un Snakefile et ses paramètres 

de lancement dans un fichier de configuration. Les règles décomposent le flux d'analyse par étapes 

(briques) et spécifie les fichiers à utiliser en entrée et ceux à produire en sortie de chaque brique. Le 

fichier de configuration, écrit en YAML (plus lisible que Json), définit les divers paramètres des outils 

(comme l’emplacement du fichier contenant le génome de référence et les données brutes ou le 

chemin du répertoire utilisé pour le processus d'analyse) (figure 10). Une fois ces paramètres 

renseignés, le pipeline peut être lancé à travers un script bash qui contient lui-même une configuration 

du cluster et la ligne de commande permettant le lancement du pipeline. Ce dernier effectue alors 

l’analyse des données en 5 étapes décrites ci-dessous. 

B.  Les étapes du pipeline 

Chaque étape du pipeline correspond à une brique décrite dans le fichier YAML. Elle est constituée 

soit de commandes Shell soit de commandes R qui vont permettre de réaliser une analyse. Pour 

chaque brique, le nombre de fichiers nécessaires en entrée, le nombre de fichiers générés et leurs 

formats sont différents. Le pipeline de détection de méthylation d’ADN comporte six étapes 

principales : (1) le nettoyage des données brutes suivi d'un contrôle qualité, (2) l’alignement contre 

un génome de référence, (3) la suppression des duplications, (4) la détection des cytosines méthylées 

(mC) dans les 3 contextes de méthylation, (5) leur extraction par contexte et (6) quelques analyses 

statistiques de base sur la détection des méthylations (figure 11). 

B.1  Nettoyage des données brutes suivi d’un contrôle qualité 

La première étape du pipeline consiste à nettoyer les données brutes de séquençage. Les fichiers 

d’entrée sont au format FASTQ : pour chaque base séquencée, un score de qualité (score Phred) est 

associé. Il est basé sur la probabilité qu’une base soit incorrecte. Les nucléotides avec un score Phred 

supérieur à 30 sont considérés comme de très bonne qualité car équivalent à une précision de 99,99% 

(ou la probabilité que la base soit incorrecte est de 1 sur 1000). Des séquences de mauvaise qualité 

peuvent entraîner un alignement incorrect contre le génome de référence et donc fausser les résultats. 

Cette étape est réalisée par l’outil Trim Galore (version 0.6.5) [45] qui produit des fichiers FASTQ 

nettoyés ainsi qu’un fichier de statistiques du nettoyage. Les adaptateurs utilisés (standards d’Illumina 

soient “AAATCAAAAAAAC“ et “AGATCGGAAGAGC“) sont excisés aux extrémités 5' et 3’ de 

chaque reads. De plus, les bases de qualité inférieure à 20 sont enlevées. 

Pour vérifier la qualité du nettoyage, un contrôle qualité est réalisé avec l’outil FastQC (v.0.11.9) 

[46]. Cet outil donne notamment des indications sur la qualité des bases des reads, des statistiques sur 

les reads (longueur, % de duplication…) et sur la présence d’adaptateurs. Tous les résultats des 

statistiques seront intégrés par la suite dans l’outil MultiQC [47] qui regroupe tous les échantillons et 

génère un rapport de résultats. 
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Figure 10: Description de notre pipeline réalisé sous Snakemake (a) les fichiers d'entrée nécessaires 

au pipeline. (b) les 5 principales étapes d' analyse du pipeline. 
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B.2  Alignement des séquences 

 

L’étape suivante consiste à aligner les séquences nettoyées (au format FASTQ) contre un génome de 

référence. Attention, un alignement de séquences suite à un traitement bisulfite est différent d’un 

alignement standard. Tout d’abord, l’alignement T/C est asymétrique : le T dans les reads traitées au 

bisulfite pourrait être aligné avec un C ou un T dans la référence, mais pas l’inverse (Figure 13) [48]. 

Ensuite, chaque reads doit être comparée à quatre séquences (Bisulfite Watson (BSW), bisulfite Crick 

(BSC), complément inverse de BSW (BSWR) et complément inverse de BSC (BSCR) au lieu des 

deux habituelles (Watson & Crick) (Figure 12) [49].   

Pour cette étape, nous avons utilisé l'outil BSMAPz (v.1.1.3) [50]. BSMAPz prend comme entrée les 

fichiers FASTQ pairés nettoyés et les aligne contre le génome de référence du peuplier (Populus 

trichocarpa v4.1).  La sortie de l’alignement est au format BAM (figure 11). Il comprend les 

informations suivantes: ID de reads, séquence de reads, score de qualité, longueur de reads, indicateur 

d’alignement, chromosome aligné, position, brin, nombre d’alignement. 

Pour vérifier la qualité des alignements, l’outil SAMtools Stats (v.1.11) [51] est lancé sur les fichiers 

BAM pour créer un fichier de statistiques du nombre de reads traitées, alignées, non alignées… Ce 

fichier sera intégré par la suite dans MultiQC. 

B.3 Suppression des duplications 

 

Ensuite, il est important de retirer les duplicats générés lors de l'étape de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) du séquençage NGS (next-generation sequencing). Ces séquences correspondent à la même 

séquence nucléotidique initiale et sont produites lors des étapes de PCR utilisées lors de la création 

des librairies. Les conserver pourrait conduire à une fausse estimation de la méthylation à une position 

donnée. Ces séquences sont identifiables car elles commencent par le même enchaînement de 

nucléotides mais ont une longueur différente. 

Cette étape prend en entrée les fichiers d’alignement (BAM) et élimine les reads dupliquées. Pour 

cela, plusieurs outils de la suite SAMtools [51] (v.1.11) sont utilisés : « sort » (pour trier le fichier 

BAM par coordonnées), puis « Fixmate » pour corriger les défauts dans l'appariement de reads qui 

aurait pu être introduits par l'aligneur BSMAPz et enfin « Markdup » pour marquer les alignements 

multiples et les supprimer. L’outil fournit un fichier d’alignement (BAM) ne contenant plus de reads 

dupliquées ainsi qu'un fichier de statistiques sur les duplications, intégré par la suite dans MultiQC 

(figure 10). 
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Figure 11 :  Schéma détaillé de la suite d'analyse de mon pipeline indiquant pour chaque étape 

d'analyse (brique) l'outil ou le script utilisé et les formats d'entrée et de sortie.  
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B.4 Détection des méthylations dans les 3 contextes 

 

L’étape suivante consiste en l’identification des sites de méthylation à partir des fichiers d’alignement 

(BAM). Un script python nommé « Methratio.py » (fourni avec BSMPAz) permet d’extraire, à partir 

des fichiers d’alignement produits par BSMAPz, le taux de méthylation pour chaque cytosine (C) 

analysée. La sortie correspond à un fichier texte (.txt) tabulé avec, à chaque position donnée de C, 

des indications sur le type de contexte (CG, CHG ou CHH), le rapport de méthylation (ratio), le brin 

de référence avec C méthylés (+) / C non méthylés (-), le nombre de comptes C totaux sur le locus, 

le nombre de comptes C + T totaux sur le locus et d’autres informations. 

B.5 Extraction des taux de méthylation par contexte 

Pour la suite de l’analyse, il est important d’étudier les méthylations par contexte (CG, CHG ou 

CHH) : il faut donc un fichier par contexte. J’ai donc écrit un script en BASH « SplitContext.sh » qui 

prend comme entrée le fichier global des méthylations fourni par le programme « methratio.py » et 

qui va séparer ce fichier selon les 3 contextes de méthylation (CG, CHG, CHH) au sein de 3 fichiers 

distincts (un par contexte) (figure 11).  

B.6 Premières analyses statistiques sur les méthylations 

Les 3 fichiers contenant les méthylations par contexte (par individu) restent de grande taille et 

difficilement interprétables. Il nous a donc semblé nécessaire d'ajouter une étape supplémentaire dans 

notre pipeline qui renseigne l'utilisateur sur la couverture des sites méthylés par contexte et qui génère 

des représentations graphiques de ces informations (figure 11). Pour cela, nous avons d'abord utilisé 

le package MethylKit [52] du logiciel R (v.3.12) permettant de réaliser plusieurs analyses statistiques 

à partir d’un ensemble de fichiers texte correspondant à différents individus mais pour un contexte de 

méthylation donné (CG, CHH ou CHG). J’ai écrit un script en R qui a été intégré dans le pipeline 

grâce à l’objet « script » de snakemake. Ce script possède deux fonctionnalités. Il permet de générer 

un fichier texte tabulé (CSV) regroupant tous les individus (MC-Seq et WGBS) par contexte de 

méthylation à l’aide de la fonction merge de R. Ensuite, il permet de créer des histogrammes 

représentant les taux de méthylation mais aussi la couverture d’alignement grâce aux fonctions 

getMethylationStats() et getCoverageStats() .  

Ces 3 fichiers CSV sont donc les fichiers de sortie de mon pipeline. Ils serviront de fichiers initiaux 

pour les collaborateurs du projet qui pourront étudier la variabilité de la méthylation sur le génome 

en lien avec l'adaptation des individus aux conditions environnementales. Ils seront aussi essentiels 

pour comparer les 2 techniques de séquençage : par WGBS (génome complet) et par MC-Seq (partie 

du génome), ainsi que pour la validation des conditions testées avec la méthode MC-Seq. Enfin, le 

pipeline fournit plusieurs fichiers de statistiques sur les différentes étapes qui permettront de vérifier 

que les analyses se sont bien déroulées et qui sont intégrés dans MultiQC. 
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Figure 12 : Les étapes du séquençage bisulfite. 1) Dénaturation: séparation des brins Watson et Crick; 

2) Traitement au bisulfite: conversion de cytosines non méthylées (en bleues) en uraciles; les 

cytosines méthylées (en rouge) restent inchangées; 3) L'amplification par PCR des séquences traitées 

au bisulfite conduit à la formation de quatre brins distincts: Bisulfite Watson (BSW), bisulfite Crick 

(BSC), complément inverse de BSW (BSWR) et complément inverse de BSC (BSCR) [48]. 

 

Figure 13: Méthode d'alignement des reads de séquençage obtenus après traitement bisulfique de 

l'ADN sur un génome de référence. 1) Multiples alignements possibles en raison de la conversion 

cytosine-thymine dans le traitement au bisulfite. 2) Asymétrie de l’alignement : les thymines dans les 

reads de bisulfite peuvent être alignées avec les cytosines de la référence (illustrées en bleu) mais pas 

l'inverse [49].  
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3. Analyses statistiques des tests d'optimisation du MC-Seq 
 

Pour pouvoir comparer les résultats fournis par les différents échantillons de mon étude, j'ai réalisé 

des analyses statistiques à l'aide d'outils qui ne sont pas intégrés dans le pipeline mais qui sont 

nécessaires à la validation de la technique MC-Seq. 

A. Structuration des données 

En sortie de pipeline, nous avons donc trois fichiers (un par contexte) contenant les niveaux de 

méthylations de tous nos échantillons réunis. Nous disposons aussi d’un tableau qui regroupe 

l’ensemble des conditions expérimentales correspondant à nos échantillons ainsi qu’un fichier (BED) 

contenant les zones du génome ciblées par la capture. Les conditions expérimentales de tous les 

échantillons ont été regroupées au sein d’un même tableau (Annexe 1). L’échantillon analysé par 

WGBS n’ayant pas subi le même traitement que les autres, les variables discontinues ont été annotées 

« WGBS » pour marquer leur singularité. Les variables continues, quant à elles, ont été annotées en 

tant que valeurs manquantes. Le tableau (fourni par les collaborateurs) comportait des colonnes 

« Note_01 » et « Note_02 » dans lesquelles le technicien qui a réalisé les librairies, a indiqué des 

remarques. Le contenu de ces colonnes faisait référence à un ensemble de conditions sans relations. 

Afin de lever cette ambiguïté, j’ai créé de nouvelles colonnes distinctes regroupant une information 

unique dans chacune (répétition, « low input », kit périmé et cycle PCR complémentaire) (Annexe 

2). 

Pour les analyses qui suivent, j’ai filtré le fichier de méthylations selon plusieurs critères. D’abord, 

j’ai supprimé les lignes contenant des valeurs manquantes afin de ne garder que les positions ayant 

un taux de méthylations connu pour tous les échantillons. De plus, pour pouvoir comparer les 

méthylations trouvées par WGBS et MC-Seq, j’ai extrait uniquement les méthylations de 

l’échantillon WGBS se trouvant dans nos régions d’intérêt (extraites à partir du fichier BED des 

séquences capturées). Enfin, dans le cadre de mon étude et pour simplifier l'interprétation des 

résultats, j’ai préféré analyser ensemble uniquement les 14 échantillons correspondant à l'individu de 

référence (DRA-038) également séquencé en WGBS. J’ai donc retiré du tableau les conditions et les 

données de taux de méthylation correspondant aux 4 individus autre que l'individu de référence. 

B. Analyse des séquences capturées 

Pour pouvoir vérifier que la technique par MC-Seq est pertinente, il est nécessaire de vérifier que les 

séquences obtenues correspondent bien aux zones choisies du génome (séquences « On-target »). 

Pour cela, j’ai lancé un script (écrit par Abel Garnier) utilisant l’outil Samtools view et le fichier BED 

contenant les séquences capturées. On obtient ainsi le pourcentage de reads qui s’alignent (après 

l’étape de déduplication) dans nos régions d’intérêt.  
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Tableau 1 : le total des paires de bases avant et après trimming 

 

 

 

 

 

Figure 14: Score de qualité des séquences après trimming, la partie verte (>30) indique une très bonne 

qualité des reads. Entre 20 et 28 la qualité des reads est moyenne et si la qualité est inférieure à 20, 

les reads sont de mauvaise qualité. La proportion de chaque base dans les reads est indiquée.  

 

 

Echantillons Total des pb traitées (R1) Total filtré (R1) Total des pb traitées R2 Total filtré (R2)

E01 3,702,210,600bp 3,475,068,738bp 3,702,210,600bp 3,543,193,597bp

E02 4,067,846,400bp 3,810,115,304bp 4,067,846,400bp 3,894,446,805bp

E03 3,422,934,600bp 3,310,710,629bp 3,422,934,600bp 3,269,025,496bp

E04 3,297,908,250bp 3,199,317,816bp 3,297,908,250bp 3,148,776,843bp

E05 3,576,018,150bp 3,393,305,833bp 3,576,018,150bp 3,409,805,675bp

E06 3,075,562,350bp 2,966,794,151bp 3,075,562,350bp 2,933,717,211bp

E07 3,278,193,600bp 3,170,001,566bp 3,278,193,600bp 3,132,264,890bp

E08 2,867,369,850bp 2,770,541,070bp 2,867,369,850bp 2,739,489,754bp

E09 3,228,581,400bp 3,114,653,858bp 3,228,581,400bp 3,086,564,995bp

E10 3,610,252,650bp 3,492,895,459bp 3,610,252,650bp 3,450,426,756bp

E11 3,288,248,850bp 3,175,449,757bp 3,288,248,850bp 3,143,636,408bp

E12 3,162,306,000bp 3,066,885,043bp 3,162,306,000bp 3,019,655,693bp

E13 3,760,269,750bp 3,639,737,088bp 3,760,269,750bp 3,590,560,324bp

E27 4,556,111,700bp 4,427,278,192bp 4,556,111,700bp 4,351,968,191bp

E28 3,109,808,250bp 3,026,002,584bp 3,109,808,250bp 2,968,080,336bp

E29 2,914,136,400bp 2,835,431,331bp 2,914,136,400bp 2,781,706,894bp

E30 3,362,842,350bp 3,266,266,545bp 3,362,842,350bp 3,210,732,690bp

E31 3,221,807,400bp 3,132,855,273bp 3,221,807,400bp 3,075,160,287bp

DRA_38 32,646,919,062bp 30,289,829,913bp 32,646,919,062bp 28,596,875,799bp
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C. Analyses statistiques de methylome 

C.1 Corrélation 

Afin de vérifier la similarité des taux de méthylation entre les échantillons MC-Seq et ceux de 

l’échantillon WGBS, un calcul de corrélation a été réalisé en utilisant la méthode de Spearman. Les 

résultats ont été représentés graphiquement à l’aide du package R PerformanceAnalytics. Le choix a 

été fait de limiter cette analyse aux positions de méthylation incluses dans les 100 premières régions 

du fichier BED (régions ciblées par la capture) car ce type de représentation est très consommatrice 

de mémoire vive qui est par ailleurs limitée lors de l’utilisation de l’environnement de 

programmation. Nous souhaitions aussi garder la lisibilité des résultats d’analyse. 

C.2 Analyse en Composantes Principales (ACP) 

 

Notre objectif est d'identifier les conditions expérimentales exerçant le plus d’influence sur le taux de 

méthylation, leurs effets ou bien l’absence d'effet. Une analyse en composantes principales (ACP) a 

donc été réalisée sur les taux de méthylation en lien avec les conditions expérimentales utilisées. 

L'ACP a comme principe une transformation de variables (éventuellement) corrélées en d'autres 

variables non corrélées appelées composantes principales (CP). Les composantes résultantes de cette 

transformation sont définies de telle manière que la première composante principale présente la 

variance la plus élevée et explique le pourcentage le plus élevé de la variabilité des données. Afin 

d'identifier les composantes expliquant le plus les variations observées, on a utilisé la méthode 

d’Elbow [52] qui se base sur la recherche du point à partir duquel, l’ajout d’une nouvelle composante 

augmente peu l’explication de la variation totale des données. 

Pour réaliser cette ACP, nous avons utilisé le package R PCAtools [53] avec plusieurs 

fonctionnalités : (1) « ScreePlot » pour déterminer le nombre optimal de composantes principales à 

conserver ainsi que pour expliquer la variation de chacune d’entre elles, (2) l'outil graphique « bi-

plot » pour une simple représentation de la répartition des échantillons selon les composantes retenues 

et (3) un graphique de corrélation présentant la corrélation entre les différentes conditions 

expérimentales et les composantes de notre ACP. 

Résultats : 
 

J’ai développé un pipeline de détection des niveaux de méthylations sur des données de séquençage 

WGBS et MC-Seq sur le cluster de calcul du CEA. Après avoir vérifié la fonctionnalité de chaque 

étape d'analyse, j'ai vérifié le fonctionnement global du pipeline. Enfin, j'ai analysé, à l'aide de ce 

pipeline, les jeux de données de séquençage WGBS et MC-Seq obtenus sur 18 échantillons de 

peuplier noir (P. nigra). 
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Tableau 2: Nombre des reads conservées après le nettoyage pour chaque échantillon et pourcentage 

de ces reads alignées sur le génome de référence de P. trichocarpa. 

 

 

 

Figure 15: Nombre de reads dupliquées et non dupliquées pour chaque échantillon. 

 

 

 

Echantillons ID Total des Reads Alignement (%)

E01 28311331 45.9

E02 31397407 46.9

E03 26752606 45.3

E04 26111601 46.1

E05 27345856 43.0

E06 24026040 43.4

E07 26031231 46.1

E08 22546694 45.8

E09 24895439 44.1

E10 28350316 45.2

E11 25729274 45.3

E12 24846345 45.6

E13 29686867 46.1

E27 36867205 47.9

E28 24751793 46.8

E29 23183272 46.7

E30 27505283 48.8

E31 25874987 47.2
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1. Validation du Pipeline 
 

Dans un premier temps, il a fallu vérifier que les briques constituant le pipeline produisaient les sorties 

attendues et que les différentes étapes d'analyses s'enchaînaient correctement. 

A.  Résultats « bruts » de sortie 

 

Je vais ici vous présenter les différents fichiers obtenus grâce aux briques du pipeline. 

Les premiers résultats (Tableau 1) concernent la première étape du pipeline : le nettoyage des reads. 

Pour chaque individu séquencé en MC-Seq, le nombre moyen de reads brutes obtenues est de 

26,900,752, représentant un total de 3,702,210,600 pb. Après retrait des adaptateurs et des séquences 

de mauvaise qualité, il reste en moyenne 3,227,694,766 pb par individu. En moyenne, seuls 12.82% 

des données brutes ont été retirées, ce qui montre la bonne qualité des données. Sur les 

32,646,919,062 bp initiales de l'individu de référence séquencé en WGBS, 30,289,829,913 bp ont été 

conservées, soient 92.78% des données initiales. 

Je vais ici vous présenter les différents fichiers obtenus grâce aux briques du pipeline. 

Ensuite, un contrôle de qualité a été réalisé. Cette étape a montré (par plusieurs graphiques) la bonne 

qualité de nos données et de notre nettoyage avec un score de qualité supérieure à 30 pour l'ensemble 

des séquences (figure 14). Du plus, l'outil FastQC a détecté la présence de duplications dans tous les 

échantillons. 

L’alignement des reads MC-Seq contre le génome de Populus trichocarpa (v4.1) indique un 

pourcentage de séquences appariées alignées qui varie de 43.0% (pour l’échantillon E05) à 48.8% 

(pour E30) (Tableau 2). Concernant l'individu séquencé en WGBS, la taux d'alignement est de 44%. 

Le pourcentage de reads dupliquées est compris entre 27,4% et 44,5% (Figure 15) pour l’ensemble 

des 18 échantillons MC-Seq et de 13,7% pour l'individu séquencé en WGBS. 

Le nombre total de méthylations détectées par échantillon oscille entre 16,183,391 et 20,354,557. On 

observe, pour chaque contexte de méthylation (CG, CHG et CHH), des variations importantes du 

nombre de cytosines méthylées (mC) qui correspondent, en moyenne, à 76 % pour CHH, 14,3 % pour 

CHG et enfin 9,6 % pour CG (Figure 16). 
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Figure 16: Répartition des nombres des cytosines méthylées (mC) dans chaque contexte de 

méthylation (CG, CHG & CHH) pour chaque échantillon.  

 

 

Tableau 3: les pourcentages des cytosines méthylées dans chaque contexte de méthylation pour les 

échantillons MC-Seq et WGBS. 

 

Echantillons CG CHG CHH

E01 9,40% 14,10% 76,50%

E02 9,50% 14,10% 76,40%

E03 9,50% 14,20% 76,30%

E04 9,60% 14,40% 76,00%

E05 9,80% 14,50% 75,70%

E06 9,60% 14,40% 76,10%

E07 9,90% 14,50% 75,70%

E08 9,60% 14,30% 76,00%

E09 9,50% 14,10% 76,40%

E10 9,50% 14,30% 76,20%

E11 9,50% 14,20% 76,30%

E12 9,50% 14,20% 76,20%

E13 9,50% 14,60% 75,80%

E27 9,80% 14,40% 75,80%

E28 9,50% 14,30% 76,20%

E29 9,50% 14,30% 76,20%

E30 10,60% 15,20% 74,20%

E31 9,70% 14,40% 75,80%

DRA_38 8,42% 14,11% 77,46%
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Concernant l'individu séquencé en WGBS, sur les régions du génome correspondant aux séquences 

capturées en MC-Seq, le taux de méthylation des cytosines est équivalent à celui des échantillons 

séquencés en MC-Seq. Les proportions de méthylations CHH, CHG et CG sont de 79,8%, 12,7% et 

7,3%, respectivement, ce qui est similaire aux résultats trouvés en séquençage MC-Seq (Tableau 3). 

Le nombre de mC identifiées en contexte CHH va de 12,013,675 (pour E30) à 15,437,966 (pour E13). 

Pour le contexte CHG, ce nombre varie entre 2,430,118 (E08) et 2,975,150 (E13). Enfin, en contexte 

CG, seulement 1,631,743 de mC sont identifiées chez E08 tandis que le maximum de mC est détecté 

chez E13 avec 1,941,441 méthylations (Tableau 3). 

L’intégration des méthylations des 18 échantillons de MC-Seq et de notre échantillon WGBS nous a 

permis d’obtenir des statistiques de base sur la distribution des données de méthylation des trois 

contextes (CG, CHG, CHH) telles que la couverture et le pourcentage de méthylation. Celles-ci ont 

montré que la distribution du pourcentage de méthylation est bimodale pour les deux contextes CG 

et CHG, où la plupart des positions ont une méthylation élevée ou faible. Pour CHH, nous n'avons 

pas de distribution bimodale (Figure 17). 

B. Fonctionnalités du pipeline 

 

B.1 Performances du pipeline 

 

J’ai effectué une série de tests afin d'évaluer les performances du pipeline. J’ai d'abord voulu vérifier 

la reproductibilité des résultats en exécutant les briques, qui constituent le pipeline, de façon 

indépendante et j’ai comparé les résultats obtenus avec ceux obtenus en exécutant le pipeline. J’ai 

confirmé l'obtention de résultats identiques pour chaque étape d'analyse. Notre pipeline permet donc 

d'effectuer des analyses reproductibles. 

L’utilisation de snakemake assurant un lancement en parallèle des différents jobs du pipeline, j’ai 

ensuite vérifié que les ressources informatiques demandées étaient exploitées de façon optimale. Les 

ressources demandées pour l'analyse des 18 échantillons de MC-Seq (avec des fichiers d’entrée de 

1,5 à 2,8 Go) sont de 1 nœud de calcul possédant un processeur avec 36 cœurs et 10705 Mo de RAM 

par cœur. Notre objectif est que l’analyse en parallèle de plusieurs échantillons MC-Seq dure moins 

de 24h pour pouvoir utiliser la queue de calcul normale du CEA plus facilement disponible. Pour 

l'analyse des échantillons MC-Seq, l’exécution du pipeline a pris 2h 18min en moyenne (Tableau 4). 

L'utilisation des ressources dépend principalement des besoins des logiciels en termes de CPU ainsi 

que du nombre d’échantillons analysés simultanément.  
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Figure 17: Diagramme à secteurs montrant la distribution des Cm par contexte de méthylation (CG, 

CHH, CHG) pour l’échantillon (E13) 

 

 

Figure 17: Pourcentages de méthylation et profondeurs de séquençage (couvertures) par base de 

l’échantillon de référence de WGBS. 
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L’étape d’alignement (BsmapZ) est l’étape la plus chronophage (~1h 12min) par rapport aux autres 

briques, suivie de l’étape de nettoyage (Trimgalore) qui dure en moyenne 35min, puis de l’étape 

d’analyses statistiques (Methylkit) (~12min) et celle de l’extraction des méthylations par contexte 

(~8min) (Tableau 4). 

Un graphique de visualisation des tâches et de leurs dépendances sous forme de DAG (Directed 

Acyclic Graph) (figure 18) a été généré par snakemake pour contrôler la progression de l’exécution. 

Sur la figure 18, les étapes qui ont déjà été exécutées sont affichées en lignes pointillées et les étapes 

qui vont l'être sont entourées de lignes pleines. Le graphique montre également la manière dont 

snakemake organise et parallélise les différentes tâches. Les premières briques du pipeline 

(Trimgalore, FastQC, MultiQC, SAMtools stats, Bsmapz, SAMtools makdup, Methratio, Spliting-

context) sont lancées en parallèle. Par contre, à partir de l'étape d'extraction des méthylations par 

contexte, toutes les opérations précédentes doivent être complétées pour que l'exécution se poursuive. 

En effet, la brique suivante (Methylkit) a besoin des fichiers contenant les niveaux de méthylation 

(par contexte) de tous les échantillons pour s’exécuter (figure 18). 

2. Exploitation des données testant les conditions expérimentales MC-Seq 

 
Pour les 18 échantillons MC-Seq, on obtient un pourcentage de séquences correspondant à nos zones 

capturées compris entre 51% (pour l’échantillon E30) et 63,9% (E01). 

Dans la suite du manuscrit, je vais vous présenter les résultats obtenus pour le contexte CG. J’ai 

obtenu des résultats similaires pour CHG (Annexe 4) mais légèrement moins bons. Pour ce qui est du 

contexte CHH, du fait du grand nombre de méthylations nécessitant un temps de calcul long, je n’ai 

pas encore pu finaliser les résultats.  

La comparaison des échantillons a été réalisée en les considérant par paires et en calculant les 

coefficients de corrélation entre les taux de méthylation des 14 échantillons MC-Seq (individu DRA-

038) et l’échantillon WGBS (figure 19). Dans le cadre de cette analyse, une couverture minimale de 

1X a été considérée. On observe que les coefficients de corrélation sont similaires entre la plupart des 

échantillons MC-Seq et l’échantillon WGBS. Les échantillons MC-Seq sont fortement corrélés au 

WGBS : les taux de corrélation allant de 82 % (E05) à 90%. De plus, les échantillons MC-Seq sont 

aussi très bien corrélés entre eux (81% à 92%). Toutes les distributions des valeurs de méthylation 

des échantillons MC-Seq et de l'échantillon WGBS sont bimodales (figure 19), à part celle de 

l’échantillon E05, qui est unimodale. Les résultats de l'ACP présentés ci-dessous concernent 

uniquement les profils des taux de méthylation (pour le contexte CG) des 14 échantillons associés  
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Tableau 4: Ressources informatiques utilisées par le pipeline pour analyser les 18 échantillons de 

MC-Seq. Pour chaque brique du pipeline lancé en parallèle, on indique les ressources informatiques 

utilisées, la durée de calcul par échantillon, le maximum de mémoire utilisée par échantillon, le 

nombre de CPU utilisé par brique et le nombre de nœuds mobilisés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Briques Durée (h:m:s) Max_MEM CPU usage Nb Nœuds Temps de calcul

Trimgalore 00:35:28 117.93 6 1

FastQC 00:03:06 284.67 3 1

MultiQC 00:00:23 66.40 6 1

BsmapZ 01:13:06 1986.69 6 1

Samtools-Stats 00:01:16 7.98 6 1

Samttols Markdup 00:05:57 1648.20 6 1

Methratio 00:08:12 1641.11 6 1

Spliting-context 00:00:24 5.20 1 1

Methylkit 00:12:04 8772.90 1 1

2h
 18m

in

Briques Durée (h:m:s) Max_MEM CPU usage Nb Nœuds Temps de calcul

Trimgalore 00:35:28 117.93 6 1

FastQC 00:03:06 284.67 3 1

MultiQC 00:00:23 66.40 6 1

BsmapZ 01:13:06 1986.69 6 1

Samtools-Stats 00:01:16 7.98 6 1

Samttols Markdup 00:05:57 1648.20 6 1

Methratio 00:08:12 1641.11 6 1

Spliting-context 00:00:24 5.20 1 1

Methylkit 00:12:04 8772.90 1 1

2h
 18m

in
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aux différentes conditions expérimentales et le WGBS. Tout d’abord, pour choisir le nombre optimal 

de composantes principales (CP) à conserver, la figure 20 (ScreePlot) présente le pourcentage de 

variation des données expliqué par chacune des composantes principales. Généralement, on considère 

qu’une CP est pertinente, si elle explique au moins 10% de la variation observée. Ici, la première 

composante est la seule expliquant un pourcentage significatif (25%) de la variation du taux de 

méthylation en fonction des conditions expérimentales du MC-Seq tandis que les 13 autres expliquent 

chacune 6,5 % de la variabilité. Le résultat de la méthode Elbow conforte notre première impression 

car elle ne retient que les deux premières composantes qui sont les plus représentatives pour décrire 

les données de mC en lien avec les conditions expérimentales de MC-Seq car elles expliquent environ 

31,5% de la variation observée. 

Ensuite, le graphique d'Eigoncor (Figure 21) présente les corrélations de Pearson entre les différentes 

conditions expérimentales et les composants de notre ACP. On note qu'au niveau de la première 

composante (CP1), la seule corrélation significative est avec la méthode de fragmentation (-0,7). Il y 

a aussi quelques valeurs de corrélation significatives avec les autres composants : CP5 avec la quantité 

d'ADN fournie à l'hybridation (-0,55), CP7 avec la quantité initiale d'ADN (-0,78) et CP10 avec 

plusieurs conditions. Cependant, pour rappel, ces autres CP ne représentent que 6,5% de la variation 

observée. 

Enfin, sur la figure 22 présentant l’ACP (en fonction de la PC1 et de la PC2), on peut noter que la 

majorité des échantillons MC-Seq sont regroupés entre eux et avec l’échantillon WGBS. Si l’on 

considère la première composante de l'ACP, l'échantillon E05 est très éloigné des autres échantillons. 

Par contre, sur l’axe 2, ce sont les échantillons E08 et E29 qui sont excentrés des autres échantillons. 

Discussion : 

Le réchauffement climatique actuel est associé à la modification de conditions environnementales, 

telles que l’augmentation de la température de la fréquence des épisodes de sécheresse, ce qui signifie 

que les arbres doivent s'adapter pour survivre. Le projet EpiTree a été mis en place par des experts de 

différents domaines de la biologie pour étudier le rôle de l'épigénétique (méthylation de l'ADN) dans 

les mécanismes d'adaptation chez 2 espèces d'arbres : le peuplier et le chêne. C'est dans cet objectif 

que j'ai développé un pipeline bioinformatique d'analyses de données de méthylation de l'ADN. Je 

l'ai validé sur une expérience visant à établir les conditions expérimentales pour l'étude de la 

méthylation de zones d'intérêt du génome chez le peuplier. 

Il existait déjà d’autres pipelines d'analyse de données de méthylation de l'ADN : nf-core/methylseq 

[54], gemBS [55], Bicycle [56], BSseeker3 [57] ou MethylStar [58]. Cependant, aucun ne répond à 

l'intégralité de nos besoins. En effet, ils utilisent des outils qui ne sont pas adaptés à l'étude des plantes.  
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Figure 18: DAG (Directed Acyclic Graph) représentant graphique de l'enchaînement des briques du 

dans Snakemake. (A) DAG général des outils de pipeline. (B) DAG représente l'analyse du pipeline 

et la façon dont snakemake crée des étapes de pipeline parallèles. 
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Ces pipelines ont aussi des contraintes en termes de type de données utilisées et le nombre de fichiers 

d’entrée, le mode d’installation. Nous avions aussi des contraintes techniques liées à l'infrastructure 

(le cluster de calcul du CEA) sur laquelle devait être développé le pipeline. Un des avantages de notre 

pipeline est qu'il peut être exporté facilement sur les clusters de calculs des collaborateurs, notamment 

la plateforme Genotoul à Toulouse (http://bioinfo.genotoul.fr/). Au niveau du gestionnaire de flux 

d’analyses, nous avons choisi snakemake plutôt que Nextflow [59]. Son premier avantage est qu’il 

est basé sur Python, ce qui rend plus pratique. Il permet également de reprendre l'analyse là où elle a 

été arrêtée lorsqu'un problème technique survient, ce qui la rend particulièrement efficace par rapport 

aux autres gestionnaires. Ce pipeline a été développé pour fonctionner à la fois sur des données de 

WBGS et de MC-Seq : des paramètres (par défaut) ont été fixés mais ils sont modifiables dans le 

fichier de configuration. De plus, nous avons fait en sorte d’avoir tous les fichiers de log et de 

statistiques possibles (intégrées dans MultiQC) pour voir si toutes les étapes se sont bien passées. Il 

sera donc aisé de relancer, au besoin, les analyses sur un individu en cas d’erreurs. 

Mon pipeline comprend plusieurs étapes. La première est le nettoyage des reads. Généralement, la 

vérification de la qualité des séquences brutes est la première étape à effectuer pour déterminer si 

elles ont besoin d'être nettoyées. Cependant, dans notre cas, nous vérifions de façon automatisée 

uniquement la qualité des données avec FastQC après le nettoyage. En effet, compte-tenu du grand 

nombre d'individus qui seront analysés par la suite, il est impensable qu'un collaborateur vérifie, un 

à un, les résultats de FastQC des 500 jeux de données afin de déterminer lesquels ont besoin d’un 

nettoyage. Aussi, nous avons décidé d’effectuer un nettoyage systématique des données qui n'a que 

des avantages : si les séquences étaient déjà de bonne qualité, elles le resteront et si elles sont de 

mauvaise qualité, alors elles seront améliorées pour ne pas fausser les résultats par la suite (Tableau 

1). Ainsi, avant le lancement des 500 échantillons, une vérification manuelle sur un nombre réduit 

d’entre eux pourra être effectuée et permettra de définir les paramètres à appliquer sur tous les 

individus.    

Il existe, à l’heure actuelle, plusieurs outils permettant d’aligner des séquences traitées au bisulfite 

contre un génome de référence. Parmi eux, Bismark [60] et Bsmap [61] réalisent généralement les 

meilleurs alignements de données de méthylation [62, 63]. Les collaborateurs dans Epitree avaient 

constaté que Bismark était beaucoup moins performant que Bsmap pour l’alignement de données 

issues d'organismes végétaux [64, 65] lors de l’analyse des 30 premiers WGBS du projet. J’ai moi-

même testé ces 2 outils sur 3 autres échantillons WGBS et les pourcentages d’alignements de Bismark 

sont toujours inférieurs à ceux de Bsmap. Néanmoins, nous avons aussi constaté que Bsmap n'est plus 

maintenu depuis 2013 et qu’il est désormais incompatible avec les versions plus récentes de 

SAMtools. Nous avons identifié une alternative à Bsmap : BsmapZ. Ce dernier a été développé à  

http://bioinfo.genotoul.fr/
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Figure 19: Représentation (Scatter plots) du niveau de corrélation entre les échantillons du projet 

visant à optimiser les conditions expérimentales de MC-Seq. Diagrammes de dispersion des valeurs 

de % de méthylation pour chaque paire de 18 échantillons MC-Seq et un échantillon WGBS (dernière 

ligne). Les nombres dans le coin supérieur droit indiquent les valeurs de corrélations de Spearman 

par paires d'échantillon. Les histogrammes sur la diagonale représentent le pourcentage de 

méthylation pour chaque échantillon. 

 

Figure 20:  Analyse en Composantes Principales (ACP) montrant la part de la variabilité observée 

dans les niveaux de méthylation des échantillons MC-Seq qui est expliquée par chaque composante 

principale (CP) (Scree Plot) La courbe noir droit représente la trace de Elbow. Et la courbe rouge 

correspond au cumul de variabilité expliquée par les CP. 
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partir du code source (Fork) de Bsmap (v2.90). En comparant les résultats obtenus avec Bsmap et 

BsmapZ sur un jeu de données WGBS, nous avons constaté que les résultats étaient quasi-identiques 

(27.8% pour notre échantillon de WGBS DRA_38) (tableau 5). BsmapZ est aussi plus rapide, plus 

sensible et plus flexible par rapport aux autres aligneurs prenant en compte le traitement bisulfite. 

Après discussions avec les utilisateurs (qui lanceront les analyses en aval du pipeline), il a été décidé 

de s‘arrêter à l’étape de Methylkit pour la partie automatisée.   

Le deuxième objectif de mon stage était de vérifier si l'utilisation de la méthode MC-Seq, qui se limite 

au séquençage de certaines zones d'intérêt du génome, nous donne des résultats comparables en 

termes de méthylations à ceux obtenus sur ces mêmes zones du génome avec le séquençage génome 

entier (WGBS).  

Les taux d’alignement trouvés pour tous les échantillons (aux environs de 45 %) sont des taux qui 

correspondent à ceux attendus pour des alignements avec un traitement bisulfite [61]. De plus, nous 

avons utilisé le génome de référence de P. trichocarpa malgré le fait que nos individus sont des P. 

nigra. Nous avons fait ce choix car le génome de P. trichocarpa est de très grande qualité, P. 

trichocarpa et P. nigra sont très proches phylogénétiquement et il n'existe pas à l'heure actuelle de 

génome de P. nigra publié. De plus, pour éliminer les duplications, nous avons choisi d’inclure 

samtools markdup dans notre pipeline plutôt que d’utiliser un paramètre dans methratio.py (-r) qui 

permet de les enlever. En effet, il n'est pas possible de connaître le nombre de duplications avec le 

paramêtre -r de methratio.py alors que c’est possible avec Samtools markdup qui produit un fichier 

de statistiques. Enfin, le pourcentage d’alignement de reads ciblant les zones d'intérêt (reads « On 

Target ») d’environ 60 % (tableau 2) figure parmis les meilleurs taux trouvés dans d'autres études 

utilisant le séquençage par capture [66]. 

Les distributions du pourcentage de méthylations, pour les contextes CG et CHG, sont bimodales 

(Figure 17). Ceci est en accord avec les pourcentages de méthylation attendus (avec des niveaux 

élevées). La distribution pour CHH n’est pas bimodale, ce qui reflète généralement le fait que la 

majorité des bases ont une faible méthylation. De plus, la distribution de la couverture des reads est 

également une métrique importante qui dépend en partie de la quantité de duplicats de PCR [52]. 

Nous nous sommes ensuite attachés à comparer les niveaux de méthylation en se limitant aux zones 

du génome commun aux 2 approches. Nous avons constaté que les échantillons MC-Seq sont tous 

fortement corrélés avec l'échantillon séquencé en WGBS, avec des valeurs de corrélation comprises 

entre 82% et 90% (figure 19). Notons que l'échantillon E05 est le moins bien corrélé avec l'échantillon 

WGBS. On peut remarquer, grâce à l'ACP, que cet échantillon se distingue des autres échantillons 

par sa distance sur la première composante (figure 22). Cet échantillon est le seul pour lequel la  
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Figure 21 : Plot Eigoncor qui présente la corrélation de Pearson entre les composantes de l'ACP et 

les conditions expérimentales des 14 échantillons MC-Seq. 

 

 

 

Figure 22: ACP des profils de méthylation d’ADN pour les 18 échantillons MC-Seq et l'échantillon 

WGBS. On considère ici les composantes principales 1 (PC1) et 2 (PC2) pour chaque échantillon. 
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fragmentation enzymatique a été utilisée, alors que les autres échantillons (WGBS et MC-Seq) ont 

subi une fragmentation Covaris par sonication. Ce résultat est en accord avec le fait que la seule 

corrélation significative avec la première composante est la méthode de fragmentation (figure 21). 

De plus, la distribution des valeurs de méthylation de l’échantillon E05 est la seule qui soit unimodale 

(figure 19). Selon la plateforme PGTB en charge du séquençage des échantillons du projet EpiTree 

[68], la méthode de fragmentation Covaris est plus reproductible par rapport à la fragmentation 

enzymatique, elle permet d'obtenir des fragments de taille très homogène. A titre d'exemple, sur la 

figure 24, les courbes orange, jaune, bleu turquoise et verte correspondent à cette méthode, montrant 

que la distribution de la taille des fragments est une gaussienne avec un pic à environ 200 pb [68]. La 

fragmentation enzymatique est, quant à elle, moins reproductible et conduit à des fragments d'ADN 

de tailles très variables (figure 23). Il semble donc logique que le type de fragmentation d'ADN utilisé 

ait un impact significatif sur les résultats. Ce constat a conduit à choisir la fragmentation Covaris pour 

l'étude des 500 individus. 

Enfin, d’après les résultats de la comparaison des taux de méthylation obtenus dans les différentes 

conditions expérimentales pour un même individu. Nous avons trouvé que tous les échantillons 

étaient extrêmement bien corrélés, nous laissant penser que la majorité des conditions testées n'a pas 

d'influence significative sur les niveaux de méthylation détectés. En effet, de façon surprenante, la 

dilution des sondes ne semble pas avoir d'impact sur les résultats observés lorsqu'on compare les 

résultats obtenus avec les 4 taux de dilution (1, 1/8, 1/10, 1/16). On s'attendait à ce que le fait de diluer 

les sondes s'hybridant sur les zones d'intérêt conduise à une diminution du séquençage de ces zones 

et donc à une incapacité à déterminer leurs niveaux de méthylation. De même, le pourcentage de 

reads ciblant les zones d'intérêt (reads « On Target ») et le taux de duplication ne semblent pas 

impactés par la dilution des sondes. Une dilution de 1/8 permettant de diminuer considérablement le 

coût de l'expérience, elle a donc été choisie par les partenaires d'Epitree. L'impact de la quantité 

d'ADN initiale (Input_DNA_ng; 3 µG vs 1 µG) ne semble pas avoir d’effet sur les résultats obtenus. 

Il est donc possible de réaliser le séquençage MC-Seq avec 1µG d'ADN au lieu des 3 µG 

recommandés par Agilent. En revanche, le nombre de cycles de PCR semble impacter le nombre de 

duplications. En effet, un cycle de PCR supplémentaire conduit à un nombre plus élevé de duplicats 

de séquences. 

Nos analyses nous ont permis de faire des hypothèses sur l'impact des conditions expérimentales (la 

dilution des sondes, la technique de fragmentation, la quantité initiale d'ADN, la qualité de l'ADN, la 

quantité d'ADN après fragmentation, etc.) du MC-Seq sur les taux de méthylation observés. De plus, 

étant donné le nombre de répétitions de certaines conditions, il faut rester prudent sur les résultats des 

tests statistiques. Néanmoins, le fait que des résultats identiques pour le contexte CHG aient été  
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 BsmapZ mapper 

  % Mapping N° of reads 

genotype Aligned pairs Unique pairs Aligned pairs Unique pairs 

1-A26 25.3% 20.3% 39490880 31686312 

CTRL C 18.9% 15.2% 41125038 33033989 

DRA_38 27.8% 22.8% 60245518 49243014 

  Bsmap mapper 

1-A26 25.3% 20.3% 39481843 31680268 

CTRL C 18.9% 15.2% 41114176 33027203 

DRA_38 27.8% 22.8% 60229721 49232946 

 

Tableau 5: Tableau comparatif des taux d'alignement obtenus avec les deux outils Bsmap et 

BsmapZ sur 3 échantillons WGBS. 
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trouvés, peut nous conforter dans nos conclusions. Enfin, compte-tenu du temps à notre disposition, 

nous n'avons fait que des analyses préliminaires qui mériteraient d'être approfondies et complétées. 

Nous avons par exemple considéré une couverture minimale de 1X pour analyser les données de 

séquençage. Par la suite, en accord avec les collaborateurs du projet, un seuil de 10X sur la couverture 

sera appliqué ce qui conduira à l'élimination des sites de méthylation qui ont un taux de couverture 

très faible et des données de méthylation singulières par rapport à tous les sites de méthylation 

d’autres échantillons. En effet, cela semble beaucoup plus pertinent, car selon la littérature, pour les 

analyses WGBS, une profondeur minimale de 10X est recommandée, avec un nombre de réplicats 

biologiques au moins égal à 2 [67]. 

Perspectives 
 

Ce travail a fourni des résultats intéressants qui contribuent à l'avancement du projet EpiTree car il 

va notamment permettre l'analyse rapide et automatique de plus de 500 échantillons de peupliers et 

de chênes dont les séquences seront disponibles cet été. Les résultats obtenus seront mis en lien avec 

les données transcriptomiques et phénotypiques déjà disponibles pour ces mêmes échantillons afin 

de comprendre l'impact de la méthylation sur l'adaptation aux variations environnementales. 

En parallèle, nous allons explorer de nouvelles pistes pour améliorer le pipeline et pour compléter les 

analyses dans le but d'optimiser les conditions expérimentales de l'approche MC-Seq. 

Au niveau du pipeline, étant donné le nombre prévu d’individus à analyser, il a été proposé d’essayer 

de réduire la taille des fichiers générés (en sortie du pipeline) tout en diminuant le temps de traitement. 

Il a donc été décidé de ne se concentrer que sur les zones d’intérêt du génome (fichier BED) pour le 

calcul des taux de méthylation (par le script « Methratio .py »).  

Ensuite, il pourrait être intéressant d’ajouter un fichier de log contenant l’ensemble des paramètres 

de lancement et de configuration des outils permettra d'assurer une traçabilité des analyses tout en 

facilitant la détection d'erreurs d’exécution. 

De même, au niveau des sorties, on pourrait ajouter des représentations complémentaires de la 

méthylation telles que des heatmaps et regrouper les figures produites au sein d’un unique rapport 

HTML qui faciliterait une première interprétation rapide des résultats par l’utilisateur. 

Nous envisageons aussi de modifier la méthode actuelle de gestion de la « wildcard » (Expression 

régulière pour faire correspondre les fichiers d’entrée) destinée à collecter le nom des échantillons 

afin qu’elle ne nécessite plus d’intervention humaine pour renommer les échantillons. 
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Figure 23: Effets de la fragmentation par sonication Covaris (courbes rouge, orange, bleu turquoise 

et verte) et de la frangmentation enzymatique (courbes rose, violette, turquoize foncé) sur la taille 

des fragments d'ADN [68]. 
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Nous pourrions permettre aux utilisateurs de choisir l’aligneur (Bismark, BSSeeker2, BISCUIT et 

BWA-Meth…) à utiliser. Cela rendrait le pipeline utilisable dans des contextes où l’aligneur BsmapZ 

n’est pas le plus performant, par exemple lorsque les données d’entrée ne sont pas issues de plantes. 

Enfin, transformer le pipeline en outil autosuffisant par son intégration au sein d’un environnement 

propre (CONDA, par exemple) incluant l’ensemble des packages et logiciels nécessaires à son 

fonctionnement assurerait une portabilité maximale sur toute plateformes autorisant leur utilisation. 

Le pipeline ne serait de fait plus que contraint par les ressources à sa disposition sur la machine ou le 

cluster où il est installé.  

Pour ce qui est de l’analyse des taux de méthylation notamment dans l'approche MC-Seq, celle-ci 

devra être complétée par une étude approfondie du pourcentage d'alignement et du nombre de 

duplications en lien avec les conditions testées. Ceci pourrait se faire à l’aide de modèle de régression 

qui pourrait montrer l’impact de certaines conditions expérimentales sur d'autres mesures que les taux 

de méthylation.  

De même, nous comptons ajouter un filtre sur la couverture de 10X (contre 1X actuellement) afin 

d'augmenter la confiance que l'on a envers les taux de méthylation détectés dans les zones d'intérêt.   

Toutes les perspectives décrites ci-dessus sont des exemples de ce qui sera (ou pourrait être) fait d’ici 

à la fin de mon stage ou à plus long terme, pour compléter le travail que j’ai réalisé au cours de ces 4 

mois et demi de stage.  

Pour conclure, les résultats trouvés sont innovants : aucune étude comparative de la méthylation de 

l'ADN entre les techniques de séquençage MC-Seq et WBGS n’ayant été publiée à ce jour, nous 

comptons valoriser ce travail sous forme d’une publication scientifique. 

Conclusion 
 

Au cours de ce stage, j'ai développé un pipeline bioinformatique pour la détection de la méthylation 

de l'ADN à partir de données de séquençage WGBS et MC-Seq. Ce pipeline, adapté aux besoins du 

projet EpiTree, est totalement transposable sur d'autres jeux de données de méthylation chez les 

plantes. Simple d'utilisation et facilement adaptable, ce pipeline développé sous Snakemake est 

optimisé pour fonctionner sur un cluster de calcul. Comme demandé lors de sa conception, ce pipeline 

permet de quantifier les niveaux de méthylation par contexte (CG, CHG, CHH) chez le peuplier, 

données indispensables aux collaborateurs du projet Epitree.  

De plus, nous avons validé l'utilisation de la méthode MC-Seq pour l'analyse du méthylome sur une 

portion du génome en la comparant au WGBS à l'aide d'analyses statistiques. Enfin, nous avons 
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identifié les conditions expérimentales pouvant être modifiées afin de réduire les coûts tout en 

permettant d'obtenir les mêmes taux de méthylation que ceux obtenus dans les conditions 

expérimentales optimales. Parmi celles-ci, notons la quantité initiale d'ADN qui peut être réduite et 

la concentration des sondes qui peuvent être diluées. Par contre, la fragmentation par sonication 

Covaris de l'ADN doit être choisie car elle est plus reproductible. En conclusion, les objectifs fixés 

au début du stage ont tous été atteints. 
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Annexe 1 : Les conditions expérimentales de la technique MC-Seq. 
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Annexe 2 : Les conditions expérimentales de la technique MC-Seq pour la partie post analyse statistique. 
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Annexe 3 : Les résultats obtenu après les calculs des On-Target    
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Annexe 4 : Résultats de la corrélation et ACP pour le contexte CHG 
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Annexe 5: Résultats de la distribution de pourcentage de méthylation et couverture d’un échantillon de 

 MC-Seq 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

52 
 

 

Résumé : 

Le peuplier et le chêne sont deux espèces d'arbres pérennes capables de s'adapter aux variations 

environnementales. Ils subissent le réchauffement climatique qui s'est amorcé il y a 180 ans. De 

nombreuses études ont montré que le phénotype d'un individu résulte à la fois de sa constitution 

génétique et de l'effet de son environnement. L'impact de l’environnement (température, sécheresse, 

etc.) sur l'expression des gènes se traduit notamment par des modifications des marques épigénétiques 

qui jouent ainsi un rôle dans la plasticité phénotypique des arbres. Aujourd'hui, grâce à des techniques 

de séquençage à haut débit devenues suffisamment accessibles, il est possible d'étudier les marques 

épigénétiques au niveau de génomes complets. 

Les techniques d'étude de la méthylation par séquençage telles que le WGBS (Whole Genome 

Sequencing Bisulfite) et le MC-Seq (Methylation Capture Sequencing) sont des applications récentes 

du séquençage NGS qui permettent la détection de la méthylation à un très haut niveau de résolution. 

Le traitement au bisulfite de sodium qui consiste en la conversion des cytosines non méthylées en 

uracile rend possible la détection différentielle des deux types de cytosine dans l'ADN. Le 

développement de ces nouvelles technologies de biologie moléculaire rend indispensable l'adaptation 

des outils bio-informatiques à l'analyse de données de séquençage de méthylation. 

Dans le cadre du projet ANR EpiTree portant sur l’étude de l’impact des variations 

environnementales sur le chêne et le peuplier, j'ai développé un pipeline bioinformatique de détection 

de méthylation de l'ADN. Ce pipeline comprend 6 étapes: (1) nettoyage des données brutes suivi d'un 

contrôle qualité, (2) alignement sur un génome de référence, (3) élimination des duplications, (4) 

détection des cytosines méthylées (mC) dans les trois contextes de méthylation, (5) extraction par 

contexte et (6) quelques analyses statistiques de base sur la détection des méthylations. Ce pipeline 

est implémenté sous snakemake et il est fonctionnel sur le cluster de calcul du CEA. 

Compte tenu du coût du séquençage bisulfite du génome complet (WGBS), j'ai testé la possibilité de 

limiter l'étude des taux de méthylations de l'ADN à un sous-ensemble du génome (MC-Seq) 

correspondant à des zones d'intérêt définies par les collaborateurs du projet Epitree. Pour ce faire, j'ai 

comparé les résultats obtenus après séquençage de ces zones d'intérêt par les 2 approches : 1 WGBS 

et 18 MC-Seq. Cette comparaison m'a permis de contribuer à l'identification des conditions 

expérimentales de MC-Seq les moins onéreuses qui seront utilisées pour étudier 500 individus de 

chêne et de peuplier. De même, les niveaux de méthylationdétectés à partir de séquençage MC-Seq 

chez ces individus seront obtenus à l'aide du pipeline que j'ai développé. 
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