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But : EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Analyse des séquences Sanger produites par le Genoscope a partir de vos produits de PCR :
- Utilisation de Genalys pour voir, nettoyer et comparer les séquences
- Détection de Single Nucleotid Polymorphism et/ou Insertion/Délétion

- Production d’un fichier de sortie exploitable par d’autres outils

e Exploitation de ces analyses :

- Interprétation des résultats obtenus en sortie de Genalys

Plan:

1) Pourquoi étudier le polymorphisme des génomes, description de polymorphismes des génomes et d’outils d’étude.
2) Description de polymorphismes nucléotidiques de type SNP et Insertion/Délétion et d’un outil d’étude.
3) Pas a pas avec Genalys.

4) Quelques pistes d’exploitation des SNP.
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1.1) Pourquoi s’intéresse-t-on au polymorphisme des génomes ? EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Améliorer la connaissance sur:

- La diversité génétique
- La classification des espéeces
- L'évolution des espéeces et leur capacité d’adaptation

- Le fonctionnement du génome (notion d’alleles et d’expression différentielle)

e Exploiter ces connaissances :

- Conservation éclairée des especes
- Caractérisation de fonctions physiologiques et genes associés.

- Sélection adaptée aux besoins de ’lhomme et de son environnement et création variétale
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1.2) Quelques polymorphismes des génomes EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

» Répétitions (duplication, triplication... n-plication)
- Grandes : régions chromosomiques entieres

- Petites : n répétitions de 2 a 6 bases (microsatellite), doublement d’'un géne

e Réarrangements (inversions, Insertion / délétion ou « indel »)
- Grandes : translocations chromosomiques, insertion ou délétion

- Petites : n base(s) en plus ou en moins

e Polymorphisme de structure au niveau d’un seul nucléotide (SNP, single nucleotide polymorphism)
- Résultat d’une substitution, erreurs lors de la réplication (Transitions ou transversions)

- Résultat d’'une mutation



= INRA

1.3) Quelques outils d’étude des polymorphismes des génomes EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Grandes répétitions et grands réarrangements chromosomique > La cytogénétique :

La coloration au Giemsa des chromosomes et I'étude des bandes claires et sombres qui apparaissent
’hybridation in situ de sondes marquées (fluorescence) sur les chromosomes (FISH),
sont des technigues tres puissantes pour mettre en évidence ces évéenements.

Détection de 'ADNr 18S-28S (rouge) et 5S (vert)
Petites répétitions, petits réarrangements, polymorphisme SNP par FISH sur des chromosomes de peuplier

- Lyse enzymatique et dépot sur gel (recherche de la présence/absence de sites enzymatiques) [RFLP]

- PCR aléatoire ou ciblée et dépot sur gel (identification de polymorphisme de longueur, de la présence/absence de
sequences) I

- Sequencage et alighement sur une référence pour comparaison B b
cocTTC T C A ACTC ATERC & A & A G 6CTGEC A GC T -“--. | ‘ F*; . *_:AFLP
'..,,4.. V. s AMplified Fragment
— &= Length Polymophism

e RFLP
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2.1) Description des SNPs et Insertion/Délétion EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Pour détecter des SNP, InDel, il faut comparer au moins 2 séquences correspondant a une méme région d’'un génome.
L'une des séquences sera prise comme référence.

SNP et InDel ne présentent généralement que deux alleles et sont dits peu informatifs par rapport a d’autres
marqueurs comme les microsatellites.

Mais ils sont tres abondants, robustes et leur détection et exploitation sont faciles a automatiser.




2.1) Description des SNPs et Insertion/Délétion

, Référence Sl T AL COTOAL
Sur une sequence :

Séquence AT T AARTCCTHA
SN T {
Sur un chromatogramme :
v G
A e P
Homozygate 1 A" AN AANACAN
SPe_pll Al9

"y SP& pll
Hetérozygote L3 ‘TR GC G A A

_H_/-\
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2.1) Description des SNPs et Insertion/Délétion
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eV e ale |—||-fl'r !

Référence J.'_IL.T L. '\.J 1 AT .-I-\. I W i

Sur une séquence :

.r-|.--||—|—u-r-r.--\-.-|—| T

sequence I ..T L -'H..I L .'._'J.J.'_LJ.'_L'- .-I'H.. 4 .-Il.l_L."

Sur un chromatogramme :

Homozygote 1

Homozygote 2

Hétérozygote

T

T aTT
) ]
- -

v G
_SP6_pll C21

A G TA G C G & AG

SPe_pll 219

j&siplé-l%'ﬁ G C GAA':\/

Référence AT —AT

T T

Séquence [ AT IUAT

T
indel

(iInsertion/délétian)

GTTCTATGGAATCTTT

CFTR-ZF 170
NV\“ II
IRTA

GTTCTATGGAATCT THEN

M T A\
MIIII
1)1

GTTCTATGGAATCT T T4
CPTR-2F Shorter 170
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eV e ale |—||-fl'r !

Référence J.'_IL.T L. '\.J 1 AT _-I-\_ B W .

Sur une séquence :

.r-|.--||—|—u-r-r.--\-.-|—| T

sequence I ..T L -'H..I L .'._'J.J.'_LJ.'_L'- .-I'H.. 4 .-Il.l_L."

Sur un chromatogramme :

Homozygote 1

Homozygote 2

Hétérozygote

T

T aTT
) ]
- -

v G
SPe_pll C21

TA ATG TA G C G & AG

SPe_pll 219

SP6_pll G19
ﬁ{é_ R GC G A& A G

Homozygote 1

Homozygote 2

Référence AT —AT

T T

Séquence [ AT IUAT

T
indel

(iInsertion/délétian)

GTTCTATGGRAATCTTT
CFTR-ZF 170

GTTCTATGGAATCTT TAETETTTAGCCEGT AEGGE AT CY
i

M T
MIIII
1)1

GTTCTATGGAATCTTAmT
CPTR-2F Shorter 170




2.1) Description des SNPs et Insertion/Délétion
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eV e ale |—||-fl'r !

Référence J.'_IL.T L. '\.J 1 AT _-I-\_ B W .

Sur une séquence :

.i"'.l"ll_|_i'l"l'|l"\'.l'|_| 1T

sequence I ..T L -'H..I L .'._'J.J.'_LJ.'_L'- .-I'H.. 4 .-Il.l_L.;:

Sur un chromatogramme :

Homozygote 1

Homozygote 2

Hétérozygote

T

T aTT
) ]
- -

v G
_SP6_pll C21

A G TA G C G & AG

SPe_pll 219

SP6_pll G19
ﬁ{é_ R GC G A& A G

Référence AT —AT

T T

Séquence [ AT IUAT

T
indel

(iInsertion/délétian)

CFTR-ZF 170

Hétérozygote .' '. i MN

GTTCTATGGAATCTT

2F_Longer 170
Homozygote 1 M Mu‘ '.

GTTCTATGGAATCT TTWT AMWTNERGGCGERUERERAREMTIC

GTTCTATGGAATCTTAmT
CPTR-2F Shorter 170

somenggore2 ) 1|
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2.1) Description des SNPs et Insertion/Délétion EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

¢ Pour étudier des SNP et InDel, il faut donc:

- un outil pour produire les séquences que |I'on veut comparer
- Un outil pour comparer ces séquences et détecter les SNP, InDel
- Un outil pour exploiter les SNP, InDel
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2.2) Description d’un outil d’étude des SNPs et InDel : EPGV

Etude du Polymorphisme

Le séquengage de fragments PCR
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2.2) Description d’un outil d’étude des SNPs et InDel : EPGV

Etude du Polymorphisme

Le Séquengage de fragments PCR des Génomes Végétaux

e La PCR sur génome diploide homozygote

LUADN génomique est représenté en bleu.
Les amorces de PCR sont représentées en vert (=primers ou oligonucléotides).
La région d’/ADN génomique que l'on souhaite amplifier est représentée en

Premier cycle Second cycle
| o s | e— —
I e—— —
l 3 e—— ——
— . l F = amorce Forward
Pyt | e -_3 Mvbatuion
F R " (L F - R | O
D — — R por vyl R = amorce Reverse
‘ b —F- -_5
B — -—J‘ ‘
R rom— -—,\
‘ £ = R
et r——
F =R

Chromosomes 1a et 1b
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2.2) Description d’un outil d’étude des SNPs et InDel : EPGV

Etude du Polymorphisme

Le Séquengage de fragments PCR des Génomes Végétaux

e La PCR sur génome diploide hétérozygote

LUADN génomique est représenté en bleu.
Les amorces de PCR sont représentées en vert (=primers ou oligonucléotides).
La région d’/ADN génomique que l'on souhaite amplifier est représentée en

Premier cycle Premier cycle
Y — m— | comm— Q@ m—
T e— - —— L e—— Q@ - ——
® SNP ou In/Del : R ] ® _wmm: ... | F=amorceForward
F R . F R .
Y c— — Y c— P O— R = amorce Reverse
Y e—  — V e— :  —
F R ...,‘,'::‘ F R
¥ —- — 3 —- : —

Chromosomes l1a Chromosomes 1b
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2.2) Description d’un outil d’étude des SNPs et InDel : EPGV

Etude d u Polym orpmsme

Le séquencage de fragments PCR

* Le séquencgage Sanger

La lecture ordonnée de chacun des desoxyribonucléotides (ANTP) constituant le fragment de PCR.

Les 3 étapes principales sont :

1) Syntheése de brins de tailles aléatoires et différentes, terminées par un ddNTP fluorescent (un fluorochrome par type
de base), a partir du fragment PCR.

2) Migration sur gel de ce mélange de brins et donc séparation de tous les brins (les petits brins migrent plus vites que

les grands brins).
3) Lecture et enregistrement de la nature et de I'intensité de la fluorescence en fin de migration dans un fichier.ab1.

e Le séquenceur
C’est un AB1 3730 (Applied Biosystems ; L. Hood/M. Hunkapiller) équipé d’une nappe de 48 capillaires. Les produits de
séguencage sont automatiquement pipetés a partir de plaques 96 puits.

11



2.2) Description d’un outil d’étude des SNPs et InDel :

Le séquencage de fragments PCR
e Le séquencgage Sanger

Point fixe Fragment a séquencer («matrice»)

1) Synthese -

o
Copies
incomplétes

Sens de la copie =—

2) Migration dans un tube de verre tres fin rempli de polymere (séquenceur capillaire)

=> séparation des brins.

3) Production d’électrophorégrammes enregistrés au format *.ab1l

=1 [Np).
=
SCIENCE & IMPACT

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Ce sont les données brutes.

12



3) Tutoriel pour I'alignement

et la comparaison de séquences avec le logiciel Genalys

e Genalys permet notamment :

d’aligner des séquences,

de corriger les séquences,

caractériser les SNP et InDel,

Obtenir des fichiers de sortie exploitable de SNP et InDel.

e Autres avantages :

visualisation simultanée et interactive des séquences et chromatogrammes,

Intuitif et gratuit.
nconvénient :

- Instable sous Windows 7 => il faut sauvegarder TRES régulierement !!

Auteurs du logiciel : Masazumi Takahashi & Fumihiko Matsuda
Copyright © 1999-2001 Masazumi Takahashi

Version Windows 2.8.3b

Testé sur Windows XP (des problemes sur Windows 7)

= INRA

EPGV

Etude du Polymorphisme

des Génomes Végétaux
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3.1) Installer Genalys

e Copier I'archive 2.8.3b_GENALYS.zip
e Extraire tout le contenu de I'archive 2.8.3b_GENALYS.zip

¢ Créer un raccourci du fichier exécutable sur le bureau

Auteurs du logiciel : Masazumi Takahashi & Fumihiko Matsuda
Copyright © 1999-2001 Masazumi Takahashi

Version Windows 2.8.3b

Testé sur Windows XP (des problemes sur Windows 7)

- SCIENCE B [MPAC

EPGV

=INRA

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux
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3.2) Les fichiers de séquences

* Les fichiers traces sont visualisés de 2 manieres :

- les électrophorégrammes (fichiers.ab1)

- la séquence (suite de nucléotides) obtenue avec un logiciel de base calling (« appel de base ») qui interprete chaque pic
(nature et intensité) du fichier.ab1.

REMARQUE : Genalys integre cette fonction de base calling. Il interpretera donc le fichier trace des l'ouverture ! Le
Genoscope utilise le logiciel Phred.

Les fichiers FASTA ou MULTIFASTA

Ce sont de simples fichiers textes, qui contiennent une ou plusieurs séquence(s).

'extension peut étre « .fasta » ou « .fa» ou « .txt » ou « .seq ». Genalys lit trés bien tous les fichiers avec ces extensions.

Format caractéristique, pour chaque séquence :
1¢re ligne : > Nom_seq Identifiant ; Organisme....

n lignes de séquence (80 bases par ligne) utilisant les 4 lettres A, T, G, C ou les lettres du code IUPAC et « - » pour
représenter une délétion.

REMARQUE : En suivant ces regles, vous pouvez créer votre propre fichier de séquence.txt, Genalys pourra l'ouvrir !



3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (1/6)

e Ouvrir Genalys : Double clic sur le raccourci du fichier exécutable

Fichier ouvert - Avertissement de sécurité @

L'éditeur n'a pas pu étre vérifié. Voul

ce logiciel ?
Mom : En\GenalysWin2.8.3b'\GenalysWin2.3 3b.EXE
E Editeur : Editeur inconnu
Type : Application
De . E:\GenalysWin2.8.3b\GenalysWin2.8.3b.EXE

Toujours demander avart d'ouvrir ce fichier

_ Ce fichier ne contient pas de signature numérique valide
Ig\ authentifiant son éditeur. N'exécutez que les logiciels des édteurs
MY  approuvés par vous. Commernt savoir quels logiciels je peux

B exécuter 7

Exécuter

e Choisir le Base Calling : Settings/Base Calling

Base Calling

=)

[V Use ABI Base-calling
Migture Cutaff: 4 1 — 2000 % Carcel
Peak Cutoff. 11 I |500 % Default

Curvature Cutoff, 11 — [z %
M Average: —1 =3
[ Use Gaussian filer

Band Width: —1 0 O

e Choisir des séquences : File/Enter Sequences..../

OK

)

GenalwinZ. g

Sequence analyziz and polymorphism

finding.

The goftware iz licenzed for

[2] 1999-2006 Mazazumi T akahazhi
Guerny: genalysfeedbackE@cng fr

This program was developed by
Metroverks Code'w arrior Pro.

OK

=Z|INRA

- SCIENCE & IMPACT

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux
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3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (2/6) EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Si le logiciel ne veut plus insérer de nouvelles séquences :
* Choisir des séquences : File/Enter Sequences..../ - Aller dans le répertoire ou sont stockées les séquences,

Un échantillon a 2 séquences (Forward et Reverse) - Faire glisser celle de son choix dans la fenétre Genalys.
Fermer la fenétre Project Info

* Choisir la séquence de référence : File/Enter Sequences..../

La faire glisser tout en haut avec la souris.

e Agencer les fenétres Genalys pour voir un maximum de séquences

e TEST
Charger les séquences du géne PHYB2 du répertoire SEQ_TEST/

Charger la séquence de référence du géne PHYB2 Seq_de_ref_Genome_a_Lecole/Seq_ref PHYB2 P nigra_020415.txt

17
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3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (3/6) EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

ET untitled = = =<
File Edit Search View Settings Comments Primers Trace SMP  Window Help

B.| 5 Edit =]

& = EI@ 1] Sequence Traces

Hum of Seqg: 16 1 10 20 a0 40 E0 60 70 an - -

Cursor at: BV_ND_PN_92_1_ PHYBZ_A F abl I o [ L o B o [ [ o L [ o [ o o o [ S o o IO JJ I Variant First

Cur=sor Pos: 1 jEVﬁNDﬁPNﬁBZflfPHYBZfAﬁF.abl

1393 59.19% TAGHNANGGC AATCGGTCCT TATCAGGGTG ATTATAAGGC TATTGTNCAC AGUTCCCAAT CCTTCGATCC CTCCGATTTT TGC J

EV_ND_PN_92_1 PHYBZ A& _F.abl ;
—E e —— .|BV_ND_PN_52_1 PHYB2 A& R.abl
ATCHNTHCCG TTAGCCAGGA ATAGTCCCAC TAATATTCCG ATAACANGTG TCGAGGGTTA GGAAGCTAGS GAGGUTARAA ACG - J — T Ak NN C GGT TTTGC 42T G CAG CAC

-

BY_ND_FN_92_1_PHYE2_A_R abl 1 1354 27 48%| NNCGGTTTT. .TG A Ch.. AG. TC.AGA ACTGCT.TT G. CC.CAGT CAAGT.TGTG TTC. C_AAA G GA T.GG. Aaz || -l

BY_ND_PN_93_1_PHYB2_A_F abl 1 1421 34 08%| GTTAA A4 NT CT. THNAGG GGANTATTAN GNCGANT TT CNCCNCT C. NATC TTCGN T.CC CCCAT T TTHC. ©. CTZ -

BY_ND_PN_93_1 PHYB2 & R.abl 1 1503 32.53%| N.NA&. ATNN NTHTTTNTT. HN.GCA. TAT N.C NGGANA & WA NCGNG CTTGTATCCH T.C. NCHAN .. .GTGC.GG .T. |E¥_ND_PN_93_1_FHYD2_A T .=b1 ~

BY_ND_PN_94 1 PHYB2 A F.abl 1 1347 24.77%| .GINGGCAAT NG..CT ATC C.GGGT.A.T .. 4 GGCTAT .G.GCACAGT CC AAT.CT. .Gh..CC... GATTTT.GC. .CA& e - GNT C T TCT HNAG
BY_ND_PN_54_1 PHYE2_A R.abl 11338 27.35%| HTCGGTTTH W NGC.CA.. AG. . TC.AGA ACTGCT.TT G..CC.CAGT CAAGT.TGTG TTC. C.AAAL G GA.T.GG, AL

BY_ND_PN_103_1_PHYBZ_A F abl 1 1359 26.06%| AGNGAGGCAA THGTCC TA. C.GGGT.A.T .. A4 GGCTAT . G.GCACAG. TC.CAATCC. T.GATCCCT. .WATTT..GC .T. E|

EV_ND_FN_103_1_FPHYEZ A_R. ahl 1 1361 27.29%| ATCTGTTTT. .TG.A.Ch.. AG. TC AGA ACTGCT.TT G. CC CAGT CAAGT.TGTG TTC. C.AAk G GA T.GG. AkA -|BV_ND_FN_33_1_PHYB2_A R.abl Niow N FNTHNTTTH T
BY_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_A_F abl 1 1383 56.98%| NH NGWA NG N & TC.T ATCAG. TGA T AT2 G.CT 4T G. & A

BY_ND_PN_BAUMIER 1 PHYB2 A R.abl 11278 25.28%| &4 NTCGGTTT TCAN.CAG.& CTAGTCTCGA GGA.ACT.CT GT.GA.C.T. . TCAAGTC. GTG.TCTC.4 ARAGTGAG.. ..G 0

PD_DO_PN_001 1 PHYBZ A F.abl 1 1479 25.91%| NGANGCAAN. GN..CT ATC AGGNG.AT.A TAAGGCTATT GTGCACAGNT CC. AAT.CT. .Gh. CC... NATTTT.GC., .C& ~[BV_ND_PN_S4_1_PH¥B2_A_F anl

PD_DO_PN_001_1_PHYBZ_A R abl 1 1503 24.08%| ANTTGGHTTT NHAN.CAGGC AC.AGATC.C GAGNA..CTG CC.GN TGHL TC. .. AGHTC AAGNTCTGNT GNTTCTCCAL AAG T =

PD_TA_PN_004_1 PHYBZ A F abl 11392 25.73%| GGCAATT.T. CT.ATCAGG. G..T.TAAG. C.AT.GTACA C.G.CCCA. T CCT..GATCC .TCCALT TT TG.TTCAGAL. GAG

PD_T4_FN_004_1_PHYBZ_A_R ahl 1 1527 24 02%| ANATTGGTTT THAL. CAGN C CT.  ATCT CGAGA. CTG GC GN TG.T CCTCAGNTCA AGH. TGGTG N T TCCALL A T &

PD_RM_PN_005_1_PHYB2_A_F . abl 1 1451 26.72%| G AGGCANN G, . TT T & GGAG TTA & GGCTATT.TG C.Ch. C.Ch T CTT.G C. CGATT T TGCT.CAG ATG +|EV_WD_FN_34_1_PHYBZ_A_R.ahl

PD_RM_PN_D05_1_PHYBZ_A_R.abl 1 1448 23.70%| ANTTHGNTNT TTAAT.G.AG NCANTA.A.C TNG.GH.A&. .GCCTGGTTG GATC.T..GN T.AAGNTCTG G GHTTC.CC AL

j BV_ND PN_103_1 FHYBZ_A F.abl

j EV_ND FN_103 1 PHYBZ & R.abl

j EV_ND_FN_BAUMIER 1 PHYBEZ & F.abl

| B¥_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_& R.abl
_ TCGGTTTT CA NGCAG ©
ST P N e

] PD_DO_PN_001_1_PHYB2_A_F abl

]PD_Do_PN_Dnl_l_PHYBz_A_R abl
A G GHN TTTHNLHGCZLZG
-| -

j PD_IA PN_(04_1 PHYBZ A& F.abl

j PD_IA PN_(O04_1 PHYBZ_ A R.abl

WATTGG TTTTH LA GGCAGH

j PD_RM_PN_(Q05_1_FHYBZ_A& F.abl

A A G CANNCGATCTT T T

i

FD_RM FN_005 1 PHYBZ & R.abl

yBelala e
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3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (4/6)

= INRA
EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

ET untitled
File Edit Search View Settings Comments Primers Trace SNP  Window Help

5| Sequence Edit

Hum of Seq: 16 1 10 20 3n
Curszor at: BV_ND_PH_92_1 PHYB2_A F.abl
Cursor Pos: 1

an 50 60 70

24.77% GTHGGCAAT NG, CT. ATC C.GGGT.A.T . & GOCTAT .G GCACAGT CC AAT.CT. .Ga. CC...

e Deux fenétres se sont ouvertes :
- Sequence Edit : séquence(s) lue(s) a partir des fichier.abl

- Sequence Traces : chromatogramme(s) correspondant

e Sequence Edit, elle est composée de 2 parties :

A gauche
- Le nombre de séguences.
- La position du curseur.

' PH_92_1_| Rl Mmoo B I o [ e e B o e I e e I e e e I

EV_ND_PN_92_1_PHYB2_& F.abl 11393 59.19%| TAGNNANGGC AATCGGTCCT TATCAGGGTG ATTATAAGGC TATTGTNCAC AGCTCCCAAT CCTTCGATCC CTCCGATTTT TGC

ATCNNTNCCG TTAGCCAGGA ATAGTCCCAC TAATATTCCG ATAACANGTG TCGAGGGTTA GGAAGCTAGG GAGGCTAAAL ACG
BV_ND_PN_92_1_PHYBZ_&_R abl 1 1354 27 48% WNCGGTTTT. TG A Ci . &G TC AGA ACTGCT.TT G CC CAGT CAAGT TGTG TTC. C ARk G G T.GG. AA4
EV_ND_PN_93_1_PHYB2 & F.abl 1 1421 34.08% GTTAA. A NT CT. THNAGG GGANTATTAN GNCGANT.TT CHCCNCT.C. NATC, TTCGN T.CC CCCAT T.TTNC. .C. CTA
EV_ND PN _93_1 PHYB2 & R.abl 1 1503 32.53%| W WAA ATHN WTNTTTNTT. NN, GCA.TAT N.C HGGANA A Wi NCGNG CTTGTATCCH T.C. NCHAN .
EV_ND_PN_94_1_PHYB2_& F.abl 1 1347

=0 B

B Sequence Traces o3| =
+|+] T variant First VGVMANMTWVC

.|BY_WD_PN_92_1 PHVBZ 4 F abl T ” c

A i ; pa 4 ]

Hy FROVRIA LTS,

jBV_HD_PH_‘}Z_l_PHYBZ_A_R abl
|- HH C GGT TTTGC ALATGCAG CAC

~|BV_ND_PN_33_1 PHYBZ_A F.abl =
GNT € T TCT NH&GC

En ouvrant un fichier.txt, seule la
fenétre « Sequence Edit » sera informée

- Le nom des séquences, le numéro de la 1¢' base, le numéro de la derniére base, le pourcentage

d’identité entre la séquence et la séquence de référence.

- Les séquences sont classées par ordre alphabétique les unes en dessous des autres.
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3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (5/6)

ET untitled

= INRA
EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

File Edit Search View Settings Comments Primers Trace SNP  Window Help

5| Sequence Edit
Hum of Seq: 16 1 10
Curszor at: BV_ND_PH_92_1 PHYB2_A F.abl

20 30 an 50 60 70

24.77% GTHGGCAAT NG, CT. ATC C.GGGT.A.T . & GOCTAT .G GCACAGT CC AAT.CT. .Ga. CC...

e Sequence Edit, elle est composée de 2 parties :
A droite

La séquence ou chaque base est associée a une couleur.

Rl Mmoo B I o [ e e B o e I e e I e e e I
Cursor Pos: 1

EV_ND_PN_92_1_PHYB2_& F.abl 11393 59.19%| TAGNNANGGC AATCGGTCCT TATCAGGGTG ATTATAAGGC TATTGTNCAC AGCTCCCAAT CCTTCGATCC CTCCGATTTT TGC

ATCNNTNCCG TTAGCCAGGA ATAGTCCCAC TAATATTCCG ATAACANGTG TCGAGGGTTA GGAAGCTAGG GAGGCTAAAL ACG
BV_ND_PN_92_1_PHYBZ_&_R abl 1 1354 27 48% WNCGGTTTT. TG A Ci . &G TC AGA ACTGCT.TT G CC CAGT CAAGT TGTG TTC. C ARk G G T.GG. AA4
EV_ND_PN_93_1_PHYB2 & F.abl 1 1421 34.08% GTTAA. A NT CT. THNAGG GGANTATTAN GNCGANT.TT CHCCNCT.C. NATC, TTCGN T.CC CCCAT T.TTNC. .C. CTA
EV_ND PN _93_1 PHYB2 & R.abl 1 1503 32.53%| W WAA ATHN WTNTTTNTT. NN, GCA.TAT N.C HGGANA A Wi NCGNG CTTGTATCCH T.C. NCHAN .
EV_ND_PN_94_1_PHYB2_& F.abl 1 1347

[E=E F=R =)

W Sequence Traces
-|+| I Variant First
.|B¥_HWD_FN_9%2_1_PHYBZ_A F abl

o |[E [ 2
MGWMAWMTWC

L s .
T 56 L8 1
oy PANS NSV
jjjBV_HD_PH_'}2_1_PHYBZ_A_R abl NN C GGT TTTC ATGOGCAG CAC

~|BV_ND_PN_33_1 PHYBZ_A F.abl =
GNT € T TCT NH&GC

En ouvrant un fichier.txt, seule la
fenétre « Sequence Edit » sera informée

Une échelle en nombre de base est indiquée en haut (cliquer sur I’échelle pour repositionner l'origine).
La premiere séquence de la liste est la séquence de référence. La séquence complémentaire est affichée en bleu

juste en dessous. En remontant une séquence tout en haut, vous en faites la nouvelle séquence de référence.

est indiquée a gauche.

Vous pouvez sélectionner une base dans une séquence, qui est alors surlignée en vert et la position du curseur

Avec un clic droit sur la base pré-sélectionnée, la fenétre « Sequence Trace » se synchronise en centrant la base.
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3.3) Ouvrir des fichiers de séquences (6/6)

ET untitled

= INRA
EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

File Edit Search View Settings Comments Primers Trace SNP  Window Help

[E=E F=R =)

5| Sequence Edit
Hum of Seq: 16 1
Curszor at: BV_ND_PH_92_1 PHYB2_A F.abl

10 20 30 an 50 60 70

24.77% GTHGGCAAT NG, CT. ATC C.GGGT.A.T . & GOCTAT .G GCACAGT CC AAT.CT. .Ga. CC...

e Sequence Trace :

« ascenseur » a gauche.
avec les ascenseurs suivants.

les boites en haut a droite (Analyse de régions confuses).

e Ajout / Suppression de séquence(s) :

Rl Mmoo B I o [ e e B o e I e e I e e e I
Cursor Pos: 1

EV_ND_PN_92_1_PHYB2_& F.abl 11393 59.19%| TAGNNANGGC AATCGGTCCT TATCAGGGTG ATTATAAGGC TATTGTNCAC AGCTCCCAAT CCTTCGATCC CTCCGATTTT TGC

ATCNNTNCCG TTAGCCAGGA ATAGTCCCAC TAATATTCCG ATAACANGTG TCGAGGGTTA GGAAGCTAGG GAGGCTAAAL ACG
BV_ND_PN_92_1_PHYBZ_&_R abl 1 1354 27 48% WNCGGTTTT. TG A Ci . &G TC AGA ACTGCT.TT G CC CAGT CAAGT TGTG TTC. C ARk G G T.GG. AA4
EV_ND_PN_93_1_PHYB2 & F.abl 1 1421 34.08% GTTAA. A NT CT. THNAGG GGANTATTAN GNCGANT.TT CHCCNCT.C. NATC, TTCGN T.CC CCCAT T.TTNC. .C. CTA
EV_ND PN _93_1 PHYB2 & R.abl 1 1503 32.53%| W WAA ATHN WTNTTTNTT. NN, GCA.TAT N.C HGGANA A Wi NCGNG CTTGTATCCH T.C. NCHAN .
EV_ND_PN_94_1_PHYB2_& F.abl 1 1347

W Sequence Traces

o (B 23
«|«| [ Variant First

MGWMAWMTWC
.|BY_ND_PN_%2_1 PHYEZ A F . abl

L s e A A 1
e PRNORSE 5D

| BY_ND_PN_92_1_PHYB2_A_R sbl
|

N C GGT TTTC A2TGCAG CAC

~|BV_ND_PN_33_1 PHYBZ_A F.abl =
GNT € T TCT NH&GC

En ouvrant un fichier.txt, seule la
fenétre « Sequence Edit » sera informée

Vous pouvez faire varier la largeur des pics de I'ensemble des fichiers traces a I'aide du premier
Vous pouvez faire varier la hauteur des pics de I'ensemble des fichiers traces, ou de chaque fichier,

Vous pouvez faire disparaitre les pics correspondant a 'une des quatre bases A, T, G, C en décochant

(+) Faire glisser les séquences désirées dans l'une ou l'autre des deux fenétres de Genalys, depuis votre

répertoire.

(-)  Sélectionner les séquences a supprimer au niveau de leurs noms (Touche Ctrl pour une sélection multiple)

(-)  Faire glisser la sélection a I'extérieur de la fenétre « Sequence Edit »
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= INRA

3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Alignement :

Placer le curseur sur la séguence de référence pour que Genalys aligne toutes les séquences.
Search/Locate By Similarity ou Search/Match to Display (alignement des sequences dans la fenétre)
Le nom des séquences Forward et non alignées : en noir

Le nom des séquence Reverse : en vert (elles sont réverse-complémentées).

Lorsque la séquence est identique a la référence ilyaun « . » ala place du A,T,G,Cou N

=> En se baladant le long de la séquence avec |'ascenseur de la fenétre « Sequence Edit », on voit les
incohérences entre nos séquences et la séquence de référence.
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3.4) Aligner des séquences et commencer I'analyse

e Alignement :
- Placer le curseur sur la séquence de référence.

- Search/Locate By Similarity
- Le nom des séquences Forward et non alignées : en noir

- Le nom des séquence Reverse : en vert (elles sont réverse-complémentées.

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

=IN?A

- Lorsque la séquence est identique a la référence il ya un « . » a la place du A,T,G,C ou N

entre nos séquences et la séquence de référence.

=> En se baladant le long de la séquence avec l'ascenseur de la fenétre « Sequence Edit », on voit les incohérence

e Analyse — Suppression des séquences de mauvaise qualité :

- Dans la fenétre « Sequence Edit », double-clic sur une séquence mal alignée

pour voir le chromatogramme associé
BV.ND PN_92 1 PHYB2 A F.abl
BV._.ND PN 92 1 PHYB2 A R.abl
- Pourcentage d’identité < 50%
= Suppression de la séquence (cf diapo 21)
— Mettre la séquence a O :
Sélection multiple
Edit/Zero Sequence
Déplacer ces séquences en bas

7| BV_ND_PN 3.1 PHYB2_A F.abl o le=d
SR FGFARMT FC -

SANON/ 37NV NN AV NN S AV - N AW WAV A S WA

W T v ea 2%
4 AATTCE& TG & ATGC CC TG CGC AC TGO AC T TG G A

o O A o e
G GG AT AG & NA CACARACE AGAATACCC T T TTCT T T C

T TTG 2C CG G & & TG &2 &4 4 &2 24 NGTGUNAANLCHNTCTLC

T TG 4A&CA2GCTAAECAC G 26 GGTTAATATGG G 4G G G 2

G AG ATANTTGT 2GCCHNTCTNCTTCTUNNNNTCAT A

G CNWNATTC CC G &G FWNGC ACCHN & 42CTHNTG ANLZGT
b
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3.4) Aligner des séquences et commencer I'analyse

e Analyse — Localisation des amorces

Ouvrir le fichier amorces PHYB2.txt.

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Copier la sequence PHYB2_F_test >PHYB2_F test

Dans la fenétre “Sequence Edit”, mettre le curseur sur le nom de la reference TGTTGGTCAGGATGTTACAGGTC

Search/Sequence Search... >PHYB2_ R test

Coller la sequence PHYB2_F CAAGATCAATGTCTCGTATG

Clic droit au-dessus de la séquence surlignée et ajouter un commentaire.

X Sequence Edit EI@
Hum of Seg: 17 -31 —21 -11 -11 10 20 a0 40 =1 31
Cursor at: PHYBZ AMPLICON POPULUS _NHIGRA R = e o e ol I o o e e o B e e 1 o o ol T o o e o e B B B L o T o s o e T [ o B B B L
Cur=zor Po=: 8 PHYBZ2_F
PEFRIIEIRY FREPIERRRRR BRD
FHYBZ_AMPLICOH_POPULUS NHIGRA 1 663 100.00% TGETTGETCAG GATGTTACAG GTCAAAAAGT GLTAATGGAC AAMATACGTCC TTATACAAGG TGATTATA
ACAACCAGTC CTACAATGTC CAGTTTTTCA CCATTACCTG TTTATGCAGE AATATGTTCC ACTAATAT
BV _HD_PFH_92_1 PHYB: A F.abl 31 1393 a37.99% TAGHNAN .G, | TCGGTC. T ATC GGEET. ATTA. | AG
EV_HD PFH_9Z2 1 PHYE: A R abl <24 1354 96 . 00%| HHH HHNNHHNEHN HHNEHNHHHN HNHHHNTTTH T G M. . CC CG.A. . M. ... ... . ... . ... . ... .o
BY_ND PH_ 94 1 PHYB2 A F . abl 36 1347 97 .93% .. THG GC.ATH. . .. ... . C.. .G,
EV_HD_PH_94 1 PHYE: A K. abl 08 1338 95 . 81%| FHH HHNNHHHEHN HHHEHNHHHH HNHHHHETTT GT.G.TC.C. . A, .. .. . o oo .. H.. ..
BV _HD_PH_102_1 PHYEZ A F.abl 35 1359 94 02% GEH. G GCUATH. . L CAGGE. T GAT.ATA .

=> La base 1 de la séquence de référence est la base 1 de 'amorce Forward
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3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

e Analyse — Localisation des amorces

Ouvrir le fichier amorces PHYB2.txt.
Copier la sequence PHYB2_F_test >PHYB2_F test
Dans la fenétre “Sequence Edit”, mettre le curseur sur le nom de la reference TGTTGGTCAGGATGTTACAGGTC
Search/Sequence Search...
Coller la sequence PHYB2_F et « Search »

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

>PHYB2 R _test
CAAGATCAATGTCTCGTATG

Clic droit au-dessus de la séquence surlignée et ajouter un commentaire.

X Sequence Edit
Hum of Seg: 17

Cur=zor at: PHYB2_AMPLICON_POPULUS_NHIGRA

Cursor Pos: 8

PHYBZ AMPLICOH FPOPULOS NIGEA

BY_ND PH_%2_1 PFHYEZ & F.abl 31
BY WD PH_%2 1 PHYEZ & R.abl 24
BY WD PH_%4_1 PHYBZ & F.abl 36
BY_ND PH_%4_1 PHYEZ & FE.abl 08
BY_ND PH_103_1_PHYEZ & F.abl 35

1 663 100.

13932
1354
1347
1338
1359

a7.
96.
97.
95.
94

oo

993
[1]1):4
93
a81%
2%

=% [EER
-31 -21 -11 -11 10 20 30 40 = &0
Bl I e o ol I o el e e I I ol e o I e R I o o I e I o o
PHYEZ_F

PERERFRFIRY FRFPRFRFFY OFRE

TGTTGEGTCAG GATGTTACAG GTCAAAALGT GGTAATGGAC AMATACGTCC TTATACAAGG TGATTATA

ACAACCAGTC CTACAATGTC CAGTTTTTCA CCATTACCTG TTTATGCAGG AATATGTTCC ACTAATAT
TAGHHAN . G. | TCGGTC.T .ATC. GGGT. ATTA.  AG

NHH NNNNHNNHNNH HHNHNNNHHHN WNNHNNHNTTTH T.G.H. . CC CG.A.. . . H. ... . ... .. ... ... ... .. ... 3
CTHG GCUATH. o0 Lo Co.Go. oo
NHH NNNNHNHNNH HHNHNNNHHHN WNNHNHNNTTT GT.G.TC.C. .. A, .. .. ... ... . ... . ... P
CGH. .G GCLUATH. ... L CAGG.T GAT.ATA.

=> La base 1 de la séquence de référence est la base 1 de 'amorce Forward

Copier la sequence PHYB2_R_test
Dans la fenétre “Sequence Edit”, mettre le curseur sur le nom de la reference

Search/Sequence Search

Coller la sequence PHYB2_R_test, sélectioner Complementary Sequence et “Search” Cancel
Clic droit au-dessus de la séquence surlignée et ajouter un commentaire.

Sequence Search...

Sequence to zearch;

CATACGAGACATTGATCTTG

[v¥ Complementary Sequence




3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Analyse — Suppression de séquences inutiles

- Sélectionner la séquence en amont de la position 1 et supprimer (backsupp)
- Sélectionner la séquence en aval de la position 663 et supprimer (backsupp)

[ Variant First

e Analyse — Nettoyage et amélioration de I'alighement g
. i , J FHYEBZ AMPLICON_ POPULUS HIGEA
- Pos_132: clic droit sur la séquence de BV_ND_PN_92 1 JJj
- Supprimer la base en trop : double clic sur cette base dans MJBH“DTP“G—B%%PHEB%%T% L G}Z
R4

la fenétre « Sequence Trace » |
- Faire la méme chose pour PD_DO_PN_001 et BV_ND_PN_BAUMIER

JJ [ ¥Wariant First
j FHYBZ AMPLICOH_POPULUS_HIGEA

- Pos_84 : clic droit sur la séquence de BV_ND_PN_92_1 JJj

- Supprimer la base en trop. _ JW
- Faire la méme chose pour BV_ND PN_103 et BV_ND_PN_BAUMIER et PD_DO_PN__(HJL

- Pos_76 : clic droit sur la séquence de BV_ND_PN_BAUMIER
- Supprimer la base en trop.

['})
]
b |

4

- Regarder les chromatogrammes en amont de la position 70

4 ’ . \ 7 . ’ N L] 7 . .
Sélectionner (en se mettant a I'extrémité gauche de la fenétre et supprimer les séquences en amont de la position 70
24
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6

3.4) Aligner des séquences et commencer I'analyse

e Analyse — Nettoyage et amélioration de l'alighement

- Pos_ 72:C BV_.ND PN 92 1 FetS BV_ND PN _92 1 R =>incohérence => correction :

Dans la fenétre « Sequence Trace » sélectionner le N et le remplacer par un C
Faire la méme chose pour BV_.ND_PN_94 1 RetBV_ND_PN_103 1 R

- Pos_74:N PD_IA_PN_004_1 R=>correction: A

- Pos_79 : clic droit sur la séquence de BV_ND_PN_92 1 Fet _R:R
Faire la méme chose pour BV_ND_PN_94 1 Fet R
Faire la méme chose pour BV_ND_PN_103 Fet R

- Pos_83:C BV_ND PN 92 1 FetS BV_ND_PN_92_1 R =>incohérence => correction :

Dans la fenétre « Sequence Trace » sélectionner le N et le remplacer par un A
Faire la méme chose pour BV_.ND_PN_94 1 RetBV_ND_PN_103 1 R

- Pos_97 : BV_ND_PN_BAUMIER a un beau SNP

AW

T TG TH C&a C |

AL AL

t;Z§IPJ2£\
EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux
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3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

e Analyse — Nettoyage et amélioration de l'alighement

10

11

12

13

14

15

16

- Pos_106 : clic droit sur la séquence de BV_ND _PN_92 1 Fet _R:R
Faire la méme chose pour BV_.ND_PN 94 1 Fet R

Faire la méme chose pour BV_ND_PN_103_Fet R

Faire la méme chose pour PD_DO_PN_001_1 Fet _R

Pos_128, Pos_130, Pos_149, Pos_155, Pos_167, Pos_169, Pos_179, Pos_224, Pos_247 et Pos_266 :
corriger les incohérences : N => A

- Jusqu’a la position Pos_460 : incohérences a corriger

- Pos_462 : SNP BV_ND_PN_BAUMIER

- Pos_481 et Pos_497 : N a supprimer (double clic sur cette base dans la fenétre « Sequence Trace ».

- Pos_545, Pos_554 et Pos_556 : C/A/N a supprimer

- A partirde Pos_571 : Les chromatogrammes sont décalés=> sélection des séquences et suppression



= INRA

3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

e Analyse — Edition des SNP — version 250pb 3

17

18

19

20

21

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Mew comment

- Pos_79 : sélectionner la base de la référence ou il y a le SNP 73 + Gap: 0 To 73 + Gap: 0
Clic droit au-dessus de cette base .

Une fenétre « New comment » s’ouvre. T None - e
Specify /SNP Reference Allele: ﬂ
The Other Allele: A The Dther Allele:
By Combination : R et cliquer sur « OK »

- Pos_97 : SNP G/A
- Pos_106 : SNP G/A
- Sélection des séquences de 251pb a la fin et suppression (backsupp)

- File/Save SNP => on obtient un fichier Excel avec les informations des 3 SNP pour les 7 individus (14 séquences)
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3.4) Aligner des séquences et commencer l'analyse EPGV

e Analyse — Edition des SNP — version 570pb

17

18

19

20

21

22

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Mew comment

4

- Pos_79 : sélectionner la base de la référence ou il y a le SNP 73 + Gap: 0 To 73 + Gap: 0
Clic droit au-dessus de cette base -

N pecify: |y - Ok
Une fenétre « New comment » s’ouvre. = = _ o |
S pe ley/s N P Reference Allele: Cancel
The Other Allele: A The Other Allsle:

By Combination : R et cliquer sur « OK »

- Pos_97 : SNP G/A
- Pos_106 : SNP G/A
- Pos_462 :SNP A/C

- Sélection des séquences de 571pb a la fin et suppression (backsupp)

- File/Save SNP => on obtient un fichier Excel avec les informations des 4 SNP pour les 7 individus (14 séquences)
28



4) Exploiter les SNP

e Créer un multifasta des séquences

- Ouvrir le fichier PHYB2_250pb_SNP.xIs avec Excel
Ligne 1 : nom du projet

Lignes 2 a 6 : description des commentaires (amorces et SNP)

PHYB2_250pb.gpr Name_comment

PHYB2_F 1
SN 79 79
SN 97 97
SN 106 106
PHYB2_R 643
Lignes 8 a 17 : code de chaque génotype SNP Code
X
Y
X/Y
XXX/Y
X/YYY
X/Y?
X/Y/Z
N

X = Reference, Y = Sample

Lignes 19 a 40 : description de chaque séquence

23

79G

97G
106G
662

START_comment END_comment Allele_Ref

II—\O\U1-J>WNI—\O

Allele_Alternatif Séquence

A
A
A

TGTTGGTCA
TGTTGGTCA
TGTTGGTCA

= INRA

- SCIENCE & IMPACT

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

29



4) Exploiter les SNP

e Créer un multifasta des séquences

Ouvrir une nouvelle feuille et la nommer « multifasta »
Sélectionner et copier les cellules B24 a K46

Coller ces cellules en Al de la feuille multifasta

Insérer une ligne entre chaque séquence

Vider les colonnes B a |

Sélectionner les cellules de la colonne J, couper et la coller en B2
En C1 écrire la formule : =CONCATENER(">";A1)

En C2 écrire la formule : =B2

Sélectionner C1 et C2 et étirer ces 2 cellules simultanément.
Sélection de la colonne C et la copier en valeur dans la colonne D

t;Z§IPJ2£\
EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux
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- SCIENCE & IMPACT

4) Exploiter les SNP EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les séquences

- Ajouter les séquences de références disponibles dans votre projet Genalys
- Identifier, commenter et exporter les SNP

- Créer un multifasta des séquences

- Coller les séquences en entrée du site :

Si vous n’avez gqu’un ou peu ou
plusieurs d’individu(s) séquencé(s)

http://www.phylogeny.fr/index.cgi

1.Dereeper A., Audic S., Claverie J.M., Blanc G. BLAST-EXPLORER helps you building datasets for phylogenetic analysis. BMC Evol Biol. 2010 Jan 12;10:8. (PubMed)

2.Dereeper A.*, Guignon V.*, Blanc G., Audic S., Buffet S., Chevenet F., Dufayard J.F., Guindon S., Lefort V., Lescot M., Claverie J.M., Gascuel O. Phylogeny.fr: robust phylogenetic
analysis for the non-specialist. Nucleic Acids Res. 2008 Jul 1;36(Web Server issue):W465-9. Epub 2008 Apr 19. (PubMed) *: joint first authors

3.Edgar RC. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high throughput. Nucleic Acids Res. 2004, Mar 19;32(5):1792-7. (PubMed)

4.Castresana J. Selection of conserved blocks from multiple alignments for their use in phylogenetic analysis. Mol Biol Evol. 2000, Apr;17(4):540-52. (PubMed)

5.Guindon S., Gascuel O. A simple, fast, and accurate algorithm to estimate large phylogenies by maximum likelihood. Syst Biol. 2003, Oct;52(5):696-704. (PubMed)

6.Anisimova M., Gascuel O. Approximate likelihood ratio test for branchs: A fast, accurate and powerful alternative. Syst Biol. 2006, Aug;55(4):539-52. (PubMed)

7.Chevenet F., Brun C., Banuls AL., Jacq B., Chisten R. TreeDyn: towards dynamic graphics and annotations for analyses of trees. BMC Bioinformatics. 2006, Oct 10;7:439. (PubMed)

31


http://www.phylogeny.fr/index.cgi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=10742046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=14530136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=16785212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=17032440

4) Exploiter les SNP

e Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les

séquences _ .
http://www.phylogeny.fr/index.cgi

- Obtention d’un arbre phylogénétique

- Phylogény Analysis/ « One Click »

- Name of the analysis : PHYB2

- Coller la colonne D du fichier Excel (séquences au format multifasta)

- Mettre son adresse mail pour recevoir le lien des résultats de I'analyse

~# Phylogeny.fr: "One Click X

< C % | @ www.phyloge

1. Overview 2. Data & Settings
| || |

|Create a new workﬂc}wl

Process Info:

Numberof taxa: 15

Average sequences length: 231
(between 200 and G63)

Assumed to be: DNA

Computation:

Overall time: 0 seconds

User Inputs
Input

J

Alignment
MUSCLE [

Settings:
Run mode: full processing mode

{

Curation
Gblocks [E

Settings:
Min. seq. for flank pos.. 85%

Max. contig. nonconserved pos.. 8
Min. black length: 10
Gaps In final blocks: no

J

The analvsis was performed on the Plplogeny fir platform and comprized the following steps.

Phylogeny
PhyML [E + aLRT

Seftings:
Model: HKY85

Stafistical test: alrt
Number of categories: 4
Gamma: estimated
Invariable sites: estimated
Remove gaps: enabled

J

Tree Rendering
TreeDyn

Seftings:
Conformation: rectangular

Legend: displayed
Branch annotation: bootstrap
Font: Times 8 normal
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4) Exploiter les SNP

e Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les séquences

http://www.phylogeny.fr/index.cgi

- Obtention d’un arbre phylogénétique

Tree Rendering results

FD_DO_PN_0{1_1_PHYB2_A_R.abl
0.96

(BY_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_A_F.abl

{BV_ND_PN_%4 1 PHYB2_A_R.ab]
{BV_ND_PN_103_1_PHYB2_A_R.abl
PD_DO_PN_001_1_PHYB2 A_F.ubl
fBV_ND_PN_94_1 PHYB2_A_F.bl
: BV_ND_PN_92 1 PHYB2_A F.bl
o4PD_IA_PN_004_1_PHYB2_A_F.ab]
PD_IA_PN_004_1 PHYB2_A_R.abl
BV_ND_PN_103_1_PHYB2_A_F.ib]
BV_ND_PN_92_ 1 PHYB2_A _R.abl

0

IBV_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_A_R.abl

PHYB2_AMPLICON_POPULUS_NIGRA
PD_RM_PN_005_1 PHYB2_A_F.abl

(0.009

| PD_EM_PN_0{5_1_PHYB2_A_R.abl

Figure 1: Pinlogenaric mee
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4) Exploiter les SNP

e Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les séquences

- Cligquer sur Reroot (outgroup) puis sur les séquences BV_ND PN _BAUMIER

Select an action and click leaf or internal branch:
Colorize [ leaf branch  choose a color [blue | and a legend label | |

Feroot (outgroup)
Flip (flip an entire tree at a node)

Tree Rendering results

=INRA
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BYV_ND_PN_94_1_PHYB2_A_R.abl
BYV_ND_PN_103_1_PHYB2_A_R.abl

PD_DO_PN_001_1_PHYB2_A_F.abl

BV _ND_PN 94 1 PHYB2_A_Fabl

BV_ND_PN 92 1 _PHYB2_A_Fabl
PD_IA_PN_004_1_PHYB2_A_Fabl
PD_IA_PN_004_1_PHYB2_A_R.abl
BYV_ND_PN_103_1_PHYB2_A_F.abl

BV_ND_PN 92 1 PHYB2_A_R.abl

PHY B2_AMPLICON_POPULUS_NIGRA
PD_RM_PN_005_1_PHYB2_A_F.abl
IPD_RM_PN_005_1_ PHYB2_A_R.abl
PD_DO_PN_001_1_PHYB2_A_R.abl
BV_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_A_F.abl

BV_ND_PN_BAUMIER_1_PHYB2_A_R.abl

0.01

Figure 1: Plylogenetic iree
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4) Exploiter les SNP

e Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les séquences

Si vous avez un individu, vous verrez avec quelle référence il sera associé
Si vous avez plusieurs individus, vous pourrez peut-étre associer un groupe a une origine
géographique ou un phénotype...
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4) Exploiter les SNP

e Identification du genre de peuplier séquencé / Estimer une distance entre les séquences

- Sivous avez un individu, vous verrez avec quelle référence il sera associé
- Si vous avez plusieurs individus, vous pourrez peut-étre associer un groupe a une origine
géographique ou un phénotype...

e Caractérisation du SNP : a-t-il un impact sur la protéine Populus trichocarpa v3.0

- Aller sur le site du JGI :
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html# Tools/BLAST

- 1.Select a Target / Populus trichocarpa v3.0

_ 2.Build your query / Coller la séquence de la référence >PHYB2_ AMPLICON_POPULUS_NIGRA et

= INRA
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4) Exploiter les SNP

e Caractérisation du SNP : a-t-il un impact sur la protéine ?

/ = Needleman-Wunsch alic X \<“‘\'.' YASS : genomic similarit, X >/ ®. Phytozome v12.0: Seque X \\ N\

INRA

T==" SCIENCE & IMPACT

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

_ C“quer Sur Ie mei”eur résultat « S>3 C O | @ Sécurisé | https://phytozome,jgi.doe.gov/pz/portal.html#lseqQueryResults?id=1359871

Phytozomeds 12

1JGI X

THE PLANT GENOMICS RESOURCE

JGI HOME

LOG IN

Species = | Tools - |

Info ~ | Download - | Help - | Cart | Subscribe

44 Previous view

BLAST Results

?  Help with this page

Actions

+*BLAST Inputs

C' Revise query

¥ Lawnch Jalview letters)
aa Find related . - Program BLASTN 2.2.26+
+ Add fo cart
& Composite family Hits Found 3
My Data (0) Defline
™ View cart
+ Add to cart B Chrid
A Upload user data

b chros

1

W Delete data P chri3
Settings

& Species display

Y Family filter

T Homolog filter

Score

1160.9

521.0

718

Query PHYBZ_AMPLICON_POPULUS_NIGRA (663 letters)
Target Populus trichocarpa v3.0 genome (1446 sequences, 434134862 total

0.0

0.0

TEE-1

Output Modifications | Apply |
Clear JBrowse (O Yes ® No
View | Target | Query
Allow Query Overlap ®yes O No
Max Intron Size | s5pgp

Download results | Select BLAST format v
Target View [click to view in JB ]
Feature scale Targst scale

100.0 o 22M

| B—
L3
Feature scale
100.0

| B—
L 1
Featurs scals

100.0

I

&

e —

Target scale
a 1M
e —

4
Target scale

o 16M
e — |
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4) Exploiter les SNP

e Caractérisation du SNP :

a-t-il un impact sur la protéine ?

22 Needleman-Wunsch alic x\/";: YASS : genomic similarit x_\ 8. JBrowse Chrl0:15578002 % \§

Allo|m] 3k
&« C (Y | & Sécurisé | https://phytozome.jgi.doe.gov/jbrowse/index.htmi?data=genomes%2FPtrichocarpa&loc=Chrl0%3A15578002.. 308&tracks=UserBlastResults%2CTranscripts%2CAlt_Transcripts%2CPASA_assembly%2CBlastx_protein&highlight= | o
\
' JGl X Phytozomeds 12 161 HOME
b THE PLANT GENOMICS RESOURCE
Available Tracks il Populus trichocarpa v: File View Help
Miilter tracks 2,000,000 000,000 000,000 8,000,000 12,000,000 14,000,000 6,000,000 18,000,000 20,000,000
Q Q @\Q chr10] ~ |[Chr10:15578002.15578730 (730 b) | Go i & |I%
06 =
Il R:fp:rence sequence 000 15678125 15,578.250 15,578,375 15,578,500 15,578,625
|#/ User Blast Results

~ Alignments 10

|#] BLASTX Plant Proteins

|| BLATX Other Plant Proteins
|| BLATX Plant Proteins

) Log-Scale RNA-Seq Caverage
] PASA Aligned EST/cDNA

) PASA Aligned Sibling EST/cDNA
|#] PASA Assembled EST

] PASA Assembled Sibling EST
] Plant TA/EST/cDNA

) RepeatMasker

~ Expression Analysis 1 A
|| Gene Atlas Gene-level Expression
~ Mapped Transcripts 2

(] PASA Align v2.2
[ ] PASA Align v2.2 invalid

~ Methylation Analysis 10

(L) MeDIP-seq reads (bud tissue)

| MeDIP-seq reads (callus tissue)

|| MeDIP-seq reads (female catkin tissue)

) MeDIP-seq reads (internode explant tissue)

) MeDIP-seq reads (leaf tissue)

|| MeDIP-seq reads (male catkin tissue)

) MeDIP-seq reads (phloem tissue)

) MeDIP-seq reads (regenerated internode tissue)
(] MeDIP-seq reads (root tissue)

) MeDIP-seq reads (xylem tissue)

~ Population variation 1
|| NatureGenetics2014 full 549 sample combined analysis
~ Subpopulation variation (MatureGenetics2014) 20

| Black Creek

L Chilliwack

|| Columbia

] Dean

|| Harrison

) Homathko

[ Kitimat e
Contact Disclaimer

ection 508 Statement

©1997-2017 The Regents of the University of California

User Blast Results ,W7 1 0 feature] [eValue =

Transcript L,

Alternative Transcript "
_—

PASA Assembled EST

BLASTX Plant Proteins e

Alignement de notre séquence ET des transcrits présents dans la base
=> |"amplicon PHYB2 correspond a de I'exon
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ENERGY Science
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025 | |

s
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4) Exploiter les SNP

e Caractérisation du SNP : a-t-il un impact sur la protéine ?

EPGV

Etude du Polymorphisme
des Génomes Végétaux

- Recherche du codon START (méthionine ATG) dans la séquence de référence PHYB2_AMPLICON_POPULUS_NIGRA

TETT e T A G AT ET TACA GG TOAL AR A TG TAA TG GACAALTACGTICTTATACASGETCATTATAAGGCT
ATTETE A LA STCCCARTCCTTCEATCCCTCCEATT T TGLTTCAGATEAGAACACATGTTELTTEGARTEE Ak
CACTGCCAT GEAAALL CTCACAGEATE T CAGEGEGAAETTGTIGECALGATGTTEETTGEEGAGETTTT
TG A ETTE T ETAG G CTCAS B EETC LA AT ECACTGA AR AT TCATEAT TG LLC TG CACAATE CAATTGEA

G EATA AT AL A A AL S TTAC LT TTTCATTET TG ACCEGAAT A AL LA AR TETGLALACTCTCTTGACAS
T AL A T TAATAT E A G G ACATATTATT G A G CTTCTECTTCT TECAGATTECAATTCOTEAGTT

GCAECARA CTTTGAAAGTT A AAACAGLACG A AAARALS SCTTTECALAGEATEARACACTTEECTTACAT
T A CA A TAA AL S AT CTT T EA G TG ETATACECTT TACCAACTCACTTITEEAGAACACAEACTTEALTE
AEGATCAA A AT TTCT A G ACTA TG TECATET CAALAACACATATTGAAGAT CATACGAGACATTG

ATCTTGAT

- Sous Genalys, afficher la traduction des codons en acides aminés : View / Show Translation
- Choisir le bon cadre de lecture (il ne produit pas de codon stop dans la séquence) : View / Frame /1,2 ou 3
=> Vous obtenez le START (1¢¢ méthyonine)

- Pos_79 : GTG = Val=Valine versus GTA = Valine
- Pos_97 : TCG = Ser=Serine versus TCA = Serine
- Pos_106 : CCG = Pro=Proline versus CCA = Proline
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4) Exploiter les SNP

e Caractérisation du SNP : a-t-il un impact sur la protéine ?

- Le SNP détecté dans le fragment de 250pb de PHYB2 n’a aucun impact sur la protéine
=> on parle de polymorphisme neutre

- |l existe des mutations favorables, déléteres et neutres

t;Z§IPJ2£\
EPGV
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Merci et Bonnes Analyses !
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