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> Etude du polymorphisme ded génomes végétaux
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3 génomes chez les plantes:
Nucléaire
Mitochondrial
Chloroplastique

Génomes de taille variable
Arabidopsis: 120 Mb
Tomate : 950 Mb
Mais: 2 300 Mb
Blé tendre: 17 000 Mb

Structure parfois polyploide du
génome

Blé dur 4X ,Blé tendre 6X
Rose de 2X a 10X

Diversité génétique large
Espéeces cultivées

Espéces sauvages
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> Etude dypolymorphismedes génomes végétaux

Variété de polymorphismes allant
D’une paire de bases : SNP
De quelques paires de base : petits indels, PAV, SSR (microsatellites)
De nombreuses paires de bases/portion de chromosome : variations structurales (SV)

Génotypage d’individus pour 1 ou plusieurs
marqueurs genétiques (SNP ou SV) g\ structural Variant

(variation structurale).

»

SNP: Single Nucleotide Polymorphism
(polymorphisme au niveau d’un seul
nucléotide).

INRAZ EPSY.

des Génomes Végétaux
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> Le génotypage

Définition : Le génotypage vise a déterminer l'identité d'une variation génétique (SNP ou
SV), a une position spécifique sur tout ou partie du génome, pour un individu ou un
groupe d'individus donné appartenant a une espece animale, végétale, fongique...

Individu Séquence
A ATTTAAGQCGCTTCCCGG........ GGC ATTTGCGC
B ATTTAAACGCTTCCCGG........ GGCC ATTTGCGC
Substitution Insertion/délétion

 Marqueur génétique de choix
- Marqueur bi-allélique 98%
- Tres fréquent
- Identification précise
* Comment connaitre et sélectionner des SNP?

- En séquencant quelques individus représentant la diversité génétique de I'espece.

INRAZ EPCSV

des Génomes Végétaux
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> Lamélioration des plantes
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> Lamélioration des plantes

Teosinte Teosinte Maize
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> Lamélioration des plantes

~

Identifier les polymorphismes (SNPs / SVs) existants dans les
populations « pré-breeding » pour les relier aux caracteres d’intéréts

Besoins

Suivre précisément les polymorphismes liés aux caracteres d’intéréts
dans les descendances issues de croisements

Teosinte Maize
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> Génotypage de SNPs ciblés par séguencage

Principe:
Hybridation et extension par sonde spécifique (Allegro) / capture du fragment ADN par sonde spécifique (NEB)
Amplification puis séquencage NGS partiel du brin synthétisé

» NEW ENGLAND s = ; 3 Genomic

OTECAN. oLabs. = : oo

!
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F t Ligat Amplif End Repair, 6 B s
ragmen 'gate and Extend mpiity 5'Phos?l':;rylaﬁnn, vl - 3
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T TTTITT TR e L
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bait hybridization == Bioiin bai
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> Génotypage de SNPs ciblés par séguencage

Principe:
Hybridation et extension par sonde spécifique (Allegro) / capture du fragment ADN par sonde spécifique (NEB)
Amplification puis séquencage NGS partiel du brin synthétisé
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> SNPs de novo pour Diversité génétique

1249,315,729-249,315,805 Go T = @g F = 3 | _»';\:EH"ENG!.A.\'D

oLabs;.

SNP de novo B SNP de novo B SNP cible SNP de novo

177 bp
249 3135 760 bp 249 35 780 bp 49 3135 200 bp 2439 315 920 bp 249 315 840 bp 249 315 860 bp
1 I I I I I 1 I 1 I

Sonde 1 Sonde 2
I 7
Genotyping Solution
Amaizing (mais) Resilens (lentille) Amaizing (mais)
110 SNPs 25 000 SNPs 2 500 SNPs
De novo SNPs + indels 1bp
Nb SNPs de novo 650 ~6x cibles 188 159 ~7,5x cibles 60 269 ~23x cibles
Distance au SNP ciblé +- 100 nt +- 100 nt (Ref partielle) +-400 nt (Ref génome)
Génotypes
Répétabilité 80% 84% 84,1 %
Données manquantes 22,3 % (12,4 % Ref) 17,5 % (12,1 % Ref) 14,1 % (Ref)
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> Au-dela du SNP, quelles sont les perspectives?

Adapter les outils « génotypage ciblé par séquencage » au génotypage de
variants structuraux (SVs)

1- séquencgage PAV 2- alignements 3- appel des génotypes
- LLLLLELLLL |W 0/ 0
D’apres Lecompte et al, 2020 (IR EN NN EREEEE]

v' Exemple : Génotypage d’une délétion de 2 bases-alignement

._.-.llll-lll-lllllllll.llll.lllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII' REf A ref

.--llllII|||||||||||I_IIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIII“IIIIIIlIIIlllllllllln Del 1/1
...II"IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIILIIIIllIllll-lll-lln--. DE' O/ 1

aaaaaaaaaaaaaaaaaa
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> Variants Structuraux (poster Romane Guilbaud)

Impliqués dans traits agronomiques / interactions biotiques

- Détection idéale en long reads (SS)

- Détection imprécise et fort taux de faux positifs (=FDR) en short reads
=>» détection outdatée
=>» génotypage de SVs connus possible, mais long reads pour la détection (SS)

» Difficile a grande échelle

Besoin d’un outil pour filtrer les faux positifs dans pop.
d’amélioration

INRAZ EPSV
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> Variants Structuraux (poster Romane Guilbaud)

Impliqués dans traits agronomiques / interactions biotiques

- Détection idéale en long reads (SS)

- Détection imprécise et fort taux de faux positifs (=FDR) en short reads
=>» détection outdatée
=>» génotypage de SVs connus possible, mais long reads pour la détection (SS)

» Difficile a grande échelle

Besoin d’un outil pour filtrer les faux positifs dans pop.
d’amélioration

Si trios parents/descendant disponibles (souvent — croisements)
» Ségrégation mendélienne

x0/0 0/1 1/1
0/0 0/0 0/0, 0/1 0/1
0/1 0/0, 0/1 0/0,0/1,1/1 0/1,1/1
1/1 0/1 0/1, 1/1 1/1
G. Mendel
INRAZ [EPGV (1822-1884)
Exploitation de la puissance du séquencgage pour I'amélioration des plantes p. 14
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|dentification de nouveaux marqueurs — les SVs

Exemple chez le peuplier noir

San-
5 Gorgio 5
? BOOHEG2 ‘
27X
BDG
(Div-7) L\."ZGB':E 71%?\;31';’02 71077-308 71072-501 SRZ
Prigra_B ; BOO175V
Dssnaﬁ? P—. BOOHEBQ, BOOHBGI BOOHEFU
iy 10X 9x
73182-009 662200216 | 662200039 | 662200057 | 662200037 72131-017 662200098 662200357 662200495 662200426
BOOHEBN BOOHGBM BOOHEFW BOOHGFX BOOHEBK BOOHEB) BOOHGFY BOOHGFZ BOOHEGO BOOHGFP
ELs 6X 12X 10X 11X 2 ax 24X
G1584-001 662201338
BOOHSYU BOOHS04
71034-2-4-
92510-1 SsC 06 H480 73193-056 73193-089 72146-11 73193-091 3824-3 71069-914 71040 72145-7
BOOHEBP BOOHEG) B00HEFO BOOHEGS BOOHEBI BOOHEBL BOOHEGS BOOHEFR BOOHEFS BOOHEGA BOOHEBO BOOCWSS
13X 10X 13X 11X a9x 12X 9x 30X a9
662200654 GIS60-076 GIS89-052 GIS68-098 GIS70-046 GlS88-018
BOOHRYI BOOH6GD BOOHSVA BOOHT2U BOOHTA42 BOOHSV1
29X 21X 31X

INRAZ EPSV.

des Génomes Végétaux
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|dentification de nouveaux marqueurs — les

Exemple chez le peuplier noir

San-
Gorgio
BOOHEG2
27X

71041-3-402
(Div-1)
BOOHEBQ
9xX
73182-009 662200216 . 662200039 66 662200037 72131-017 662200098
BOOHGBN BOOHGBM BOOHEFW BOOHEBK BOOH6EB) BOOHBFY
7X 6X 12X 10X 11X 21X
GI584-001 662201338
BOOHSYU BOOHSO4
21X
92510-1 ssC 7103;6‘1'4' H480 73193-056 73193-089 72146-11 73193-091
BOOHEBP BOOHEG) BOOHBFG BOOH6GS BOOHSBI BOOHGBL BOOH6GS BOOHGFR
13X 13X 11X 9X 12X 9X
10X
662200654 GIS60-076 GIS83-052 GIS68-098
BOOHRY! BOOHEGD BOOHSVA BOOHT2U
29X 21X

INRAZ EPSV.

des Génomes Végétaux
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71077-308
BOOHGGI

662200357 662200495
BOOHEFZ BOOH6GO

ax 24X

3824-3 71069-914
BOOHEFS BOOHEGA
30X

GIS70-046
BOOHTA42

71072-501 SRZ
BOOHEFU BOO175V

662200426
BOOH6FP

71040 72145-7
BOOHEBO BOOCW99
9

GIS88-018
BOOHSV1
31X

S
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> Identification de nouveaux marqueurs — les SVs

Exemple chez le peuplier noir

111 693 100-
90000- 75-
B >50Kb
B 10Kb-50Kb
50- B 1Kb-10Kb
60000- DEL [ 100pb-1kb
m.lsp [ 50-100pb
44 403 INV
25-
30000- 25 303
0.
DEL DUP INS INV

% SV
o

0- SV type
Filtered SV Coherent SV SV in genes
Nombre et types de SVs Pourcentage des SVs cohérents associés aux
genes en fonction de leur taille et de leur
type
INRAZ EPSV
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> Identification de nouveaux marqueurs — les SVs

Exemple chez le peuplier noir

- Intéréts:
- Ségrégation : test trés conservatif = - de SNPs, mais + robustes
- Remet les short reads au go(lt du jour (SRA 1)
sans nouveau séq. ($$ ©)

- Limitations :
- Profondeur (vieilles données = faible prof.)
- Pas tous SVs détectables (< 100 kb, types)

Catalogue de SVs intra- et inter- spécifique
- Voir poster Romane Guilbaud ©

»

eeeeeeeeeeeeeeeeee
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> Adaptive Sampling — NAS

Nouveau développement — in progress

Caractéristique unique et intrinseque du séquengage Nanopore ONT

nanopore
protein

current intensity

membrane

time

ACTGCT..

aaaaaaaaaaaaaaaaaa
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> Adaptive Sampling — NAS

Nouveau développement — in progress

Caractéristique unique et intrinseque du séquengage Nanopore ONT

Strand approaches
nanopore

INRAG E

Region of interest

s
0
o
S
[0

L

£

—
o
c

2
=)
@
—
o

=z

Region of
interest
found.

Sequencing
continues

Strand is
sequenced
and analysed
in real time

Sequence
seen is not
in region
of interest.
Strand
ejected.
Nanopore
available for
next strand

Strand is
sequenced
and analysed
in real time
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Nanopore
completes
e sequencing,
available for
next strand

Subsequent
strand
sequenced
(shown here
with region
of interest)

p. 20



> Adaptive Sampling

Nouveau développement — in progress

Caractéristique unique et intrinseque du séquengcage Nanopore ONT

Enrichissement / déplétion de « régions » cibles

Enrichissement de taxons dans métagénomes ou avec contaminations (espéces rares,
pathogenes dans tissus hotes, etc)

Enrichissement de genes diagnostiques (maladi@ agronomiques, ejx)

Déplétion de séquences assemblées (« genome finishing », contaminations)

I N RA@ EPmCmi;V https://www.keygene.com/whitepaper-readuntil
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> NLR-ome : « multiply and resist »

M angiosperms.
1 gymnosperms
I mosses

M iverwort

green
algae

1157

Arabidopsis thaliana 2 — 160
Capsella rubella £ 116
Brassica oleracea ;L 312
Brassica rapa* — 187
Carica papaya y/ -7
_:Gossypmm hirsutum $b =5
Theobroma cacao gy sl 667
Eucalyptus grandisgj) o O
Citrus clementina ' N 054
Fragaria vesca ¢ 165
Prunus persica 8 55
Pyrus x ‘ 17
Malus domestica @)
Glycine maxgfie 23
I [ ' 762
Lupinus albus. ,'Il - 84
Populus 4 —— 1)
Cucumis sa((vus/ - 58
Utricularia gibba ' { &
'| E Solanum lubemsum& T 235
Solanum lympsmcum‘ f Cr—— R
fee Actinidiia deliciosa @9 — 6
Helianthus annuus § 003
Setaria italica J\ O —— 56
-Zea mays, I 151
Sorghum bicolof 302
Oryza sativa f= E— 445
Oryza longistaminata/ I 0 1
Aegilops tauschif |5
Triticum aestivum'®y
Brachypodium a:s:acnyong_ — 305
-Ananas comosus S 152
Wolffia australiana g 1n
Spirodela polyrhiza Re - 70
W 106

e PinIUIS ta€da, t
Sequoiadendron giganteum ’
P

F patons ¥
r

nitens§ —

hlorelia zofingiensis ¥

INRAZ

600 900
NLR genes (NB-ARC)

1200

Barragan, A. C., & Weigel, D. (2021). Plant NLR diversity: the known unknowns of Pan-NLRomes. The Plant Cell, 33(4), 814-
831.

Single-gene NLR locus

L L
LR START BUEL L]

duplication
—O-oum oMl O -
deletion
—O—oeam — O v
inversion

OH v

point mutation

4:)—‘.—0— v

revival from pseudogene

O mee O v
recombination
—O— e —O— v
relocation
— e O—O— v
domain fusion

Qe O O v

domain deletion

'__C)—'— v

retroelement insertion

_ -©—@— v

gene conversion

QES0- O O <

neofunctionalization

Multi-gene NLR cluster

—— 00D eems - 0omm-—
~—— OO SSHE- OO OO G- OO -

() )
LW FINISHE S

TIR/CC/RPWS_ wr @

NB-ARC
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. non-NLR gene ‘pointmuiation * retroelement
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> Clusters NLR chez Cucumis melo

Génome du melon

- ~450 Mb . - - . -
1. psaudo_VaiRay,

oy PESTL I e
- Lignées pures (ou quasiment) T 0Ac (fTe [ [T
I o ol vl g T

z5257
@82 va2 . gam |
usters [ "
M5 g0t 010 VEs1 1 vt g13 M7 VaiRey g249  g2®
08, 5 v 111 g2z| @22 g247; | g253 “

- >10 clusters (~80 génes) —

‘ Pt . 370 U e e
- VAT (~15 geénes) bien caractérisé rf L LHL \ f l L |L| ) U N \]f“
dans plusieurs variétés (lllumina e T S
= mfffee ¢ ¢ Ay

- Nombre de genes variable

- Différent genes avec nombre de {4
domaines variable e —— o

uuuuuuu

|
- 6 transposons insérés dans pseudo- H LH | U N
genes

INRAZ
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> Méthode

* Design du panel de séquences a enrichir
» Extraction des séquences des génes NLR / clusters
* +10 kb de régions flanquantes en 5’ et 3’ pour chaque région - référence

# Target ~ 1% of the melon genome

NAS
* Test sur demi-flowcell

e 256 canaux « enrichis » / 256 canaux séquencant as usual 1 T

* Comparaison in silico de I'enrichissement relatif (méme librairie, méme flowcell)

* runde 90h Séquencage standard
INRAZ
Exploitation de la puissance du séquencgage pour I'amélioration des plantes p. 75
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2 Contrdle Qualité - séquencage

QC séqguencage Nanopore

12 640 451 249 3 381 069

900 000 000

600 000 000

Number of Bases

300 000 000

3739 136830

Cumulative bases distribution of the 99.99 % smallest reads

N

reads rejetés

Reads length distribution of the 89.99 % smallest reads.

nnnnnn

ooooo

0 20 000

INRAZ EPSV.
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40 000 60 000 80 000

Read Length (bp)
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17 098

75

Read Quality
(8]
o

25

411 272 626 344

Read Length vs Read Quality

19.27 36,90

‘I
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o 1 |
IlHll [ III
‘ \ II‘IJ 1 II‘\ HJI”I‘
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100 1000 10 000
Read length (bp)

100 000



® Comparaison visuelle (mapping)

Super-Scaffold_100008:748,761-1,256,324
1 |

- 507 kb -
200 kb 900 ki 1 000 ki 1100 kb 1200 ki
| | | | | |
T
p-31
NASSeq_mapped_anso.bam Co i|| |I H" ‘ | |
s i, il stk mbn con NI i o s e ettt o kot s aiiN] || ||“|I |||"i|ﬂh-. PYRERTY TR, TR T U (P it i i e

MNASSeq_mapped_anso.bam

standardSeq_mapped_anso.bam
rage

I ”II"' "'"'""‘ .‘ur HI "'"1 !
#ﬁ
.,-*ml ”“-.-l'j'4

|
1 mi 1 |y TR
standardSeq_mapped_anso.ban ! g 0 0 ]! - g " 1 e W ! u | 1. ' ik -
= l [l . 1 I
mllm
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® Comparaison visuelle (mapping)

Super-Scaffold_100005:17,019,933-17,316,591

Séquences répétées ?

- 296 kb -
17 100 kb 17 200 kb 17 300 kb
| | 1 |
T

HNASSeq_mapped_anso.bam Co

NASSeq_mapped_anso.bam

bl il ke Illﬂmmm HI A 1 ak

p-t1
1 Wainlidat 6 Vi . i 11 NWHHMM‘ “N"hlm |“hhlhﬂl| b i 1. oo, ol 1A B D b b il vt 0 Lo il i

standardSeq_mapped_anso.bam
rage

standardSeq_mapped_anso.bam

p-1

s = el -,I-L-‘l"q' " St e R .""q
L “:, I.::m [Hh|.+|' 1 -‘II I“-I |I #n- f |' U-* '|| | e “"#
| i b iy m,_ ey i
|

Hy
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2 Comparaison par régions (mapping)

Chrom cov Regioncov Chromcov Region cov Enrichment Enrichment

Chromosome NAS NAS standard standard NAS standard enrichment

Super-Scaffold_6 6,9 31,22 14,58 16,6 4,52 1,14 3,97
Super-Scaffold_7 5,44 24,75 18,15 12,59 4,55 0,69 6,56
Super-Scaffold_17 9,02 35,16 16,37 15,56 3,90 0,95 4,10
Super-Scaffold_17 9,02 30,23 16,37 12,47 3,35 0,76 4,40
Super-Scaffold_78 10,13 34,36 15,17 15,21 3,44 1,00 3,43
Super-Scaffold_78 10,13 30,31 15,17 13,7 2,99 0,90 3,31 Cluster VAT
Super-Scaffold_78 10,13 19,15 15,17 11,48 1,89 0,76
Super-Scaffold_100005 7,17 26,29 15,33 14,11 3,67 0,92 3,98
Super-Scaffold_100006 8,15 30,79 14,25 13,4 3,78 0,94 4,02
Super-Scaffold_100008 6,34 24,09 15,58 13,38 3,30 0,86 4,42
Super-Scaffold_100008 6,34 26,34 15,58 14,46 4,15 0,93 4,48
Super-Scaffold_100010 9,26 24,02 20,84 13,26 2,59 0,64 4,08
Super-Scaffold_100018 9,06 34,58 18,95 15,87 3,32 0,84 4,56
Super-Scaffold_100019 6,23 34,96 17,57 13,38 5,61 0,76 @
Super-Scaffold_100020 4,9 23,83 15,95 13,52 4,86 0,85 5,74
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331M  497M  663M  828M  994M 116M  1326M  1491M

166M

> Comparaison de I'assemblage des régions cibles NAS
vs standard

anso_canu_100x_pilon4_om_v3.6.1_15rgenesclusters anso_canu_100x_pilond_om_v3.6.1_15rgenssclusters
[Super-Scaffold_100.. || [Super-Scaffold_100018:4158...8u.., |S.. Super-Scaffold_17.65..| | |Super-Scafiold_78:24..| Super-Scaffold_78:... {Super-Scaffold_100... || [Super-Scaffold_100018:4159...Su... |S...{Super-Scaffold_17:65... | |Super-Scaffold_78:24..| Super-Scaffold_T8....|
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> Perspectives

Génotypage SNPs
-« carrosser » le pipeline d’analyse pour prod. -> stage M1 Benjamin Loire
- Renforcer notre expertise -> IB21 (comparaison technos sur plusieurs especes)

- Poursuivre les analyses sur SVs / reconstruction d’haplotypes (projet Amaizing)

Génotypage SVs
- cf. poster Romane Guilbaud
- Comparer avec approches long reads (avec et sans trios)

- Valider certains SVs « prometteurs »

Nanopore Adaptive Sampling
- Améliorer la référence (Vendelbo et al. 2022, GAFL, séquences répétées, etc)
- Test du kit 14 (output + Q20+)

- Tester autres usages potentiels (genome finishing, grandes régions / bras de
chromosomes, etc) / sur d’autres espéces

INRAZ EPSV

des Génomes Végétaux
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