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Introduction

Reséquencage de 1000 regions du géenome de la vigne

- cartographie de la diversité SNP et indel
(identification SNP et carte génétique)

- évolution du polymorphisme le long du génome

(étude évolution génome et trace sélection)

- comparaison polymoprhisme entre especes
- alimentation de projets a venir : m
DL-Vitis
GrapeReSeq PARIS-SUD 11

Génétique d’association
Trace sélection (Tm

UNIVERSITE

27 V. Vinifera, 7 sylvestris et 12 especes utilisées en amélioration
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M&M

A.1. Critéres pour le choix des géenes

400 genes candidats
(Evry, Montpellier, Bordeaux, Colmar)

(métabolisme du fer, résistance, taille de la baie, tanins...)

110 génes dans deux régions QTL pour étude DL
(QTL tanins et taille de la baie)

500 genes bien repartis — 19 chr + random

100 genes pour remplir les trous physiques
(>750M pb)




M&M

A.2. Filtres utilisés pour la recherche automatique des
AdMOrces (V. Thareau, SPADS-Primer3) .

- tm homogene (haut débit)
- évitement auto-hybridation amorces

- taille amplicon < 1300 puis 700

- specificité de I'amplification

- match Unigenes (manuelle)
- maximiser le % d’exon

- position




M&M

B. Cartographie

135 genes dans Chr Un-random
Environ 42 genes par chromosome
Distance min = 3k pb (2 genes candidats)

Distance max = 3379k pb
(chr 2, désert génique)

Distance moyenne = 500k pb

(taille genome de la vigne = 460M pb)
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M&M
B_ Cartoqraph|e Position of amplicons on chromosomes

Chrd Chri0 Chri1

7]

Cette carte a été construite a partir
des positions de 920 amplicons
(moins le Chr random)
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(seulement quelques chrs sont
representeés)

QTL
Tanins
2G pb

55 probes




M&M Position of amplicons on chromosomes
Chri Chri7 Chrig

B. Cartographie
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C. Echantillon étudié

CC24 - Est 17 + Sultanine

CC24 - Quest 7 + Syrah
0024

CC24 - Cuve ) A Mol Ecor
CC24 - Table rroyo et al., Mol. Ecol. 2006

MULTIPLE ORIGINS OF CULTIVATED GRAPEVINE 3711

V. sylvestris 7
7

Especes Amérique _

CHLOROTYPES
.

. Eastern Europe f
Central.ft.mpa 2 r

. & e
sy " ltalian 2

Iberian P ;T ‘,'Ba“m”g: =
Total ADNs “?:‘ Mg, - % w.? \J\-/\/K

Wild
Especes Asie *:]:

. Y > .Or‘

IBP CEU ITP
n fei=2) &8 8 27 8 132 20
h+8D 0.13£0.05 0032001 D43:005 034:005 040+0.08 0.36£0.05 044009
= EPDDNDDI
IBP CEU ITP MAF BAP EEU NEA MEA
n E1 58 &2 34 &7 108 75 80

ht8D 0.27£0.04 0.39£0.06 03891003 041007 0432007 040006 041£0.07 0.26£0.07



C. Echantillon étudié

Structure of the cultivated sample
(Structure) : CC24 + Syrah + Sultanine

@ Cuve Ouest
O Cuve Est
O Table Est

D’apres Le Cunff et al., 2008



D. Qualité du reséquencage

Exemple d’'un microsat hétérozygote

W Lock  Columns[1 2[3]4] Rows: 1)2[3)4J5 6| W Show corfidence  Savesettings|

#+2 77 p/ cAKO_0B5-1386_W/0071064,_J06_16




D. Qualité du résé

Exemple d’'un pseudogene qui co-amplifie

Tt 2
v Lock Enlumns:ﬁ 2|3/ 4| Rows: 1]2(3 4|5ﬂ ¥ Show confidence  Save seltings| v Compact Close| Help »»

Y

$+2 77 p 4 cARO0_054-13035_W00774_17_16
EO

I Inaansan TV AR WA man/N Vi |

FCTTTCAAGY CCCTGTTCCAT GG- G- "GCLCAARMWRMNYT TTRKKYEK GEK WAWMRAAAWAT
280 300 310 320 330 340

4 *

#+4 77 p / cARB_054-13032 W07 74_123_16
i : :

]

[ CTTTCAAGCCCCTGTTCCAT ) GG G- T 6. e AR G EREs T G A AR T B CIRTR AEE
250 300 310 320 330 340

< 4

#+5 77 p / cA55_054-13038 WWO10774_K13_16
A

:I :I : / ASLAAAN ALANA WAR el (A |

FeT " T'T - CEAAGY CEC T T T € CAT-T " " GCAARMWHRMNYT TT RK KYKGKEKWAWMR A A AAWK
280 300 azo 330 340

< >

$#+6 77 p / cCAF_054-13036_WVO10774 1916

BV WY Ao WA AR eV Wi

FrCTTTCAAGTLCCOTGTTCCAT CG G- T GC/AARMWREMNYT TTRTKYGGKK WAWHMR AAAAT A
] 280 300 310 320 330 340

< >




D. Qualité du reséquencage — récapitulatif

(parametre TPAR Phred)

N sequences totales

52 542

100%

N. sequences illisibles

4 229

8%

N. sequences mauvaise qualité

6 658

13%

N. sequences lisibles

41 655

79%

N genes sequencés

1116

100%

N genes exploitables

920

82%

N génes lus manuellement

700

63%

N génes lus automatiguement (poly morfind)

920

82%

N séq illisibles a cause de I'hétérozygotie

9212

18%

N sequences illisibles pour d'autres causes

1675

3%




Exploitation bioinformatique et
stockage des données




i 920 génes i

Analyse manuelle Analyse automatique

!

. :
1h/ géne Détection SNP Polymorfind [RIGFAELE
oo |

dump.txt outfile outfile

N l

SIENES Mapping sur le génome
ezl (intron, exon, synonymes...)

Information individus / génotypage SNP /
annotation SNP / séquences

Requétes: _ Outil comparatif des résultats :

Positions successives des SNP | ........ Base de données vl Détection SNPs
sur le chromosome MySQL

Pourcentage de données
manquantes pour chaque SNP
Tri des SNP positionnés dans

les exons CRZIWAYENE Reconstruction haplotypes

Génotypage pour ces SNPs

NIBLB Calculs des indices de diversité




SNP Analysis

| 1. Load your data || 2. Individuals selection | | 3. Run EXtraCtIO n deS
Input format: ® dump.rxr (from Staden) O FASTA alignment | nfO rm atl O n S a partl r
Number of filess: Ocollection  ® unique d ) un al | g neme nt

Upload a dump.ixi :

(| DL-TAI-17-03cs @ |

Or paste it here (load example)

+2 CAKO_DA411-1065A_DL-TAI-17-3 J18 6
+3 CARA_0411-1065A DL-TAI-17-3 P16 6
+4 CARB_0A411-1065A_DL-TAT-17-3 124 6
+5 cCAF_0411-1065A_DL-TAI-17-3 F20_6
+6 CCES_0411-1065A_DL-TAI-17-3 H24 6
+7 cCHB_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 B16 6
CCHI_0411- 10654 _DL-TAI-17-3_L16_6
©CHO_0411- 10654 _DL-TAI-17-3_P20_6
cEST_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 N22_6
cKAP_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 F22_6
€KIC_0411-1065A_DL-TAI-17-3 J14_6
cLAE_0411-1065A_DL-TAI-17-3 N16_6
CLAR 0411- 10654 DL-TAI-17-3 H20_6
cMAK_0411- 10654_DL-TAI-17-3_B24_6
cMED_0411- 1085A_DL-TAI-17-3 B16_6
€MEH_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 F16_6
cMUF_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 L24_6
cOA7_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 D20_6
CORL_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 D24_6
cPER_0411- 10654_DL-TAI-17-3_D18_6
cPLE_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 P22_6
Blast for mapping and annotation CPNI_0411- 10654 DL-TAI-17-3 122 6
cSUL_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 F24_6
CSYR_0411-1065A_DL-TAI-17-3 _N18_6
Database: cTIC_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 H14_6
€TSO_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 _F14_6
cUBU_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 L20_6
. SLAC_0411- 1065A_DL-TAI-17-3 N24_6
Gevalt pre-processing sSLAG D411-1065A DL-TAL-17-3 122 6
SLAP_0411- 10654 DL-TAI-17-3 F18_6
SLAS_0411-10654_DL-TAI-17-3_H16_6
Multiallelic locus treatment: STEU 0411-10654_DL-TAI-17-3 B20_6
o SVSD_0411- 10654 _DL-TAI-17-3 B22_6 e Yoo [P LML e A
@tr:m as missing data SVSF_0411-1065A_DL-TAI-17-3 L18 6 . A SN . LML Teeinnnens T .
CONSENSUS CATCCTCAGACTTC- GGGCAAGTTGAGCT AGCT AACAGGGAAAT - AAGAACAT CTY GAT GAAAGT GGT GAATT CC- ACAGAAA - GATTGGT CT ATT AGGCT T CA

€] replace minority allele by majority allele

¥ calculation of diversity indexes

dump.txt
SeqLLib pre-processing: issu de Staden

Discard sequences having more than % of marker with missing data

[[] Network analysis




SNP Analysis

| 1. Load your data | | 2. Individuals selection || 3. Run

MNumber of sequences: | gencs

unsclected selected

cTic [~ CAKO |- -
TS0 cARA SNP Analysis
clUBLU cARB
sLAC cCAF
sLAG cCES

sLAapP cCHB
s AS cCHI Gene Found on Gene name Numbier ‘

chromosome individuals

[ 1. Load your data | [ 2. Individuals selection |[ 3. Run || 4.1. SNP Infos |[ 4.2. Phasing |[ 4.3. Diversity |

Number Number Number Lml‘ Number Long SNP information Genotyping Bt

SNPs | multiallelic SNPs InDels InDels (>1)
sTEU cCHO DL-TAl-17-2 chrl? |GS\-’I\-’G[][][]I?546[][]I| [ | 4 | 0 | 0 | 0 DL-TAI-17-2.5np stal DL-TAI-17-2 genotvping data.xls[DL-TAI-17-2.con

s\VSD cEST
sVSE [+ ckAP

TCTCTCAGCCTCGCCATTTCTGCAAGAGCT GTCGGCGET ACTGGACCAALA /Gl GEGGGCGT CCTCCGT AATGTTCCTGT TGGAGGCGGET TGCCGGAAGACCAAGCGGT CCAAGGCGAAGT CGTCATC S equence
| [*]

Position cc Position on ch FeatureSNP type|SNP frequency|Nb readab le individ jori (Minority allele| Homozygotes majority allele|Homozygotes minority allele

22 P
Subm S0 5228683 exon [AMG] 17 % i G 4
5228923 exon [T B % 5

T
5228989 exon [T B % T
467 5229100 intron | [TAT] B G C

Genotyping

Individuals|pool|SNP|SNP type(Genotype|Code genotype
cARB = | 1| aoG) AA A

cCAF [AMG] AG
[AMG] AG
[AMG] AA
[AMG] AA

[AMG] AA

cCES
cAKD
CASS
cARA

cARBE
cCAF

[TiC] cC
[TiC] T
[TiC] cC

1 |

cCES

cAKD
CcASS
cARA
cARB
cC AF

[TiC] cC
[TiC] cC
[TiC] fetio!
[TiC] cC
[TiC] cC

&= (Génotypage

[ K N W A

cCES
cAKOD
CASS

[TiC] T
[TiC] cC
[TiC] cC

wlw|w

cARA
cARB

w

[TiC] cC
[TiC] T

Ala(alaf<|afna(n|n|n]<|0]e]|> ===

-




Polymorfind

| 1. Load your data || 2. Run Analyse automatique
Upload an archive (.zip, .tar.gz) containing all the ch mmﬂfﬂgﬂﬂ;; \:.\rse... p a r P O lym O r fi n d

Note: The archive must be in this form:

zip, tar.gz === +-- Individuall protocollId _geneName_xxx.abl
-- IndividualZ2 protocolId geneName xXx.abl
-- Individual3 protocolld_geneName_xxx.abl

Polymorfind

Optionnaly, you can filter on individuals. [1.Toad your data | [ 2. Run | | 3. SNP Infos |
Enter the list of individuals to consider (individuals separal

Gene  |Number individuals|Number SN'Ps|Number multiallelic SNPs|Number InDels SNP information Genotyping Consensus fasta alignment
DL-TAI-17-2 27 9 | 0 1 DL-TAL-17-2snp stats xls[DL-TAI-17-2 genotyping_dataxls|[DL-TAI- 17-2 cons.fas[DL-TAL- 17-2.align.fas

AAATTTCTGCTACTATAACACTACAACCTCTCTCAGCCTCGCCATTTCTGCAAGAGCT GT CGGCGGTACTGGACCAAL A/ G] GGGGGCGTCCTCCGTAAT GTTCCTGT TGGAGGCGGT TGCCGGAAG)
(] | [+]

Position consensus|SNP type|SNP frequency|Nb readable individus{Majority allele{Minority allele| majority allele minority allele
78 [AG] 20 % A G 20
150 [AAG] 4 % 4 25

[AMG] 4 % : 25

[A4G] T % : 23
[T/ 6
[TC] 2%

Gene : DL-TAI-17-2

Position  ||Software[SNP typeReadable ind|" SNP type[Readable ind|

minority minority

chr17 : 5228683 Staden [AKG] Polymorfind|  [AAS]

chrl? : 5228755) Staden [AG] Polymorfind|  [AAS]

chrl7 : 5228851| Staden [ANG] Polymorfind| [A&G]

chrl7 522 Staclen [AG] Polymorfind| [ACKG]

chrl7 : 3 Staden | [TAC] E Polymarfind| [TIC]

chr17 : 3 Staden | [T/ Polymerfind| [T/IC]

chr17 : 522 Staden | [T/C] 3 Polymarfind| [THC] Com aratif

chrl7 : 05 Staclen Polvmorfind|  indel

chr17 : 5229094 Staden | [As5] Polymorfind| [A/G] des résultats

chrl? : 5229100) Staden [T Polymorfind|  [TAC]

chr17 : 5229130 Staden Polymorfind|  indel

2 |chrl17 : 5229193 Staden [T Palymorfind

Difference in the list of analyzed individuals : cFER, cCAF, cKIC, cLAE




Exploitation des données : haplotypes, analyse de diversité

SNP Analysis

[ 1. Load your data |[ 2. Individuals selection |[ 3. Run |[ 4.1. SNP Infos || 4.2. Phasing |[ 4.3. Diversity || 4.4. Network analysis |

phased genotypes

Gene |

Number MNumber B o number distinct linkage
ped file var file tassel input file haploty, distinct haploty
individuals | SNPs . var L SAo i LA haplotypes disequilibrium

DL—TAI-I'.-‘—:l 9 | ) DL-TAI-17-2 ped [DL-TAT-17-2 wvar|DL-TAI-17-2 tassel i|||'\|||.|x|||)|.—'I'.'-.I-I?—Z.I|:||1Iu|v|\~.- DL-TAI-17-2.distinct _haplo.fas 5 DL-TAI-17-2.0d  |EL-TAI-17-2 phased genotvpe.fas

Family Individual Child rum D
cAKO Singleton AGCCCT
cAKO Singleton AGCCIT
cARA Singleton AGCCTT
cARA Singleton AGCCTT
cARB Singleton AGCCTT
cARB Singleton AGCCTT
cASS Singleton AGCCTT Block 1 (0 kby
cASS Singleton AGCCTT t

cCAF Singleton GICTT
Singleton GECTT

-

cCAF

cCES Singleton GCATT
cCES Singleton GCETT
cCHI Singleton AGCCTT
cCHI Singleton AGCCTT
cCHO Singleton AAMCCT
cCHO Singleton AICCTI

L N v v+ I v B e I ¥ (R Y St Ny P L P B S T o I

SNP Analysis

[ 1. Load your data |[ 2. Individuals selection |[ 3. Run |[ 4.1. SNP Infos |[ 4.2. Phasing || 4.3. Diversity || 4.4. Network analysis |

Gene  [Number individuals|Number SNPs phased genotypes number individuals for seqlib (sequence kength (sequence kength efficientnumber polymorphic sites| W Pi D |number haplotypes|heterozygoty

DL-TAI-17-1 34 i1 ~TAL-17- 1. phased genotvpe fas 30 2 522 i1 0.00246(0.002 19 [-0.27766 0.609
DL-TAI-17-2 3 10 ~TAI-17-2 phased genotvpe.fas 9 000333000 187)-1.21310 0.576
DL-TAl-17-3 = TAl-17-3 phased genotvpe.tas E +4 0.0 18001002007 0,38705 E 0.981
-]
&

DL-TAI-17-4 TAl-17-4 phased genotvpe.fas 0.00203)0.00 189 -0, 17087 0.629

DL-TAI-17-5 2 ~TAl-17-5 phased genotvpe fas 0.00216[0.00 117116194 0452

DL-TAI-17-6 5 ~TAL-17-6 phased genotvpe fas (000824 0.00533-1.13671 0.769
DL-TAI-17-7 = ~TAI-17-7 phased genotvpe.fas < < px 000893 (0.00704[-0.69 162 0.943
DL-TAL-17-8 TAl-17-8 phased genotvpe.tas E (0.00473(0.00469 -0.03058 E 0.595

DL-TAI-17-9 =T A1-17-9 phased genobvpe fas 000537000357 (- 1. 14455 0.479




E. Premiers résultats

N. Genes

utilised

Average
N.
available
inds

Missing
genotype
S

Average
sequence
length

Average
N.
polymor-
phic sites

Average
N.
I ELE
c SNPs

Average
N. Long
InDels

(>1)

CULTIVARS

609

24.7

9%

671.9

11.0

0.43

0.91

WILD

533

6.3

10%

671.2

6.3

0.12

0.91

ASIAN SPECIE

518

5.2

14%

672.8

12.3

0.31

1.00

AM. SPECIES

476

5.8

18%

675.9

14.1

0.46

1.03

% SNP
dans
exon

Average

number

haplotyp
es

Average
heterozyg
o-sity

CULTIVARS

94%

7.48

0.55

WILD

955%

3.29

0.45

ASIAN SPECIES

5.38

0.68

AM. SPECIES

5.98

0.71




E. Premiers résultats

Distribution of frequency of SNP mutations

Cultivated (8422 SNPs)

5% 15% 25% 35% 45% 55% 65% (0]V]

plus...

Wild (4124 SNPs)

5% 15% 25% 35% 45% 55% 65%  ou
plus...

American species - (8508 SPs)

5% 15% 25% 35% 45% 55% 65%  ou
plus...

Asian species (7906 SNPs)

5% 15% 25% 35% 45% 55% 65%  ou
plus...




E. Premiers résultats

Distribution of the Tajima’s D values (p=0.004)

(Wild and structured cultivated samples)

Only genes with 80% of valid genotypes in each groups were studied = 269 genes (for the time being)

Stabilising Bottleneck and
selection disruptive selection

0 1 2

-2 -1

T | |
3

m Cultivated = West m East m Wild

Average Standard deviation Mediane
Cultivated 0.1102 1.0053 0.0412
East 0.0861 1.0192 -0.0336
West 0.2568 0.9367 0.3210
Wild -0.0425 1.1219 -0.2481




E. Premiers résultats

Scanner plot of Tajima’s D values in West and East populations

Disrupted genes
on East pop

Disrupted genes
on West pop but
stabilized on East pop

269 genes studied

Selection acts on different genes in each group

Are these genes involved in QTLs, functions ?




F. Perspectives
Comparer le DL entre 5 populations ayant des histoires evolutives différentes

5 populations avec des DL a
priori contrastés

v E v

Sauvages Cultivées Pédigreés

En cours de construction

En cours de construction

A 4 A 4 \ 4

Table Cuve Cuve
Est Est Ouest N y

- — Estimation du

Pas de
sélection
humaine

Pression de sélection taux de
différente sur la taille de la recombinaison?
baie, sur le tanins? Apparentement

Histoire évolutive différente connu

—Modé€lisation variation du DL le long du génome?
—Reconstitution histoire évolutive des régions?




F. Perspectives

Structure du DL, différentiation et trace de sélection

Block 1 Block 2 Block 3 Block 4 Block 7 Block 9 Block 10 Block 11 Block 12
CACTATCCTCGT . TAGCAGTCT .670 96 - GGTGCTGCTCGTT .722 CAGCA .661 CGATAAATTAAGCCGTT . CGCTA . TTCCCACGTACCT .475
CACTATCIGGTT .05z CAGCCGCAT .065 ATTTGGGACTAA . GGTGLTGCTCGTC .065 TCCTA .122 CACTAAATGGAGCIGCA CGTTA . TTCCCACGCACAT (142
CACTATCTGGTC CGGTCACAT .0LR ACTCGAGACAGT .03 GGGGCTGCTCGCC 052 CACCA .070 CACCGAATGGAGCTGCA TTCCG AACGCACGCACCT 6
CACCATCTGGTC . TAACCGTCT .047 GCTTGACAAAGT . GGTGCTGCTCGCC .041 4 TCCCA .050 CACCGAGATAAGCTGCA . CTCTG 5 AACGCTCGCTACG .
CACTATCCTGTT . CAACCGTCT 041 ATTTGGGAATAA . CGGATTCTTCGTT .036 NCACTA .041 “CACTAAATGGAGCTACA . CTCCG TACGAACACACCT .
AACTATCCTGTT TAGCCGCAC 061 GCTCGGGAATAA \ 66GATGCTTCGCT .020 TCCCG .029 TACCGGATGGGGCCGTT / TTCTA AACCCACGTACCT
CGCTAGCCTGTT . CAGCCGCAC .0350 ACCTGACACAGT . \GAGATTCTCGACT .016 TCGCA .014 CACCGAATGGGGCCACT . TACGCACGCACCT .
CACTATCCTGTC .02 CAGCAGTCT .025 ACTTGGGAATAA .022 G6G6GGCTGCTCACC .011 CCCCA .011 \'\TACCGAATGGGGCCGTT. W MTATGCACGCACCT .
CGCTATCCTGTT . CGGTCACAC .011 ACTCAAGAATAA 013 .88 77 "TACCGGATTAAATTGTT . ' TACGCTCGCTACG .
CGTTAGTTGGTT .0 TAGCCGCAT .011 ACCTGAGAAAAT .013 Eo : N AACGCACGCTCCT .
CACTAGCTGGTT . = = ATTTAAGAAAGT .011 AACGCTCGCTACT .
CACTGTCCTCGT .0 5 E .02

23| oLmararen

3| oemerzse

*

P

FTa T e

2N




F. Perspectives
Région Taille (3 pop) Région Tanins (3 pop)

500000 1000000 1500000 2000000 2500000

500000 10080({0 1?(&8000 2000000 2500000
Istance (p Distance (pb)

Distance (25kb / intervalle) Distance (25kb / intervalle)

Le r2 décroit lentement mais differemment dans les deux régions

Il semble décroitre moins vite dans la région tanins / taille MAIS le r2 moyen est moins
élevé notamment pour des distances courtes (<25kb)




