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Contexte scientifique

Wan et al., BMC Evol Biol, 2013
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Séquençage du génome Regale

Technologie PacBio P6C4
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Génotype Nombre bases 
séquencées (b)

Profondeur Longueur 
maximale (b)

Longueur
minimale (b)

Longueur 
moyenne (b)

Regale 33,810,444,526 67.62 53,524 35 9,741

Données de séquençage PacBio du génome Regale

Objectif : générer un assemblage diploïde du génome Regale
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Assemblage diploïde du génome Regale

FALCON



Qu’est ce qu’un assemblage diploïde ?



Assemblage diploïde du génome avec FALCON

Reads
bruts

Reads pré-
assemblés

Génération 
des contigs

Reads corrigés



Assemblage diploïde du génome avec FALCON



Assemblage diploïde du génome avec FALCON
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Contrôle qualité de l’assemblage Regale

Alignements de reads Illumina, BUSCO, …
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Statistiques sur l’assemblage Regale

Nombre de 
contigs

Longueur 
moyenne (b)

N50 L50 (b) Somme des longueur 
de tous les contigs (b)

Contigs primaires 1,572 274,596 160 688,163 431,666,254

Haplotigs 2,323 109,914 344 206,731 255,331,801



Contrôle qualité : alignements des reads bruts PacBio et 
de reads Illumina sur les contigs primaires

Nombre total de reads % de reads alignés

Reads PacBio corrigés 3,470,682 95,5%

Reads Illumina 113,548,726 97,7%

Alignements des reads bruts PacBio avec blasr
Alignements des reads Illumina avec bwa mem



Contrôle qualité : BUSCO

PN40024 Regale
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Polishing de l’assemblage Regale

PacBio-utilities et PILON

03bis

~ 139 millions de reads MiSeq
~ 92 millions de reads HiSeq (101 nts)
~ 113 millions de reads GAIIx (76/114 nts)



Polishing de l’assemblage avec Pacbio-utilities et PILON
Données Illumina Nombre total de reads

GAIIx 2*76 nts + 2*114 nts 113,000,000

Hiseq 2*100 92,000,000

Miseq (300-300/400-100/450-100) 139,000,000

62% des indels corrigés grâce à PacBio-utilities + Pilon

Avant polishing Après polishing



01

02

03

04

Séquençage du génome Regale

Technologie PacBio

Assemblage diploïde du génome Regale

FALCON
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Alignements de reads Illumina, BUSCO, …

Polishing de l’assemblage Regale

PacBio-utilities et PILON

05 Suppression des contigs homologues

Scripts maison



Suppression des contigs primaires homologues



Suppression des contigs primaires homologues

Annotations des contigs primaires avec 
Eugene

Blast des CDS contre eux-mêmes, 
suppression des self-hits et détection des 
homologues

Détection des contigs primaires contenu 
entièrement dans un autre

Alignement de reads Illumina sur les contigs 
primaires et détection de contigs primaires 
avec une couverture réduite = homologues



Suppression des contigs primaires homologues

Contigs primaires avec homologues Contigs primaires sans homologues

276 contigs primaires homologues trouvés 
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Contrôle qualité de l’assemblage Regale

Alignements de reads Illumina, BUSCO, …

Polishing de l’assemblage Regale

PacBio-utilities et PILON

05 Suppression des contigs homologues

Scripts maison 05bis
Scaffolding des contigs

Carte optique (~250/300 scaffolds)
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Suppression des contigs homologues

Scripts maison

Annotation automatique des contigs et haplotigs

EuGene

01bis Séquençage du transcriptome Regale

02bis
Assemblage du transcriptome Regale

DRAP (De novo RNA-seq Assembly Pipeline)

RNA-seq Illumina 2*100b



Assemblage du transcriptome Regale

Séquençage Illumina 2*100pb
6 conditions expérimentales : fleurs, racines, baies jeunes, baies mures, jeunes feuilles, jeunes feuilles infectées par le mildiou
704,890,885 paires de reads séquencées 
Assemblage du transcriptome avec DRAP (De novo RNA-seq Assembly Pipeline)

1) Assemblage condition par condition
2) Création d’un méta-assemblage

Nb
transcrits

Longueur 
moyenne (b)

Longueur 
max (b)

Longueur 
min (b)

46 572 1 575 15 602 205

Cabau C, Escudié F, Djari A, Guiguen Y, Bobe J, Klopp C. (2017) Compacting and correcting Trinity and Oases RNA-Seq de novo assemblies. PeerJ 5:e2988.



Annotation automatique des contigs primaires et haplotigs avec 
EuGene-EP

• Données
• Assemblage corrigé avec PILON
• Transcriptome DRAP 
• Annotations PN40024
• Banques protéiques : 

• Swissprot, 
• Uniprot plant, 
• TAIR

• RepBase

• Annotation avec Eugene-EP (paramètres par défaut)
• Contigs primaires et haplotigs annotés séparément



Annotation automatique des contigs primaires et haplotigs avec 
EuGene-EP

total number of 
genes

% genome
length

%GC
number of protein 

coding gene
gene length

(b)
intergenic
length (b)

primary contigs 34,741 29% 33,7% 33,119 3,799 8,791

haplotigs 22,986 33% 33,8% 21,978 3,787 7,474

number of non 
protein coding genes

ncRNA gene
length (b)

primary contigs 1,622 334

haplotigs 1,008 360



Perspectives : finition de l’annotation du génome par l’URGI

Annotations des éléments répétés
Mise en place d’un WebApollo pour la curation manuelle des gènes et des éléments répétés
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Suppression des contigs homologues

Scripts maison

Annotation automatique des contigs et haplotigs

EuGene

Annotation manuelle des gènes R

Etape qui sera réalisée par l’EPGV

01bis Séquençage du transcriptome Regale

02bis
Assemblage du transcriptome Regale

DRAP (De novo RNA-seq Assembly Pipeline)

RNA-seq Illumina 2*100b



Annotation manuelle des gènes de résistance (gènes R)

NB‐LRR et PRR (Pattern Recognition Receptors) 

Dodds & Rathjen, Nature Reviews Genetics, 2010 

PN40024
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