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Glossaire
Acide aminé : Unité constitutive des séquences protéiques.

Adaptateur : Petite séquence nucléotidique mise au point de fagon a ce qu’elle s’hybride a une
autre séquence ou portion de séquence nucléotidique, par complémentarité de sequence.

Alléle : Version d’un géne.

Amorce : Petite séquence nucléotidique de 20 a 30 bases qui est complémentaire d’une portion
d’ADN et qui permettra de réaliser une amplification spécifique de I’ADN.

Amplicon : Séquence nucléotidique étant le résultat d’une amplification spécifique par PCR
d’une portion d’ADN qui a été bornée par un couple d’amorces.

Blast : Algorithme permettant de détecter des régions similaires entre plusieurs séquences
nucléiques (ex : genes, scaffolds) et/ou séquences protéiques et de les aligner.

Blastn : Blast spécifique lorsque les séquences comparées sont des séquences nucléotidiques.

Cluster (=groupe) : Dans le cas de méthodes de séquencage de 2° génération (Illumina, 454,
Ion Torrent, etc.), ensemble de séquences issues de 1I’amplification d’une séquence initiale
unique et qui généreront un read lors de la phase de séquencage. Cette phase de création de
clusters permettra de détecter un signal lors du séquencage. Elle est nécessaire pour ces
méthodes qui ne sont pas capables de séquencer une molécule unique.

Code cigar: Information issue du mapping indiquant pour un read donné les zones d’insertions,
de délétions et correspondance entre la séquence du read et la séquence de référence.

Contigage : Etape qui consiste en 1’assemblage de séquences nucléotidiques de petite taille
présentant une région de chevauchement, pour aboutir & une plus longue séquence (read
contigué). Plus spécifiqguement, dans le rapport, on parle de contigage intra-séquence pour
I’assemblage des reads forward et reverse d’'un méme couple pour n’en former qu’un seul. On
parle aussi de contigage inter-séquences, pour 1’assemblage de contigs issus de couples
d’amorces différents d’un méme géne.

Dénaturation : Etape durant la PCR permettant aux deux brins d’ADN complémentaires de se
séparer a une température élevée.

Dosage d’haplotypes : Comptage du nombre d’haplotypes et de I’occurrence de chacun, afin
de connaitre le génotype d’un individu.

Epigénétique : Etude des changements héritables (par mitose et/ou méiose) sans changement
de la séquence nucléotidique.

Exon : Portion de géne codante qui est conservée apres 1’épissage/excision et qui sera traduite
en séquence protéique.

Extrémité 3> et 5 UTR : Portion de géne en extrémité non codante d’un geéne (hors du cadre
de lecture). Ces extrémités sont généralement transcrites dans I’ARNm, méme si elles peuvent



comporter des introns, mais ne seront pas traduites en séquence protéique. 5’ est en amont du
codon initiation et 3’ aprés le codon stop. Ces régions peuvent servir a la régulation de
I’expression des genes.

Famille multigénétique : Ensemble de génes, au sein d'un méme génome, qui présentent des
homologies de sequence et qui sont issus par des phénoménes de duplication anciens d’un géne
ancestral commun.

Flag: Information issue du séquencage donnant des informations sur la qualité de I’alignement
de chaque read par rapport a une sequence de référence donnée.

Flowcell : Plague de verre ou sont hybridées les séquences nucléotidiques qui seront lues par le
séquenceur.

Fluorimétrie : Méthode de dosage utilisant la propriété de fluorescence de certaines molécules
comme I’ADN. On mesure la fluorescence qui est proportionnelle a la concentration en ADN.

Geéne : Segment d'ADN situé a un endroit bien déterminé d’un chromosome et codant pour une
molécule d’ARN fonctionnelle. Il est composé d’introns, d’exons et d’extrémités 3’ et S’UTR.

Geénes orthologues : Lorsque deux genes descendent d'un méme géne ancestral (on dit qu’ils
sont homologues), ils sont orthologues s’il y a eu une évolution séparée des deux génes apres
une spéciation, ¢’est-a-dire aprés 1’apparition d’une nouvelle espece.

Génome : Ensemble du matériel génétique d'un individu ou d'une espéce.

Génotype : Information portée par le génome d’un organisme qui comprend la composition
allélique d’un géne ou de toutes les séquences de cet individu.

Haplotype: Combinaison d’alléles de sites polymorphes présents sur un méme chromosome.

Hétérozygotie: Un organisme est hétérozygote pour un gene quand il posséde deux (ou plus
selon la ploidie) alléles différents, sinon il est homozygote.

Indels: Mot valise composé d’Insertion et Délétion.

Insert size : Information qui indique le nombre de bases comprises entre les extrémités 5° de
deux reads.

Intron : Portion de géne non codante qui est éliminée apres la transcription de I’ADN en ARN
lors de I’excision. Elle n’est donc pas traduite en séquence protéique.

Mapping : Alignement optimisé de la séquence d’un read sur une sequence de référence.

Match/mismatch: Match indique qu’une base est identique a celle de la séquence de référence
a laquelle elle est comparée. Un mismatch indique une différence entre les bases, c’est-a-dire un
SNP. Une portion de sequence nucléotidique matchée indique que cette derniére est totalement
alignée sur une sequence de référence. Elle peut contenir des SNP mais pas d’insertions ou de
délétions.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_%28physiologie%29
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Max-poly X : Nombre maximal de succession d’une méme base.

MiSeq : Technologie de séquencgage mise au point par 1llumina®, une entreprise américaine de
biotechnologie spécialisée dans le séquencage et le génotypage.

Outgroups : Espéces externes au groupe etudié, permettant de déterminer les alléles ancestraux
(communs avec 1’outgroup) et les alléles dérivés (différents de I’outgroup) au niveau des sites
polymorphes détectés dans le groupe étudié.

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine. Permet d’obtenir plusieurs copies d’un fragment
d’ADN. Dans notre étude, il s’agira d’'une PCR Access Array mise au point par Fluidigm®
qui est une compagnie américaine spécialisée dans la conception Integrated fluidic circuit
utilisée lors de PCR.

Phénotype : Ensemble des caracteres observables d'un individu (ex : couleur des fleurs,
parfum, forme des feuilles...).

Phylogénie : Etude des relations de parenté entre individus, populations ou espéces. Elle
permet de reconstituer I'évolution des organismes vivants.

Ploidie : Nombre de lot de chromosomes de base dans le génome. Le rosier a un nombre de
base de 7 chromosomes. Un diploide a donc deux lots de 7 chromosomes, un triploide en a 3...

Polymorphisme génétique : variations de la séquence nucléotidique d'un gene.
Poolage : Manipulation qui consiste a rassembler différentes données ensemble.
Primer-dimer : Sous-produit de PCR issue de I’hybridation de deux amorces entre-elles.

Quality trimming : Suppression de certaines bases d’un read en fonction de la valeur de
qualité de celles-ci.

Read contigués : Dans notre étude, un read contigué sera le résultat du contigage des
séquences des reads forward et reverse d’'un méme couple.

Read : Séquence nucléotidique issue de la lecture des amplicons par un séquenceur.
Remontance : Capacité d’un rosier a fleurir plusieurs fois dans I’année.

Rétrotransposon: Classe d'élément transposable capable de s'insérer a une nouvelle position
du génome, par l'intermeédiaire d'un ARNm rétrotranscrit.

Run : Utilisation d’un appareil, par exemple de séquencage, et par extension lot de données
produites a ’issue de cette utilisation.

Scaffold : Ensemble de contigs orientés et ordonnés issus du séquencage du génome. Dans
cette étude, ce sont sur ces scaffolds que se situent les génes candidats. Un contig est un
ensemble de séquences chevauchantes qui peuvent étre assemblées en enchainements plus
grands.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Parent%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89volution_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_vivant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne

Séquencage : Détermination de I'ordre d'enchainement des nucléotides/résidus constitutifs d’un
fragment d’ADN donné.

Séquence de référence : Pour cette étude, séquence nucléotidique d’un géne candidat chez le
rosier ‘Old Blush’ dont le génome est connu.

Séquence nucléique : Succession de nucléotides. Ces séquences sont soit des ADN soit des
ARN.

Séquence protéique : Séquence polypeptidique qui constitue les protéines. Elle est le résultat
d’une traduction de la séquence nucléique en protéique.

Séquence source : Séquence nucléotidique d’un géne candidat annotée chez une autre espéce
que le rosier.

SNP : variation d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une méme espece.

Tm (température de fusion ou demi-dénaturation) : Température pour laquelle 50% de
I’ ADN est sous forme simple brin et 50% sous la forme double brin.

Transcription : Processus permettant d’obtenir la copie d’une molécule d’ADN en ARN.
Transcriptome : Ensemble des ARN issus de la transcription du génome.
Transcrit : Séquence nucléotidique issue de la transcription de I’ ADN.

Workflow: Automatisation d’une succession d’opérations qui permet un traitement de données
tout en minimisant I’intervention d’un opérateur.

Zone de chevauchement inter-séquences : Zone commune entre deux reads contigués issus de
deux couples d’amorces différents (amorces comprises).

Zone de chevauchement intra-séquence : Zone commune entre le read forward et reverse
d’un méme couple.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribo-nucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paire_de_bases
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/ARN
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nome

Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

EPGV : Etude du Polymorphisme des Génomes Végetaux

GDO : déterminisme Genétique et Diversité des plantes Ornementales
GDR : Genome Database for Rosaceae

Indels : Mot valise Insertion-Délétion

NCBI : National Center for Biotechnology

NGS : Next-Generation Sequencing

PCR : Réaction de Polymérisation en chaine

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

TAIR : The Arabidopsis Information Resource
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Introduction

Introduction

Le rosier est une plante incontournable présente dans la majorité des jardins francais
mais également visibles sur les terrasses ou les balcons. La rose est en outre la fleur phare de nos
bouquets a laquelle s’attache une valeur symbolique, variable selon les coloris des pétales. Elle
est sans doute 1’'une des plantes ornementales la plus cultivée au monde et la plus importante
économiquement (Debener et al., 2000). L’an passé dans I’hexagone, elle représentait 2% des
achats de végétaux d’extérieur avec prés de 7,4 millions de rosiers achetés pour une valeur de
79,7 millions d’euros [1]. Sur le marché de Rungis, plus du tiers des fleurs coupées sont des
roses, ce qui reflete sa position de fleur la plus consommée au monde [2].

Son histoire déja ancienne a laissé de nombreuses traces dans les écrits, notamment a
partir du XVII® siecle ou les créations variétales se multiplient. Actuellement, on dénombre
plusieurs centaines de nouvelles variétés chaque année [3] dont les innovations de couleur, de
forme ou encore de parfum sont primordiales pour qu’elles se démarquent les unes des autres.
Les enjeux économiques et son riche passé ont fait du rosier la plante modéle en horticulture
ornementale [4].

Les recherches la concernant sont nombreuses et différentes unités frangaises menent des
études de thématiques variées. Ainsi, le Laboratoire de Biotechnologies Végétales appliquées
aux Plantes Aromatiques et Médicinales de Saint-Etienne étudie les composés volatiles des
pétales de rose [5] tandis qu’a Lyon le Laboratoire de Reproduction et Développement des
Plantes analyse la morphogénése florale [6]. A Angers, plusieurs sujets de recherche sont menés
au sein de I’Institut de Recherche en Horticulture et Semences (IRHS) ou deux équipes
travaillent sur le rosier [4]. La premiére, Arch-E (Biologie Intégrative de I’Interaction
Architecture et Environnement), traite des problématiques liées a I’architecture du rosier. Elle
vise a améliorer la qualité et la quantité des productions des plantes ornementales en
s’intéressant aux facteurs influencant le débourrement des bourgeons ou la mise en place de la
ramification. La seconde équipe, GDO (Geénétique et Diversité des Plantes Ornementales), au
sein de laquelle j’ai travaillé, a différents sujets de recherches. Le premier consiste en I’étude au
niveau génétique et moléculaire de caracteres d’intéréts qui sont liés a la floraison, I’architecture
ou la résistance aux maladies. Le second s’intéresse a 1’impact des sélections humaines et
naturelles sur la diversité génétique du genre Rosa pour mieux comprendre sa structuration et sa
gestion. La derniéere problématique concerne la mise au point d’une méthodologie pour exploiter
les connaissances acquises sur les deux premiéres thématiques pour la création variétale du
rosier et d’autres plantes ornementales.

C’est dans ce cadre d’étude que s’inscrit le projet FloRHiGe [7] qui a pour but
d’identifier  les facteurs de réussite de I’innovation en horticulture ornementale et plus
particulierement de la selection du rosier aux XVIII® et XIX® siecles en France, période ou la
création variétale est foisonnante. Ce projet interdisciplinaire regroupe des généticiens, des
botanistes et des bio-informaticiens de 1’équipe GDO, ainsi que des historiens du centre de
Recherche historique de 1’Ouest et du centre Francois Viéte de 1’université de Nantes. Des
partenariats avec le centre d’Etude du Polymorphisme des Génomes Végetaux d’Evry (EPGV)
et quatre roseraies ont aussi été mis en place (roseraie de Nantes, de la Cour de Commer,
Loubert et du Val de Marne). Cette mixité permet de répondre a trois grandes problématiques
mélant histoire et génétique qui sont :

1- L’étude de I’évolution des processus d’innovation en lien avec les changements

sociétaux et le développement des connaissances.
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2- La détermination de 1’étendue et de la structure de la diversité génétique des rosiers
et I’identification de différents geénes soumis a la sélection et impliqués dans le
déterminisme de caracteres d’intérét.

3- La compréhension des facteurs ayant influencé la conservation dans les roseraies et
I’impact des méthodes de conservation sur la diversité génétique.

C’est au sein de ce projet FIoRHiGe [7] que se déroule la thése de Mathilde Liorzou qui
permettra de répondre a la seconde problématique et en partie a la troisieme. L’enjeu sera
d’étudier les impacts de la sélection des XVII1°¢ et XI1X® siecles et des méthodes de conservation
sur la diversité génétique des rosiers. La premiére partie de sa thése a été consacrée a 1’étude de
la diversit¢ du fond génétique des rosiers et de sa structure, ce qui a permis d’identifier 16
groupes génetiques différents. A terme, cette diversité sera comparée a celle de génes d’intérét,
dits candidats, susceptibles d’avoir été sélectionnés lors des créations variétales des XVIII® et
XIX¢ siecles afin de déterminer une histoire évolutive commune ou parallele. Cependant, avant
toute étude de diversité de ces genes candidats, plusieurs démarches doivent étre entreprises.
Ces derniéres font 1’objet de ce mémoire ainsi que les réflexions menées et les stratégies mise en
place pour I’obtention de données analysables.

La premiere réflexion est portée sur la sélection judicieuse de génes candidats en raison
de leur implication dans I’expression de caractéres susceptibles d’avoir été sélectionnés au cours
des XVIII® et XIX® siécles. En effet, a cette époque, divers caractéres ont été choisis pour
I’amélioration des nouvelles variétés de rosiers. Parmi les plus importants, on retrouve la
couleur de la fleur, son parfum, le nombre de ses pétales ou encore la remontance, c’est-a-dire la
capacité du rosier a refleurir au cours de I’année.

L’analyse de la diversité de génes candidats s’effectue sur des données de séquencage
qui correspondent a la détermination de la succession des bases azotées (A, T, G ou C) présentes
au sein d’une séquence d’ADN. Une réflexion en amont du lancement de la production de ces
données doit étre menée pour déterminer les technologies qui seront employées pour et avant le
séquencage. En effet, avant de pouvoir séquencer les génes candidats, il est nécessaire
d’effectuer une amplification de ceux-ci, c’est-a-dire de multiplier le nombre de copies du gene,
de facon a atteindre un nombre de copies détectable. Or, les informations désirées sont
localisées sur des portions spécifiques du génome, qu’il va falloir identifier puis borner a 1’aide
de couples d’amorces. La création de ses derniers nécessite une attention particuliere.

Enfin, les données obtenues a I’issue du séquencage sont constituées de plusieurs
milliers de fichiers qui comportent les séquences des génes candidats pour un échantillon
représentatif de la diversité des rosiers. La quantité d’informations étant trés importante, il est
nécessaire de mettre en place un traitement bioinformatique des données pour les analyser
rapidement et automatiquement.

Nous allons donc présenter la réflexion menée pour le choix de génes candidats
susceptibles d’avoir été sélectionnés chez des rosiers des XV1I1° et X1X® siecles et la stratégie de
traitement des données mise en place pour permettre I'étude de leur diversité.

Pour répondre a cela, nous fournirons dans un premier temps quelques informations sur
les rosiers et sur les genes candidats, plus particuliérement ceux impliqués dans la couleur des
pétales de roses. Nous présenterons ensuite le matériel utilisé pour cette étude et la méthode
mise en ceuvre pour 1’ensemble du projet. Nous expliquerons alors les stratégies mises en place
pour la création des amorces et le traitement bioinformatique des données de séquencage. Les
résultats obtenus seront alors discutés, critiqués et mis en perspective pour la suite du projet.
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Partie 1: Les rosiers

1.1. Quelques informations sur les rosiers

1.1.1. Les rosiers, une longue histoire

Les plus anciennes traces de rosiers, datant de I’Eocéne (40 millions d’années), ont été
découvertes en Chine dans la région du Liaoning (Guoliang, 2003). Avec I’Europe, ce pays est
I’un des berceaux des rosiers (Gudin, 2000). En effet, il accueille une grande source de diversité
qui sera exploitée a partir de la fin du XVIII° siécle par I’introduction en Europe des premiers
rosiers chinois tels que R. odorata, R.rugosa ou R.wichurana.

C’est durant ce siecle que la culture des roses va
commencer a se multiplier en Europe et ce notamment
grace aux transports maritimes et a 1’essor des voyages a
visée botanique qui permettront d’importer des rosiers
nord-américains ou asiatiques. La popularité de ces plantes
pérennes dans les parcs et les jardins de la haute société est
alors a son apogée et I’import de diverses espéces permet
d’exploiter de nouveaux caracteres tels que le parfum ou
les couleurs (Meynet, 2001). Apparait aussi le caractére
remontant, c’est-a-dire la capacité du rosier a fleurir
plusieurs fois dans I’année, notamment lorsque la rose Figure 1: Rosa chinensis ‘Old Blush’. (1998) [8].
chinoise R.chinensis ‘Old Blush’ (Fig.1) aurait été introduit
en Europe des 1751, par le botaniste suédois Peter Osbeck (Marriott, 2003). Cependant a cette
époque ce sont encore les types européens anciens (Galliques, Damas, Alba, Centifolia,
Mousseux) qui sont majoritairement plantés. Cela va changer dés le début du XIX® siécle ou le
nombre de nouvelles variétés proposées va exploser et se diversifier en combinant ces nouveaux
caractéres apportés par les rosiers chinois a ceux des rosiers anciens européens plus rustiques
(Guoling, 2003). Aujourd’hui, on compte plus de 3000 cultivars disponibles sur le marché
(Haudebourg, 1998) et 40 000 variétés recensées [9].

Une évolution des usages a aussi pu étre observée, outre sa grande valeur symbolique au
fil du temps. En effet, a I’Antiquité le rosier servait essentiellement a des fins médicales
(Meynet, 2001). 1I fut aussi utilisé pour la fabrication de parfum dont I’odeur est aujourd’hui
encore ’'une des plus prisée. Actuellement, le rosier est utilisé principalement a des fins
esthétiques que ce soit en fleurs coupées ou en plantes d’ornement dans les jardins et les
aménagements paysagers. On le cultive aussi en tant que plante en pot et mini-rosiers [1].
D’autres usages se sont développés comme 1’usage alimentaire (cynorrhodon, eau de rose) ou
pour I’industrie cosmétique (Vukosavljev et al., 2013).

1.1.2 Classification

Les rosiers ont aujourd’hui, suite & de nombreux croisements, une grande diversité
phénotypique de par leur port, couleur, forme ou parfum. Leur classification et leurs relations
phylogénetiques sont complexes et parfois discutées en raison de difficultés a distinguer les
especes entre elles mais aussi a cause de nombreux hybrides interspécifiques, facilement
produits dans la nature. Il est cependant admis que le genre contiendrait au moins 150 especes.
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Parmi les différentes classifications

bOtaniqueS Tableau 1: Classification botanique du

proposées, I’'une des plus usitées est la version de Rehder de rosier de Rheder modifiée par Wissemann.

1940, modifiée par Wissemann (Tab.1), (Wissemann, 2003).
Celle-ci se compose de 4 sous genres dont Rosa qui comprend
la majorité des espéces et se divise en 11 sections. De
nombreuses classifications horticoles, basées sur 1’aspect
phénotypique, ont été proposées durant la seconde moitié du
XX€ siecle dont celle de Jack Hakness en 1989 qui comptait
30 classes differentes (Wisseman, 2003). Ce n’est qu’en 2000
qu’a eu lieu une homogénéisation internationale de la
classification du rosier lorsque I’American Rose Society en
propose une nouvelle qui prend en compte a la fois les aspects
botaniques et les diverses hybridations et sélections (Annexe
I) (Cairns 2003). Trois groupes ont ainsi eté formés: les
especes botaniques (Tab.1), les roses anciennes (pré-1867, 21
classes) et les rosiers modernes (post-1867, 13 classes). Cette
classification est désormais adoptée pour I’enregistrement des
nouvelles variétés par la World Federation of Rose Societies
(Wisseman, 2003).

(Wisseman, 2003).

Sous genre

Section

Plathyrhodon

Hesperhodos

Hulthemia

Rosa

Pimpinellifoliae
Rosa
Banksianae
Bracteata
Caninae
Carolinae
Indicae
Cinnamomedae
Cassiorhodon
Synstylae
Laevigatae

1.1.3 Des croisements a la base des grands groupes de rosiers

Aux XVI1I1°¢ et X1X° siecle, le nombre de variétés
de rosiers va croitre rapidement pour méler différentes
caractéristiques. L’ére des roses modernes va alors
débuter a partir de 1867. Cette date «arbitraire » fut
choisie car il s’agit de la date d’obtention du 1°* hybride
de thé ‘La France’ par le rosiériste Guillot (Fig.2)
(Meynet, 2001). On considére qu’entre 10 et 15 espéces
du genre auraient eté impliquées dans I’obtention des
rosiers modernes (Guoliang et al., 2003). Aujourd’hui, la
Chine reste une source de diversité puisque pres de 82
especes s’y trouveraient (Joyaux et al., 2001). Les

multiples hybridations entre les rosiers asiatiques et Figure 2: Rosier ‘La France’. (2015) [10].
européens ont conduits a différents grands groupes horticoles (Annexe I1).

Des sélections favorisant la remontance

R. chinensis, R. damascena et R. moschata ont engendré les rosiers thé, appelés ainsi en
raison de leur parfum caractéristique. (Testu, 1994). Les croisements entre des rosiers chinois et
des rosiers européens (R. gallica, R. alba, R. damascena) permettront d’obtenir les « Bourbons
», les hybrides de Chine et de Portland. Ces derniers seront a 1’origine des « hybrides remontants

» tétraploides (Meynet, 2011).

Des sélections diversifiant les coloris

A partir du XIX¢ siécle un élargissement de la palette
de couleur va se produire et c’est en 1887 qu’un tournant
majeur a lieu lorsque Pernet-Ducher réussit le croisement
entre un Pimpinellifolia & fleurs jaune trés intense et un
hybride de Thé. Ce croisement donna le premier tétraploide
jaune R. foetida (Fig.3), qui fut présenté en 1897 sous le

Figure 3 : Rosa foetida ‘Soleil d’or’. (2015) [11].
4



nom de « Soleil d’Or ». Il engendrera la famille des « Pernetiana » et contribuera, par 1’apport
d’un nouveau pigment (caroténoide), a la diversification des coloris avec des jaunes francs et de
I’orange (Meynet, 2001).

Entre 1922 et 1930 apparut un second pigment coloré orange : la pélargonidine. Celle-ci
fut introduite par Kordes dans les hybrides de Thé, notamment avec la variété « Indépendance »
dont le succés commercial fut faible mais qui engendra de nombreux descendants (Gallais &
Bannerot, 1992).

Des sélections permettant une amélioration de qualités
agronomigues

Les rosiers occupent naturellement presque tout
I’hémisphere nord. Mais au fil du temps et de I’export des
rosiers, les zones de culture ont été élargies, ce qui a amené les
hybrideurs a sélectionner des rosiers résistants au froid. Un
exemple est I’hybride ‘Max Graf’ (Fig.4) (R. wichuraiana x R.
rugosa) qui est a la base des rosiers résistants et remontants R.

kordesii (Meynet J., 2001). Figure 4 : Rosier ‘Max Graf’. (2004)
Rhode Island Rose Society [12]

1.1.4. Le génome du rosier, son séquencage et ses intéréts a I’avenir...

La premiére plante ornementale dont le génome est séguencé

Plusieurs dizaines de génomes d’espéces végétales ont déja été séquences [13] tels que
celui de I’arabette des Dames (Arabidopsis thaliana), du pommier (Malus x domestica) ou du
fraisier (Fragaria vesca). Aujourd’hui, c’est au tour du rosier R.chinensis ‘Old Blush’
(R.chinensis x R.odorata var. gigantea) qui devient la premiére plante ornementale dont le
génome est séquencé (550Mb). Ce travail, porté par I’'INRA d’Angers et Lyon, est issu d’une
collaboration entre des équipes du monde entier [14].

Les annotations structurales et fonctionnelles des génes seront réalisées et permettront
d’obtenir un panorama plus précis de la structure du génome (taille des génes, familles
multigéniques...) [15]. Différents caracteres pourront alors étre étudiés plus en profondeur bien
que les fonctions des génes devront étre vérifiées au fur et & mesure des recherches d’équipes
(régulation de I’expression des génes, épigénétique...) [16].

Les diverses ploidies des rosiers

Chez les rosiers, les niveaux de ploidie different entre, et parfois au sein, des différentes
especes. Le nombre de base de chromosomes est x=7. Les individus peuvent étre de diploide a
décaploide (R. praelucens Byhouwer, (Jian et al., 2010)). Plus la ploidie augmente, plus le
nombre d’espéces concernées diminue. Cette ploidie augmente selon un gradient Sud-Nord avec
la rudesse du climat. (Krussmann, 1981). Beaucoup de triploides sont apparus apres les
croisements entre les rosiers européens (4x=28) et les chinois (2x=14). La plupart des rosiers
modernes sont triploides ou tétraploides, les thés chinois et Noisette sont souvent diploides
tandis que les Gallica, Centifolia et Damascena sont tétraploides (Crane & Byrne, 2003). Durant
notre étude, il sera important de connaitre la ploidie des rosiers étudiés, plus particulierement
pour la réalisation du dosage d’haplotypes dont nous reparlerons ultérieurement (partie 3.4).
Cela permettra notamment de déterminer le nombre maximal d’all¢les possible pour chacun des
individus étudiés.
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1.2. Les génes candidats sélectionnés

Pour 1’étude de la diversité, dix génes candidats ont été retenus pour leur intérét dans la
sélection des rosiers. Ce choix a été realisé soit a partir d’un travail bibliographique pour les
geénes candidats de la couleur, soit a ’aide du partage d’informations entre des équipes de
recherche.

Dans le cas des génes impliqués dans la couleur, nous allons voir dans un premier temps
quelle est ’origine de la couleur et quels pigments en sont responsables (les caroténoides ne
seront pas inclus). Nous expliquerons alors comment ces derniers sont formés et quels sont les
trois génes clefs qui ont été retenus pour 1’étude. Des informations bibliographiques permettront
d’apporter des informations sur chacun d’eux. Enfin, nous présenterons les autres génes
candidats retenus.

1.2.1. L’origine de la couleur des roses et les facteurs I’influencant

La coloration des fleurs est due a trois grandes familles de molécules : les flavonoides,
les caroténoides et les chlorophylles. Chez les rosiers, ce sont principalement les anthocyanes
(pigment flavonoiques) et les caroténoides qui sont responsables de la couleur des fleurs.
Cependant, les chlorophylles sont responsables des pétales verts ou blancs et vert chez de rares
espéces (ex : Rosa ‘Super Green’, ‘Amandine’, “Wimbledon’ [17]), mais ils ne feront pas 1’objet
de notre étude.

Chez le rosier, la couleur dépend, en plus de facteurs génétiques, de plusieurs parametres
physiologiques ou environnementaux (Schulz, 2003):

- la concentration en différentes anthocyanes : en général et selon la composition en
pigments au sein du pétale, plus elle est élevée, plus la couleur est sombre.

- la forme des cellules : les cellules coniques augmentent la proportion de lumiére
incidente ce qui accroit I’absorption par les pigments et conduit a des pétales plus
sombres et a une saturation de la couleur. L’effet inverse s’observe pour des cellules
plates (qui sont favorisées a températures élevées) (Zhao & Tao, 2015).

- la présence de copigments : incolores, ils s’associent aux pigments et permettent de
modifier leurs propriétés d’absorption, d’intensifier et fixer les couleurs. (Fukuchi-
Mizutani et al., 2011). Les pétales de roses ont la particularité de ne contenir que des
flavonols, qui s’avérent étre des copigments moins efficaces que les flavones qui ne
peuvent étre produits par les rosiers (Katsumoto et al., 2007).

- le pH vacuolaire : celui des cellules épidermiques des pétales de rose est faible mais
variable selon les espéces et cultivars (entre 3,69 et 5,78) (Katsumoto et al., 2007).

- la température : élevée, elle favorise les pétales aux couleurs claires car certains
genes de la voie de biosynthese des pigments (DFR ou F3’H) sont sous-exprimes. Il
y a donc moins de pigments stockés (Fig.5). A I’inverse, les températures faibles
favorisent des couleurs plus sombres. (Zhao & Tao, 2015)

- L’eau: un stress hydrique conduit a une accumulation des anthocyanes mais s’il se
prolonge on peut observer I’effet inverse (Zhao & Tao, 2015).

- Lalumiere : intensité, qualité, photopériode modifient I’intensité des couleurs.

1.2.2. La voie de biosynthese des anthocyanes

La voie de biosynthése des anthocyanes permet d’obtenir des pigments colorés, les
anthocyanes (ou anthocyanines) mais elle est aussi a la base de la synthése de copigments, les
flavonols. Certains génes de cette voie de biosynthese sont encore mal connus. En effet, ils ont
parfois été réecemment découverts, comme le gene RhGT1 qui est spécifique aux rosiers, (Ogata
et al., 2005) ou ils font partie de familles multigéniques, comme la CHS, dont tous les genes ne
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sont pas encore identifiés (Forkmann, 2003). Les génes, notamment ceux concernant les
derniéres étapes de la biosynthése, sont contrdlés de fagon spécifique et ce contrble serait
différent selon les cultivars (Fukuchi-Mizutani et al.,2011). Ils peuvent étre activés ou non selon
les stades de développement de la plante ou les facteurs environnementaux. (Jay et al., 2003).
De plus, les transcrits peuvent étre différents entre les feuilles et les pétales (Forkmann, 2003).

Les rosiers contiennent 2 anthocyanes principales qui sont stockées dans la vacuole des
cellules de 1’épiderme supérieur du pétale : la cyanidine et la pélargonidine. Chez les cultivars
plus sombres, elles se trouvent aussi parfois dans le parenchyme palissadique et 1’épiderme
inférieur (Jay et al., 2003). Il faut noter que les cyanidines et ses dérivés sont les pigments
majoritaire au sein des pétales des rosiers (de 1’ordre de 80%) hormis chez les Banksia, les
Caninae, les Pimpinellifolia et les Hybrides perpétuels (Fukuchi-Mizutani et al., 2011).

La présence de péonidine, un dérivé de la cyanidine, est détectée chez certains rosiers
comme R.rugosa (De Vries et al., 1974). En revanche, la delphinidine n’est pas présente a 1’état
naturel. En effet, elle fut introduite par transgénése par 1’ajout du géne F3°5’H afin obtenir des
roses bleues (Katsumoto et al., 2007). De méme, certaines molécules comme les chalcones, qui
expliquent la couleur jaune chez certaines especes telles que le pétunia, ne peuvent pas étre
accumulées (De Vries et al., 1974) chez le rosier. Le schéma de biosynthese des anthocyanes est
décrit ci-dessous (Fig.5) (Forkmann, 2003) (Ogata, 2005).

CHS
p-Coumaroy-CoA + 3 X Malony-CoA ———» Naringénine chalcone

* CHI
F3'H o
Eriodictyol - Naringénine

F3H ¢ $ F3H
F3'H
Dihydroquercétine -t Dihydrokaempférol | Dihydroflavonols |
\F:S FL:/
DFR DFR
Quercétine Kaempférol
Leucocyanidine \ / Leucopélargonidine | Flavan-3,4-diols |
ANS¢ Biosynthese ‘ ANS
Cyanidine desfavonoe Pélargonidine | Anthocyanidines |
y RhGTI Rh3GT y * Rh3GT
Cyanidine 5-O-glucoside Cyanidine 3-O-glucoside Pélargonidine 3-O-glucoside
¢ RhGT1 * UGT75C1 l
Dpss D e | aremes

Figure 5 : Voie de biosynthése des anthocyanes et de ses dérivés chez le rosier. Les enzymes impliquées sont : CHS=Chalcone
synthase, CHI=Chalcone isomérase, F3H=Flavanone synthase, F3’H=Flavonoides 3’ hydroxylase, FLS=Flavonol synthase,
DFR=Dihydroflavonol 4-reductase, ANS=Anthocyanidine synthase, RhGT1=Anthocyanidin 5,3-glucosyltransférase,
Rh3GT=Glucosyl transferase, UGT75C1=Anthocyanidin 3, 5-glucosyltransferase (Forkmann,2003 et Ogata, 2005).

Une composition en pigment variable selon la couleur des pétales

Chez les rosiers, les nombreux croisements interspécifiques ont donné lieu a une grande
variation de coloris des fleurs. Ainsi, les roses anciennes européennes (galliques, Alba,
Centifolia, Damas, Mousseux) ont des coloris allant du blanc au rouge en passant par le rose et
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occasionnellement du jaune pale. (Schulz, 2003) La querceétine et le kampférol sont présents
dans I’ensemble des pétales y compris dans les blancs ou ils n’interagissent avec aucun autre
pigment [18]. La pélargonidine, qui n’est jamais présente sans cyanidine, est dominante dans
les pétales orange mais pas dans ceux avec un peu de jaune, rose ou rouge [18].

Les pigments présents selon les coloris sont :

- Rouge et rose : Ces coloris sont liés a la présence de cyanidine et de ses dérivés qui
peuvent étre couplés ou non a la pélargonidine dans le cas des rouges vifs. On trouve aussi dans
ce dernier cas des caroténoides ((De Vries, 1973). Les rosiers rouges et sombres n’ont pas
beaucoup de flavonols et ont un pH faible. (Katsumoto et al., 2007).

- Blanc et jaune : Les variétés blanches ou jaunes ne contiennent pas d’anthocyanidines,
qu’elles ont I’incapacité de stocker dans leurs pétales (Katsumoto et al., 2007). De plus, les purs
blancs ne contiendraient que des flavonols (De Vries, 1973) et seraient dus a un blocage en
début de la voie de biosynthese (Forkmann, 2003). On distingue deux types de jaunes : Le jaune
pale, présent avant I’introduction des variétés chinoises et le jaune franc, plus sombre, introduit
en 1920 par R. foetida ‘Soleil d’or’ duquel découlent de nombreuses variétés. Ce dernier est di a
la présence des caroténoides (Meynet, 2001).

- Violet : 1l est d0 aux cyanines et parfois de son dérivé, la péonine (Jay et al., 2003).

- Orange : Les couleurs oranges tout comme certains roses ou rouges brillants viennent
de dérivés de la pélargonidine et parfois des caroténoides [18].

1.2.3. Les trois genes candidats retenus
DER ou Dihydroflavonols Reductase:

Le géne DFR a un rdle clef en début de voie de biosynthése des anthocyanes. En effet, il
code pour une enzyme du méme nom qui a la particularité de reconnaitre deux substrats : la
dihydroquercetine (DHQ) qui est un précurseur de la cyanidine, et le dihydrokaempférol (DHK),
qui est un précurseur de la pélargonidine. Les rosiers composés de pélargonidine ont une DFR
qui peut utiliser a la fois le DHK et la DHQ tandis que ceux avec uniquement des dérivés de
cyanidine ont une DFR dont le substrat spécifique est le DHQ. 11 a ainsi été établi I’existence de
deux enzymes différentes (Schulz, 2003).

De plus, il a été mis en évidence grace a une étude sur le pétunia que la spécificité de la
DFR est due a la modification d’un, ou plusieurs, acide(s) aminé(s) dans une zone clef de la
séquence du géne. Cette zone clef de 26 acides aminés déterminerait la capacité a réduire le
DHK qui peut varier entre différentes espéces mais aussi entre cultivars de la méme espece et
donc modifier la couleur des fleurs (Johnson et al., 2001). La DFR du pétunia n’est pas
specifique du DHK contrairement a celle du rosier. (Fig.6).

121 " * ¥ 167
Ger: VEKKLVFTSSAGTVNGQEKQLHVYDESHWSDLDFIYSKKMTAWMYFVS
Rosa: VRRLVFTSSAGSVNVEETQKPVYNESNWSDVEFCRRVKMTGWMYFAS
Antir :VKKFIFTTSGGTVNVEEHQKPVYDETDSSDMDFINSKKMTGWMYFVS
Dian: VRRVVFTSSGGTVNVEATQKPVYDETCWSDLDFIRSVKMTGWMYFVS
Zea: VRRIVFTSSAGTVNLEERQRPVYDEESWTDVDFCRRVKMTGWMYFVS
Pet: VKRLVFTSSAGTLDVQEQQKLFYDQTSWSDLDFIYAKKMTGWMYFAS

Figure 6: Comparaison de séquences protéiques de DFR des différentes espéces. De haut en bas, alignement des séquences
protéiques de I'enzyme DFR du Gerbera, Rosier, muflier, oeillet et mais acceptant la DHK comme substrat et du pétunia qui ne
I"accepte pas. En gras les acides aminés communs, les * indiquent un changement par rapport a la séquence protéique du
pétunia (Johnson et al., 2001).
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La mutation de la valine en leucine V133L, de I’asparagine en acide aspartique N134D et
de I’acide glutamique en glutamine E145Q auraient un role clef dans la zone de spécificité du
substrat que nous avons pu localiser au sein de la séquence protéique (Fig.7) et nucléique (Fig.8)
du rosier.

1 &0 60 85

Rosa chinensis [.J EVTE T : L W ‘LK VEF Vv T INVEET( VYNE J..' WEDVEFCRI ".'K M T '-'.:.'
Rosa ;’_Vb“.da NEVIK TNGVLDIN 3 VERLV £ EE LEVYNESN DVEFCRREVEMTGW
Rosa chinensis 'Old Blush' 1 EVIE i MK 1 VRRLV _ K N DVEFCRREVEMTG
Rosa hybrid "Noblesse' NEVIEK NGV M TAKTVRERLV = 2K I N DVEFCRREVEMTG
|Domaine de specificite dusubstrat
[ExoN3 ]

Figure 7 : Comparaison de 4 séquences protéiques de DFR de 4 cultivars de rosiers. Elles sont issues de la traduction de I’exon
3 du géne DFR et 2 mutations sont observables dans les carrés noirs. La fleche rouge indique la zone de spécificité du substrat
identifiée dans I’étude de Johnson et al., 2001. (2015) N. Jacquier
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Figure 8 : Comparaison d’une partie de la séquence nucléotidique de I’'exon 3 de DFR de 4 cultivars de rosiers. Cette portion
de séquence correspond a la zone de spécificité du substrat identifiée précédemment. 4 SNP sont identifiables et les triplets de
nucléotides (codons) sont indiqués par des fléches et des encadrés rouges. (2015) N. Jacquier

Gréace a la comparaison entre les mutations au sein des séquences protéiques (Fig.7) et
les SNP présents au sein des séquences nucléiques (Fig.8), il a été possible de déterminer quels
changements de base peuvent entrainer une modification d’acide aminé. Ainsi, en raison de la
redondance du code génétique (différents triplets de nucléotides, appelés codons, code un méme
acide aminé), certaines mutations n’auront pas d’impact sur la traduction des séquences
protéiques en nucléiques. Dans le cas de du géne DFR, les 2°™ et 3°™ codons (2 et 3 sur Fig.8)
codent réciproquement pour 1’acide glutamique et la lysine, la présence du SNP n’ayant pas
d’impact du fait de la redondance. En revanche, le SNP au sein du 1* codon entraine un
changement d’acide aminé puisque la sérine codée par le triplet TCT devient ACT pour Rosa
chinensis et I’acide aminé codé est donc la thréonine. Il en va de méme pour le 4°™ codon ol le
SNP change le triplet AAC codant pour I’asparagine en GAC codant pour 1’acide aspartique. Il
sera intéressant de mener une analyse spécifique de cette zone de la DFR a I’issue du traitement
des données de diversité.

De plus, il a ¢été observé que le pic d’expression de la DFR correspond au pic
d’accumulation des anthocyanines. Ce taux diminue quand les pétales sont complétement
ouverts (Suzuki et al., 2014). Le taux de DFR dans les pétales est régulé de maniere
transcriptionnelle au cours du développement et ce en parallele de la production
d’anthocyanines. Il est faible dans les premiers stades du développement floral puis augmente
lorsque les pétales sont colorés et que les sépales commencent a s’ouvrir (Tanaka et al., 1995).

Ce résultat ainsi que 1’étude de la zone de spécificité du substrat de la DFR ont fait que
ce géne a été retenu car chez le rosier il pourrait expliquer différentes nuances et couleurs du
pétale en influencant sur la présence ou la quantité de cyanidine ou pélargonidine.
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F3’H ou Flavonoides 3’ hydroxylase :

Le géne F3’H code pour la F3’H qui est un précurseur de la voie de biosynthése des
anthocyanes. Cette enzyme permettrait également d’obtenir de 1’eriodictyol a partir de la
naringénine chez certains rosiers (Schulz, 2003). Une mutation spontanée au sein de la séquence
du géne serait apparue tardivement (De Vries et al., 1974) et aurait entrainé la synthése d’une
enzyme moins efficace permettant ainsi la synthese de pelargonidine.

De plus, au sein des rosiers, les différents ratios Kaempférol/Quercétine et
Pélargonine/Cyanidine seraient probablement dus a une activité plus ou moins importante de la
F3’H dont I’extrémité C-terminale du géne serait tres importante pour la réaction enzymatique
(Tanaka & Brugliera, 2006).

FLS ou Flavonol synthase :

La FLS est une enzyme qui permet d’obtenir deux flavonols a la base de la voie de
biosynthése des co-pigments : le kaempférol et de la quercétine. La FLS des roses, surtout
exprimée aux premiers stades du développement floral, peut utiliser plusieurs dihydroflavonols
qui sont : le dihydrokaempférol et la dihydroquercétine (Suzuki et al., 2014). Ce gene a été
retenu en raison de sa position clef qui pourrait influencer la présence de certains co-pigments
ou une variation de leur ratio. De plus, il est possible que des différences au sein de la séquence
nucléique du gene dans une zone permettant la fixation du substrat modifient la composition en
co-pigments des pétales et influent donc sur leurs couleurs ou leurs nuances.

1.2.4. Les autres génes candidats retenus

Les autres génes candidats retenus pour 1’étude concernent différents caractéres d’intérét:

- L’architecture avec 1’étude du géne BRC1 qui est impliqué dans le développement
des bourgeons par arrét de leur croissance (Aguilar-Martinez et al., 2007).

- La floraison avec la sélection de 3 geénes candidats : KSN, pour son réle dans la
remontée de floraison (ltawa et al., 2012), FTqui modifie la date de
floraison (Kobayashi et al., 1999) et AGAMOUS qui détermine le nombre de pétales
(Foucher et al., 2008).

- Le parfum (Roccia, 2013) avec des géenes impliqués dans la synthése de molécules
odorantes qui sont NUDX pour la synthése des monoterpénes (Magnard et al., 2015)
et PAAS pour celle du phényléthanol (Machenaud, 2010).

- La couleur due a la présence de caroténoides et pour laquelle ZDS est un des génes
clefs de la voie de biosynthése de ces pigments orange (Zhu et al., 2010).
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Partie 2 : Matériels et Méthodes

Le schéma ci-dessous (Fig.9) permet de replacer les différentes étapes réalisees au cours

de I’étude et de montrer celles qui ont été externalisées au centre d’Etude du Polymorphisme des
Génomes Végétaux d’Evry (EPGV).

ANGERS EPGV ANGERS
-4 - | |
Choix des Dosage par Préparation et Contrle
individus fluorimétrie envoides ADN Qualité Purification. —
Evaluation < raite ment
L qualte et |pe] STTUENEA0R Lgd s
= MiSeq B
quantité, données
Sélection Annotation des Création d Commande poolage
desgénes Hmel séquencesdu |- rssnlourrleses L des
candidats rosier amorces

Figure 9 : Schéma bilan des différentes étapes réalisées durant le stage (2015). N. Jacquier

Les étapes concernant la création des amorces et le traitement des données seront
développés dans la partie résultat (partie 3).

2.1. Matériels

2.1.1. Matériel biologique

La sélection de 8 « individus test »

Les « individus test » ont été utilises pour vérifier d’une part le bon fonctionnement de la
PCR, des amorces et des machines, d’autre part pour déterminer la concentration minimale en
ADN nécessaire pour une bonne amplification.
Pour ce faire, les 8 échantillons envoyés avaient (Tab.2) :
- Unvolume de 119 pL
- Une concentration supérieure a 15 ng/uL, mesurée par absorbance avec le Nanodrop

ND 1000°.

- Différents niveaux de ploidie pour déterminer si les concentrations devaient étre
adaptées en fonction de cela.
Les « individus test » ont été utilisés a différentes concentrations : 2, 5 et 10 ng/uL.

Tableau 2 : Récapitulatif des échantillons des 8 individus tests

Concentration en Utilisation a la concentration
Accession . Date ng/pL - .| Ploidie (Dosage au Qubit® par PEPGYV)
d'extraction | (Dosage Nanodrop® a 2ngiul | 5 nglil 10 ng/uL
Angers)
directeur_alphand 10/01/2014 15,30 4x X X
ferdinand_chaffolte 10/01/2014 127,40 2X X
old_blush Non connue 423,90 2X X X
elisabeth_d_angleterre 10/01/2014 24,60 5x X X
rosa_brunonii 14/01/2014 82,70 2X X X
marjolin 15/01/2014 110,70 4x X X
rosa_xanthina 14/01/2014 144,50 2X X X
ville_de_toulouse 15/01/2014 43,90 4x X X

Les 48 couples d’amorces utilisés dans ce premier « run test » concernent ceux mis au point

pour amplifier les génes: DFR (6 couples), F3’H (5 couples), FLS (13 couples), ZDS (13
couples) et AGAMOUS (8 couples sur 14). La CHS (3 couples) fut retirée de 1’étude par la suite
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car ce gene appartient a une famille multigénique mal connue. Pour les run suivants, les couples
utilisés sont ceux permettant d’amplifier : DFR (6 couples), F3’H (5 couples), NUDX (13
couples), ZDS (13 couples), KSN (4 couples), FT (5 couples), PAAS (3 couples) et AGAMOUS
(14 couples).

Le choix de la population de rosiers

Le choix des 384 rosiers de I’ensemble de 1’étude a été réalisé par les généticiens, les

botanistes et les historiens et ce gréace a plusieurs critéres.

- Les rosiers ayant éte phénotypés ont été choisis de facon préférentielle (308
individus). Cela permettra ainsi de réaliser une comparaison phénotypes/génotypes
par génétique d’association.

- Les 16 groupes génétiques déterminés lors de la premiere partie de la thése de
Mathilde Liorzou ont été représentés facon équilibrée. On évite ainsi le risque sur-
représentation d’un groupe par rapport a un autre.

- Les dates d’obtention des variétés ont été représentées de maniere équilibrée et
proportionnelle par rapport a I’ensemble des rosiers disponibles.

- Suite a la lecture d’un corpus d’archives et de documents du XIXe siecle, analysé par
les historiens, les rosiers remarquables et/ou ayant beaucoup de descendants ont été
sélectionnés pour leur intérét historique et leur importance dans 1’obtention des
nouvelles variétés.

- Enfin, pour des raisons pratiques et un gain de temps, les rosiers pour lesquels de
I’ADN ou des feuilles lyophilisées étaient disponibles dans nos stocks ont été
privilégiés. De méme, 1’accés a du matériel frais devait étre facilement réalisé en cas
de ré-échantillonnage.

Pour I’¢tude de la diversité, 5 répétitions de Old Blush seront réalisées et 3 outgroups
(especes externes au groupe étudi€) ont aussi été retenus (Sanguisorba angustifolia, Geum
urbanum et Potentilla reptens). Ces espéces ont été choisies en raison de leur proximité avec le
genre Rosa. Elles permettront de déterminer quel est 1’alléle ancestral, qui est partagé par
I’ensemble des outgroups et quel est I’allele dérivé, qui est différent des outgroups et est apparu
depuis la divergence avec le genre Rosa.

Les conditions d’envoi des 384 échantillons

L’ADN des échantillons sélectionnés pour I’étude ont été envoyés a la plateforme d’Evry

en respectant certaines conditions :

- Un volume entre 35 et 50 pL, le volume minimal étant exigé par Fluidigm® pour
I’amplification pour faciliter le pipetage par robot.

- Une concentration minimale de 10 ng/pL déterminée a partir de nos échantillons tests
et mesurée par fluorimétrie au Hoescht (Annexe 111). Ce seuil est la limite permettant
I’obtention de suffisamment de copies d’une portion d’ADN, appelées amplicons.
Ces derniers seront utilisés pour le séquengage et 1’obtention de reads analysables,
c’est-a-dire les séquences issues du séquenceur.

2.1.2. Logiciels

Les logiciels utilisés durant notre étude sont :
- Geneious Pro 5.3.6° pour toutes les phases allant de la sélection a la création des
amorces (Kearse et al., 2012), [19].
- L’instance Galaxy ABIMS de la station biologique de Roscoff pour la partie de
traitement bioinformatique allant de la conversion des données brutes issues du
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séquencage MiSeq au mapping (Blankenberg et al., 2010), (Giardine et al., 2005),
[20].

- Microsoft® office Excel® 2007 pour la partie de contigage, filtrage des erreurs de
séquencage et dosage des haplotypes.

2.1.3. Bases de donnees utilisées pour I’obtention des « séquences sources » des genes
candidats

Les « séquences sources » et les « séguences de référence »

Avant la création des amorces, il est nécessaire d’annoter les génes candidats chez le rosier
de référence Rosa chinensis ‘Old Blush’. Ceci consiste en I’identification sur la séquence
d’ADN (Fig. 10) des introns (portions de génes non codantes), des exons (portions de génes
codantes et traduites en séquence protéique qui constituent les protéines) et des extrémités 5’ et
3’UTR (souvent utiles pour la régulation de 1’expression des genes).

Extrémité Extrémité
STUTR Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3 ITIR
5 e [ I I I I I } 3

Figure 10 : Structure d'un géne (2015) N. Jacquier

Pour effectuer cela, il faut au préalable sélectionner une séquence connue et déja annotée du
gene candidat chez une espéce proche. Cette séquence sera alors comparée a la séquence du
rosier et servira de base de travail pour I’annotation. Nous appellerons par la suite cette
séguence « séquence source » pour ne pas confondre avec la séquence qui sera annotée chez le
rosier et qui sera notre « séquence de référence ».

Les bases de données utilisées pour /’obtention des « séguences sources » annotées

Pour certains de nos génes candidats, des membres de 1’équipe GDO ou d’autres équipes
collaboratrices avaient déja annoté différents génes chez le rosier et nous ont communiqué les
séquences de réference. Pour les autres génes, il a fallu rechercher puis récupérer
une/des séquence(s) sources déja annoté(es) chez le rosier ou bien chez des espéces voisines les
plus proches possible de celui-ci. Ainsi, le fraisier a été choisi préférentiellement en raison de sa
proximité phylogénétique avec le rosier, suivi par le pommier et Arabidopsis pour lesquels les
trois génomes sont disponibles. Pour ce travail, trois grandes bases de données sont
disponibles pour obtenir des séquences sources (Annexe 1V) :

- GenBank® : Ensemble de données comprenant la banque d’ADN du Japon (DDBJ=
DNA DataBank of Japan), le laboratoire Européen de biologie moléculaire (EMBL=European
Molecular Biology Laboratory) et la base GenBank du NCBI (National Center for
Biotechnology Information) [21].

- TAIR (The Arabidopsis Information Resource): Base génétique et moléculaire
d’Arabidopsis [22].

- GDR (Genome Database for Rosaceae) : Base de données des Rosacées [23].

2.2. Méthodes

2.2.1. Méthode de sélection des sequences sources

La sélection de la séquence de base de travail et ['obtention des scaffolds

De fagon générale, il était intéressant de selectionner des séquences ayant éte travaillées
par une équipe de recherche plutot qu’issues d’une annotation automatique comme c’est le cas
du genome du Fraisier (Fragaria vesca). En effet, le gene a ainsi déja été étudié et annoté avec
soin et de fagon plus précise par 1’équipe qui a souvent obtenu des transcrits facilitant cette
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annotation. De plus, les résultats obtenus ont généralement conduit a une publication a I’aide de
laquelle il est possible d’obtenir des informations complémentaires.

De plus, lorsque plusieurs séquences sources étaient disponibles, la plus proche du rosier a
été retenue. Celle-ci se definit comme telle lorsque :

- Elle ‘blaste’ avec le génome du rosier, ¢’est-a-dire que la séquence s’aligne sur une
portion d’un ou plusieurs scaffolds de Old Blush’. Ces portions correspondent au
géne candidat qui est un orthologue de la séquence source.

- L’ensemble des exons de la séquence source est aligné le long du scaffold.

Gréce a cet alignement, on peut alors par comparaison de séquences repérer les positions

des introns, des exons et des extrémités 5” et 3’UTR.

Méthode de confirmation des annotations

Cette étape ne doit pas étre négligée, car cela permet de confirmer la distinction entre les
exons et les introns, ce qui est essentiel pour le design des amorces et 1’optimisation du choix de
celles-ci, comme nous le verrons par la suite (partie 3.1).

Pour confirmer notre annotation, plusieurs informations ont été exploitées :

- Des données bibliographiques sur le rosier ont parfois permis d’obtenir des
informations sur certains genes candidats telles que le nombre et la longueur des exons ou la
longueur du géne.

- L’obtention de la séquence chez le rosier de certains transcrits des genes candidats,
c’est-a-dire le produit issu de la transcription de la séquence d’ADN en ARN. Il faut préciser
que les introns ne sont plus présents au sein de la séquence des transcrits et donc 1’alignement
avec les scaffolds est discontinu. Ces séquences sont disponibles dans les bases de données du
GDR ou du transcriptome du rosier Toulouse [24]. De plus, lorsque 1’on a trouvé plusieurs
séquences sources, elles ont pu étre utilisées pour confirmer I’annotation des scaffolds.

2.2.2. Manipulations de laboratoire réalisées a Angers
Extraction de ’ADN et dosage par fluorimétrie

Nous avons extrait les ADN de rosier a 1’aide du QIAGEN® DNeasy® 96 Plant Kit a
partir de feuilles de rosier lyophilisées ou fraiches. Seules les feuilles de ‘Old Blush’ étaient
congelées a -20°C. (protocole en annexe V). Le dosage des ADN a été réalisé par fluorimétrie
au Hoescht en (annexe 111). L’appareil de mesure est le TECAN Infinite ® 200.

2.2.3. Externalisation de ’amplification et du séquencage.
La PCR Access Array IFC de Fluidigm® : [’obtention d’amplicons

La PCR, ou Réaction de Polymérisation en Chaine, permet d’obtenir pour un couple
d’amorces donné, plusieurs copies de la séquence d’ADN ainsi bornée, appelés amplicons. Dans
notre étude, 1’amplification a été réalisée par PCR Access Array de Fluidigm® a 4 amorces dans
une puce microfluidique, la plaque 48.48 Access Array IFC (Integrated Fluidic Circuit) [25].
Cette technologie permet de réaliser 2304 réactions (48 individus*48 couples d’amorces)
rapidement et dans un volume de réaction trés réduit (35 nL). De plus, cette technologie permet
de réduire le nombre et le temps des manipulations et a I’avantage de s’adapter a différents
appareils de séquencgage du type Illumina, lonTorrent ou encore Roche 454 [25].
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Cette amplification se divise en 3 grandes étapes : Pré-PCR, PCR et post-PCR (Fig.11).

IFC Controller AX FC1 Cycler IFC Controller AX
Pre-PCR Post-PCR

Figure 11 :Trois appareils différents utilisés pour la pré-PCR, la Figure 12 : Les 4 amorces utilisées durant le PCR Access
PCR, et la post-PCR [25] Array (image fournie par I'EPGV)

Quatre amorces différentes (Fig.12) sont utilisées pour permettre d’amplifier des zones
spécifiques de I’ADN et d’identifier de fagon unique chacune des réactions :

- Les amorces spécifiques (gene specific primer), que nous avons mises au point et qui
sont uniques pour un couple d’amorces donne.

- Les adaptateurs universels, qui permettent d’ajouter les codes-barres et les
adaptateurs NGS.

- Les codes-barres, qui permettent d’identifier chaque individu.

- Les adaptateurs NGS, qui sont spécifiques selon la méthode de séquencage utilisée
ultérieurement, dans notre cas MiSeq.

Le schéma général de la PCR est le suivant (Fig.13), le protocole complet est disponible
sur le site internet de Fuidigm® [26].

1 2 e 3 B ¢ B * L ¢ st

Création des Transfert des Assemblage R éalisation Poolage, des Collects
amorces échantillons des conterms des2304 produits de manuelle
spécifiques en et des réactifs des différents amplifications. PCE. dansles des48 puits.
respectart les dans les puits 2%48 puits 48 puits
param étres de la plaque dans les 2304 AssoCies Al
imposés par IFC. micro-puits de individus. Tube contenant
Hmdig__g . X la puce IFC. les amplicons
— “’ch*”“" - des 2304 PCR.
RNii— o/
— {m| W !
| i cEE{ i |
[ - i e B8 |
/ \ Puce de 2304

48 puits avec les 43 puits avec  micro-puits
individug/échantillons  les amorces

Figure 13 : Les différentes étapes de la PCR Access Array de Fluidigm (2015), N. Jacquier [25]

1- Lastratégie de la création des amorces (partie 3.1)

2- Préparation de la plaque IFC par le manipulateur :

La plaque IFC se compose de 48 puits a gauche (rectangle rouge sur le schéma), ou sont
répartis par le manipulateur I’ADN des 48 individus étudiés [25]. A droite, se trouvent 48 puits
ou sont réparties les amorces (schéma rectangle bleu). Les réactifs (voir [26]) sont placés dans 6
puits différents (ovales jaunes).

3- Lapré-PCR ou préparation de la plaque dans I’IFC Controller AX de Pré-PCR:

Au centre de la plaque se situe une puce contenant les 2304 micro-puits qui sont reliés
aux 96 puits (individus et amorces). Un systeme de valves et de pression permet de mélanger le
contenu des puits pour permettre les 2304 réactions d’amplification.
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4- Déroulement de la PCR dans le FC1 Cycler :

La PCR Access Array se compose de 35 cycles [26], chacun constitué de trois grandes

étapes (Fig.14), (Annexe VI) :

- (a) Les deux brins de I’ADN sont dénaturés, c’est-a-dire qu’ils sont séparés. Pour
cela, la température est élevée a 95°C.

- (b) Dans un second temps, la température est diminuée pour permettre aux amorces
de s’hybrider aux brins d’ADN. Cette température est variable selon les amorces.
Cependant, les différentes températures étant standardisées, il est nécessaire que les
48 couples d’amorces désignés respectent tous une gamme de température définie.
Ceci sera un paramétre important a prendre en compte lors de notre stratégie de
création des amorces.

- (¢) I y a enfin une phase d’élongation qui consiste en la synthése du brin
complémentaire par une ADN-Polymérase.

—n—— —

Figure 14 : Les différentes étapes d'une réaction de polymérisation en chaine (PCR) (2015) N. Jacquier

5- La post-PCR dans I’'IFC Controller AX de Post-PCR:

Les 48 amplicons issus des 48 couples d’amorces sont regroupés ensemble par individu.

6- La collecte :

A T’issue de la post-PCR, un poolage manuel de tous les individus est réalisé. Il s’en suit
une étape de purification des amplicons pour éliminer les primers-dimers (sous-produits de PCR
issus de I’hybridation de deux amorces entre-elles) et les amorces restantes. C’est le résultat de
ces étapes qui constituera la librairie qui sera séquenceée par la suite.

Vérification du « run test » et du fonctionnement de I'amplification

Dans le cas du « run test », les résultats de 15 des 48 puits issus du produit non purifié de 48
PCR (Apres le poolage par individu (étape 5) mais avant le poolage final (étape 6)) ont été testés
sur gel High Sensitivity D1000 ScreenTape®. Ce test permet de savoir si la PCR a fonctionné
de facon générale pour les individus mais pas de facon spécifique pour chaque couple
d’amorces. En effet, seul le séquencgage de ces amplicons dans le MiSeq permet de savoir plus
précisément si les amplifications ont ou non fonctionne.

Ce sont ces données qui nous ont permis de définir le seuil de quantité minimale d’ADN
nécessaire pour nos échantillons. Les résultats sur gel (Fig.15) permettent de visualiser la
longueur des amplicons issus de la PCR. Plus la bande est foncée, plus il y a d’amplicons de la
longueur correspondante. Dans le cas du «run test », on observe donc que la PCR a bien
fonctionnée hormis pour 1’échantillon A2 dont la concentration était bien trop faible. On peut
également constater des bandes a 25pb qui correspondent aux amorces en surplus, et entre 50 et
130pb qui sont dues aux primer-dimers. Ceci est di au fait que les ADN aprés I’amplification
n’ont pas été purifiés.
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bl a1w BL €1 D1 E1 F1 Gl HlL A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2 H2

Well | Conc. [pg/pl] ple Description
1500 —_ Al 2610 Ladder
1000 B1 4370 BOOG3SV-2ng/ul
20 _— ct 4520 BOOG3SV-10ng/uL
i B D1 3700 BO0G3SW-10ng/uL
P . E1 5440 BO0G3SX-10ng/uL
i = F1 4350 BO0G3T4-10ng/uL
o = G1 3960 BO0G3T5-10ng/uL
g H1 5290 BOOG3T6-10ng/uL
i - A2 138 BOOG3ST-5ng/ul
B2 3750 BO0G3SU-5ng/ul
‘ &) 5510 BO0OG3SV-5ng/ul
0 — * — | D2 3040 BO0OG3SW-5ng/ul
- E2 4990 BOOG3S5X-5ng/ul.
4 S O D D . . . . . . - G . - | P 4380 BOOG3T4-5ng/ul
G2 3290 BO0G3T5-5ng/ul
H2 4430 BOOG3T6-5ng/ul

Figure 15 : Résultats de 15 produits de PCR non purifiés sur gel High Sensitivity D1000 ScreenTape®. Le Al correspond a un
ladder qui sert de référence et permet la lecture par comparaison des longueurs des amplicons. Le tableau a gauche indique les
échantillons de chaque puits ainsi que leur concentration a I'issue de la PCR et le code-barre des individus correspondants.

Au vu de ces données «test», un seuil minimal de concentration en ADN de nos
échantillons a été fixé de fagon a obtenir une amplification générant suffisamment d’amplicons
pour le séquencage ultérieur et donc des données exploitables. Cette valeur est placée a 7,5
ng/puL pour un dosage au fluorimetre. En effet, I’ADN du rosier A2, dont la concentration avait
¢été mesurée a Sng/uL, n’ayant pas été amplifié, une concentration supérieure a été choisie.

De plus, on constate des écarts entre les dosages des différents appareils. En effet, nous
avons réalisé un dosage par fluorimétrie et ’EPGV a I’aide du Qubit®. Or, il n’y a pas de
corrélation observée entre les deux mesures. Ainsi, pour plus de sOreté, seuls nos échantillons
dont le dosage par fluorimétrie est au-dessus de 10ng/pL ont été envoyés. Cela a donc nécessité
une réextraction de I’ADN de 192 de nos individus.

Le séguencage MiSeq d’Illumina®

A T’issue de la PCR et des étapes de contrdle et purification,
un séquencage a haut débit, ou séquencage nouvelle génération
(NGS), a été réalis¢ a I’aide du séquenceur MiSeq d’Illumina®
(Fig.16) [27]. Cette etape permet & partir des amplicons purifiés de
la PCR, de former des clusters, c’est-a-dire des groupes
d’amplicons. Ceux-Ci vont étre «lus» par le séquenceur pour
obtenir les données brutes en sortie qui sont appelées des reads. Figure 16 : Séquenceur Illumina°

MiSeq [27]

Cette technologie a été choisie en raison de la longueur des reads que 1’on souhaitait
obtenir, ainsi que pour la qualité et la profondeur (~nombre de reads/amplicon) des données. De
plus, le colt de la production de ces derniéres a imposé certaines limites quant au choix du
nombre de génes et d’individus analysés et des technologies employées.

Les differentes étapes du séquencage sont les suivantes :

1- Préparation du Flowcell (Fig.17) :

Tout d’abord, les amplicons de la PCR sont répartis sur un
support solide en verre, appelé flowcell, ou 2 types de
fourches/adapteurs (Forward et Reverse) sont fixées une ligne,
elle-méme divisée en 14 sections appelées « tiles »[28].

2- La formation d’un cluster (Fig.18):

Les amplicons, qui constituent notre librairie, vont s’hybrider Figure 17 : Flowcell lllumina®
aux fourches par complémentarité grace aux adaptateurs NGS Miseq (2015)/29]

(Fig.18, adaptateurs en jaunes et verts). Le brin complémentaire va alors étre synthétisé a la
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suite des fourches et donc fixé au support par leur biais (a). Il vient ensuite la formation de
clusters par amplifications en pont successives (de b a h). Aprés dénaturation, les brins reverse
sont clives et éliminés : c’est la linéarisation (i). Le séquengage du brin forward peut débuter (j).

|

REELEEEEE

|

Figure 18 : Création de clusters par la technologie lllumina®. Les différentes étapes sont: Fixation de I'amplicon par
hybridation sur les fourches; (a) synthése du brin complémentaire ; (b) dénaturation et élimination du brin d'origine ; (c)
hybridation de I'extrémité du brin synthétisé sur une nouvelle fourche ; (d) Synthése du brin complémentaire ; (e) Dénaturation ;
(f) — (h) répétitions des étapes précédentes menant a la formation d’un cluster ; (i) Linéarisation ; (j) Début du séquengage par
synthése. Images sources [30]. (2015) N. Jacquier

3- Reéalisation du séquencage (Fig.19) [31] :

Il s’agit d’un séquencage a haut débit par synthése, c’est-a-dire que la lecture simultanée
des millions de brins par le séquenceur se fait au fur et a mesure de la fixation des ddNTP ou
didésoxyribonucléotides. Ces derniers bloquent 1’ajout de nouvelles bases et sont couplés a un
fluorochrome dont la couleur est différente pour chacune des 4 bases (A, T, G ou C (1)). A
chaque cycle de sequengage, il y a incorporation du ddNTP complémentaire de la base du brin a
séquencer. Aprés sa fixation (2), le fluorochrome est excité et une fluorescence est émise (3).
Celle-ci est alors reconnue/ « lue » par le séquenceur. Le blogueur du ddNPT et le fluorochrome
sont ensuite clivés (3) pour permettre la fixation du ddNPT suivant. (4) L’opération est
renouvelée pour les 299 bases suivantes car pour notre étude, le nombre de cycles se porte a
300.

GAATT

Figure 19 : Schéma du séquencgage a haut débit. Fixation de I'amorce de séquengage puis départ du premier cycle avec
libération et compétition entre les ddNTP; (1) Incorporation du ddNTP complémentaire ; (2) excitation et émission d’une
fluorescence caractéristique suivi d’un clivage du fluorochrome et du bloqueur; (3) (4) Ajout de nouveaux nucléotides. A droite
illustration de la lecture par le séquencgeur des bases d’un read. Source images [30]. (2015) N. Jacquier

La lecture de milliers de reads est effectuée en paralléle. On obtient alors plusieurs centaines
de fichiers avec les séquences des reads. Ce sont ces derniers qui feront 1’objet de notre
traitement bioinformatique.
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Partie 3 : Résultats

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont des stratégies qui concernent d’une part
I’amont du projet avec la création des amorces et d’autre part le traitement des données issues
du séquengage. Nous allons donc présenter dans un premier temps la méthode qui a été élaborée
pour le design des amorces. Puis nous développerons les stratégies et les choix qui ont été mis
en place pour analyser les données brutes issues du MiSeq et obtenir des fichiers de sortie
permettant 1’analyse de la diversité des génes candidats. Nous verrons ainsi comment a été
concu notre workflow et quels outils ont d( étre créés par la suite pour permettre de réaliser le
contigage et le dosage des haplotypes.

3.1. Annotation des genes candidats et mise en place d’une_stratégie de
conception d’amorces

Comme nous 1’avons expliqué briévement précédemment, il est nécessaire d’annoter et
définir les différentes zones de nos séquences de référence avant de créer nos amorces. Nous
avons vu en partie 2 quelle méthode était appliquée pour trouver nos séquences sources et nous
allons donc maintenant expliquer comment sont annotées ces séquences et expliquer
I’importance de cette étape qui est déterminante pour la création de nos couples d’amorces.
Nous pourrons alors expliquer la stratégie qui a été adoptée pour permettre d’optimiser le choix
de nos amorces et répondre aux mieux a nos objectifs tout en prenant en compte de nombreuses
contraintes.

3.1.1. L’annotation des séquences de référence des génes candidats

Apres avoir sélectionné les séquences sources, plusieurs opérations sont réalisées a ’aide du
logiciel Geneious® pour annoter les séquences de référence. Ces étapes sont les suivantes :

- Il faut tout d’abord réaliser un « Blastn » [32] entre la séquence source annotée
préalablement choisie et le génome du rosier (Altschul et al., 1990). Le Blastn permet de
comparer la séquence source et les séquences des scaffolds de rosier. Il liste les différents
scaffolds qui présentent la meilleure similarité de séquence avec la séquence source. On fait
I’hypothese que les séquences présentant une forte similarité correspondent a un orthologue du
géne de référence chez le rosier.

- Parmi les résultats des scaffolds signalés a I’issue du blast, seuls 2 sont retenus. En effet, il
se trouve que certains fragments du géne peuvent blaster avec de nombreux scaffolds en raison
d’une succession de bases identiques a d’autres portions du génome comme c’est le cas chez
différents génes des voies de biosynthése. Cependant, la ploidie de ‘Old Blush’ (2n=2x, d’ou au
maximum deux alléles) et sa forte hétérozygotie liée a son origine hybride (généralement deux
alleles par locus) implique la sélection de 2 scaffolds, correspondants a 2 alléles. Ceux retenus
sont ceux ayant la e-valeur la plus faible et dont le pourcentage de séquences blastées est le plus
élevé possible. La e-value traduit le degré de certitude d’homologie entre les deux séquences.
Ainsi, plus la e-value est faible (inférieure a 1029), plus les chances d’avoir un bon blast sont
élevés.

- Les séquences des deux scaffolds sont alors récupérées.

- Les exons de la «séquence source », et les extrémités 5’ et 3’UTR lorsqu’elles sont
disponibles, sont extraits individuellement (Fig.20, bleu).

- Un assemblage [32] entre les scaffolds, les exons et les extrémités est effectué (Fig.20,
A). 11 s’agit d’un alignement local optimis¢ permettant de détecter des similarités entre des
petites séquences chevauchantes ou non et une plus grande séquence.
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- Les exons et les extrémités UTR des scafflods du rosier sont alors repérées et annotés,
puis ’annotation des introns est ajoutée (Fig.20, C).

[ ")
-, Scaffold de rosier 3
Exons et
extrémités UTR ] | I— S E—
extraits de la Extrémité Exonl Exon 2 Exon 3 Extrémité
séquence source S'UTR 3ITIR A
\ J
' Scaffold annoté :‘
3 [ I ] 3
Extrémité A Exon 1 Exon 2 Exon 3 ﬁ Extrémité
S'UTR ITTR B
S — | I— | S —
. p
Extrémité Extr_émité
STIR Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3 3ITIR
5 [ I I I I I ] 3 C

Figure 20 : Schéma d'annotation des génes candidats du rosier. En A : Assemblage du scaffold du rosier et des exons et
extrémités UTR ; B : Comparaison des séquences et annotation du scaffold ; C : Annotation des introns. (2015). N.Jacquier

3.1.2. La recherche de polymorphismes et des zones d’intérét

A P’issue de ’annotation des genes, il est important d’avoir un maximum d’informations sur
leur polymorphisme. En effet, au sein des genes, les introns sont moins bien conservés que les
exons et présentent plus de mutations. Les amorces a créer sont donc placées dans les exons.
Cependant, la encore il peut y avoir des variations de bases entre ou au sein des individus,
appelées SNP ou Single Nucleotide Polymorphism.

Ces SNP sont a double tranchant. Certains peuvent avoir un intérét pour leur importance
fonctionnelle car ils expliquent des différences importantes d’un point de vue biologique et
phénotypique comme pour le géne DFR (partie 1). De plus, certains SNP sont parfois
caractéristiques d’un alléle donné et favorisent son identification. Dans ces cas-13, il faut prendre
soin de bien positionner les couples d’amorces pour veiller a ce que ces SNP d’intérét soient
séquenceés pour notre étude et qu’ils ne soient donc pas positionnés au sein des amorces. Mais
d’un autre c6té, lorsque 1’on ne connait pas la présence et la position de telles mutations, cela
peut poser probléme pour la fixation des amorces ou bien entrainer I’amplification préférentielle
d’un allele par rapport a un autre. Ceci est particulierement génant car cela peut biaiser le dosage
d’haplotypes. Enfin, les SNP peuvent parfois étre utilisés pour empécher la fixation des amorces
sur des genes proches dans le cas de familles multigéniques ou de genes ayant des portions de
leur séquence similaires. C’est par exemple le cas pour les couples d’amorces du gene FT qui
devaient permettre d’amplifier FT mais pas FT3 ou bien des couples d’amorces du gene de
NUDX1-OBL1 qui ne devaient pas amplifier NUDX1-OB2.

C’est pour toutes ces raisons qu’il est important de récupérer autant que possible des
informations quant a la position de ces SNP. Les deux scaffolds annotés de ‘Old Blush’
apportent déja une premiere indication du polymorphisme du gene en question. Mais, lorsque
cela est possible, des séquences de transcrits de différents rosiers sont récuperées et alignées
avec les exons des genes de rosiers pour identifier la position de SNP, d’insertions ou de
deélétions (Fig.21).
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Figure 21: Identification du polymorphisme au sein d’un géne candidat. * indique la présence de SNP ou Indels. A :
Récupération de la séquence annoté du géne candidat chez le rosier ; B : Extraction des exons du gene; C: Alignement des
exons et des transcrits du géne chez le rosier ; D : Assemblage des exons et des transcrits. (2015). N. Jacquier

Bilan des informations des génes candidats a [’issu de ['annotation

Le tableau ci-dessous (Tab.3) récapitule les informations de la structure de chaque géne candidat
chez le rosier.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif de la structure de chaque géne candidat. Informations sur la structure du géne, les numéros
et longueurs des scaffolds ol ils se situent. (2015). N. Jacquier

. Nombre Nombre . . Présence "
Géne ” i Présence 5°UTR . N° du scaffold Longueur (pb)
d'introns d'exons 3'UTR
2609 2309
DFR 5 6 oui + Intron 5'UTR Qui
5050 2286
130 2477
F3'H 2 3 Non Non
2731 2607
3042 5529
FLS 2 3 Oui Oui
3192 4515
1229 4819
ZDSs 13 14 Oui Oui
3026 4807
. . 161 6535
AGAMOUS 7 8 oui + Intron 5'UTR Oui
1924 6585
4318 1238
FT 3 4 Non Oui
3636 1315
5123 1186
R. chinensis spontana - 10114
KSN 3 4 Non Non Transposon
R. chinensis spontana 1184
0OB1la 622
0B1b 618
Papa meilland 618
NUDX 1 2 Non Non Blunt 618
1636 623
5234 623
866 606
1004 1526
PAAS 0 1 Non Non
1103 1527
1427 1555
BRC1 1 2 Neon Non
1951 1544
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3.1.3. La stratégie de création des amorces
Obijectif général de la stratégie

Pour réaliser les amorces c’est le logiciel Primer3 v.0.4.0°, inclus dans Geneious Pro 5.3.6°
qui a été utilisé (Rozen & Skaletskt, 2000). Les amorces ont été commandées par I’EPGV.

L’objectif général de notre stratégie de design des amorces est de séquencer 1’ensemble du
géne candidat tout en minimisant le nombre de couples nécessaires. Plusieurs parameétres entrent
en compte lors de la création des amorces de sorte que parfois le choix de celles-ci s’est révélé
tres restreint, voire unique. Notre stratégie a donc consisté en la réalisation d’un compromis
entre nos objectifs d’amplification et D’optimisation du choix des amorces malgré les
nombreuses contraintes imposées par la technique Access Array et la nature de la séquence
d’ADN elle-méme.

Les contraintes prises en compte dans la stratégie de design des amorces

Il'y a différents types de contraintes a considérer :

- Des contraintes techniques liées aux parameétres de la PCR et du séquencage MiSeq.

- Des contraintes biologiques dues a la diversité des séquences d’ADN, la présence de
SNP, la longueur des exons...

- Des contraintes liées & nos objectifs tels que le séquengage de I’ensemble du géne, le
nombre réduit de couples d’amorces a utiliser...

- Des contraintes liées a 1’analyse bioinformatique des données de séquengage comme
le besoin d’une zone de chevauchement intra et inter-séquence pour les phases de
contigage et de reconstitution des haplotypes.

Nous allons maintenant expliciter ces contraintes pour pouvoir par la suite les
hiérarchiser. La premiére d’entre elles est due au fait que les amorces doivent étre placées dans
les exons qui sont mieux conservés que les introns et donc moins sujets aux SNP. En effet, un
SNP peut fortement diminuer la fixation des amorces sur le brin d’ADN ou amplifier un alléle
de facon préférentielle. Cela influence donc sur la longueur des amplicons situés entre les
couples d’amorces que I’on va mettre au point. Néanmoins, dans certains cas des amorces dans
les introns sont réalisées car :

- lalongueur entre deux exons est trop importante

- D’intron est trés long et doit étre séquencé en plusieurs fois (ex : géne FLS, Fig.24)

- aucune amorce n’est possible dans les exons du fait des contraintes de composition

des amorces et/ou de la présence de polymorphisme dans la région correspondante.

Compte tenu des contraintes imposées par Fluidigm®, la plateforme de séquencage
d’Evry nous a communiqué certains criteres a respecter dont des températures de fusion « Tm »
(melting temperature) et le nombre maximum de Poly-X toléré dans I’amorce « Max Poly-X ».
Celui-ci correspond au nombre maximal de succession d’une méme base au sein de 1’amorce.
Comme nous ’avons vu dans le protocole de la PCR Access Array, les Tm sont standardisées
durant les cycles de PCR et doivent donc étre dans une certaine fourchette puisque 48 couples
d’amorces sont amplifiés en méme temps et ont donc tous les mémes conditions.

Les fourchettes de ces deux paramétres sont modifiables dans une certaine limite mais de
facon plus réduite que les paramétres par défaut de Primer3.
Pour Fluidigm® les critéres en rouge (Annexe VII) sont conseillés d’étre :
e Entre 59 et 61°C pour la Tm
e Max Poly-X=3
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La technologie du séquencage MiSeq utilisée dans le cadre de cette étude permet d’avoir
des longueurs de reads pouvant atteindre 300 bases. Ainsi, le read forward et le read reverse
contigues feront au maximum 600 bases. Les amplicons a produire ne devront donc pas, dans la
limite du possible, excéder 600pb. Cependant, certains sont de taille supérieure car : il n’y a pas
d’autres choix (pas d’amorces plus proches entre-elles) ou bien cela permet de récupérer des
zones non couvertes par d’autres couples d’amorces (Fig. 24, genes ZDS et AGAMOUS).

De plus, il est important de conserver un chevauchement intra-séquences de 50 pb pour
le traitement bioinformatique des données (Fig.22). Il est connu que la qualité de la séquence
des reads diminue fortement en fin de séquence. Cela permet d’autre part d’avoir une zone de
chevauchement entre les reads forward et reverse et donc de réaliser un contigage intra-
séquence, c’est-a-dire de rassembler les 2 reads en un seul. C’est pourquoi il a été privilégié une
distance entre les amorces d’un méme couple de 550pb (ou moins)

A cela s’ajoute la nécessité de conserver si possible un chevauchement inter-séquences
supérieur a 50 pb (Fig.22). Cela permettra de rassembler les différents fragments séquencés
entre eux apres la phase de dosage des haplotypes, afin d’obtenir des haplotypes plus longs.

Géne d’intérét

\ intron Exon

ADN = I : I =
Amplicon1 : '
e
Reads -
LN
L i i
i i j IEREE Amplicon 2
50pb de :

Reads
chevauchement

intra-séquence

550, pb
Zonede
chevauchement
inter-séquences
Figure 22 : Schéma de constitution des amorces. Indication des zones de chevauchement intra-séquence et inter-séquences.
F indique une amorce Forward et R une Reverse (2015). Mathilde Liorzou.

Pour finir, la spécificité des amorces a été vérifiée pour chaque couple apres la phase de
design. Cette étape permet de controler que les amorces n’amplifient pas d’autres zones du
génome. Pour cela, il a été réalisé & I’aide de Geneious Pro 5.3.6° un «discontiguous
Megablast » avec une e-valeur maximale de 0. Si, pour un couple d’amorce donné, des scaffolds
autres que ceux comprenant le gene sont trouvés, on réalise une comparaison des résultats
donnés pour I’amorce Reverse et pour 1’amorce Forward :

- S’il y a des résultats communs, on regarde :

o quel est 'intervalle entre les deux amorces sur ce nouveau scaffold. Si celui-
ci est trés grand, on suppose que la PCR ne fonctionnera pas sur le scaffold
parasite.

o quel est le pourcentage de séquence de I’amorce qui est identique a la zone
blastée. Si les amorces ne sont que partiellement complémentaires (moins de
la moitié de la longueur), elles ne permettront pas d’amplifications ou tout du
moins pas d’amplification de la zone souhaitée et elles sont conservées.

=>» Dans ce cas, on deplace les amorces et on revérifie leur spécificité. Ce cas de
figure s’est présenté plusieurs fois notamment pour les genes AGAMOUS
(Entre des exons 2 a 6) et ZDS (entre les exons 6 et 7 et des exons 12 a 14).

- Sinon, la spécificité est bonne et nos amorces sont validées.
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La hiérarchisation des critéres pour la stratégie de design des amorces

L’ensemble de ces différents critéres a été hiérarchis¢ du plus important au moins
important de facon a optimiser les amorces et le traitement ultérieur des données.

1- Pas de SNP

2- Spécificité des amorces

3- Longueur de I’amplicon (optimum de 550pb comprenant le chevauchement intra-

séquence) nécessaire permettant un contigage intra-séquence ultérieurement

4- Conservation d’un chevauchement inter-séquences (>50pb si possible)

5- La Tm et le Max Poly-X (optimisés puis, dans la limite des parametres par défaut)

Certains de ces points sont étroitement liés puisque si le polymorphisme du géne n’est
pas connu, il est possible d’avoir des SNP au sein des amorces sans le savoir et donc d’avoir des
problémes de spécificité. Générer des amorces dans certaines zones s’avére donc parfois long.

Une stratéqgie particuliére adaptée pour le cas du géne KSN

Certains alléles de KSN présentent I’insertion d’un rétrotransposon d’environ 10 kb, situé
dans I’intron 2. Pour pouvoir amplifier cette zone quel que soit 1’all¢le, une stratégie a été mise
en place a partir de 2 couples d’amorces (ceux présentés en B, Fig.23) qui seront mis ensemble
dans un méme puits de PCR. En présence du rétrotransposon (B), deux amplicons seront
obtenus. En son absence (A), I’amorce forward du premier couple d’amorce (en rouge)
fonctionnera avec 1’amorce reverse du second couple d’amorce (en magenta). Il y aura donc un
seul amplicon produit. Dans cette stratégie, les hétérozygotes donneront trois amplicons
différents.

Géne KSN Pasde
Exon Intron2 retrotransposon
A
— EE——
Gene KSN
Exon  Intronz Retrotransposon(10kb)
R  —]
@{H :ﬁ
> >

Figure 23: Stratégie de création des amorces pour le géne KSN. 2 couples d’amorces permettent d’amplifier les alléles avec ou
sans rétrotransposon. Schéma non a I'échelle.(2015). Mathilde Liorzou.

Bilan des amorces mise au point

Le tableau suivant (Tab.4) synthétise toutes les informations connues concernant les
parameétres utilisés pour la création des amorces ainsi que la présence de SNP.

Tableau 4: Tableau récapitulatif des informations concernant les amorces. NC= non connu en raison d’un scaffold contenant
de nombreuses bases N, c’est-a-dire non identifiées. (2015) N. Jacquier

Nombre d'amorce avec...
Nombre de T
Géne couples Max Poly-X | Max Poly-X |, _. .m . Remarques
. 1SNP inférieure a
d'amorces =4 =5
59°C

DFR 6 3 2 0 5
F3'H 5 0 0 0 2
FLS 12 NC 9 1 2 14 amorces dans introns
ZDS 13 3 4 2 7
AGAMOUS 14 0 4 1 12 12 amorces dans introns
FT 5 1 0 2 9
KSN 4 0 0 0 4
NUDX 2 2 0 0 2
PAAS 3 0 2 0 2
BRC1 3 1 3 0 3
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Ceci permettra de déterminer 1’échec de certaines amorces a I’issue de I’amplification et
du séquencage (Annexe VIII, informations pour chaque couple d’amorces). Les schémas ci-
dessous (Fig.24) représentent les positons de I’ensemble des couples d’amorces des différents
génes candidats. Les chiffres entre crochets indiquent la zone de chevauchement inter-
séquences, amorces comprises (en vert), et la longueur des amplicons est indiquée entre les deux
amorces (en pb). Enfin, la taille (en pb) des introns et des exons est indiquée au-dessus de ceux-
ci et les traits rouges signalent des zones qui ne seront pas séquencées.

F3'H (2607 pb)
681
444 545 w7 520
s |
n 33 L b 566
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h 348 [ 317
& 421 (22
2 436
a [219 741 [147]
NUDX (622 pb)
157 296
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PA4A4S (1527 pb) 1527
[ 509 'Y 581
w1671 521 73]
BRC1 (1427 pb) 1323 o T
| Exon 1
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A 521
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284 62 10Kb 41 248
103[TY142 194 [110
371 [ 393
259 [ 533 d
R |
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AGAMOUS (2309 pb)
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Figure 24 : Schémas bilans a I’échelle des couples d’amorces créés pour chaque géne candidat. Les amorces sont indiquées en
vert foncé pour les forward et en vert clair pour les reverse. Entre crochets est précisé la longueur de la zone de chevauchement
inter-séquences. Entre les amorces est signalée la longueur de I'amplicon. Les exons sont représentés par des rectangles et les
introns par des traits. Leur taille en pb est indiquée au-dessus. Les traits rouges signalent I'absence de données a l'issue du
séquencgage en raison d’une taille d’amplicon trop élevé ou de zones non couvertes par des amorces. (2015). N. Jacquier

3.2. Réalisation d’un workflow

Bien que le schéma général de traitement et d’analyse des données soit établi, il n’y a pas
de regles prédéfinies et le choix des logiciels a utiliser reste au bon vouloir de I’utilisateur.
Néanmoins, la quantité importante de données a traiter impose la réalisation automatique de
différentes opérations. On met alors en place un workflow, c’est-a-dire une suite d’opérations
qui s’enchainent sans intervention extérieure a partir de fichiers d’entrée. Il est donc nécessaire
de définir les données que I’on a en amont du workflow et celles que 1’on souhaite obtenir en
aval pour mettre en place le schéma le mieux adapté a nos besoins.

Nous verrons donc quel est le schéma général du workflow qui a été mis en place et quelles
données sont disponibles (schéma complet et paramétres fixés en Annexe 1X). Nous
expliquerons aussi comment ont été choisis les logiciels ainsi que leurs parametres, que ce soit a
partir de données bibliographiques ou de test. Enfin, nous verrons les données de sortie
obtenues.

3.2.1. Explication générale du workflow

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi I’instance Galaxy ABiMS de Roscoff qui
met a disposition des utilisateurs de nombreux programmes et permet la mise en place d’un
workflow dont le schéma général est le suivant (Fig.25):

- - Elimination
Conversion ; Quality - - Dosage ; Etude de
de format Trimming* ’ | Mapping | » | Contigage | » dseésqir;igsgge d'haplatype diversité

Figure 25 : Schéma général du workflow. (*= élagage des reads par la qualité) (2015). N.Jacquier

- Conversion de format (FASTQ Groomer version 1.0.4) [33] : Etape préalable au
traitement des données qui permet une compatibilité avec les différents programmes.

- Quality Trimming (FASTQ Quality Trimmer version 1.0.0) [33]: Elagage des reads
par élimination des bases de mauvaise qualité.

- Mapping (Bowtie2 version 0.2) [34]: Alignement des reads contre la sequence de
référence des génes candidats. Cette étape est suivie d’une conversion de format (BAM-
to-SAM (version, 1.0.4) [35]).

- Contigage : Assemblage des reads forward et reverse.

- Elimination des erreurs de séquencage
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3.2. Réalisation d’un workflow

- Dosage d’haplotypes : Comptage des différents alleles des génes candidats pour chaque
individu.

3.2.2. Les données issues du MiSeq

A T’issue du séquengage, on obtient 2 fichiers par individus d’extension .fastq comprenant
les reads 1 (Forward) dans le premier et les reads 2 (Reverse) dans le second. Dans chacun de
ces fichiers, les reads issus des amplicons des 48 couples d’amorces sont mélangés et sont
environ au nombre de 48 000 reads soit environ 1000 reads par couples d’amorces. Ce nombre
est variable selon les individus (48087 pour ‘Joséphine Ritter’, 45393 pour ‘Georges Delbard’
par exemple).

Les fichiers de sortie (Fig.26 et Annexe X) indiquent un identifiant unique pour chaque
read ainsi que la séquence nucléotidique du read et la qualité de chaque base [36]. De plus, les
reads forward et reverse ont le méme identifiant hormis un chiffre (carré rouge) qui indique si le
read est forward (1) ou reverse (2). Il est important de souligner la présence des amorces
spécifiques qui, contrairement aux adaptateurs, n’ont pas été retirées des séquences de 300 pb
des reads.

Identifiant du read @M01075:79:000000000-ACRBA:1:1101:17353: 1093 n: 0273
Séquence du read NEIGECTTCGEARGCTTGICCCACTCATACCATCCCCARCCRTCACAGRRTTICTGECCC
Identifiant de la qualité +

Séquence qualité §-5BEC, BERER, +, C;ECCECEF, CRFFEGRC, CEGCEETCAFS<FREFC, CC, 6ESF

Figure 26 : Extrait de fichier de sortie du MiSeq. // s’agit du read 2 de I'accession “Joséphine Ritter’ (2015). N. Jacquier

Il faut également vérifier I’encodage des données afin de choisir les bons modes de
conversion. En effet, les valeurs de qualité ont différentes échelles et se traduisent par différents
caractéres. Nos donnéees sont encodées en Illumina 1.9, ce qui se traduit par la présence
caractéristique de certains symboles [36] tels que : ! "#s%s"' () *+,-./0123456789. Apres avoir
identifié le codage utilisé (Annexe XI), une conversion de format [33] a été appliquée a
I’ensemble des fichiers .fastq pour obtenir un codage Sanger.

3.2.3. Le quality trimming
Principe

Au sein d’un méme read, toutes les bases n’ont pas la méme valeur de qualité, c’est-a-dire
que la probabilité que la base soit correcte n’est pas la méme. Ainsi, plus la valeur du score de
qualit¢ d’une base donnée est ¢élevée, plus la probabilité d’avoir la bonne base est forte. De
facon générale, la qualité des bases diminue vers la fin du read, a I’extrémité 3’ [37]. A noter
que les reads 1 ont une meilleure qualité que les reads 2, sans qu’une explication a cela n’ait été
déterminée.

Il est donc nécessaire de réaliser un filtrage des reads en éliminant les bases les plus
mauvaises de facon a avoir des données de séquencage contenant le moins d’erreurs et
d’incertitudes possibles.

La qualité de nos données

Pour visualiser la qualité de nos reads, nous avons utilisé le logiciel FastQC (version 0.62),
intégré a Galaxy [37]. Il représente la qualité des bases du read de facon visuelle, ce qui permet
une analyse rapide de ’effet des parametres choisis pour notre trimming. Sur les graphiques de
données (cf ci-dessous), des boites a moustaches sont créées pour chaque position de base et 3
zones distinctes peuvent étre observées :

- En vert, les bases de bonne et trés bonne qualité (qualité > 28)
- En orange les bases de qualité moyenne (20 < qualité < 28)
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- En rouge les bases de mauvaise
qualité (qualité < 20) %

GQuality scores across all bases (Sanger § Ilumina 1,9 encoding)

U i

Sur cet exemple chez le rosier ‘Georges =
Delbard’, on observe nettement la diminution x |
de la qualité avec la longueur du read, plus .. “‘ll“‘ 1

Qualité moyenne

Bonne et trés
bonne qualité

particulierement au niveau des 100 derniéres =
bases. Aprés une comparaison des qualités
entre différents individus (2 diploides, 2 =
triploides, 2 tétraploides et 2 hexaploides), il
s’avére que I’ensemble des profils sont trés =
similaires (Fig.27) et
que la zone a trimmer

Mauvaise gualité

Légende des boites a moustaches :
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derniéres bases. Figure 27 : Exemple de résultat des scores de qualité des bases

du read 2 de I'accession ‘Georges Delbard.” Réalisé sur FastQC
avant quality trimming. (2015). N. Jacquier

Obijectifs généraux du quality trimming adapté a nos données de séguencage

Le quality trimming est un compromis entre la conservation de toutes les bases des reads
de séquencage et I’élimination d’un trop grand nombre d’entre-elles, entrainant une perte
d’informations. Les objectifs pour parvenir a cela sont :

- Faire que la moyenne et la médiane des scores de qualité soit supérieure a 28 (zone
verte) et qu’au moins 90% des scores des bases soit au-dessus de 20% (zone orange).
- Eliminer des zones de mauvaise qualité le plus loin possible au sein du read.
Les reads 2 étant de moins bonne qualité, c’est sur eux que les différents parameétres ont été
testés. En effet, pour les reads de bonne qualité, méme si les parametres sont restrictifs, le
trimming s’arrétera de lui-méme plus tot.

Choix de la méthode de trimming

Plusieurs outils permettent de trimmer a partir de ’extrémité 3’ du read dont le Fastq
quality trimmer. Ce programme permet de choisir entre deux techniques de trimming. La
premiére technique est dite de « fenétre glissante ». Elle consiste en un calcul de moyenne ou
somme de valeurs de qualité de plusieurs bases adjacentes. Si le résultat ne respecte pas une
certaine condition, alors les bases sont éliminées. La seconde consiste au retrait des bases a
partir de I’extrémité 3’ une par une lorsque leur qualité ne dépasse pas une valeur seuil. Cela
correspond a une fenétre glissante de taille 1. L’approche par la méthode de fenétre glissante est
jugee plus intéressante [37]. En effet, elle permet un nettoyage du read plus approfondi et non
pas un arrét précoce du trimming dés le premier score de qualité au-dessus de la valeur seuil
rencontrée.

Parametres choisis

La fenétre glissante réalise I’¢limination des bases de mauvaise qualité en partant de
I’extrémité 3’ par pas de 1. On réalise une moyenne des scores de qualité des bases présentes au
sein de la fenétre et ce résultat doit étre supérieur a 25 pour que la suppression de base s’arréte.
(Annexe 1X). Comme nous le verrons par la suite, il est essentiel de cocher la case « garder les
reads avec une longueur de 0 bases ».
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Test de différente taille de fenétres glissantes

Le schéma ci-dessous (Fig.28) représente le trimming d’un read en fonctions de
différentes tailles de fenétres glissantes et des scores de qualités de chaque base de la séquence
du read. Cela permet de mieux visualiser le fait que des fenétres de taille réduite risquent
d’arréter le trimming de fagon plus prématurée que des fenétres de grande taille. En effet, ces
derniéres permettent de dépasser des zones de bonne qualité alors que les bases suivantes sont
moins bonnes (ex : Séquence GAT incluse dans la fenétre de taille 3). Cependant, une fenétre de
taille trop importante n’est pas forcément utile car lorsque la valeur seuil est atteinte, la moitié
des bases de la fenétre est conservée mais peuvent avoir des scores de qualité médiocre. 1l faut
donc un juste milieu entre une fenétre top étroite et trop large.

G ¢ AT A G T C T A C 6 G T A C A G A T T A C G C G A

29 28 28 27 22 29 25 27 26 21 22 26 28 23 24 23 23 26 25 25 24 25 24 26 24 23 21
= U

Fenétre 10

- Partie du read éliminée car moyenne des scores de qualité des bases strictement inférieur a 25
- + - Partie du read conservée car arrét du trimming

< ]

Sens du quality trimming

Figure 28 : Comparaison du quality trimming d’un read a I'aide de 4 fenétres glissantes de différentes tailles pour une valeur
seuil de 25. La premiére ligne indique les bases de la séquence du read et au-dessous sont précisées la valeur de qualité de
chaque base. Les zones rouges indiquent les parties du read éliminées, les zones grises (gris clair et foncé pour une meilleure
lisibilité) indiquent les zones du read conservées car non affectée par le quality trimming. Enfin, les fenétres sont représentée a
I’endroit ou elles se trouvent lorsque le quality trimming s’arréte. Les bases des fenétres sont donc conservées dans la séquence
du read final. (2015). N. Jacquier

Choix d’une valeur seuil

Durant le trimming, il faut définir une valeur de qualité, que nous appellerons valeur
seuil, pour laquelle les bases ayant un score inférieur sont ¢liminées. Cependant, il n’existe
aucune indication quant a son choix qui reste donc a définir par 1’utilisateur [60]. Néanmoins,
[llumina indique que les bases des reads issus d’un séquencage MiSeq ont pour plus de 90%
d’entre-elles un score de qualité supérieur a 30 [38].

Ainsi, de fagon a répondre & nos objectifs, nous avons compare les résultats de différents
paramétres de trimming avec des valeurs seuil de 20, c’est-a-dire a la limite de la mauvaise
qualité, et de 25, qualité moyenne. Une valeur supérieure a 25 ne semblait pas adaptée, car avec
la technique de fenétre glissante, une valeur de qualité trop €levée risquait d’éliminer beaucoup
de bases au score correct (compris entre 24 et 28). [

Test de différents paramétres

B2 R EERR2ER

Nous avons donc comparé les résultats de quality trimming
réalisé avec différentes taille de fenétre et de seuils. Les paramétres
fixés sont : :

- la fenétre glissante réalise 1’élimination des bases de
mauvaise qualité en partant de I’extrémité 3’ par pas de 1. :

- On réalise une moyenne des scores de qualité des bases “'wwrr= = m =iz o
présentes au sein de la fenétre et ce résultat doit &tre Figure 29:Lazone encadrée

AR : N o ¢sente les derniéres bases d
supérieur a la valeur seuil pour arrét du trimming represente fes germeres pases cu
read qui seront le plus affectée par le

quality trimming. (2015) N. Jacquier

]
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- La case «garder les reads avec une longueur de O bases » est cochée car cela sera
important pour le mapping.
Les resultats présentés sont ceux du read 2 de 1’accession ‘Georges Delbard’. Pour des
raisons de clarté, seule les dernieres centaines de bases seront présentées (Fig.29, Fig.30), le
début différant peu apres traitement.

i

Seull

Fenétre 1 Fenétre 3 Fenétre 6 Fenétre 10

Figure 30 : Schéma comparatif entre différents parameétres de fenétre glissante. La taille est comprise entre 1 et 10 et le seuil
de qualité de base entre 20 et 25. Exemple sur le read 2 de I'accession ‘Georges Delbard’. (2015). N. Jacquier

On observe en comparant les fenétres 2 a 2 que le seuil de qualité de 25 réduit de fagon
plus importante les écarts entre les quartiles et entre les déciles et augmente les valeurs des
moyennes et des médianes. De plus, on constate que la fenétre 1 a un impact plus limité sur le
nombre de read trimmé. En effet, seules les bases des derniéres positions sont éliminées. En
revanche, la différence entre les fenétres 6 et 10 n’est pas notable hormis un trimming
légérement moins élevé au niveau des derniéres bases car la valeur du premier décile et du
premier quartile de la fenétre de taille 6 est Iégerement plus élevée que pour la fenétre 10. Cela
est vraisemblablement di au fait que la fenétre glissante de taille 10 s’est stoppée plus tot que la
6 et donc il reste quelques bases de moins bonnes qualité en fin de séquence du read.

Pour confirmer plus en détail
ces observations, le graphique ci-contre
(Fig.31) montre 1’évolution  des
premiers quartiles en fonction des
différentes fenétres glissantes (les
données brutes des premiers déciles ne
sont pas disponibles dans le fichier de ]
sortie). Ces résultats indiquent que 13 e S
75% des bases pour une position 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
donnée ont une valeur de qualité plus Figure 31: Comparaison de I’évolution de la valeur des premiers quartiles

élevée pour la fenétre 6 que la10 et la ©n fonction de la position des bases au sein du read pour 3 tailles de
3 fenétres glissantes différentes. (2015). N. Jacquier

Fenétre 3

Fenétre 6
Fenétre 10
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3.3. Le Mapping

A la valeur de qualité des bases s’ajoute la profondeur de chacune d’entre-elles, c¢’est-a-
dire le nombre de bases qui sont présentes en une position donnée. Ainsi lorsque les reads ne
sont pas trimmes, la profondeur est constante. En revanche, plus le trimming est important,
moins il y a de bases présentes en fin de read. On perd alors des informations, méme si elles sont
de mauvaise qualité. Il faut donc faire un compromis entre 1’¢limination des bases et leur
représentation.

On constate (Fig.32) |10

qu’en fin de read, on a une | gg ——
réduction de la profondeur | go
d’environ 50% par rapport | 70 ———Sans trimming
aux données non trimmeées. | 60 N Fendtre 1
. — enetre
De plus, quel que soit la | 50
taille de la fenétre, la | 40 Fenétre 3
profondeur ne diminue pas | 30 —— Fenétre 6
de plus de 10% pour les 250 | 2° )
. 10 Fenétre 10

premieres  bases. Les 0
résultats entre les fenétres 6 O MmO NINGHT~NOMO G NI D

N N wmwwwwisSNINNOOOWOONWO O O O

AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN NN

et 10 sont proches et ce sont

principalement les 20 , . : e -

d N b Figure 32: Comparaison de la profondeur des données en fonction des différentes positions
ernieres ases p(l)Ul' des bases pour 4 tailles de fenétres différentes et une valeur seuil de 25. Le seuil 20 n’est pas

lesquelles des données presenté pour des raisons de clarté et seule la profondeur des 50 derniéres bases est

seront manquantes. représentée. (2015). N. Jacquier

Les parametres de qualité les mieux adaptés pour notre étude sont donc une fenétre de 6
et une valeur seuil de 25. Cependant, a I’issue de cette premiere étape de trimming, il demeure
en fin de reads des bases de mauvaise qualité. Nous avons donc réalisé un second nettoyage des
reads avec une fenétre de taille 1 et une valeur seuil de 25, ¢’est-a-dire que les derniéres bases
du read ont été éliminées si elles n’étaient pas au-dela de cette valeur. (Annexe 1X).

3.3. Le Mapping

3.3.1. Objectif général

Comme nous I’avons évoqué auparavant, le mapping consiste en 1’alignement le long de
la séquence de référence des reads forward et reverse, que nous qualifierons de couple ou reads
pairés. Pour cette étape, nous avons di choisir le logiciel le mieux adapté a nos besoins qui
sont: -  Gestion d’une longueur de read de 300 bases

- Détection a la fois des insertions et des delétions (Indels) par rapport a la séquence de

référence

- L’association des deux reads appartenant bien au méme couple

- Le respect de la « taille d’insertion de fragment attendu » ou « insert size » (Fig.33).

I1 s’agit pour des données Illumina pairées de la différence entre les extrémités 5° des
deux reads soit la taille des amplicons attendus, amorces comprises [39].

Séquence

de référence
Read 1 Read 2

e Inisert size 1

Figure 33 : Représentation de l'insert size. (2015). N. Jacquier
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3.3. Le Mapping

Pour ce faire, nous avons comparé différents logiciels proposés sur I’instance Galaxy
d’apres des données bibliographiques, puis nous les avons testés a I’aide de nos données brutes
pour pouvoir analyser les fichiers de sortie.

3.3.2. Comparaison des logiciels de mapping

Trois outils sur I’instance Galaxy sont proposés (du plus ancien au plus récent) : BWA
[40], Bowtie et Bowtie2 [34].

Des analyses de performance [41] ont montré que Bowtie2 est le logiciel le plus rapide
pour le traitement des données et qu’il utilise le moins de mémoire. Il est suivi de Bowtie [34]
puis BWA. Par rapport a Bowtie, ce sont surtout pour des reads d’une longueur supérieure a 50
bases que Bowtie2 est le plus rapide [41]. Ceci n’est pas a négliger vu le grand nombre de
données que nous avons a traiter. Concernant la réalisation du mapping en lui-méme, les
algorithmes utilisés sont différents entre BWA et les Bowtie [42]. De plus, Bowtie [43] prend en
compte la qualité de chaque base lors de 1’alignement et est plus tolérant avec les bases de
mauvaise qualité. En revanche, BWA fonctionne en éliminant les bases de mauvaise qualité et
affiche une qualité de mapping globale (Medina et al., 2012).

A Dinverse de Bowtie, Bowtie2 et BWA ont I’avantage de gérer les alignements
discontinus, c’est-a-dire les délétions et insertions. De plus, Bowtie 2 n’a pas de nombre de
délétions limité et permet un alignement des bases face a des bases ambigiies de la séquence de
référence, notamment les N, qui symbolisent des bases non connues. [34] Ce dernier point est a
ne pas négliger car les séquences de Old Blush contiennent parfois des N ou des lettres
indiquant plusieurs bases possibles sans qu’un compromis ait pu étre trouvé [44], (Annexe 12).
Enfin, nous avons pu constater que prés de 30 paramétres de mapping sont disponibles sur
Bowtie. Cela peut permettre un mapping optimisé mais en cas de mauvais réglages entrainer un
mapping erroné.

Au vu de tous ces critéres, Bowtie 2 était le logiciel le plus adapté de par sa rapidité de
mapping pour des fragments de 300 bases mais surtout parce qu’il gére les indels et la présence
de bases ambigues.

3.3.3 Choix des parameétres

Certains parameétres ont été choisis et fixés :

- Le mode d’alignement est le mode « end-to-end ». Celui-ci est plus approprié lorsque
les reads ont eté élagués des bases de mauvaise qualité et qu’ils ne contiennent pas les
adaptateurs. En effet, ce mode permet d’aligner I’ensemble de la séquence contrairement au
mode « local » qui permet d’éliminer des bases aux extrémités pour améliorer I’alignement qui
peut n’étre que partiel et qui est donc plus adapté a des reads non trimmes [45].

- L’ «insert size » maximale a été fixée pour chaque gene candidat en prenant la valeur
correspondante a la taille du plus grand amplicon produit possible pour ce géne.

- Les indels ne sont pas autorisés dans les 20 premieres bases du read, ces dernieres
correspondant aux amorces (Annexe 1X).

3.3.4 Vérification des résultats du mapping

Pour déterminer si les résultats obtenus a I’issue du mapping étaient corrects, nous avons
réalisé le mapping sur deux jeux de données (‘Old Blush’ et ‘Georges Delbard’) afin de repérer
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3.3. Le Mapping

les mauvais paramétrages [46]. Les données disponibles dans le fichier de sortie (Fig.34) pour
chaque individu sont [47] :

1- QNAME : Nom identique pour un méme couple de reads (forward et reverse).

2 - FLAG : Code qui indique diverses informations de mapping (cf plus loin).

3 - RNAME : Nom de la séquence de référence sur laquelle le read a mappé.

4 - POS : Position sur la séquence de référence de la 1°®base du read ayant mappé avec
la séquence de référence.

5 - MAPQ : Qualité du mapping.

6 - CIGAR : Code indiquant les régions du read mappees, les insertions et les délétions.

7 - MRNM : Nom de la séquence de référence sur laquelle le 2" read du couple a mappé.

8 - MPOS : Position de la 1 base du 2" read du couple ayant mappé avec la séquence
de référence.

9 - ISIZE : Taille de la séquence, soit nombre de bases entre la premiére et la derniére
base des reads pairés. Elle correspond a la taille des amplicons, amorces comprises.

10 - SEQ : Séquence du read ayant mappé.

11 - QUAL : Indication du score de qualité de chaque base du read ayant mappe.

12 - OPTIONS : Reésultat des différentes options choisies.

Séquence de référence

QNAME
POS MPOS
| Readl Read2 I
ISIZE
AG =99
FLAG MRNM =+

RNAME =Nom de la
séquence de référence
CIGAR = 260M1I39M
MAPQ =40

SEQ : ATGTAGGCCTACGT
QUAL : @!-;GD%1&5B(#+

Figure 34 : Informations disponibles a I'issue du mapping pour chaque read. Exemple des informations de sortie prises par
rapport au read 1. Le QNAME est la seule information commune et la seule donnée spécifique au read 2 est le MRNM. (2015).
N. Jacquier

Les flags sont particulierement intéressants car ils permettent de vérifier les résultats de
mapping et donc les paramétres que nous avons choisis.

Un numéro de flag est le résultat de la somme de différentes valeurs qui correspondent
chacune a une information particuliére [47]. Celles-ci sont issues d’une succession de codages
binaires : si la condition testée est respectée, la séquence binaire re¢oit un 1, si elle est fausse un
0. Le 1 est ensuite converti en un nombre associé a I’information codée. Par exemple, la
séquence binaire 1100011 signifie 64+32+0+0+0+2+1=99 et traduit donc le flag 99. Chaque
read a ainsi un code flag unique, soit 2 flags différents par couple : 1 pour le read forward et 1
pour le reverse.

Les informations testées et associées aux valeurs permettant de calculer les Flags de
reads pairés de Bowtie sont les suivants [48]+[49] :

- 1= Le read fait partie d’un couple

- 2= Les deux reads du couple sont mappés

- 4 =Leread n’est pas mappé

- 8=Le 2" read du couple n’est pas mappé

- 16 = Le read a mappé sur le brin reverse de la séquence de référence

- 32 =Le 2" read du couple a mappé sur le brin reverse de la séquence de référence

- 64 = Le read mappé est le forward

- 128 = le read mappé est le reverse
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3.3. Le Mapping

Les flags observés durant 1’étude sont résumés ci-dessous (Fig.35), (Annexe XIIlI,
tableau complet):

FLAG flags pair itself mate
One of the mate is unmapped
73 1+8+64 73 1 map +  unmap
133 1+4+128 133 2 unmap map +
69 1+4+64 69 1 unmap + map +
137 1+8+128 137 2 map __ +  unmap +
Both unmapped
77 1+4+8+64 77 1 unmap + unmap +
141 1+4+8+128 141 2 unmap 4+  unmap +
mapped in correct orientation and within insert size
99 1+2+32+64 99 1 map  + map -
147 0+1+2+16+128 147 2 map - map +
83 1+2+16+64 83 1 map - map +
163 1+2+32+128 163 2 map  + map -
mapped uniquely but wrong insert size, and could reside in different contigs
a1 1+16+64 81 1 map - map +
161 1+32+128 161 2 map __ + map -
97 1+32+64 97 1 map  + map
145 1+16+128 145 2 map - map +

Figure 35 : Les principaux flags rencontrés. + signifie que le read a mappé sur le brin forward de la séquence de référence et le -
sur le brin reverse. 99, 147, 83 et 163 sont les flags que I’'on souhaitent obtenir car ils correspondent au fait que les 2 reads du
couple ont mappés sur la séquence de référence en respectant I'insert size maximale spécifiée. [48] (2015). N. Jacquier

Analyse des données de sortie :

Dans notre étude, les reads faisant partie d’un couple et I’insert size ayant été spécifiée,
les flags attendus et correspondant a un bon mapping sont 99 et 147 si les reads ont mappeés sur
le brin forward de la séquence de référence, 83 et 163 sinon [50].

Une observation des flags de sortie a permis de déceler une erreur de paramétrage en
amont du mapping. En effet, des flags, 73, 133, 141 ... (visibles Fig.35) étaient visibles,
indiquant alors que soit les reads n’avaient pas mappés, Soit ils avaient mappés avec une
mauvaise « insert size ». Pour comprendre ’origine de ces résultats, les QNAME de chacun des
reads pairés ont été récupérés et leur flag comparés. Ainsi, un read forward pouvait avoir un
code de 73 et un read reverse un code de 141. Or 73 indique que seul le read forward a mappé
alors que le flag 141 indique que les deux reads du couple ne sont pas mappés. Ce sont des
résultats contradictoires pour deux reads d’un méme couple. Ils indiquent donc un mauvais
mapping qui génere des données erronées.

Pour déterminer la source du probleme, il a fallu se demander comment fonctionnait le
logiciel pour associer les deux reads d’un couple 1’un avec I’autre. En effet, le QNAME semblait
étre le seul paramétre permettant au logiciel d’associer les bons reads ensemble. Cependant, en
observant les données de séquencage, il s’avere que les read forward et les reads reverse sont
dans deux fichiers séparés mais ils sont classés dans le méme ordre au sein de ces fichiers. Il est
donc possible que les reads soient simplement associés ligne par ligne. En réexaminant tous les
parametres de 1’ensemble de nos logiciels, il s’avere que la case « conserver les reads d’une
longueur de 0 » n’avait pas été cochée et de ce fait, certains reads étaient éliminés dans un
fichier ou dans I’autre mais sur des lignes différentes. Cela créait donc un décalage dans
I’association des reads deux a deux. Aprées rectification, les flags en sortie étaient bien 99, 147,
83 et 163 hormis une dizaine (flags 73 ou 133 par exemple) qui sont issus d’une amplification
non souhaités puisque seul 1I’un des deux reads est mappé.
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3.4. Le contigage intra-séquence

La qualité du mapping :

A I’issue du mapping, les différents scores de qualité observés sont : 3, 8, 23, 24, 40 et
42. Ces valeurs indiquent un alignement unique du read [51]. Plus la valeur est élevée, moins il
y a de zones d’insertion et délétion. Si le MAPQ est de 0, le nombre de zones avec indels est
supérieur a 5 et la séquence n’est pas rapportée [52].

Enfin, une vérification des données de 1’alignement en lui-méme (Fig.36), traduite par le
code Cigar, a été realisée. Les codes Cigar sont composés de 3 types d’informations :

M : Match/Mismatch. Indique que la base a mappé sur la séquence de référence qu’elle
soit identique ou différente de celle-ci.

I : Indique une insertion au sein du read par rapport a la séquence de référence.

D : Indique une délétion au sein du read par rapport a la séquence de référence.

Sequence de référence AACTAT GAGGGTA  ATCGT code CIGAR
Read aligné AAGTAT GAGGGTAGGTATCGT 8M.?M3ISM

Figure 36 : Représentation des indels indiqués par le code Cigar entre la séquence du read et la séquence de référence. Les
insertions sont en bleu, les délétions en rouge et les mismatch en jaune. (2015) N. Jacquier.

Des données de read alignées contre la séquence du gene NUDX ont été récupérées puis

alignées sur Geneious. En effet, des informations de polymorphisme étaient disponibles pour
cette séquence. Cela a permis de constater que les indels étaient bien placées ainsi que les SNP.

3.4. Le contigage intra-séguence

A T’issue du mapping, un script, mis au point pour des analyses de pommier, devait étre
utilisé afin de réaliser un contigage intra-séquence, c’est-a-dire la jonction entre les deux reads
d’un méme couple en un seul que I’on appellera read contigué. De méme, ce script devait
permettre d’effectuer un dosage d’haplotypes, soit le comptage du nombre d’alleles différents
observés et de I’occurrence de chacun des haplotypes. Ceci a pour but de déterminer les effectifs
alléliques de chaque individu. Cependant, il s’est avéré que les fichiers .sam nécessaires au bon
fonctionnement du script n’étaient pas les mémes entre ceux générés par Galaxy ou par le
logiciel CLC, qui dispose d’un programme de mapping qui lui est propre. C’est en effet ce
dernier logiciel, payant, qui avait fourni les données d’entrée du script et pour lesquelles celui-Ci
avait été concu. Ainsi, certaines informations manguantes dans nos fichiers ont bloqué
I’exécution du script.

Un nouveau programme a alors été mis au point pour réaliser ces opérations. Pour cela
Excel 2007 a été utilisé car il permet a la fois ’utilisation de fonctions prédéfinies et aussi la
réalisation de macros, ¢’est-a-dire de programmation.

L’avantage de la conception d’un code est qu’il s’adapte a nos besoins. Ainsi, certains
points vont pouvoir étre pris en compte contrairement au script initial:
- Les amorces spécifiques vont pouvoir étre retirées ce qui n’était pas le cas jusqu’a
présent.
- Les erreurs de séquengage vont pouvoir étre corrigées.
- La ploidie va pouvoir étre prise en compte lors du dosage d’haplotypes de chaque
individu (étape non achevée actuellement).

3.4.1. Le fichier Excel

Le fichier mis au point permet le traitement quasi instantané de 500 reads a la fois. Une
automatisation permettra de traiter a la chaine tous les reads pour une séquence de référence
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3.4. Le contigage intra-séquence

donnée. Ce programme est donc specifique pour chacun des genes candidats mais le principe
général reste le méme. En effet, il faudra simplement adapter certaines conditions telles que la
suppression des amorces spécifiques. Les données d’entrée utilisées sont celles issues du
mapping de Bowtie2 et filtrées sur les flags 83, 99, 147 et 163. Cela élimine ainsi tous les reads
non mappés ou qui auraient amplifi¢ d’autres portions du génome.

3.4.2. Les différentes stratégies réalisées par le programme de contigage

Gestion des données d’entrée

Dans un premier temps, les données en entrée (12 colonnes avec les parametres cités en
partie 3.3.4) sont triées par QNAME en ordre alphabétiques afin que les 2 reads d’un méme
couple soient sur deux lignes adjacentes du fichier. Grace aux flags, le read forward est toujours
placé avant le reverse. Ainsi, le logiciel travaillera sur les lignes pour associer les reads entre
eux et non a partir de leur identifiant, ce qui simplifiera le traitement des données. Ensuite,
seules les informations de la séquence de référence, le POS, le code Cigar, la séquence du read
et la séquence des valeurs de qualité sont conservés. Puis, I’ensemble des bases des séquences
des reads sont séparées de sorte a n’en avoir qu’une seule par colonne.

Le code cigar et la stratégie de traitement des séquences des reads

Ensuite, le code Cigar est décomposé pour obtenir dans des colonnes différentes le
nombre et la lettre. On obtient ainsi par exemple : 130 |[M |3 | 1|51 |M |2 | D |64 | M pour le
code 130M3I51M2D64M.

Par la suite, il va falloir aligner nos reads sur la séquence de référence pour pouvoir
ensuite les contiguer. Cette étape est essentielle car les bases des zones de chevauchement
doivent étre placées dans la colonne correspondant a leur position par rapport a la séquence de
référence et ce pour ne pas commettre d’erreur lors du contigage. Or les reads présentent des
indels par rapport a la séquence de référence, ce qui peut entrainer des décalages par rapport a
celle-ci. Il faut donc aligner la séquence du read sur la séquence de référence en comblant les
délétions et en enlevant les insertions.

Il a donc fallu calculer les différentes positions des insertions et des délétions au sein des
séquences des reads (Fig.37). En effet, lorsqu’une insertion est indiquée, cela signifie que le
read mappé a un certain nombre de bases en plus par rapport a la séquence de référence et qu’il
faut donc retirer. Pour ne pas perdre cette information, les bases extraites sont conservées sur
une autre feuille de calcul et la premicre base suivant I’insertion est enregistrée puis modifiée
par une lettre différente de celles des bases c’est-a-dire «d», «f», «h» et «j» si les
insertions sont sur le read forward et « e », «p », «i» et «k » si les insertions sont sur le read
reverse (Fig.37, « d » en position 20). Les différentes lettres indiquent s’il s’agit de la premiére
insertion (« d » ou « e »), la seconde (« f « et « p»)... Cette stratégie nous permet de conserver
I’information de la séquence insérée et de la base qui suit, tout en ne compromettant pas
I’alignement du read contre la séquence de référence. Une valeur de la qualité de 41 est alors
attribuée a une insertion pour éviter la perte de ses informations. A I’inverse, les zones de
délétions doivent étre repérées et un X est ajouté pour chaque base supprimée afin ne pas
décaler I’alignement.
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Position des bases 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Séquence originaleduread| A T T G C G T A A A G C T T G A C A C T G T
Code cigar 10M 3D 6M 3l 3M

de11a16 de 17219 de 20222
0 0 0

Insertion 0 0 3 0

Position extraction 1a10 0
3
0
Séquence finale du read A T T G C G T A A A X X X G C T T G A d G T
T
dl

Nombre de X 0

Séquence de référence A T C G C G T A A A G c 6 ¢ 1T T G A T G T
Figure 37 : Schéma illustrant les calculs a réaliser pour extraire les zones d’insertions et ajouter des X pour les délétions.
(2015). N. Jacquier

En ce qui concerne les positions de bases sur la sequence, il est important de prendre en
compte les indels afin d’aligner le read sur la séquence de référence sans erreurs ni décalages,
d’ajouter les délétions au bon endroit et d’extraire les bonnes insertions. En effet, lorsque la
premiére zone d’insertion est détectée, sa position de départ est connue grace au nombre de
bases indiqué par le code Cigar avant le M. Ainsi, si le code Cigar est 53M3l, la «zone
matchée »!, se situe entre la premiére base du read et la 53°™ tandis que D’insertion est en
position 54. En revanche, pour déterminer la position des zones d’insertions ou délétions
suivantes, des calculs doivent étre opérés (Fig.37, ligne 4). Il s’agit du calcul de la somme des
nombre de bases correspondant aux M et aux 1. En effet, si ’on a une insertion, le nombre de
bases de celle-ci doit étre pris en compte pour pouvoir récupérer les bases de la prochaine zone
ayant matchée. Si c’est une délétion, le nombre du code Cigar permet de connaitre le nombre de
X a ajouter, car il identifie des bases manquantes par rapport a la séquence de référence.
Néanmoins, le nombre de délétions ne doit pas étre pris en compte pour la position des
prochaines bases matchées, puisqu’elles ne sont pas présentes au sein du read d’origine mais
introduite seulement aprés. Compter les délétions nous ferait donc extraire les mauvaises bases
pour la suite.

A la fin de ces opérations, des N sont ajoutés avant et apres le read de sorte qu’ils aient
tous la méme longueur quel que soit leur position et donc qu’ils s’alignent parfaitement sur la
séquence de référence. Le nombre de N s’ajoutant avant le read est calculé grace a I’opération
POS-1. Ainsi, si POS=10, alors on ajoute 10-1=9 N. Le nombre de N a ajouter a la fin
correspond lui au nombre de bases de la séquence de référence auquel on enléve la longueur du
read final et le nombre de N ajoutés avant. Ainsi, on a un apercu de tous les reads positionnés le
long de la séquence de référence, quelques soient les couples d’amorces (Fig.38).

Référence o ¢ 6 A C G C C A A T T T € T C C A G C ¢
Position 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292

Read N N G A C G a C A A T T T €C X € C A G N N
Figure 38 : Séquence finale d'un read issue du traitement des indels et alignée sur la séquence de référence. La position 274
correspond a la POS. (2015). N. Jacquier

Gestion des valeurs de qualité

En paralléle du travail sur les séquences des reads, les mémes opérations sont réalisées
avec les séquences de qualité mais a cela s’ajoute une phase de conversion. En effet, chaque
valeur de qualité est associée a un symbole, or il est nécessaire de les convertir en nombre pour
pouvoir réaliser des comparaisons de qualité. Les donnees de conversion reprennent celles
présentées en partie 3.2.2. Cependant, certains symboles n’étant pas reconnus par les fonctions
Excel, ils ont été changés avant la conversion (Annexe XIV).

! Traduit le fait qu’une zone déterminée de la séquence du read est totalement alignée face a la séquence
de référence. Cette « zone matchée » peut contenir des SNP mais pas d’indels. Elle est donc située entre deux indels
ou entre une amorce et un indel si elle est en début de read.
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3.4. Le contigage intra-séquence

On obtient donc a I’issu de ces traitements de données deux feuilles avec sur ’une les
reads et sur I’autre les valeurs de qualité des bases correspondantes.

La stratégie de contigage intra-séquence

On peut alors réaliser un contigage deux lignes par deux lignes en mettant en parallele
les bases et leur qualité. Ainsi, une sequence consensus est créée en conservant : soit la base
commune aux deux reads (au niveau d’une zone de chevauchement), soit en choisissant la base
du read dont la valeur de qualité est la plus élevée. Les N ne sont donc pris en compte que
lorsque la taille de I’amplicon est supéricure a 600 ou lorsque les reads avaient été raccourcis
par le quality trimming. On obtient donc des reads contigués, pouvant contenir des N en leur
centre, et toujours alignés sur la séquence de référence du type :
NNNNNNATTAGCCTCAAJATGCTTAGTXXACAAGATCIGTATTAGGGTCNNNNNN

Le retrait des amorces

A I’issue du contigage, les amorces des contigs, initialement aux extrémités de chaque
read, sont retirées. En effet, malgré un mismatch entre I’amorce et la matrice ADN, il peut
parfois y avoir amplification. Le read résultant de cette amplification présente la séquence de
I’amorce et pas celle de la matrice. Dans la perspective des analyses de diversité, ce biais
technique est éliminé en retirant les amorces des reads contigués. Pour cela, les emplacements
des amorces sur la séquence de référence sont identifiés et une fonction permet d’analyser si ces
mémes séquences sont présentes au sein des reads contigués. Si c’est le cas, elles sont
remplacées par des N et le nom du couple d’amorces correspondant est associé au read.

La correction des erreurs de séguencage

Enfin, nous avons mis en place une stratégie pour nettoyer les erreurs de séquencage des
reads. Pour ce faire, pour chaque position de la séquence de référence, les proportions des bases
(A, T, G et C) et des indels sont calculées en ne prenant pas en compte les bases non connues N.
Lorsque la proportion d’une base en une position donnée ne dépasse pas une fréquence seuil,
elle est remplacée par la base la plus fréquente. Les reads avec des erreurs sont donc corriges et
non pas supprimés. Ainsi, conserver I’ensemble des reads augmente la profondeur pour une base
donnée et diminue le risque de mal estimer la présence d’une base par rapport a une autre.

Le seuil de 5% a été choisi en raison de la ploidie de nos rosiers. En effet, au maximum,
les rosiers de nos €chantillons sont hexaploides. Dans ce cas, il peut y avoir jusqu’a 6 alleles par
gene donc au minimum, ils sont représentés par 16% des reads. Cependant, une amplification
compeétitrice entre alleles peut diminuer cette valeur. Le seuil devra donc étre abaissé. Le taux
d’erreur du séquengage MiSeq est estimé & 0.8% [53] mais pour des reads d’une longueur
supérieure a 200pb, ce taux est de 1% au-dela de 100pb et entre 4 et 5% en fin de read (Quial et
al., 2012). De plus les erreurs sont plus importantes lorsque le motif GGC est rencontreé et plus
particulierement la succession GGCGGG. En observant les resultats des proportions de chaque
base pour un individu tétraploide pour le géne F3’H, il a été observé que les bases pouvant
résulter d’erreur de séquengage, ou issue d’une éventuelle erreur de PCR ne dépassaient pas les
3%. Nous avons donc placé le seuil a 5%, pour ne pas éliminer trop d’informations mais ne pas
consideérer une base tres faiblement représentée comme un SNP, notamment en fin de read.

Ce nettoyage des données facilitera la prochaine étape du traitement qui est en cours de
réalisation : le dosage d’haplotypes.
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Partie 4 : Discussion

4.1. Bilan sur la qualité des amorces

Comme nous avons pu le voir (partie 3.1), le design de nos amorces a été optimisé en
fonction de différents critéres dont certains pouvaient représenter une source d’échec de
I’amplification. Le principal risque est dii a une grande incertitude quant a la présence de SNP
au sein des amorces et donc un risque de faible ou non amplification du gene candidat ou bien
d’une amplification d’un autre segment d’ADN, ou encore d’une amplification compétitive
entre alleles.

L’EPGV d’Evry nous a communiqué une liste de 10 couples d’amorces (Tab.5) pour
lesquelles apres un alignement réalisé sur CLC aucun read n’avait mappé pour ‘Old Blush’, qui
est pourtant le rosier duquel sont issues nos séquences de référence, utilisées pour la création des
amorces. Or, une analyse de notre jeu de données issu du traitement sur Galaxy nous indique la
présence de reads, méme si certains sont présents en faible quantité.

Tableau 5 : Tableau comparatif des informations connues pour les couples d'amorces n'ayant pas fonctionné pour 'Old
Blush' selon I'EPGV et nos données. La profondeur communiquée par I'EPGV était qu’aucun read n’avait mappé pour ces
couples sur ‘Old Blush’. En rouge, les Tm inférieures a 59°C et donc n’appartenant pas a la fourchette de Tm idéales. (2015). N.
Jacquier

Amplicons Amorce forward Amorce reverse
Profondeur maximale
Nom Taille observée pour 'Old Blush' Tm Remarque Tm Remarque
aprés mapping par Bowtie2
AG_E1E1 221 671 58,57 59,71
BRC1_E1Elb 521 1030 59,9 59,8
F3'H_E1E2 760 184 59,8 59,7
FT_E1E4 741 513 58,88 Max Poly-X=5 58,07
FT_E2E3 421 325 59,6 58,79
PAAS_E1b 521 516 60,05 Max Poly-X=4 57,24
ZDS_3UE13 596 686 58,74 59,2
ZDS_E1E2 707 531 59,8 59,4
ZDS_E3E6 933 169 59,48 Max Poly-X=4 59,4
ZDS_ET7E8 395 782 60,4 59,69 1 SNP

Des explications possibles a ces différences de profondeur de reads entre celles obtenues
par Evry (CLC) et nos données (Bowtie2) pourraient étre une sélection plus stricte des reads sur
CLC [54] en raison du fait qu’au-dela d’un certain nombre d’indels, il est possible que le read ne
soit pas reporté et donc sur des segments d’ADN ayant beaucoup de variabilité, les reads
mappés ne sont pas presents dans les fichiers de sortie. De plus, CLC réalise un «local
alignement » [91] et aligne donc seulement les zones qui matchent correctement, en laissant le
reste du read non aligné. De ce fait, les reads mappés sont indiqués comme ayant un mauvais
alignement. Le mode d’alignement n’est pas le plus adapté a nos données.

En outre, les différences de profondeur peuvent s’expliquer par une hybridation plus
difficile de I’amorce en raison de la présence de SNP non identifiés au sein de sa séquence. Cela
pourrait étre le cas des couples ZDS E3E6 et F3’H_E1E2 qui ont une trés faible profondeur. De
méme, un nombre important de bases identiques adjacentes dans 1’amorce (Max Poly-X) et une
Tm inférieure & 59°C pourraient diminuer I’amplification. Enfin, la taille des amplicons n’est
pas a négliger car s’ils sont de taille inférieure a 300 bases, il y a un risque qu’ils soient ¢liminés
durant I’étape de purification. Cette donnée ayant été communiquée tardivement, le couple
AG_E1E1 avait été créé avec une longueur de 221 bases. La profondeur reste trés convenable
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4.2. La stratégie de design des amorces vis-a-vis du contigage

mais lors de I’amplification des autres rosiers de 1’échantillon, il est possible quun SNP soit
présent dans I’amorce et la profondeur risque de chuter de fagon importante.

I aurait donc été plus pertinent de vérifier I’amplification de chaque amorce avant de
lancer les runs. En effet, une amplification individuelle sur les 8 individus tests était initialement
prévue. Cependant, en raison de contraintes de temps et pour vérifier le bon fonctionnement des
machines de séquencage, les amorces sont passées directement dans le run test de PCR access
Array puis dans le séquenceur. Or, pour 1’étape de séquengage, 3 autres runS avec ’ADN de
48*3 de nos individus sont passés en méme temps car le prix de 1’opération pour un seul run est
bien trop élevé.

Ceci avait un avantage car on a pu constater que plusieurs individus ont pu étre amplifiés
en faible quantité mais que celle-ci était suffisante pour le séquencage.

L’inconvénient de cette démarche est que des couples d’amorces fonctionnant mal et qui
auraient pu étre détectés avec un test préalable ont déja été utilisés pour le séquencage de 3 jeux
de données.

4.2. La stratégie de design des amorces vis-a-vis du contigage

A T’issue du quality trimming (partie 3.2), certains reads sont fortement raccourcis en
raison de bases de mauvaise qualité a leur extrémité 3’(séquences bleues sur le schéma, Fig.39
B). Or, cela réduit 1’optimisation du contigage intra-séquence et la connaissance de 1’ensemble
de la séquence du fragment. En effet, a la fin de cette étape, on se retrouve avec des reads ayant
des N au sein des séquences car la zone de chevauchement de 50pb initialement prévue n’a pas
¢été conservée a I’issue du trimming (fig.39 C). Or, nous avons vu que les 100 dernieres bases
sont touchées lors de cette étape. Ainsi, sur les 600 bases que 1’on peut obtenir, il en faudrait au
moins 100 pour la zone de chevauchement. Pour le design des prochaines amorces, il serait
conseillé de réduire, lorsque cela est possible, la longueur de nos amplicons en conservant une
zone de chevauchement de 100 bases pour minimiser les pertes d’informations.

De la méme facon, la zone de chevauchement inter-séquence devrait étre augmentée,
pour faciliter le contigage entre amplicons adjacents, d’autant plus que les régions des contigs
correspondant aux amorces ne peuvent étre utilisées pour le contigage car elles sont non
informatives. Cependant, ceci sera plus difficilement réalisable car certains exons sont tres petits
et la zone de chevauchement ne pourra donc pas étre étendue. Une solution possible serait de
créer des amorces qui génerent des amplicons de grande taille (Fig.39 A’) mais dont les 200
premieres bases de chacun des reads se situent au niveau de deux couples d’amorces différents.
En combinant les informations de ces trois couples, le contigage inter-sequences serait alors
possible et on pourrait également récupérer des données pour les bases manquantes (Fig.39 C et
C).
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( Stratégie actuelle de design des amorces ) (Prupusitinn d'amélinraﬁun)
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Figure 39 : Schéma bilan de la stratégie actuelle du design des amorces et proposition d’amélioration. L’objectif de cette
proposition est de récupérer des données manquantes (bases N non identifiées) et faciliter le contigage inter-séquences. Pour
ce faire, de nouveaux couples d’amorces sont mis au point (orange) en les plagant a cheval sur deux zones déja amplifiées. Cela
permettra de combiner les hapltotypes dosés pour chaque couple et en déduire lesquels sont a associer ensemble. (2015) N.
Jacquier.

4.3. Automatisation de Galaxy pour les analyses en série

Un probleme majeur de I’instance Galaxy est le manque d’automatisation de
I’enregistrement des données de sortie. En effet, il est généré un fichier par gene et par individu
soit dans le cas de 1’étude complete plus de 30 000 fichiers. 1l va donc falloir minimiser le
nombre d’enregistrements a réaliser sur I’instance Galaxy. Une premiére solution consiste en la
concaténation des résultats des 48 couples d’amorces dans un méme fichier par individu. Ainsi,
il n’y aura « plus que » 384 enregistrements a realiser pour les 2 lots de 48 amorces. De plus,
une autre lacune de Galaxy est que 1’on ne peut pas renommer automatiquement le fichier de
sortie. Le passage par un manipulateur est donc toujours necessaire. La solution proposee du
concaténage est a I’heure actuelle la seule qui permette un compromis entre la modification du
nom du fichier et la minimisation des enregistrements.
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4.4. Analyses post-mapping sous Excel

Concernant le fichier Excel mis en place, c’est essentiellement le fait d’avoir déja des
connaissances sur les fonctions qui pouvaient étre utilisées et quelques notions de code VBA qui
a fait que ce logiciel a été choisi. De plus, la découverte de I’incompatibilité des données avec le
script ayant eu lieu mi-juillet, peu de temps restait pour envisager de recommencer tout le
traitement bioinformatique avec de nouveaux outils non maitrisés. Cela a neanmoins des
inconvénients car Excel utilise de la mémoire vive et que ce logiciel est payant. De plus, il n’est
pas utilisable sur un serveur de calcul qui utilise généralement UNIX.

De plus, il aurait été dommage de perdre le travail déja effectué, surtout aprés avoir
réussi a gérer des données avec de nombreux indels ce qui n’est pas le cas de tous les logiciels
de mapping. De méme, les données de sortie issues de Galaxy étaient propres et de bonne
qualité car la localisation des indels et des SNP était bien gérée et cohérente avec nos données
de polymorphisme.

Le programme mis au point, ajouté au contigage de reads pairés mappés ensemble, a
I’avantage de gérer les indels et également d’éliminer les erreurs de séquengage. Or ces étapes
permettront pour la suite de 1’étude de ne pas compter des reads avec des erreurs de séquencgage
comme des haplotypes a part entiere et donc d’augmenter la qualit¢é du dosage. En effet, la
poursuite de la réalisation du fichier Excel, concerne le dosage d’haplotypes. Or, nous avons vu
que les rosiers ont des niveaux de ploidies trés différents. Ainsi, un rosier diploide n’a que 2
alleles différents maximum et I’on ne devrait donc dénombrer pas plus de 2 haplotypes
différents, 4 pour un tétraploide... L’avantage de notre programme est qu’il sera adapté a ces
différentes données. Ainsi, les résultats du dosage pourront étre comparés aux résultats
théoriques. Il pourra étre envisage de calculer un degré d’incertitude de notre dosage.

Le seuil d’erreur de 5% que nous avons fixé pourrait étre modifié¢ selon la ploidie. De
plus, les erreurs issues de la PCR n’ont pas été prises en compte dans notre analyse. Le manque
d’informations sur les erreurs de la technologie Access Array que nous avons utiliSé nous
conduira a estimer cette erreur. Pour ce faire, il serait envisageable de calculer la quantité
d’ADN utilisé dans la PCR a partir de la concentration de nos échantillons et de leur volume. A
cette étape, une premiére incertitude sera liée a la méthode de dosage employé (Nanodrop®,
fluorimétrie ou Qubit®) et dont les résultats sont parfois trés différents selon les individus. A
partir de ce résultat et de la taille du génome du rosier, il est possible d’en déduire, selon la
ploidie, un nombre moyen de copies d’alléles. On pourrait alors estimer le taux d’erreur en cas
d’une erreur de PCR produite des le premier cycle d’amplification.

Pour la suite de 1’étude, il va également falloir prendre en compte la gestion du format
d’entrée et les dispositions des données au sein du fichier .sam issus de Galaxy. Or, pour
minimiser le nombre d’enregistrements manuels, les fichiers .sam seront issus d’une
concaténation. Il sera donc nécessaire de récupérer les données de certaines colonnes et de les
séparer par gene.

Enfin, il faut réaliser une automatisation du traitement de I’ensemble des fichiers Excel
générés. En effet, le logiciel devra étre adapté pour chacun des geénes et ne doit traiter qu’un
individu a la fois. Il va donc falloir mettre au point un systeme de boucle permettant le
traitement des fichiers Excel les uns aprées les autres.
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4.5. Poursuite de la création des amorces du second lot de 48 amorces

Pour I’ensemble de 1’étude, il reste a réaliser le séquengage de DFR et FLS, dont les
amorces ont déja été réalisées. De plus, il restera 27 couples d’amorces a mettre au point.
Certains d’entre eux pourront servir a combler des manques de données notamment pour le
dosage inter-séquences. Il est en plus prévu d’en utiliser au moins 20 pour séquencer des
portions du génome choisies de facon aléatoire, afin de disposer de genes a priori non
sélectionnés et dont le polymorphisme sera comparé aux genes candidats de 1’étude (Lacombe,
2012). Il faudra néanmoins veiller a ce que le géne choisi ne fasse pas partie d’une famille
multigénique et il pourrait €tre intéressant d’avoir des informations sur sa fonction. Les
transcrits disponibles sur le site du transcriptome de Toulouse [24] seront utiles pour ce travail.
Un seul couple d’amorces sera utilisé pour amplifier une partie seulement de ces genes. Neuf de
ces geénes ont d’ores et déja été mis au point. Une fois ces 48 nouvelles amorces créées, la
réalisation des 8 derniers runs pourra alors étre lancée. Il est envisagé de réaliser une
amplification de plusieurs couples d’amorces dans un méme puits (multiplex). Cela permettra de
mettre au point plus de couples d’amorces et donc d’amplifier et séquencer plus de genes
« aléatoires ». Des genes de résistance, notamment a la tache noire, pourraient étre inclus dans
I’étude.

4.6. Les analyses de diversité envisagées

A TDissue du traitement bioinformatique de I’ensemble des données, une analyse du
polymorphisme et de la diversité nucléotidique sera réalisée. Celle-ci sera a adapter selon le
succes de notre dosage d’haplotypes et du contigage inter-séquences. Les différentes études
envisageées sont :

- Le calcul du polymorphisme nucléotidique qui permettra de comparer les groupes de

rosiers en fonction leur variabilité pour les génes-candidats

- Le calcul du Fst ou indice de fixation qui servira a évaluer la différenciation des
populations a partir des données de polymorphisme. En effet, plus cet indice est
élevé et proche de 1, plus la différenciation est importante.

- L’¢étude de I’histoire de 1’évolution des alleles des génes candidats (augmentation ou
diminution de la fréquence d’un alléle du géne au cours du temps) et comparaison
avec les données des géenes « aléatoires », ce qui permettra de déterminer si un gene
porte des traces de sélection (Lacombe, 2012).
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Conclusion

Le travail réalisé au cours de ce stage a permis de mettre en place différentes stratégies
afin d’effectuer par la suite une analyse optimisée de la diversité des génes candidats.

La premiére stratégie mise au point concernait la création des amorces. Elle a servi a
créer des couples qui amplifiaient de fagon spécifique I’ensemble d’un géne tout en veillant a
respecter des contraintes liées aux conditions de fonctionnement de la PCR Access Array et a la
conservation de zones de chevauchement intra et inter-séquences. Les tailles de celles-ci ont été
discutees et il serait conseillé de les augmenter afin d’obtenir des haplotypes plus complets a
I’issue du contigage entre deux reads et également faciliter la phase de contigage inter-
séquences. Cette derniére étape n’a pas été réalisée dans le cadre de cette étude mais en sera une
poursuite directe. Enfin, il s’est avéré que certains couples ont mal ou peu amplifié les portions
d’ ADN souhaitées et il pourra étre envisagé d’en changer certains ou d’en ajouter.

La stratégie de traitement des données sur I’instance Galaxy a permis d’obtenir des reads
mappés propres et de bonne qualité. La réflexion des parametres a fixer pour le quality trimming
a servi a realiser un compromis entre la conservation des bases de mauvaise qualité et la perte
d’informations due & la suppression d’un nombre important de bases. C’est donc une méthode
de fenétre glissante qui s’est révélée étre la mieux adaptée & nos objectifs. La sélection du
logiciel de mapping a été choisie et raisonné en fonction de nos données de séquencage tout en
prenant soin de vérifier la bonne gestion des indels et la position des SNP. Cependant, un
probleme majeur pour la suite de I’étude reste un manque d’automatisation de I’instance Galaxy.

Enfin, il a fallu s’adapter a une incompatibilité de script et mettre au point un code
permettant de réaliser le contigage des reads, le filtrage des erreurs de séquencage et le dosage
des haplotypes. Ce programme a permis de prendre en compte des caractéristiques propres au
rosier telles que les différentes ploidies des individus et le grand nombre d’indels au sein des
séquences. Cependant, le code doit étre adapté pour chacun des génes candidat et le temps de
calcul est plus élevé que sur un serveur. Néanmoins, le programme est en cours
d’automatisation, ce qui permettra un gain de temps et une limitation des manipulations par
I’utilisateur.

**k*k

Les résultats obtenus & la fin de ce stage vont étre utilisés afin d’obtenir les jeux de
données traités qui seront utilisés pour I’analyse de la diversité des génes candidats. Celle-ci
permettra de comparer les groupes de rosiers entre eux et d’observer les différences entre les
individus mais aussi de déterminer 1’histoire de 1’évolution des alleles de ces genes.

Ils seront également utilisés afin de réaliser une comparaison entre les données
phénotypiques dont dispose 1’équipe GDO et les différents génotypes qui auront eté analysés.
Cela permettra d’identifier si certains génotypes expliquent des phénotypes observés et donc si
les génes candidats sélectionnés étaient pertinents.

A terme, ce travail s’intégrera dans le projet FloRHiGe et aidera en la mise en place
d’une meilleure gestion de la diversité génétique et de sa conservation par la création d’une
core-collection. Celle-ci servira a raisonner la conservation des différentes especes de rosiers en
minimisant le nombre d’individus a garder tout en maximisant la diversité génétique qu’ils
représentent.
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Annexe | : Histoire simplifiée du rosier

Annexe | : Histoire simplifiée du rosier

R. moschata R. dinensis R. damascena R. drinensis R. gullica R indica R. bifera E. gollica
2x Pearson’ 2x Pearson 4x Hume's blush" Ix 4x
2x 2x 2x | [
R. indica Parks’ R. semperflorens
= v Rosiers Broxn s Sugar Staser's
Noisette Bourbons Blush 3x
2x J 3x(1823) 3x(1815)
Roses the a fleurs Rose du Roi
Malton
jaunes axql 83:3) 4x (1816)
2x(1830) Bourbon ﬂRuses thé a _
N €Urs roses i : Portland
Hybrides de Chine
i ’ 4x
[
La Reine
4x (1843)
Rosiers thé ! i i R. if
2 Hybrides remontants R d!r.vggnm - maltiflora
e dx minima 2x
2x
: ;V_I
La France
Ix (1867) Hybrides polyantha
I 2x
R. rugosa R. nichuraiana R. foetida Hybrides de thé
2x 2x 4x 4x
[ I
[
Max Graf ?‘f'e{i}';ag g
2x (1919) x 1300)
Hyhrides a
Kordesii pélargonidine
ix x Grands groupes de

\

Rosiers cultivés
mod ernes

4x

=

Histoire simplifiée du rosier d'aprés Maia et Vénard, 1976 et Meynet, 2001.

rosiers
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Annexe II : Classification horticole de I’ American Rose Society

Annexe Il : Classification horticole de I’American Rose Society

Genus Rosa
I
Old Garden Roses Modern Roses
Alba Floribunda & Climbing Floribunda
Ayrshire Grandifiora & Climbing Grandiiora
Bourbon & Climbing Bourbon Hybrid Kordesi
Boursalt Hybrid Moyesi
Ceniiolia Hybrid Musk
Damask Hybrid Rugosa
Hybrid Bracieaia Hybrid Wichuraiana

Hybrid China & Climbing Hybrid China
Hybrid Eglanieria

Hybrid Foedda

Hybrid Gallica

Hybrid Muisiiora

Hybrid Perpetual & Climbing Hybnd Perpetual
Hybrid Sempervirens

Hybrid Seligera

Hybrid Spinosissima

Miscellaneous

Moss & Climbing Moss

Noisele

Pordand

Tea & Climbing Tea

Hybrid Tea & Climbing Hybrid Tea
Large-ficwered Climber

Minigiure & Climbing Miniature
Mini-Flora

Polyaniha & Climbing Polyantha
Shrub

Classification horticole de I’ American Rose Society d’aprés Cairns 2003.

52



Annexe III : Dosage d’ADN par fluorimétrie au Hoescht (données partielles car le fichier de
calcul du phage Lambda n’est pas communiqué)

Annexe I1I : Dosage d’ADN par fluorimétrie au Hoescht (données partielles
car le fichier de calcul du phage Lambda n’est pas communiqué)

Matériel :

Fluorimetre : TECAN Infinite ® 200

Plaques noires : 96well nunc maxisorb black réf

Réactifs spécifiques :
Hoescht33258 : Bis-benzimide - Sigma Aldrich / Réf pour 25mg - excitation : 365nm/émission :

450nm

Solutions :

Tris 1M pH8
EDTA 0,5M pH8

Méthodologie :

Préparer la solution de TE a partir de Tris 1M pH8 et EDTA 0.5M pH8

Quantité pour 1 plaque | 2 plaques | 3 plaques | 4 plaques
Tris 1M pH8 0.5ml 1ml 1.5 mil 2 mi
EDTA 0.5M pH8 0.1 ml 0.2 ml 0.3 ml 0.4 ml
H20 49.4 ml 98.8 ml 148.2ml | 197.6 ml
Volume final 50 ml 100 ml 150 ml 200 ml

Préparer une solution de Hoescht a 1mg/ml a partir de la solution mére a 25 mg/ml (4pl dans

a6pl).

Préparer la solution de TE + Hoescht (sera utilisée en dilution finale au %2)
Quantité pour 1 plaque | 2 plaques | 3 plaques | 4 plagues
TE 12 mi 24 ml 36ml 48 ml
Hoeschta 1 mg/ml | 2,4 pl 4.8 ul 7 ul 9.6 ul
\olume final 12 ml 25 ml 37 ml 50 ml

Dans la plaque noire, distribuer 100uL TE-Hoechst dans chaque puits (pour la gamme et pour
les dosages)

Dans la plague noire, distribuer 100uL de solution TE-Hoechst dans les puits qui contiendront le
blanc (TE), les différents points de dilution de la gamme, ainsi que ceux qui contiendront les
¢échantillons d’ADNg a doser.

Préparation de la gamme du phage Lambda (standard-fichier Excel de calcul non fourni)

Préparation des échantillons d’ADN a doser

Faire une dilution au 1/80°™ :

dilution au 1/40°™ : 5l de la solution mére d’ADN + 195 pl de TE

dilution au % : 100pl de la solution au 1/40°™ + 100 u de TE+Hoescht (déja distribué dans la
plague noire)

Réaliser une dilution au 1/40°™ : 5ul de la solution mére d’ADN + 195 pl de TE.

Ajouter 100 pl de cette dilution dans chaque puits de la plaque noire sauf colonne 1 qui
correspond a la gamme
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Annexe IV : Liste des séquences sources utilisées

Annexe 1V : Liste des séquences sources utilisées

Géne Espéce Nom de la séquence Base Nature |Longueur (pb) ID
. . " 2239
Fragaria | DFR bifunctional dihydroflavonol 4-reductase/flavanone NCBI gene
. . ARNmM 1359 NC_0204592.1
vesca A-reductase [ Fragaria vesca (wild strawberry) ] Genbank
cds 1050
Rosa Rosa chinensis dihydroflavonol 4-reductase (DFR) mRNA, NCBI gene 1232 KF734592.1
DFR chinensis complete cds Genbank cds 1050 ’
Rosa Rosa hybrida mRNA for dihydroflavonol 4-reductase, NCEI
) cds 1050 D&a5102.1
hybrida complete cds Genbank
Rosa hybrid | Rosa hybrid cultivar RhnDFR mRNA for dihydroflavonol 4- NCEI
\ \ ) cds 1050 AB430072.1
MNoblesse reductase, complete cds, cultivar: Noblesse Genbank
. . 3140
Fragaria Fragaria vesca subsp. vesca linkage group LG5, NCBI gene NC 020455.1
vesca FraVesHawaii_1.0, whole genome shotgun sequence Genbank ARNM 1539
F3'H cds 1539
Fragaria x Fragaria x ananassa F3'H mRNA for flavonoid 3'- NCEI géne 1775
ABGOG3441.1
ananassa hydroxylase, complete cds Genbank
cds 1533
promoteur
1211
. . et 53'UTR
Fragaria x Fragaria x ananassa flavonol synthase (FLS) mRNA, NCEI
cds 1008 DQo87252.1
ananassa complete cds Genbank
ARNM
) 1008
partiel
Rosa hybrid | Rosa hybrid cultivar 'Kardinal' FLS mRNA for flavonol NCBI géne 1399 AB028247.1
FLS 'Kardinal' synthase, complate cds Genbank ’
cds 1008
Rosa . .
) Rosa multiflora cultivar Duchua flavonol synthase NCEI
multiflora cds 1008 KP090455.1
\ \ mRNA, complete cds Genbank
Duohua
Rosa . . -
Rosa rugosa cultivar Fenghua flavonol synthase (FLS) NCBI géne partiel 1008
rugosa KMO093095.1
\ , mRNA, complete cds Genbank
Fenghua cds 1008
_ PREDICTED: Fragaria vesca subsp. vesca zeta-carotene géne 4558
Fragaria . . MNCBI
desaturase, chloroplastic/chromoplastic XM_004301977.
vesca Genbank -
(LOC101296114), mRNA ARNm 2241
ZDs cds 1710
. . . cds 1710
Fragaria x Fragaria x ananassa zeta-carotene desaturase protein MNCBI £1795343
ananassa (zds) mRNA, complete cds Genbank | _ i
géne partiel 2148
. . 5914
Fragaria LOC101303096 floral hameotic protein AGAMOUS [ NCEI gene NC 0204531
vesca Fragaria vesca (wild strawberry) ] Genbank cds 747 et 756 - ’
AGAMOUS ARNmM 1236 et 930
Rosa Rosa hybrida AGAMOUS protein (RAG) mRNA, complete NCBI gene 1116 V433721
hybrida cds Genbank ’
cds 747
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Annexe IV : Liste des séquences sources utilisées

Géne Espéce Nom de la séquence Base Nature |Longueur [pbl
RoFT1 ADMNg scf3636 Equipe GDO ene 1315
FT | 'Old Blush’ =g A =
RoFT1 ADNg scf 4318 Equipe GDO géne 1238
Rosa . | . .
] ) KSN_Rosa chinensis spontanea Equipe GDO gene 1134
chinensis -
KSN Rosa A .
) ) KSMN_Rosa OB_Transposon Equipe GDO géne 10114
chinensis
'0ld Blush' RoKSN_cDNA_OB Equipe GDO cds 519
'0ld Blush' RcNUDX1-OBla (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 622
'0ld Blush' RhNUDX1-0OB1b (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 618
Papa
p_ RhMNUX1-PM1 (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne g&ne 618
Meilland'
Rosa . . . .
] RwMNUDX1-RW1L (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 618
NUDX  |wichurana
Rosa .
] RwMNUDX1-RW2 (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne g&ne 759
wichurana
'Old Blush' RCNUDX1-0OB2a (ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 729
'Old Blush' RhNUDX1-0B2b-[{ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 766
'0ld Blush' RhNUDX1-0OB2c-(ATG-STOP) Equipe de Saint-Etienne géne 799
Rosa hybrid Equipe de Saint-Eti : 1775
‘Eragrant DQ192639 quipe de Saint-Etienne géne
Cloud'
Equipe de Saint-Etienne cds 1527
'Old Blush' PAAS scaffold_1004 Equipe de Saint-Etienne g&ne 1527
PAAS 'Old Blush' PAAS scaffold_1103 Equipe de Saint-Etienne géne 1527
Rosa
] RhPAAS al Equipe de Saint-Etienne géne 1527
wichurana
Rosa . . B .
] RhPAAS a2 Equipe de Saint-Etienne g&ne 1527
wichurana
H190' RhPAAS a3 Equipe de Saint-Etienne géne 1527
Rosa hybrid cultivar BRC1 protein
Rosa hybrid Y P GDR cds 1386
(BRC1) mRNA, complete cds
BRC1
. EgEne 1436
Fragaria
LG5:8361961..8366960 GDR ARNM 1486
vesca
cds 1278
I
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Annexe V : Protocole fourni par Qiagen® : Quick-StartProtocol DNeasy® 96 Plant Kit

Annexe V : Protocole fourni par Qiagen® : Quick-StartProtocol DNeasy® 96
Plant Kit

Quick-StartProtocol

DNeasy® 96 Plant Kit

The DMeasy 96 Flant Kit (cat. no. 69181) can be stored at room temperature
(15-25°C) for up to 1 year.

For more information, please refer to the DMeasy Plant Handbook and the
Tissvelyser Handbook, which can be found at www.giagen.com/handbooks.

For technical assistance, please call toll-free 00800-22-44-6000, or find
regional phone numbers at www.giagen.com/contact.

MNotes before starting

This protocol is for purifying DMNA from 2 x 96 samples of frezh plant
tizsue,

Ensure that you are familiar with operating the Tissuelyser and the
QIAGEN®™ 26-Well-Plate Centrifugation System.

Perform all centrifugation steps at room temperature (15-25°C).

If necessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AW 1
concentrates.

Add ethanel to Buffer AW1 and Buffer AW?2 concentrates.

Preheat Buffer APT to 65°C.,

Prepare a fresh working lysis solution: For 2 x 96 samples, combine 90 ml

Buffer AP1, 225 ul EMase A, and 223 ul Reagent DX.

p—

Place up to 50 mg leaves into each tube in 2 collection microtube racks.
Add 1 tungsten carbide bead to each collection microtube.

3. Pipet 400 yl workang lysis soluhion inte each collechon microtube. Tightly
seal the microtubes using the caps provided.

4. Assemble each rack of collection microtubes into the Tissuelyser.

5. Gnnd the sample for 1.5 minutes at 30 Hz.

April 2012 QIAGEN®

Sample & Assay Technologies
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Annexe V : Protocole fourni par Qiagen® : Quick-StartProtocol DNeasy® 96 Plant Kit

17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.

Reassemble the racks so that the collection microtubes nearest the
Tissuelyser in steps 4 and 5 are now furthest from the Tissuelyser.

Gnind the samples for another 1.5 min at 30 Hz.
Centnfuge to collect any solution from the caps.
Add 130 pl Buffer P3 to each collechon microtube and reseal using new caps.

Place a clear cover over each rack and shake vigorously up and down for
15 5. Centrifuge to collect any solution from the caps.

Incubate the collecion-microtube racks for 10 min at —20°C.

Centrifuge the collechon-microtube racks for 5 mun at 3800 x g (6000 rpm).
Transfer 400 ul of each supernatant to a new collection microtube.

Add 600 ul of Buffer AW1 1o each sample. Close microtubes with new caps.

Place a clear cover over each rack and shake vigorously up and down for
15 s. Centrifuge to collect any solution from the caps.

Place 2 DMeasy 96 plates on top of 5-Blocks. Mark the DMNeasy 96 plates
for later sample idenfification.

Transfer 1 ml of each zample to each well of the DMeasy 94 plates.

Seal each DMeasy 96 plate with an AirPore Tape Sheet. Centnfuge for
4 min at 3800 x g. If lysate remains in the DMeasy 96 plates after
centrifugation, centrifuge for ancther 4 min.

Remove the tape. Add 800 ul Buffer AW?Z to each sample.
Centrifuge for 15 min at 3800 x g without tape to dry the membranes.
Place each DMNeasy 96 plate on a new Elution Microtubes ES rack.

Add 100 ul Buffer AE and seal with new AirPore Tape Sheets. Incubate for
1 mun at room temperature (15-25°C). Centnfuge for 2 min ot 3800 x g.

Repeat step 22. Seal the Eluhon Microtubes RS with new caps to store DMNA.

For up-to-date licensing information and  product-
specihc disclaimers, sse the respective QIAGEN |at

handbook or user manual.

T 2011-2012 QIAGEN, all nghts reserved.

00000
Trademarks: QIAGEN®, Dieasy® (QIAGEN Group). 1071301 04/2012 T T TIT]
N

Sample & Assay Technologies
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Annexe VI : Températures et durées des cycles d’amplification de la PCR Access Array de
Fluidigm® [26]

Annexe VI : Températures et durées des cycles d’amplification de la PCR
Access Array de Fluidigm® [26]

PCR Stages Number of Cycles
50°C 2 minutes 1

70°C 20 minutes 1

95°C 10 minutes 1

95°C 15 seconds

60°C 30 seconds 10

72°C 1 minute

95°C 15 seconds
80°C 30 seconds 2
60°C 30 seconds
72°C 1 minute

95°C 15 seconds 8
60°C 30 seconds
72° 1 minute

95°C 15 seconds
80°C 30 seconds 2
60°C 30 seconds
72°C 1 minute

95°C 15 seconds ]
60°C 30 seconds
72°C 1 minute

95°C 15 seconds 5
80°C 30 seconds
60°C 30 seconds
72°C 1 minute
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Annexe VII : Paramétres par défaut imposés pour la création des couples d’amorces sur Primer

3

Annexe VIl : Parameétres par défaut imposés pour la création des couples

d’amorces sur Primer 3

Select Task: = Design with Existing

Prirmer design uses Prif

Forward Primer  [~| DNA Probe Reverse Primer

Region Input Options

1erd. Please cite Primer3 if you publish

resuits

¢ ¥+ [¥] Induded Region: "> 164 = To 792 =
+ 7% [7] Target Region: 250 = To 650 =
Product Size Between: 4005 And 600 5
Optimal Product Size: 550 %
Mumber of Pairs to Generate: 5=
Advanced Options
[ Allowr degeneracy: 15
[ Inverse PCR
Size Min: 18 == Optimal: 20 Max: 7
57/ optimal:| &0 835
%G Min: 20 = | Optimal: 505 Max: 80 =
Product Tm Min: 0 = Optimal: 0 Ma: 0
Max Tm Difference: 100 GC Clamp: 0

Max Hairpin Score: 8 Max Primer-Dimer Score:

Max Poly-X: 5

[] Allow primers inside target with penalty:

L LARIE] LARIR] L

Max 3 Stability:

[ Primer Picking Weights ] ’ Tm Calculation Settings ]

Remarque : Distinction entre Included region
(entourée en bleu) et Target region (entourée en
jaune) :

- Included region = zone comprenant
I’ensemble du fragment de Ia
séquence que 1’on souhaite amplifier
plus la zone ou se fixeront les
amorces (bleu).

- Target region = zone que
souhaite amplifier mais ou
amorces ne se fixeront pas (vert).

I’on
les

Cette distinction permet de placer les amorces de
facon optimale en évitant les SNP, des introns...

Exon Intron Exon
Included region
Target region
L} L}

Zone de création des amorces

2015, N. Jacquier
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Annexe VIII : Tableau récapitulatif contenant I’ensemble des informations de chacune des
amorces mises au point

Annexe VIII : Tableau récapitulatif contenant I’ensemble des informations de

chacune des amorces mises au point

Nom du couple | Taill de Amaorce Forward Amoce Reverse
d'amorce Famplicon . . . .
Séquence pb | Tm | Information Séquence pb | Tm | Information
TGTTGTCGGGAGA 1 (Tm TCACTTGGACTGGEE 1(Tm
FT_EE2 38 | grgatcocaca 24 1983 2;‘?&”” 1 lraeatcace 23 18857 | ferieurs)
!
1{Tm
ACCTCGCGTTGAG o TGGCCGTEEAGTTT 1(Tm
FT_EAE4 ™1 | s7aceeceA 22 | 58,9 (inferieure , |0\ 1) oeTea 23 198,07 | ferieurs)
Max Poly-X=5)
TCCTGATGCACCCA GCTTGCTGCAGTTG 1(Tm
FT_E2E3 421 | e 24 | 59,6 |1 TTGCTOCA 22 5879\ e
TCCAGCAACAACT 1(Tm GAGCCGCTCTCCCT
FT_ESE4 37 GCAGCAAGC 22 (588 inférieure) TTGGCA 20 | 59,061
TCCAGCAACAACT 1(Tm CCGGTTTGTAAAGG 1(Tm
e 436 GCAGCAAGC 22 | 588 inférieure) GLGGGEC 20 | 58,53 inférieure)
CGGAACCTTTAGTT 1(Tm GGGLCCAGGAACAT 1(Tm
KSN_E1E2 T |arreenacactea | 27 | 572 |nferiewrs)  |cTeGCETCTG 22 | 5889 |inferieurs)
ACCCAGATGTTCCT Non retenue  [TGTGGTGCCTGGAA MOMN RETEMUE
KSN_E2E3 ; )
- 416 GGCCCTAGT 23 | 588 (Tm inferieure) [TGTCTGTCA 23 158,19 Tm inferieure
TGTGACAGACATTC CCTGCCTCCTGCTA
KSN_E3E4 393 CAGGLACCAL 24 (591 1 GCTGCC 20 | 592 1
1(Tm
inférigure)
ACCCAGATGTTCCT AGCTCCGGTTTCCTC 1(Tm
K3N_FTr1 259 GGRCLCTAGT 23 [ 58.8 CC!IJD|E. GTCGT 20 | 57,81 inférieure)
melange avec
KSN_FTr1
AGGAAGGCTGAAG 1 Couple TGTGGTGOCTGGAA 1(Tm
KSH_FTr2 533 ATTGATIONCTRE 26 | 59,1 |mélangé avec TGTCTGTCA 23 58,19 inférieure)
KSN_FTr2
GGGAAACGAGAL
. AGTGGCTTCGGAAG 1(Tm
NUDX_E1E2 BG4 :ETAGTAGTGGCT 27 |1 59,5 101 SNP) ATTGTCOCAC 24 |53,94 inférieure)
AGTGECEGETGGTA | GTGELTTCGGAAGA 1(Tm
HUDX_E1EZb 519 GTATGCCTGT 23 | 39,7 |1(135NP) TIGTCCCACT 24 | 56,94 inférieure)
AGAGATCGCCTCTT GGTCCCTGGCAGCC
PAAS_E1 509 CCCAACTGACE 25 (59,8 1 ACCATTG 21 (5998 1
GGLGECBETETITT 1 (Max Poly- |ACCCAAAGGCAAC 1(Tm
PAAS_E1D 521 GLATGE 20 | 60,1 X=4) AGCAATCCA 22 |57.24 inférieure)
1{Tm
AGGGLGCAAATTC L TGCATGGTCCTGCA
PAAS E1t a1 AGTTT o 27 | 57,3 |inférieure, Max CCACATTCE 23 | 59,68 |1
G Poly-X=4)
1(Tm
GCCGTGCCTTITCE Ll CCGGTCCCTCAGTE
BRC1_E1E1 480 TOATGACE 22 | 58,4 |inférieure, Max CTCOGE 20 | 60,04 (1
Poly-X=4)
GLAAGAAGGACCG TGCCTGATCAACAT
BRC1_E1E1b 521 GCACAGCA 21 |5989 1 CACCACATGGE 25 R 73 1
1(Tm 1{1SNP Tm
AAGATGGGGAGAL L CTGTTGTAGACCTC e
BRC1_E1E2 hGE AGT o 24 | 57.8 |inférieure, Max CCATTG con 27 | 57,15 |inférieure, Max
CAR Poly-X=4) Poly-X=4)
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Annexe VIII : Tableau récapitulatif contenant I’ensemble des informations de chacune des
amorces mises au point

Hom du couple S Amorce Forward Amaoce Reverse
d'amorce lamplicon 5 )
Séquence pb Tm Information | Séquence pb Tm Information
AcTTCecTeTe 3(Tm ABGGTCTCGC
DFR_SUE1 181 ICCCGGRGTC 22 57,6 inférieure) ACGGTEGETE 20 60,87 3
CCGAGTCCGT GGLGACATG 4 (1 SNPen
DFR_E1E2 344 TTGCGTGACA 22 60,3 4 GAACACTCCG 2 5912 miligu
GG GT d'amorce)
4 (1 SNP tout
CTTCACTCTCC début
DFR_EZE3 594 GLGGLGALTC 20 60,1 4 GGCAAAATTC 25 57,83 d'amorce, Tm
ACTTGACGCT S
GACA inferieure, Max
Pahy-X=4)
TGATGTCGAA 3(Tm
DFR_E3ES 493 TITTGCOGGA 25 579 inférieure , Max ggﬁ%%gﬁ: 20 5949 3
GAGTG Poly-X=4)
TGAGCAAGA ACACTGCTCT
DFR_E4E6 680 GGCATGGAA 25 600 2 CATCAACCTC 25 59 66 2
GTITGCC CTGCT
GCAAAGGGTT 4(15NPau  |AGTGAGTCAC
DFR_3UEG 264 TGCTTCCTCCT 23 58,1 début (2°) + Tm|GTACCCTCTA 27 57,2 4 (Tm .
cc inférieurs)  |ACATTCA inferieure)
CTCCGGLAAL TGCCGGAGA
F3'H_E1E1 353 TCCCAAAGCE 23 59,7 1 ACAGATGBA 22 59 66 1
ACT CGGA
. COTTACGGTE ACCCTCCGCC
F3'H_E1E2 760 CACGGTEE0G 20 59,8 1 ETACCATCAC 2 597 1
TGCTAGCGCA GTGTCGGTEA
F3'H_E2E2 412 TGCCTTGGCA 23 603 1 GCTTTCCTCCT 24 59 54 1
AAT TCG
CGACATGTTG 1 (Tm CTCGCGCTAG 1 m
F3'H_E2E3 702 ACCACTCTGC 24 576 inférieure) CATATGAGGG 22 RY 37 inférieure)
TCTC TG
AGCTGAACTC
F3'H_E3E3 566 ATTCGGCACC 24 60,2 1 CCAACCTEET 18 59,88 1
GCGCGGGT
CTCA
GGTCAGAGA ABCAGTAGTT
FLS_E1E1 366 ATGAGCAGCC 27 60,3 2 AATGGCAGA 26 59,08 2
TGGAATCA ABGTGGC
AAGBGAAGA ACTGGAAAAT 4 (EX-IN, Max
FLS_E111 479 AAGBGTRGE 25 593 4 (EX-INY GCGCGCAAA 23 59 46 Poly-X=4, SNP
TGGATCA GGTG possible)
ACTAGAAGG AGAGTCCGAT 4 (Max Poly-
FLS_E1lib 1150 GAAGAAAGG 26 594 4 (EX-IN) GAGACAAAA 26 59,03 =4, IN-IN SHP
GTGEGETEE GGLAACC possible)
CACCTTTGCG 4 (IN-NSNP  [CAAACCCATG 4 (Max Poly-
FLS_l111 883 CGCATTTTCC 23 595 possible, Max |TGATCTCCCC 23 5919 =4, IN-IN SHP
AGT Pohy-x=4) GCA possible)
AGGCAAGTA 4 (IN-NSNP  |[GCAAGCAGC & (NN SHP
FLS_MI1b 579 GGTGGTTGLC 25 59,0 possible, Max |CACGTCCACC 21 60,18 possible)
TITTGT Poly-X=4) T
GAGACCGTTC CACGTCCACT
FLS_ Mt 799 TAGCTTTGCTC 24 594 g;;”;i't:jw TTIGGCTAACA 25 58,01 :U(LNEJESNP
GGG AAGECC
GAAGAGGECTT GGCCCCAGTC & (Max Poly
FLS_l11g 758 TGTTAGCCAA 26 59,5 4 (IN-IN SNP) | GCAGABACC 20 0,53 X=4, IN-N)
CGTGGA A '
ACAGTTCCAC GCCAAAAAT & (Max Poly
FLS_l1l1s 826 AGCACAAGA 25 59,5 4 (IN-IN) AGATGCCTCC 25 59 84 X=5, INN)
GGAGGA ACGGCT '
AGCGTGAGA TGACAATCAG £ (NI
FLS_l1o 801 CCTGATTGGT 27 602 4 (IN-IN) ATCCTCTGCTC 27 59 27 Plusieurs SHF)
TACTGGTC ACACCT
TCAAAAGCCA 4 (IN-IN SNP
FLS ME2 611 |aTcTacacac 27 593  |possible, Max gﬁiﬁig}g 20 6032 |4
ATCCGCA Poly-X=4)
TGTCCCCGOC 3 (Max Poly-  |ACGAGCTTGG 3 (Max Poly-
e T CTGATCTTGCT 21 59.8 X=4) GGTGAGGCCC 20 60,82 X=4)
TITCGGTCTG 2 (m CCCTCCACGG
FLS_5UIM 401 AGAGAGTGC 25 579 inférieure) ACTTAGAGTT 24 59,23 2
AAGACA CGGA
GCACAGAAC GCCTTGTGAG
FLS_3UE3 229 CACAGTGAGC 25 58,7 2(rm X CTCTGAGACA 23 £92 2
AAAGAC inferieure) cec
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Annexe VIII : Tableau récapitulatif contenant I’ensemble des informations de chacune des
amorces mises au point

Nom du couple S Amorce Forward Amoce Reverse
d'amorce Famplicon X )
Séquence pb Tm Information | Séquence pb Tm Information
TGTCTCTCTCG GGAGGACCTC
ZDS_5UE1 493 CTTTGTCCTCC 25 59,5 1 TGGEGACCTCA 22 594 1
TCC cC
GTCGATGCCT ACATGCCTGC
ZDS_E1E2 707 GGTGGCTOOG 20 59,8 1 ié\GTCCAGCT 22 59,41 1
AGGGCCGAA AACAACCAA 1m
ZDS_EZE3 420 GLTGAAAGTG 21 597 1 AGAATACGTG 27 58,47 nférieure)
GC GAGTCCCA
AGGCCTTTCA 1 (Wax Foly- AAGCAAGAA 1 (Max Poly-
ZDS_E3E5 542 TIGGTGGAAA 27 59,5 =) TCCCATGTAT 25 59,08 X=5, 1SNP
AGTAGGC GGGEGGC 2
AGGCCTTTCA 1 (Max Foly- CCBCACATCA
ZDS_E3E6 933 TIGGTGGAAA 27 595 =) CTCAATGCTC 25 59,39 1
AGTAGGC CATCT
TCCTGTCGTC CAACGAGCA 1
ZDS_EGET 340 AGGGCTCTGG 21 59,0 1 CTGATGTTET 26 58,64 intérieure)
T CACAGTC
CCAAAGGTG AGGCCTGTGA 11 SNP millew
ZDS_ETES 395 GCACACGCAC 21 60,4 1 CATAAGTTTC 27 59,69 amores (3°))
GA CCCATCA
GCTGATGGGG 1(1SNPfin  |TCCCTCCACT
ZDS_ESE10 392 AMACTTATGT 27 59,9 amorce (22°), |GGGACGGAA 21 59,91 1
CACAGGC Max Poly-X=4) |GC
CATGCGATGT GCAGGAGTG
ZDS_E10E11 M7 GCCTGGAATC 26 594 1 AACCTTGTCC 27 59,22 1
AABAGA TICAATGT
GCAATTGAAG TGETAGAGEC
ZDS_E11E12 489 CAAGCTTTGG 27 59,1 1 ATGTAAGGAT 27 59,37 1
GATTGGA CACCTGG
TGTGTETTGA 10m ATGGATCTTT 1am
ZDS_E12E13 301 CACCAGGTGA 24 58,0 inférieure) ACCAGGTCCT 26 57,34 inférieure)
TCCT TCACGA
TGGCTTTATIC TCCCCTCTTGG 1(Tm
ZDS_E13E14 354 CCATCATCGC 26 59,9 1 GATGCAAGTT 24 57,75 inférieure, Max
AAGBC TCT Poly-X=4)
GGCTITATICC 1 (Tm GGTAAAAAG 1 (Tm
ZDS_3UE13 596 CATCATCGCA 25 58,8 DTN AABCCATGCC 26 57,65 inférieurs, Max
AGGC nfENeUre) | oroatca Poly-X=5)
CCCTTCTCTGA 1(Tm
AG_SUE1 707 GTCCCCCTTG 22 58,3 inférieure, Max GCOTCCAGEA 20 59,98 1
CCGTGTIGGGE
C Poly-X=5)
GGCCTATGAA 1 (Max Poly- ACTCATAGAG
AG_E1E1 221 AACAAACCT 27 60,1 X=d) GCGGCCALG 21 59,71 1
AACACGGT GT
TGCTCTGTGA 10m AGCAATGGA
AG_E1H 621 TGCTGAGGTT 23 58,6 inférieure) GGAAGGCAA 23 59,19 1
GCT GGAGC
AGCTCAGCTC TGGCACTGGG 1 (Max Foly-
AG_1MI1 559 CTTGCCTTCCT 23 60,2 1 TITTGATTGGC 24 5952 N
X=4)
cc 16T
ACAGCCAATC 1 (Wax Foly- AGAACTTCCC 1m
AG_MI1b 512 AMAMCCCAGT 24 59,5 =) ATTGGCTCGC 23 58,32 inférieure)
GCCA AGA
ACGAAATCTG ATCTCAATGT 10m
AG_MI1t 602 CGAGCCAATG 23 59,0 1 GCCAAGGAA 27 58,73 intérieure)
GGA GAAACCCA
CACABAACTG GCAAAGGGTT
AG_Mlig 806 GGTTTCTTCCT 26 594 1 GGACCTATCT 25 5978 1
TGGCA GTGGC
GCCACAGATA AACACAATTG 1(Tm
AG_MHs 486 GGTCCAACCC 25 598 1 GGGTTGTGTG 23 57,81 inférieure, Max
TITGC GCA Poly-X=4)
TGGATGATGT 10m GCAAAGTGGT
AG_ME3 650 AATGCCACAL 25 57,6 inférisure) TATCTGGGCA 24 60,23 1
AACCC CGCA
TGAACGATAC 1m TCTGCATGTA 1
AG_E1ES 823 AAGAAGGLA 26 58,0 inférieure) CTCAATTTCG 27 57,92 inférieure)
TGTGCAG GCAAACA
CTGCATGTAC
AG_E3E5 388 ?glg?gé?é\ € 19 597 |1 TCAATTTCGE 26 57,01 :ng:eure}
CAAACA
TGTTTGCCGA 10m TGCTCGGAGG 1m
AG_ESEG E44 AATTGAGTAC 27 579 inférieure) AGCTGGTTAT 23 57,82 inférieure)
ATGCAGA TGT
TIGCACAACA GGGAAATCTG
AG_EGET 314 ATAACCAGCT 26 59,7 1 GTCATGECGC 23 60,18 1
CCTCLG GAG
GCAGGTGEG TGCCAGTACT 1 tm
AG_3UET 407 CATGGAAGCT 22 60,1 1 AACTGTGGGA 26 58,89 o
ACG GAGGTT inférieure}
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Tool: FASTQ Groomer

Version: 1.0.4

Tool: FASTQ Quality Trimmer

Version: 1.0.0

Annexe IX : Schéma du workflow final et parametres fixés pour chacune des étapes

Tool: FASTQ Quality Trimmer

Version: 1.0.0

File to groom
Data input 'input_file' {fastq)

Input FASTQ quality scores
type: v
Sanger & Illumina 1.8+ -

Advanced Options:
Show Advanced Options -

Output FASTQ quality scores
type: v

Sanger (recommended) -
Force Quality Score encoding:
A

ASCII -

Summarize input data: v
Summarize Input -

FASTQ File
Data input 'input_file'
(fastgsanger or fastgcssanger)

Keep reads with zero length:
v

W

Trim ends: ¥
only -
Window size: ¥
5]

Step Size: ¥
1

Maximum number of bases to
exclude from the window
during aggregation: ¥

0
Agagregate action for window:
L

mean of scores -
Trim until aggregate score is:
L

= -

Quality Score: v
25.0

FASTQ File
Data input 'input_file'
(fastgsanger or fastgcssanger)

Keep reads with zero length:
v

V

Trim ends: ¥
Ionly =
Window size: ¥
1

Step Size: ¥
1

Maximum number of bases to
exclude from the window
during aggregation: ¥

0
Aggregate action for window:
v

min score -
Trim until aggregate score is:
v

= -

Quality Score: ¥
25.0
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Annexe IX : Schéma du workflow final et parametres fixés pour chacune des étapes

Tool: Bowtie2

Version: 0.2

Tool: BAM-to-SAM

Version: 1.0.4

Is this library mate-paired?:
Paired-end =

FASTQ file
Data input 'input_1
(fastgsanaer)

FASTQ file
Data input input_2
(fastgsanaer)

Minimum insert size for valid
paired-end alignments: ¥

0

Maximum insert size for valid
paired-end alignments: v

A adapter pour
780 chaque géne

Write unaligned reads to
separate file(s): ¥

(=]

Will you select a reference
genome from your history or
use a built-in index?:

Use one from the history =
Select the reference genome

Data input 'own_file' (fasta)

Specify the read group for
this file?:

Mo -

Parameter Settings:
Full parameter list -

Type of alignment: v
Endtoend -

Preset option: ¥
Sensitive -

Disallow gaps within
n-positions of read: v

20

Trim n-bases from 5" of each
read: v

0

Trim n-bases from 3" of each
read: v

0

Skip the first n-reads: v
0

Number of reads to be aligned
{D = unlimited): ¥

0

Strand directions: ¥
Both -

Log mapping time: ¥
No -

BAM File to Convert
Data input 'inputl’ (bam)

Include header in output: ¥

(]

Tool: Filter

Version: 1.1.0

Filter

Data input 'input’ (tabular)
With following condition: v
c2==99 or c2==147 or
c2==83 or c2==163
Number of header lines to
skip: v

a

Tool: Concatenate datasets

Version: 1.0.0

Concatenate Dataset
Data input 'inputl’ (data)

Datasets:

Add new Dataset
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Annexe X : Informations présentes dans un fichier de sortie du MiSeq (.fastq)

Annexe X : Informations présentes dans un fichier de sortie du MiSeq (.fastq)

Nom de 1'appareil N? de ligne du Flowcell N du read
Identifiant du Flowcell N du carreau Filtrage
N%du run Position X Contrile
\ \Pusiﬁulln Y / Index de la séquence
-~
Identifiant du read EM01075:79:000000000-ACRPA:1:1101:17353:10983 2:NH:0:73
Séquence du read RETGECTTCGEARGC T TGT COCACT CATACCAT CCCCARCCAT CACAGARTTCTGECCC
Identifiant de la qualité +
Séquence qualité §-2B0C, ERER, +, C;ECCF<EE, CRFFEGRS, CEGCEETCARS<FREEC, CC, 6EAF
Eemarques : Nread : 1 pour forward, 2 pour reverse

Filtrage: N indique l'absence de filtrage
Contrdle : 0 indique l'absence de contrale
Identifiant de la qualité : + indique que lidentifaint du read et de la qualité sont les mémes

(2015) N. Jacquier
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Annexe Xl : Les différents modes d’encodage des scores de qualité [33]

Annexe X1 : Les différents modes d’encodage des scores de qualité [33]

!"#5%&'(}*+,—./Ol23456789:;<=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]“_‘abcdefghijklmnupqxstuvwxyz{|}~

Sanger
— Solexa
Illumina 1.3+
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13 104 128

......... 26...31.......40

=&szccllizzczso0c%oo0cccoooocsozossocoooooooooos 40

Jccccoooc YooccocococoococoooooooooooooGC 40

........ 26...31........41
Phred+33, raw reads typically {0, 40)
Sclexat64, raw reads typically (-5, 40)
Phred+64, raw reads typically (0, 40)
Phred+33, raw reads typieally (0, 41)
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Annexe XII : Encodage des bases A, T, G et C et des bases ambigués [44]

Annexe XII : Encodage des bases A, T, G et C et des bases ambiqués [44]

Code Meaning Etymology Complement | Opposite
A A Adenosine T B
T/U T Thymidine/Uridine A v
G G Guanine C H
C C Cytidine G D
K GorT Keto M M
M AorcC Amino K K
R AorG Purine Y Y
i CorT Pyrimidine R R
5 Cori Strong S w
W AorT Wealk w s
B CorGorT not A (B comes after A) v A
W AorCori not T/U (V comes after U) | B T/U
H AorCorT not G (H comes after G) | D G
D AorGorT not C (D comes after C) | H C
N |GordAorTorC any N

notGorAorTorC N
- gap of indeterminate length
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Annexe XIII : Tableau complet des flags et de leur signification [48]

Annexe XIII : Tableau complet des flags et de leur signification [48]

FLAG flags pair itself mate proper? aligner?
One of the mate is unmapped
73 148+64 73 1 map +  unmap
133 1+4+128 133 2 unmap map +
89 1+8+16+64 89 1 map + unmap -
121 1+8+16+32+64 1 map - unmap -
165 1+4+432+128 165 2 unmap + map - ssaha
181 1+4+16+32+128 2 unmap - map - bwa
101 1+4+32+64 101 1 unmap + map - ssaha
117 1+4+16+32+64 1 unmap - map + bwa
153 1+8+16+128 153 2 map -  unmap +
185 1+8+16+32+128 2 map - unmap -
69 1+4+64 69 1 unmap + map +
137 1+8+128 137 2 map  +  unmap +
Both unmapped
77 1+4+8+64 77 1 unmap +  unmap +
141 1+4+8+128 141 2 unmap +  unmap 1
mapped in correct orientation and within insert size
99 1+2+32+64 99 1 map  + map - ¥
147 0+1+2+16+128 147 2 map - map + v
83 1+2+16+64 83 1 map - map + y
163 1424324128 163 2 map _ + map - v

mapped within the insert size but wrong orientation (++ or--)

67 1+2+64 67 1 map + map + y
131 1+2+128 131 2 map _ + map + v
115 1+2+16+32+64 115 1 map - map - y
179 1+2+16+32+128 179 2 map - map - Y

mapped uniquely but wrong insert size, and could possibly reside in different contigs

81 1+16+64 81 1 map - map +
161 1+32+128 161 2 map  + map

97 1+32+64 97 1 map  + map

145 1+16+128 145 2 map - map +
65 1+64 65 1 map  + map 4
129 14128 129 2 map __ + map +
113 1416+32+64 113 1 map - map -
177 1+416+32+128 177 2 map - map -




Annexe XIV: Table de conversion des symboles de score de qualité en leur valeur au sein du
fichier Excel

Annexe XIV: Table de conversion des symboles de score de qualité en leur
valeur au sein du fichier Excel

0" #$%& "' ()[ + , - ./ {12 3 4acs
012345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

6 7 8 9 : ; < = >]1 @ A B CDETFGH I
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

N. Jacquier
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is to explain the choice of these genes and to develop the strategy of data processing organized. Ten candidate
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ranked. The data processing on Galaxy allowed us to obtain clean mapped reads of good quality. The reflection
concerning the choice of the parameters to be fixed for the quality trimming served to realize a compromise
between the preservation of the poor quality bases and the loss of information due to the deletion of these. A
method of sliding window was retained. The mapping software was chosen in a reasoned way by watching the
good management of indels and SNP’s positions. Finally, an Excel® code was created for the reads assembly,
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