Mot de la direction

Les beaux jours s’installent et les
conditions de travail commencent a
s’améliorer. Ce contexte permet de se
projeter de fagon plus optimiste dans la
réalisation de nouveaux projets, ce que
nous vous souhaitons.

De notre coté, nous allons a accueillir un
nouveau séquenceur lllumina NextSeq
2000 des la rentrée. Ce séquenceur a été
choisi pour pouvoir monter en débit par
rapport a notre offre actuelle en
séquencage courts fragments Illumina
iSeq100 et MiSeq. Il permettra de mieux
répondre a vos besoins pour des
applications de  transcriptomique
(RNAseq), de métagénomique, de single
cell ou de séquencage de génomes
complets ou ciblés par amplicons ou
capture. Une journée d’animation
autour des nouvelles possibilités
offertes par cette machine sera
organisée a l'automne ; nous espérons
vous y voir nombreux !

En parallele, la PGTB a obtenu son
renouvellement de certification qualité
ISO 9001 et NFX 50-900 pour les trois
prochaines années : nous sommes donc
a vos cotés avec la meilleure qualité de
service possible pour vous accompagner
dans vos projets.

Enfin, si vous voulez en savoir davantage
sur nos activités ou un domaine
particulier d’application de la
génomique qui intéresserait votre unité
ou équipe de recherche, contactez-nous
afin d’organiser une présentation
adaptée a vos centres d’intéréts, en
présentiel dans votre laboratoire ou en

visioconférence.
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Du nouveau en séquencage long read !

Lors du London Calling 2021, Oxford Nanopore a présenté plusieurs
nouveautés. Sa nouvelle chimie Q20+, pour le moment accessible
en early access, offre désormais une précision de lecture >99%.
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La nouvelle technologie Duplex, ol I'on séquence successivement
le brin matrice puis le brin complémentaire, permet quant a elle
d'obtenir des résultats de séquencage de tres haute précision (Q30,
soit >99.9%), d’apreés les tous premiers résultats des tests internes.

Oxford Nanopore a par ailleurs présenté d’importantes avancées
dans la caractérisation des méthylations 5mC en natif, sans
modification de I’ADN, grace a une amélioration des algorithmes
d’interprétation du signal. Les résultats obtenus, avec une
profondeur pourtant deux fois moindre, surpassent de maniere
tres répétable ceux obtenus par les approches classiques
(conversion bisulfite + séquencage lllumina) :

k=i

CpG islands called

o

Mean methylation frequency
8

o
~
Ll

o
&

{(Nancpore rep 1, 20x)
o
b

£ 1" Number of CGl = 14,M4r=0,982|
0.00-f = T T |

0.00 0.25 Q.50 0.75 1.00 BS-Seq  BS-Seq Nanopore Nanopore
Mean methylation frequency (WGBS 50x) rep1(50x) rep 2 (50x) rep 1 (20%) rep 2 (20x)

Fig. 2 Methylation frequency in CpG islands and reproducibility of calls
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La PGTB est équipée de séquenceurs Oxford Nanopore depuis
2018. Si cette technologie en constante amélioration vous
intéresse, contactez-nous a pgtb@inrae.fr !
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Le génotypage de microsatellites par séquengage : une approche
innovante et clé en main pour I'analyse de la diversité génétique

Les marqueurs microsatellites, qui sont constitués d’un nombre variable de répétitions de motifs oligo-
nucléotidiques, présentent plusieurs avantages pour les études de diversité génétique neutre en populations
naturelles. D’une part, étant particulierement abondants au sein des génomes, il est facile d’identifier des
marqueurs polymorphes en séquencant une fraction du génome d’un individu. D’autre part, chaque marqueur étant
multi-allélique, un nombre limité de marqueurs est souvent suffisant pour atteindre la quantité
d’information nécessaire pour, par exemple, décrire la structure génétique des populations ou effectuer des
recherches de parentés.

Les marqueurs microsatellites se démarquent donc des marqueurs SNP qui nécessitent des études de séquencage
en population afin d’identifier les polymorphismes pertinents et dont le caractéere bi-allélique nécessite davantage
de marqueurs pour atteindre une résolution suffisante. Les microsatellites représentent donc une alternative
complémentaire aux SNP particulierement intéressante dans le cadre de I'étude d‘espéeces orphelines du fait d’'un
colt de développement et de génotypage optimisé.

Alors que les séquenceurs sur lesquels se base le génotypage de microsatellites par électrophorése capillaire
classique deviennent de plus en plus rares au sein des laboratoires et des plateformes du fait des colts de
maintenance élevés, il nous est apparu nécessaire de pouvoir proposer une alternative reposant sur des méthodes
de séquencage haut-débit (SSRseq).

A l'issue d’un projet de R&D validant la méthode SSRseq sur plusieurs espéeces (Lepais et al., 2020), la PGTB propose
désormais une suite d’analyse intégrant l'identification de microsatellites, la mise au point d’un protocole
d’amplification multiplexe, le séquengage des amplicons et I'analyse bioinformatique nécessaire a I'établissement
du tableau de génotypes.

M PCR multiplex amplification de 30 a 50 SSR

. TTGGTCCCAACTATT(1)GTT(7)TTCT... e —
.. TTGGTCCCAACTATT(1)GTT(7)TTCT... —
TTGGTCCCAACTATT(].)GTT‘B)TTCT ﬁ PCR d'indexage : ajout de barcodes (384 indiv.) et adaptateurs EmEm
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..TTGATCCCAAATTTT(1)GTT(9)TTCT... =
---TTGATCCCAACTTTI'(l)GTT(B)TTCT_,, -0 B EEEN b |

Construction préte pour séquengage lllumina

Développement des SSR PCR multiplex et séquencgage Analyse bioinformatique

Chaque nouveau projet est validé par I'analyse de plusieurs dizaines d’individus répétés afin d’identifier les
marqueurs fiables (marqueurs polymorphes, marqueurs avec des trés faibles taux d’erreurs entre réplicats... ;
typiquement 50% des marqueurs développés) et optimiser les parameétres d’analyse bioinformatique pour chaque

marqueur.

Ainsi sur les 22 especes étudiées a ce jour, représentant une large diversité d’organismes (arbres, poissons, plantes
herbacées, champignons, crustacés, insectes, algues et mammiferes), 1323 marqueurs ont été développés et 679
ont été validés avec une moyenne de 30 marqueurs fiables par développement.
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L’acces a la séquence des alleles permet d’identifier précisément 'ensemble des polymorphismes contenus dans les
zones flanquantes ou les motifs répétés sous forme de microhaplotypes et de différencier des alléles de méme
longueur, ce qui n’était pas possible auparavant (+ 37% d’alleles en moyenne mais reste tres variable entre especes
allant de + 5% a + 113%). L’analyse bioinformatique automatisée permet en outre de générer plus facilement des
génotypes comparables entre projets ou entre laboratoires.

Le SSRseq se préte particulierement bien aux développements en paralléle. Nous avons par exemple séquencé
plusieurs multiplexes ciblant au total une centaine de marqueurs nécessaires pour densifier des cartes génétiques
chez les chataigniers (Laurent et al., 2020) et combiné a la fois des marqueurs nucléaires et cytoplasmiques pour
des études en populations chez les chataigniers ou les aloses.

Les analyses de génétique des populations comparatives sont également facilitées grace au développement et a
I’application du SSRseq chez plusieurs espéces (jusqu’a 8 espéces jusqu’a présent) partageant des caractéristiques
biologiques communes (espéces proches, espéces en interaction biotique, espéces invasives) ou partageant le
méme écosystéme (génotypage des communautés).

Alors que nous maitrisons bien I’'analyse SSRseq appliquée aux génomes haploides et diploides, nous travaillons
actuellement sur des raffinements permettant de génotyper les espéces polyploides. Une perspective a plus long
terme est d’augmenter le nombre de marqueurs étudiés grace a des approches de ciblage par hybridation de
sondes. En effet, le séquencage de génomes complets en population chez les espéces modeles met en lumiere le
role fonctionnel de variations associées a certains locus microsatellites (Fotsing et al., 2019). Ainsi, le génotypage a
grande échelle au-dela des mutations ponctuelles (Press et al., 2019) va devenir essentiel pour mieux comprendre
le r6le d’une plus grande diversité de variations génomiques dans |’évolution et I'adaptation des espéces (Xie et al.,
2019).
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