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INTRODUCTION



L'ADN 7
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Acide
—_— Un Membrane Cytoplasme

DésoxyriboNucléique i
C’est le support de 'information
généthue A > Une cellule
Chromosome - Forme condensée de
(métaphase): | ’ADN (= forme visible)

Eléments constitutifs : 4 nucléotides

Un nucléosome
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Protéines associées : |es

histones (en jaune)

Organisation en double brin :
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Double hélice
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Definition des marqueurs

moleculaires
2 chromosomes
_ homologues
e Un endroit sur le génome : locus
® Présentant du pOIymorph|Sme Alleles bleu et rouge
entre et au sein des individus :
a”éleS Locus couleur e E—

» Les différents alleles sont
identifiables en totalité (co-
dominant) ou en partie
(dominant) pour chaque individu



A quol servent les marqueurs ?

» Etude de la diversité entre " F@:
individus de la méme espece =

Lémur
_ Chat

ou d’especes differentes
» Evolution des especes b sty Rl

5

» ldentification des especes i cf fyfom

(oarcoding) ':"’é{'-;f.;f:!!!!llﬂ ;HEIII

> |dentification des individus S SR i
(criminalité)

» Structuration de la diversité au S £
sein des espéces (flux de génes, / -
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sélection, dérive, mutation) L/
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A quol servent les marqueurs ?

e Relation entre polymorphisme
moléculaire et polymorphisme A

phenotypique |
— ldentification de régions du / | | L
genome ou de genes impliqués 4 o mran

dans la variation d’'un caractere

quantitatif (QTL)
e Construction d’individus sur la | o oo
base des alléles aux QTL a4
— Prédiction de la valeur géenétique
d’'un individu a l'aide de son
genome

e Sélection génomigue

Reference Population




Une évolution fulgurante!!!

e Découverte de la double hélice
de I’ADN 1953 (James Watson
and Francis Cricks)

e Techniques d’hybridation
(annees 1970)

e Séquencage de I’ADN 1955
(Fred Sanger)

 Invention de la PCR 1993 (Kary
Bank Mullis)



Une évolution fulgurante!!!

Colit de séquencage d'un génome
humain
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Une évolution fulgurante!!!

Colt du génotypage dépend beaucoup du nombre de marqueurs et du nombre
d’individus

Exemples:

- 0,3 €/point pour un marqueur sur un genotype

- 0,05€/point pour 384 marqueurs sur 1536 individus

- 0,003€/point pour 20000 marqueurs sur 500 individus

Moins le codlt du point est cher plus il faut génotyper de marqueurs et d’'individus
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De multiples méthodes de genotypage

3000~
0 Genotyping
5 By
= Sequencing
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Nombre de marqueurs

8

..‘ , -

http://crgs.genopole-toulouse.prd. fr

A définir selon les besoins !!!



Quelles regions du genome?

» Repartis sur I’ensemble du génome

o Ciblés sur des regions particulieres:
— Genes candidats
— Ensemble des genes

» Connaissance prealable du génome
— Séquencage complet / partiel du génome
— Séquencage du transcriptome



LES MARQUEURS « BAS-
MOYEN DEBIT »



De multiples méthodes

* Polymorphisme de longueur

— par hybridation: Restriction Fragments Length Polymorphism
(pour memoire)

— par PCR: Sequence Tagged Site (STS) including Simple
Sequence Repeat (SSR), Cleaved Amplified Polymorphic
Seqguences (CAP), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP)....

* Polymorphisme de séquence : Single
Nucleotide Polymorphism (SNP)

— Tagman
— Kompetitive Allelic Specific PCR (KASP)...




Multiplier un fragment d '"ADN un grand nombre de fois afin de le repérer.

H Technique de la PCR : Polymerase Chain Reaction

Réactifs nécessaires a la PCR tampon PCR 10X Thermocycleur
MgCl,
| =
= [ ] ] |
O ——
H =
dNTPs amorces

@

Tag polymérase
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Exemple 1: SSR, microsatellite

Nécessité de connaitre la
The number of SSRs s highly variable amongindividuals ~ S€quence pour definir des

ey — amorces :
AR ———— - Banques enrichies en SSR
=‘&?_= - Residus du sequencage de
unique flanking regions transcriptomes

B5E5R (Single Sequence Repeat)

ADN 1
indensity
Marar 1 blarcer # Warcer 3 Marer 4
{ b {grean) {red) {olack)
Inharitance and segregation of SSR toci in the sillworm . homoTygous homozygous  heterozygous hetsrazygous

SSA profiles obtained using Bmsatd70 on two parental strain Nst iand NB,D; and their F,a IZIF
offspring (10Nos). The segregation of NB D, {Female) and Nistari (Male) specific po blrmnh c loci shuwn
by arrow and arrow heads respectivety.

Electrophorése sur séquenceur capillaire
Electrophoréese sur gel d’agarose



Exemple 2: Ampified Fragment
Length Polymorphism (AFLP)

AFLP® assays

(8) AFLP template preparation Msel adaotor
Whole genomic DNA " ERT

AT
Al Al LAl 1 1]l

Restricton enzymes EcoR adaptor . -
+  eeeoton o+ S Pre-amplify with one
ONASgae ARRTE selective nucleotide to
0) Resirncton and igaton give 4 sub-sets of
Msel cut EcoRl cut " ” :
CON— e — S Preamp” reactions
T TAA [} AATTC
3. —*—*—4—1—1—" ] / i \ .‘J—L—‘L
Mset acaptor l EcoR acaptor
NETRERR ik lis a0y & = e T e — =
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(¢) Selective ampiification (one of many primer combinatons shown)

Msel poimer 1

T T T T T
ATTOTA
£) T L B I L L B L B I L
T CAT C GAGA
ATTOGTA GCTCT A
3. L AL L L 4 L 4 L L 1 1 1 1 1 Ll




Exemple 3: Systeme Tagman

1. Assay Components and DNATemplate

> Frote # Prooe ﬁ
Forvward prirrmr ?'o w TTTTT TR o Aeverve primer
G A g
] k|
. DNA lerrpiute GiAj P
{;_-_'? — lc.;.i.... "'—-\..“b
| &
2. Denatured Template and Annealing Assay Components Y rerrerrerrrr—rerr———r—————— LEGEND
£ v VICH dye
Probs ” Probs w Paverin priree
N— L L * &——9 @ FAM™ chyn
a A
Fosrmpid oo amigd \ /
\ i @ Quencher
]c‘::‘-_ “‘.-TI _‘:‘:}-‘)5
% Minor Groowe
¥ Binder
izati i i Il Lt
3. Foiymutszu'lmn and 5|gr'|a| Generation e - mﬁ;‘:man
 Bewtrse prines
Protss e Prob=
¢ %@
Forea v‘* 2 ——  Primer
L AAL
= a & AEs
‘—j:‘_‘o e Templote

E aterschind Prirmues

Cher a développer mais une fois developper tres peu cher mais pas « multiplexable » !




Exemple 4. Systeme KASP KBioscience

1) Assay compaonents: A} KASP Assay mix B) KASP MaStEr mix ",
KASP Uses three componants: Absie-gpeciic. orward primers: e

Test DRA with the SNP ol w1 o & =
Interesl; KASP Assay Mix = &

containing two different, allele- = !

spaciic, competing forward

primers with unique tal Lol ArF
SeqUences and one reversa = =

primer; the KASP Masber mix ) DNA lenpiate (sampi) )
containing FRET cassstie 5 ¥

plus Taq palymerase In an —'-'s""'-‘-"'"""-"'"."""""""""""""-"s
aptmésed bufer solution.

[
NN EEEEEE Y SR EE e e
er

Ini the first round of PCR, one of the allele-specilic primers matches the tanget
SMP and. with the common reverse primer, amplifes the tangst reglon.

® © © ¢ & O

Alleie-1 tnll FAM-abelled
aliga sequenos

Alieie-7 tnll HEX-iabedled
oligo sequence

COMMON reyerse primer

FAldye
3) Complement of allele-specific tail sequence generated HEXdye
— PCR round 2:
T rEm
TTTTTTTI I I T I T I T I T T I I I I I I T oI T oo I o
<y C
AL @ L L]
G}  Quencher
{Reverse primer binds, elongaies and makes a complementary copy of the albele-1 il )
4} Signal generation — PCR round 3:
@ ima
FAM-izbeled olgo binds ko new complementnry tal Y T
saquence and i no Knger quenched =
L1
T TR eI TR T IAT T AT AT
¥ L
Puorfor Fror-for non-
Ini further rounds. of PCR, levels af allele- pecific tall Increase. The 3w T abaia s
fiwor Iabelied part of the FRET casselte ks complamentary to new tall nalonger quEnched,
SEqUENCEE and DINs, releasing the fuor from the quencher to generate quenched.

a Nuprescent signal.

Erader | SI6PHERA

..-._-‘uﬁ_l

- Utilisation de la PCR + lecteur fluorescence
- Kit pour 96, 384, 1536 individus



LES MARQUEURS « HAUT-
TRES HAUT DEBIT »



Haut —Tres haut débit ?

30007

Nombre d'individus

N
o
o
o

s
o
o
?

T = | 1
10 100 1000 100,000
Nombre de marqueurs

http://crgs.genopole-toulouse.prd.fr (

A la fois beaucoup de margueurs (1000) et

beaucoup c
e Necessite ¢
e Necessite ¢

"individus (>1000)
e robot de pipetage
e mémoire informatique et

puissance C

e calcul



Deux grands types

» Génotypage par codage
— Illumina golden gate
— lHlumina Infinium
— Affymetrix...
 Génotypage par séquencage : GBS

T T T

- /7 V4 - / 5
— D I ‘ r‘ I It‘ S r‘ g I O I IS u g‘ I lO I I I‘ AU249224refseqoroen GGAGAG - AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGAAATCC - AAGC -A- TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC-AA | ~Redlad ;

| Comoachest Packed v

=

~TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC-AA

Consensus GOAGAG - AACARAGAT - AAATT -AGTAGTGAAATCC - AAGC -
] Show sequence ends

/7 V4
Sequencees
w| 1f] Showmsmaldes
GGAGAG - AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGAAATCC - AAGC - A~ TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC - AA «| pudedrendhett: Medm v

A
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGTAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC -AA
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGTAGTOAAATCC - AAGC -A- TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC -AA ok
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGTAGTGAARTCC - AAGC -A-TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC -AA
- - GGAGAG- AKCAAAGAT - AATT -AGTAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC -AA, | tovcoengetretd
GOAGAG - AACAAAGAT -AAATT -AGTAGTGAAATCC < AAGC -A-TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC -AA Frdlow Covrage
— GGAGAG - AACRAAGAT - AAATT -AGTAGTGAAATCC - AAGC - A+ TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC -AA
GGAGAG - AACRAAGAT - AAATT - AGTAGTGAAATCC - AAGC + A+ TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC A |+ ameio
GOAGAG - AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGARATEC -AAGE -A- TTACAGGTGCGGATCCARTTATTTE AR | hoae =
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC -AA
/7 GGAGAG: AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTOAARTCC - AAGC +A - TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC AR | [hebesensumes
S e u e n e GAGAG- AACARAGAT - AAATT -AGCAGTGAATCC -AAGC -A- TTACAGGTGCGOATCCARTTATITC-AA | .
a GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGTAGTGAARTCC - ARG -A- TTACAGGTGCGGATCCAATTA . TTC-AA | Aot
GGAGAG- AACAAAGAT - AATT -AGTAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC AR | [fhmbesensastrd
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGTAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGOATCCAATTATTTC -AA
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGAARTCC - AAGC +A - TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC -AA | Hledtpmpere
GOAGAG - AACAAAGAT - AAATT - AGTAGTGAAATCC -AAGC :A- TTACAGGTGCGGATCCARTTATITC.AA | 1oy
GGAGAG- AACAAAGAT - AAATT -AGCAGTGAARTCC - AAGC -A - TTACAGGTGCGGATCCAATTATTTC AR .
PRk AMARARAT WAATe ARTARTRAAVIA AARE A TTARARRTARANTORRATTATIIE AN | g

Sequances AR5 eeqTorben, Poston: 11



_Figure 2.2 SNP Cluster Plot produced by the SNPolisher package, via the H_W_suaﬁzaﬁan function.

o
- Blue=BB

= AB,
Red=AA
Grey=NoCall

Solid Ellipses

= centered around
Posterior
cluster locations

11.0

10.5

Dashed Ellipses
1 1= centered around
-~ Prior cluster
locations

10.0

Contrast

X(Contrast/LogRatio) = Log2(A_signal/B_signal)
Y(Size/Strength) = [Log2(A_signal) + Log2(B_signal)]/2

GENOTYPAGE PAR CODAGE



Exemple 1. KASP

LC480® Biomark® Tecan Infinite
Support Plaque 384 Puces : - 48*48 Plaque 96, 394 ou 1536
-96*96
Type de projet Quelques SNPs Au moins 48 SNPs De 1 21000 SNPs
Volume ML nL ML
réactionnel
20 plaquesl/jour : 2a 3 pucesijour: 60 plagquesl/jour :
Abi . 18240 d : .
Debit 7680 données (puces 9062366?3 23040 données
Colt/ data 0,16 €HT 0,1 €HT 0,08 €HT

Moyen débit Haut —tres haut debit



Exemple 2: lllumina Golden Gate Veracode
(Beadx D reSS) http://uthscsa.edu/csb/CSBPDFfiles/genomics-GoldenGateGenotypingOverview.pdf

» Plusieurs degres de multiplexage disponibles :
— 48plex
— 96plex
— 144plex
— 192plex
— 384plex

e Nombre minimum d’individus génotypeés : 480 (5*96) puis
par multiple de 96

e Coltaladata: de0,045€ HT a 0,22€ HT selon
configuration (nbre ech/nbre de SNP)

Plateforme GENTYANE INRA Clermont-Ferrand (C. Poncet)



Choix des SNP

Soumission a lllumina d’un fichier en ligne

Besoin de 50bp autour du SNP

Obtention d’un score de qualité par SNP (lllumina, résultat instantané)
Choix definitif des SNP intégrant score et position

Commande de I’OPA et design des amorces par ILLUMINA (2 mois)
Réception OPA et génotypage (1 semaine pour 480 individus)

ASOs LSO

Universal forward
Sequences (1, 2)

Bl Universal reverse
L} sequence
¥ . 3-
— . L5 *, CODE GENERATED BY CREATING EMBEDDED
N H<eR:nkoup) N HOLOGRAPHIC DIFFRAGTIVE ELENENTS
Allele specific Locus specific CODEIAGE

,,,,,,,
,,,,,,,,,

region region . " III“
\\ l - DECIMAL CODE

SNP Genomic DNA femplate \

DING
BEAN



Présentation de la Chimie GoldenGate

Hybridization to VeraCode Beads — one SNP per bead type
;-' T /. /./.

) Extend, ligate, clean up I

illumiCode illumiCode

.‘ #561 | #561 #561 1
ead Cob\ ead Cbe\ /aad CCF
. .o Gty =y ey
P1 o

A/A I GIG I A/G. .

n_ |_|||'|i'|.|1'_lr5.;| F'EH |:!|r|:|t- SNP #561 #561 SNP #561
[[ 51 Greon| | b % || snP Grapnak kx|l
firfhe | 1 [ % o |Gy M|k 5 2aH B b L] o | BRSSP =R 1
1307304 21357354 L

8 i
2 E T
E e g‘ E =2 o
.20
s uHe .
32 44 29
u Sean the VeraCoda BeadPlata | | . | . |
O Fiies [ [E= D80 [T=2 .80 i
niersity [4) Farm Thats

IISlnDlesTabll L



Exemple 3:Axiom Affymetrix Genetitan

Solution automatisée de génotypage SNP par hybridation

Genetitan Affymetrix

Hybridation / lavage / lecture
des plaques (PEG) 96 puces

|

1

\ i

Tl
e ;

Biomeck FxP Beckman

Préparation des échantillons avant
passage sur GeneTitan

Permet un débit de 8 plagques
(PEG)/semaine

http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/axiom_genotyping_solution_analysis_guide.pdf

Plateforme GENTYANE INRA Clermont-Ferrand (C. Poncet)



Axiom™ Genotyping Solution

Wash,
Ligation,

Stain
& Imaging

* Highest throughput/operator &Fewest interventions
*» 768 samples per week

Throughput

. * Lowest in industry
Hands-on-time » Less than 2.5 hr/plate

* Color coded reagent tubes, templates
Ease Of use *» Reagents, buffers, GeneTitan consumables

* Partnership with Beckman
Support *» Methods supported by Affymetrix FAS

4

N, b
1}
o

ATTYITIStTIX



3 ) ﬂ
T4
AL/

Target prep Hybridization Ligation Signal amplification
Amplify Capture § Differentiate Stain and image
AAAANAANAAAAA
l +
Fragment Label
CAYA S
FATATA®
A Mg m:
NV nnno AN AN

Labeled solution probe



e codage en genotype

Figure 3.3 Cluster Plot examples and descriptions of the seven SNP classification categories. OTVY SNPs are discussed further
in Adjust Genotype Calls for OTV SNPs on page 30.
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Avantages et Inconvénients de cette technologie

+ Débit tres important
+ Besoin humain limité / guantité de données produites

+ Analyse rapide sous R
+ Cout a la data tres faible de 0,08€ HT a 0,00006€ HT selon config
+ Souplesse nombre de SNP de 1500 a 675000 par puce

- Format 96 individus imposeé
- Minimum de commande pour 480 individus
- Ticket d’entrée minimum de 60k€ HT

Technologie proposée sur la plateforme
Gentyane depuis Septembre 2013



GENOTYPAGE PAR SEQUENCAGE



Génotypage par sequencage

e Séquencer tout le genome : oui mais cher !!

e Séquencer une partie du genome :
— Les genes : transcriptome

— Des régions reparties sur le géenome mais non
« choisies » : GBS avec enzyme de restriction

— Des régions choisies : capture



Génotypage par sequencage

e Trois étapes:

— Fabrication de la « banque » : mélange de fragments
d’ADN : peut étre realiseée dans un labo de biologie
moleculaire classigue + compétence BM

— Séquencage : necessité des machines tres cheres et
qui evoluent tres vite

— Analyse bio-informatigue : necessité des ordinateurs
tres puissants + compétence informatique



Les banques

e Bangues d’ADNCc : attention aux tissus choisis
selon la question et si besoin standardisation

e Banque d’ADN génomique :
— ADN total fragmenté de maniere aléatoire

— ADN issu de I’amplification d’une partie du
genome par PCR: sequences cibles (ex. barcoding)
ou enzymes de restriction

— ADN issu de I’hybridation sur des sequences
connues : capture



Les banques

Transposomes, adaptor oligos

X+

Target dsDNA (gDNA)

Tagmentation (transposition)

Systeme

Tagmented dsDNA fragments

=S

NEXTERA

-C_il.:_ —p de lllumina
Y, _Z_i|.=

PCR cycle 0: extension to fill 3

PCR amplification Transposon primer Transposon primer
.
+

-x
i -\
3 N N T & F
q‘-o _C, & q,\&
3 N T———
) ‘
Sequencing-ready DNA fragments
N A "y >
& G t:trb & F
& = @4,3' & @
Y T o N e —
Index2 Readl Read2
Zeq =eq
Indext Pakica Slonen FIMM 2013

https://www.fimm.fi/en/services/technology-centre/sequencing/next-generation-sequencing/dna-library-preparation



Exemple : GBS Eishire et al.2011 PLOS One

Digestion de I’ADN génomique par une enzyme de restriction (ici ApeKl)

a) Barcods adaples DA Common adapar
1
Apakl
Cvarhang
b) PCR primer 1 o
miphsment hirds Hinds o 3* sirand of baooos adapler . i 1 | | | 1~
Ll Y \ BT N
3 ST 2 . : 4 i
L] W
&
&
c) PCR primer 2

Binds 40 3* sirand of common adapber Wplement bincs (o

(Elshire et al., 2011 PLOS One)



Exemple : GBS Eishire et al.2011 PLOS One

GBS library construction

4. Pool DNAs & Clean up 6. Clean up PCR

1. Plate DNA &
adapter pair (\
[, Primars
182 ﬁ
é t i

5. Perform L%
PCR

7. Evaluate
fragment sizes

2. Digest DNA with ApeKl
3. Ligate adapters

(Elshire et al., 2011 PLOS One)

Il existe beaucoup de variantes RADse(....



Séquencage:

Société Roche
Plateforme l__- t =
GS Junior 454
Technologie Titanium Tril;lr_z?(wn FLX +
PCR en émulsion
Méthode "

d’amplification

Méthode de 1 A
SEjliiae Synthése (Pyroséquencage)
Dairgerds 10h 10h. 20h
séquencage/run -
C:apactte (Mb) @ 500 900
séquencage/run -
Taille moyenne
desreads 400 AL . 1
Codt ($) frun 1100 6200
Colt machine +

110+25 500430

annexes ((KS) )

Exactitude de
séquencage (%)

plusieurs plateformes selon les besoins

Séquenceurs 2°™¢ génération

NMumina
a o EY
" 2 " Genome lon Torrent
. HiSeq 1000  HiSeq 2000 Analyzer lIx PGM
Chip Chip Chip
314 316 318
Acides nucléiques (matrice)
e Ligation adaptateurs
« Bridge PCR »
e . L =
uuau?l!a’u'lﬂ :&Eﬂ'ﬂ *Jnfl“'la'lu vy =
Synthése
26h 8jrs 8jrs 14jrs .\/ 2h )
1500 100000 QOOOOO‘ 95000 >10 >100 >1000
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Séquenceur lllumina : évolution rapide

Key Methods

Maximum Qutput

Maximum Reads per
Run

Maximum Read Length

Run Time

Benchtop Sequencer

System Versions

MiniSeq System
Amplicon, targeted
RMA, small RMA, and
targeted gene panel

sequencing

7.5Gb

25 million

2 x 150 bp

4-24 hours

Yes

MiniSeq System for
low-throughput
targeted DMA and
RMA sequencing

MiSeq Series

Small genome
amplicon, and targeted
gene panel sequencing

16 Gb

25 million™

2 x 300 bp

4-55 hours

Yes

& MiSeq System for
targeted and small
genome sequencing

s MiSeq FGx System
for forensic
genomics

e MiSeqDx System for
malecular
diagnostics

NextSeq Series

Everyday exome
transcriptome, and
targeted resequencing

120 Gb

400 million

2 x 150 bp

12-30 hours

Yes

« MextSeq 500 System
for everyday
genomics

« MNextSeq 550 System
for both sequencing
and cytogenomic
arrays

HiSeq Series

Production-scale

gENOME, BX0Me

transcriptome
sequencing, and more

1500 Gb

5 billion

2 x 150 bp

=1-3.5 days (HiSeq
3000/HiSeq 4000)
7 hours—6 days (HiSeq
2500)

Mo

s HiSeq 3000/HiSeq
4000 Systems for
production-scale
genomics

» HiSeq 2500 Systems
for large-scale
genomics

HiSeq X Series’

Population- and
production-scale whole-
genome sequencing

1800 Gb

6 billion

2 x 150 bp

=3 days

MNo

s HiSeq X Five System
for production-scale
whole-genome
sequencing

¢ HiSeqg X Ten System
for population-scale
whaole-genome
sequencing



Exemple sequencage Hiseq
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Bio-informatique

 Enormément de données a traiter : penser a la
memoire !l : machines dediéees
e Logiciels:
— Quelques uns sous Windows dont CLC genomics:
convivial, payant, peu modulable

— Beaucoup d’application sous Linux : gratuit, tres
modulable, moyennement convivial

— Un systeme intermediaire : Galaxy
https://usegalaxy.org/



Bio-informatique : plusieurs étapes

Démultiplexage : separation des séquences par
genotypes

Nettoyage : enlever les adaptateurs, bonne qualite,
longueur minimale

Alignement des sequences:

— Sur une séquence de réference =———= ==

— Sur un assemblage de novo = ' e —

Détection des SNP

— Profondeur de sequence
— Fréguence minimale d’un allele



CONCLUSIONS



Conclusions

e Une multitude de méthodes avec des
avantages et inconvenients

« Adapter la méthode a la question
posée et aux connaissances de
I’espece d’interét

» (Genotypage de plus en plus
spécialisé a sous traiter tout ou partie -
(Macrogen, Keygene, LGC s

genomics...) GrcrTriaTe: MymATrN
G'GTG GGG G GG G 716G

GG GG GGCG
G GG G GGT G
G GG- G G G




Conclusions

« Dans I’avenir séquencage complet systematique??
» OQutils de bio-informatique cruciaux, probleme de stockage

* Changement des outils d’analyse des données de
génotypage et de phénotypage maintenant en tres grand
nombre

» Des outils impressionnants pour mieux comprendre la
diversité du monde vivants !!!
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