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Introduction

Pour déchiffrer les bases génétiques de 1’adaptation des plantes a 1'état sauvage et dans les
contextes agronomiques actuels, il est nécessaire de mieux comprendre comment la
domestication a affecté leur diversité par une modification globale de leur génome. Une
meilleure connaissance des phénomenes naturels et induits par ’homme qui participent a
ce modelage permet de proposer des scénarios démographiques relatant 1’histoire de vie
des plantes et d’identifier ainsi des génes impliqués dans ces processus qui peuvent par la

suite étre réintégrés dans les programmes de sélection.

Jusqu’a présent le faible nombre de marqueurs disponibles chez le sorgho ne fournissait
pas une image assez fidéle de I’histoire évolutive du sorgho. La mise en évidence des
geénes contrdlant les caractéres d’intérét agronomiques restait donc complexe sans la prise
en compte de cette histoire. L’optimisation de I’identification de ces génes, qui permettra
ensuite une maximisation des gains génétiques dans les programmes de sélection, nécessite

donc une compréhension plus fine de I’histoire évolutive du sorgho.

On se propose ici, grace a une approche ABC, de définir le scénario d’évolution du sorgho
le plus probable et grace a une analyse de la diversité nucléotidique de la portion codante
du génome d’un panel de 20 accessions représentatif de la diversité, de mettre en évidence

des génes de domestication et d’intérét adaptatifs.

Dans la premiere partie du rapport, une synthése bibliographique relative a la
compréhension de la domestication et de ’histoire du sorgho est présentée. Les stratégies
adoptées pour la détection et selection des polymorphismes ainsi que la mise au point d’un
modele d’évolution du sorgho pour la mise en évidence des génes cibles ont été abordées
dans la seconde partie. Le rendu des résultats en troisiéme partie a ensuite été discute.
Cette discussion visant d’une part une comparaison de nos résultats obtenus avec les
résultats déja disponibles chez le sorgho et d’autres espéces et d’autre part une réflexion

sur les limites des stratégies utilisées et des pistes d’optimisation.
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1 L’étude de D’histoire des plantes pour mieux utiliser et

conserver les ressources génetiques

La biodiversité des étres vivants se manifeste par un panel de phénotypes extrémement
divers modelé par la dérive et les adaptations a des conditions de vie hétérogenes. Les
ressources génétiques sont constituées par I’ensemble de ces variations qui sont « codées »
au niveau du genome, les mutations étant la source de diversité. Bon nombre d’entre elles
sont sélectivement neutres et ne conférent aucun avantage sélectif et d’autres subissent la
sélection en fonction de leur impact sur le phénotype. De ces ressources génétiques
I’homme puise toute I’innovation pour I’amélioration et en mode¢le ainsi la diversité depuis
la domestication des plantes (David, Loudet et al., 2006). Les ressources génétiques sont
donc au cceur d’enjeux mondiaux, tels que la sécurité alimentaire, la préservation de la
biodiversité et 1’adaptation de I’agriculture aux changements de 1’environnement et de la

demande sociétale.

L’optimisation de la gestion de la diversité et de I’efficacité de la sélection chez les plantes
cultivées repose sur une meilleure connaissance des facteurs génétiques et des forces
évolutives affectant la variabilité des caractéres d’intérét agronomique et adaptatif. 1l s’agit
donc de comprendre comment les genes et les génomes ont été modelés par I'histoire,

I'environnement et les sociétés.

Deux stratégies sont disponibles pour identifier les génes d’intérét agronomique et
adaptatif (Ross-Ibarra, Morrell et al., 2007). La plus largement utilisée, consiste, a partir de
I’observation d’une variabilit¢é phénotypique dans une population biparentale ou
d’association, & identifier les régions du génome contrélant cette variabilité par des

approches de détection de QTL (du phénotype vers le gene).

Grace a I’avénement des technologies de séquencgage haut débit, une seconde approche
indirecte consiste a mettre en évidence la diversité nucléotidique de 1’ensemble du génome
et ainsi identifier les régions portant des signatures des évenements de domestication ou
d’adaptation a des contraintes naturelles. Il est ensuite possible de remonter jusqu’au géne
impliqué dans le contrdle génétique de la variabilité de caractéres soumis a la sélection

naturelle ou artificielle.
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2 L’étude de la domestication pour mieux comprendre
I’évolution des genomes et identifier des genes d’intérét

agronomique et adaptatif

La domestication a induit des changements importants au niveau des phénotypes et des
génotypes. Ces transformations sont régies par des phénomenes identiques a ceux opérant
en conditions naturelles — sélection, goulot d’étranglement, dérive, mutation, flux de génes
— mais sont guidées par I’homme et réduisent fortement la diversité génétique des
compartiments domestiqués par rapport aux compartiments sauvages ancestraux. La
domestication peut donc étre considérée comme un modéle d’étude donnant accés a une
meilleure connaissance des genes qui y sont impliqués ou soumis a la sélection naturelle
(Ross-Ibarra, Morrell et al., 2007). Il en découle des apports en biologie évolutive et en
biologie de la conservation ainsi qu’une meilleure compréhension des forces évolutives et
de leurs interactions. Ces informations facilitent la mise au point de stratégies de gestion
pour une conservation et valorisation des ressources génétiques plus durable et mieux

adaptée aux besoins des populations.

Les études réalisées sur le riz, le mais, le mil, le blé, ou 1’orge constituent une source
d’information intéressante pour mieux comprendre ces phénomeénes chez le sorgho. Grace
a la synténie qui existe entre ces especes il devient possible de cibler les analyses de

diversité sur un compartiment de genes sensible aux effets de la domestication.

Plusieurs études ont déja permis de mettre en évidence des différences phénotypiques,
entre individus cultivés et sauvages, qui sont sous le contrble direct de génes majeurs. A
titre d’exemple, Doebley et al. en (1995) isole un QTL sur le chromosome 3 du mais en
grande partie responsable de ses différences morphologiques avec son ancétre sauvage le
téosinte et parvient a le cloner 2 ans plus tard (Doebley, Stec et al., 1997). Il en est de
méme chez le riz avec le géne APETALA2 (AP2) dont le rble est majeur dans le
développement de la fleur (Gurian-Sherman, 2009). Une synthése bibliographique des
geénes impliqués dans le phénomene de domestication chez d’autres espéces de céréales a
été effectuée il sera intéressant de tester si les génes identifiés chez le sorgho comme
portant des signatures de domestication correspondent a des orthologues des geénes

identifiés chez d’autres espéces de céréales.
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3 Le sorgho (Sorghum bicolor ssp bicolor), une céréale multi-

usage
Préférentiellement autogame, le sorgho appartient a la famille des Poacées, c’est la 5éme
céréale la plus importante en terme de production de grain et de surface de plantation (60
millions de tonnes sur 44 millions d’hectares) (Casa, Mitchell et al., 2005; Zheng, Guo et
al., 2011). Le sorgho cultivé (Sorghum bicolor L. Moench) fait partie de la nourriture de
base de plus de 500 millions de personnes a travers le monde (Frere, Prentis et al., 2011).
Son génome aujourd’hui disponible (Paterson, Bowers et al., 2009), sa résistance aux
stress abiotiques (sécheresse, chaleur et salinité), son métabolisme de type C4 et la trés
large diversité génétique de I’espéce (Casa, Pressoir et al., 2008; Wang, Roe et al., 2010)
en font une des cibles les plus intéressantes pour répondre aux défis de la sécurité

alimentaire et de I’acces a 1’énergie.

3.1 Diversité, domestication et €volution du sorgho

Les trois sous espéces de sorgho (Sorghum bicolor) (fig. 1), qui comprennent les sorghos
cultivés ainsi que leurs apparentés sauvages, sont: S. bicolor (L.) Moench (sorghos
cultivés), S. bicolor ssp. Verticilliflorum (Steud.) Piper (sorgho sauvages) et S. bicolor ssp.
drummondii (steud.) de Wet (hybrides stables).

Bien que les contraintes climatiques et d’ordre écologique affectent la distribution des
différentes espéeces, la diversité des sorghos sauvages et cultivés semble aujourd’hui étre
plus fortement liée a des facteurs géographiques et humains pour certaines régions
d’ Afrique plutét que climatiques (Deu, Sagnard et al., 2008; Mutegi, Sagnard et al., 2011).
Les sorghos cultivés présentent egalement une forte structuration en fonction de la race et
de leur origine (Deu, Rattunde et al., 2006) moins évidente chez les sorghos sauvages étant
donné les difficultés rencontrées pour leur classification et les flux de génes qui existent

entre les compartiments sauvages et cultivés (Muraya, Mutegi et al., 2011).
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Figure 1 : Arbre taxonomique des Poaceae destiné a mettre en évidence la taxonomie du genre Sorghum (Trouche
et Chantereau, 2009)



Parmi les sorghos sauvages, il existe 4 races principales: aethiopicum, virgatum,
arundinaceum et verticilliflorum. A la différence des sorghos domestiqués, ils ont conserveé
des traits qui conférent une meilleure fitness* dans le milieu naturel comme par exemple la
déhiscence précoce des graines, leur dormance et leur longévité. Leur durée de
germination faible et le tallage sont des avantages sélectifs en situation de compétition
(Sahoo, Schmidt et al., 2010).

On peut discriminer les sorghos sauvages par la morphologie de leur inflorescence et leur
distribution géographique (fig. 2 et 3) (de Wet et Harlan, 1971). S. virgatum possede de
longues inflorescences étroites. Sa répartition s’étend de 1I’Egypte au Soudan tout comme
celle de S. aethiopicum qui possede en revanche de petites inflorescences contractées. Les
panicules de S. verticilliflorum sont larges et laches. Il est le plus largement réparti dans la
moitié sud de I’ Afrique et entre le tropique du cancer et 1’équateur. Enfin, S. arundinaceum
se développe autour du golfe de Guinée jusqu’a la frontiére du Soudan. Ses inflorescences
ouvertes sont les plus imposantes par leurs dimensions. Plusieurs autres especes sauvages
S. almum Parodi, S. purpureoserium (Hochst. Ex A. Rich) Asch. & Schweinf, S. halepense
(L.) Pers, et S. versicolor Andersson sont aussi identifiées cependant, leur morphologie et
leur aire naturelle ne sont pas bien définies (Deu, Rattunde et al., 2006).

Cette classification non évidente est en partie due aux critéres utilisés pour discriminer les
différents types. La hauteur de la plante, la taille des feuilles et des panicules, sont des
traits quantitatifs peu fiables car influencés par I'environnement. Une autre raison possible
qui peut contribuer a ces problémes de classification est la trés forte variabilité au sein
d’une méme population dans laquelle on peut trouver plusieurs taxons (Muraya, de Villiers
et al., 2011). Le sorgho bien que préférentiellement autogame (Pulchérie Barro-
Kondombo, Vom Brocke et al., 2008) présente des taux d’allogamie de 20% chez la race
guinea par exemple (Barro-Kondombo, Sagnard et al., 2010). De plus, le taux d’allogamie
chez les sauvages semble étre supérieur aux cultivés (Mutegi, Sagnard et al., 2011,
Sagnard, Deu et al., 2011). En effet, plusieurs études montrent que la présence de flux de
genes, dont la régulation est multifactorielle devient un facteur d’évolution similaire et
tend donc a réduire la divergence entre les deux compartiments lorsque les populations
sauvages et cultivés sont voisines (Mutegi, Sagnard et al., 2011; Sagnard, Deu et al.,
2011).
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Sorghum bicolor:
o var. aethiopicum

o var. arundinaceum
o var. verticilliflorum
@ var. virgatum

Figure 2 : Carte de répartition des sorghos sauvages en Afrique (de Wet, 1936)

Figure 3: Photos de panicules de sorghos sauvages appartenant aux 4 races. En haut a
gauche : S. aethiopicuum ; a droite : S. arundinaceum ; en bas a gauche : S. verticilliflorum ; a
droite : S. virgatum. Lavalette, Cirad ; Berger, 2012.



Les individus sauvages et cultivés ont en effet la capacité de s’hybrider spontanément pour
produire une descendance fertile (Tesso, Kapran et al., 2008). La structuration
dichotomique qui existe entre les deux compartiments étudiés a partir d’accessions
clairement identifiées au sein des collections devient moins eévidente lorsque les

échantillons sont préleves directement sur le terrain (Casa, Mitchell et al., 2005).

Ceci facilite donc leur utilisation comme ressource génétique dans les programmes de
sélection. Des mecanismes de résistance au Striga (adventice, parasite obligatoire des
céréales) et une qualité d’amidon facilitant sa digestibilité ont notamment été trouvés dans
les races sauvages, réservoir génétique important pour l'amélioration des cultivars
(Muraya, Mutegi et al., 2011).

Il existe une grande diversité de variétés locales qui présentent une importante variabilité
phénotypique. Elles sont cultivées dans des conditions agro-climatiques contrastées a
1’aide d’une large diversité de pratiques culturales (Mutegi, Sagnard et al., 2011). Plusieurs
études (Grenier, Hamon et al., 2001; Casa, Mitchell et al., 2005; Deu, Rattunde et al.,
2006; Brown, Myles et al., 2011; Bouchet, Pot et al., 2012) aident a une meilleure
compréhension de la structure génétique des sorghos cultivés a 1’échelle mondiale
(annexe 1). Bien que plusieurs hypotheses existent (Hamblin, Casa et al., 2006; Sagnard,
Deu et al., 2011), on pense communément que le sorgho a été domestiqué en Afrique
orientale (entre le lac Tchad et I’Ethiopie) il y a environ 3000 & 6000 ans" en donnant lieu
aux premiers types de bicolor pour ensuite se répandre en Inde (env. 1500-1000 avant J.-
C.), au Moyen-Orient (env. 900-700 avant J.-C.) et en Extréme-Orient (env. AD 400) (fig.
4). On parvient tout de méme a les classer d’apreés la morphologie de la panicule (fig. 5) et
des épillets en cing races majeures (bicolor, caudatum, durra, guinea, et kafir) et dix races

intermédiaires résultant de la combinaison par paire des précédentes.

! D’aprés certaines sources, la domestication serait plus ancienne. Environ 8000 ans avant notre ére
(Dahlberg, 1995).
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Figure 4 : A gauche : Carte de répartition des différentes races de sorghos cultivées en Afrique. En bleu : guinea,
en vert : caudatum, en jaune : durra, en rouge. : kafir. A droite : Carte de I’Afiique présentant les centres initiaux
de domestication (3, 5, 6, et 10 en noir) et les centres secondaires (1, 2, 4, 7, 8, 9). Les fleches représentent les
principales migrations d’aprés Harlan (1995) (de Alencar Figueiredo, Calatayud et al., 2008)

Figure 5: Photos de panicules de sorghos cultivés appartenant aux 5 races. En haut a
gauche : Sorghum bicolor spp. bicolor race Bicolor ; au milieu : Sorghum bicolor spp. bicolor race
Caudatum ; a droite : Sorghum bicolor spp. bicolor race Durra ; en bas a gauche : Sorghum bicolor spp.
bicolor race Guinea ; a droite : Sorghum bicolor spp. bicolor race Kafir. Station d’expérimentation de
Lavalette ; Pot, 2011.



La race bicolor présente une diversité élevée. Elle est considérée comme la race ayant la
plus large distribution géographique et est aussi tres importante par sa diversité d’usages
(Deu, Rattunde et al., 2006). Ensuite, les migrations, qui ont eu lieu il y a plus de 3000 ans,
on donné naissance aux guinea qui se sont développés vers 1’ouest et a la race kafir vers le
sud (fig. 4). Cette derniére, contrairement a la race guinea divisée en trois groupes bien
distincts et caractérisée par sa forte sensibilité a la photopériode, présente une diversité
plus faible que les autres races (Dje, Heuertz et al., 2000; Hamblin, Mitchell et al., 2004;
Casa, Mitchell et al., 2005). Simultanément, la race caudatum s’est développée au niveau
du centre d’origine et s’est répandue plus tard vers le sud et I’ouest. Les types durra sont
prédominants en Asie du Sud et Afrique du Nord, il est difficile de savoir s’ils sont apparus
d'abord en Afrique (Doggett, 1988) ou en Asie (Harlan, 1995). lls sont caractérisés par des
sorghos bien adaptés aux épisodes pluviaux en condition aride mais regroupent aussi des

sorghos cultivés pendant la saison des pluies (Deu, Rattunde et al., 2006).

3.2 Une histoire de vie complexe

Malgré I’importante variabilité phénotypique qui existe chez les sorghos cultivés, on
constate au niveau moléculaire que la variabilité des sauvages est plus importante. Par
exemple, 1’étude de Casa et al. (2005) montre que les sorghos cultivés retiennent 86% de la
diversité des sauvages. Les causes de cette baisse de diversité sont a la fois modernes et
historiques. Dans le passé, la forte sélection pour les caractéres d’intérét agronomique liée
aux épisodes de domestication a induit des goulots d’étranglements puissants réduisant
ainsi la diversité du compartiment domestiqué par rapport a la population sauvage. D’aprés
la littérature, plusieurs événements de domestication seraient envisageables (Casa, Mitchell
et al., 2005; Hamblin, Casa et al., 2006; Mutegi, Sagnard et al., 2011; Sagnard, Deu et al.,
2011).

Aujourd'hui, la plupart des cultivars a rendement élevé sont issus de croisements de
variétés génétiquement proches en faveur d’une meilleure adaptation et au détriment de la
variabilité (Casa, Pressoir et al., 2008). Suite a la forte réduction de diversité liee aux
évenements de domestication, les sorghos cultivés ont subi une phase d’expansion grace a
la combinaison des migrations humaines et du commerce qui, dans de nombreux cas, ont
permis aux plantes cultivees de se propager loin de leur centre d’origine (Purugganan et
Fuller, 2009). L’évolution de ces populations domestiquées et leur adaptation a de

nouvelles zones géographiques se sont accompagnées d’introgressions multifactorielles
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modulées par la divergence (phénologie etc.), les pratiques agricoles, les échanges et la

proximité des compartiments sauvages et cultivés.

3.3 ldentification des génes d’intérét a I’aide de scénarios neutres

Plusieurs études rapportent la complexité de la détection de signatures de sélection sur des
genes candidats chez le sorgho cultivé (Hamblin, Casa et al., 2006; Frere, Prentis et al.,
2011). Ces difficultés sont dues a de multiples facteurs — structuration de la population,
goulots d'étranglement, introgressions, expansions, effet fondateur — qui influencent les

parametres démographiques (Frere, Prentis et al., 2011).

Il est aujourd’hui possible de prendre en compte ces phénomenes démographiques. Les
technologies haut débit — analyse des données de polymorphisme et de séquence —
garantissent la production et 1’obtention d’une information moléculaire pangénomique
relativement fiable en un temps record. Avec cette capacité d’acces a de multiples loci et
les méthodes de coalescence on peut estimer 1’impact des forces évolutives et quantifier
I’intensité et la date des goulots d’étranglement pour proposer des scénarios
démographiques relatant I’histoire évolutive des plantes (Glemin, sd) qui permettent

ensuite d’identifier des génes soumis a la sélection.

Les objectifs de cette étude sont donc d’identifier les polymorphismes présents dans des
échantillons représentatifs des compartiments cultivés et sauvages du sorgho afin de
reconstruire son histoire évolutive et finalement de tenter d’identifier les génes
potentiellement impliqués dans le processus de sélection naturelle et de domestication.
Dans la partie materiel et méthodes, j’exposerai les différentes étapes pour atteindre ces
objectifs, de la détection et sélection des polymorphismes a la mise au point d’un modéle
d’évolution du sorgho jusqu’a la mise en évidence des genes impliqués dans la
domestication ou apportant des avantages adaptatifs. Le rendu des résultats en troisieme

partie sera discuté et comparé avec les études précédentes avant de conclure.
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4 Matériel et méthodes

4.1 ldentification et caractérisation de polymorphismes sur le génome du

sorgho

C’est une étape clé de la démarche. La sélection pertinente des polymorphismes permettra
de dégager les résultats les plus proches possibles de la réalité. On considere que cette
premiére phase s’étend de la sélection des ‘génotypes jusqu’a la sélection des

polymorphismes qui seront considérés pour les analyses évolutives.

Les 21 individus (10 sauvages, 10 cultivés et 1 outgroup) (tab. 1) étudiés ont été
sélectionnés grace aux résultats de différentes analyses de diversité réalisées a 1’aide de
plusieurs types de marqueurs (encadré 1). Cet échantillonnage vise a maximiser la
couverture de la diversité (en termes de nombre d’all¢les capturés et de nombre

d’haplotypes). Le protocole d’échantillonnage est disponible en annexe 2.

Tableau 1 : Présentation des accessions utilisées dans cette étude

Ind. Type AccessionlD Sous espéce Race Pays
Sorghum .

EB Outgroup brach)g/]po dum - - Australie
EC1 SSM1049 bicolor B Sénégal
EC2 1S29876 bicolor C Swaziland
EC3 1S30436 bicolor C Chine
EC4 SSM1123 bicolor C Niger
EC5 Cultivé 1S6193 bicolor D Inde
EC6 SSM973 bicolor D Sénégal
EC7 1S14317 bicolor Gro Swaziland
ECS8 1S29407 bicolor KC Lesotho
EC9 SSM1057 bicolor Gma Sénégal
EC10 1S26554 bicolor G Benin
ES1 1S14564 verticilliflorum aethiopicuum Soudan
ES2 1518821 verticilliflorum aethiopicuum Egypte
ES3 1S18909 verticilliflorum aethiopicuum Tchad
ES4 1S18824 verticilliflorum arundinaceum Cote d'lvoire
ES5 Sauvage 1S18833 verticilliflorum arundinaceum Malawi
ES6 1S14312 verticilliflorum  verticilliflorum Afrique du Sud
ES7 1S14357 verticilliflorum  verticilliflorum Malawi
ES8 1S14719 verticilliflorum  verticilliflorum Ethiopie
ES9 1S18804 verticilliflorum virgatum USA
ES10 1518812 verticilliflorum virgatum Egypte
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Encadré 1: Arbres phylogénétiques (Neighbor Joining tree) illustrant le processus de sélection des accessions
sauvages (AS) et cultivées (AC) utilisées. A : 413 accessions représentatives de la diversité mondiale (sauvages et
cultives) et 89 AS additionnelles. Elles ont été caractériseées avec 21 marqueurs microsatellites. Les AS sont indiquées
en rouge, les AC en vert. La majeure partie des AS appartient a un méme groupe de diversité (en bas a droite). B :
100 AS caractérisées avec 21 marqueurs microsatellites. Les accessions sélectionnées dans le cadre de cette analyse
sont indiquées en rouge. C : 209 accessions cultivées issues de la Core Collection du CIRAD (Deu et al 2006)
génotypées avec 41 marqueurs SSR. Les différents groupes génétiques identifiés par Bouchet et al (2012) sont
indiqués en différentes couleurs (Marron : durra et bicolor d’Inde, caudatum et caudatum bicolor de Chine. Orange :
caudatum et durra d’Afrique. Rose : guinea d’Afrique de 1’Ouest. Bleu foncé : guinea margaritiferum d’Afrique de
l’ouest. Bleu clair : guinea d’Afrique du Sud et d’Asie. Vert : kafir et kafir caudatum d’Afrique du Sud. Les accessions
indiquées en gris n’ont pas pu étre classées dans un de ces 6 groupes sur la base des analyses effectuées. Les
accessions indiquées en noir n’ont pas été analysées par Bouchet et al (2012)). D : Localisation des accessions
cultivées sélectionnées pour cette étude (en rouge) au sein des 209 accessions de la Core Collection du CIRAD. E :
Localisation des 10 accessions cultivées (en rouge) et des 10 accessions sauvages (en bleu) sélectionnées pour cette
étude au sein de 502 accessions représentatives de la diversité mondiale (Core Collection Cirad + Reference Set du
GCP + 89 accessions sauvages additionnelles caractérisées avec 21 marqueurs microsatellite). F : Structure de la
population analysée dans le cadre de cette étude, cette population comprend 10 accessions sauvages indiquées en
vert et 10 accessions cultivées indiquées en rouge.




L’ARN issu des grains en cours de maturation, des feuilles et des fleurs
(prélevement des inflorescences au stade mi-anthése) a été extrait grace aux protocoles qui
figurent en annexes 3-5 pour I’ensemble des individus. Des analyses a large échelle ont été
effectuées chez d’autres espéces vegétales (Sato, Antonio et al., 2011) indiquant que ces
trois tissus sont susceptibles de fournir un échantillonnage relativement complet du
transcriptome. Les ARN ont été séquences en paired-end (annexe 6) a I’aide de la
technologie Genome Analyser de Solexa (HiSeq2000). Les mRNA des deux
compartiments ont été séquencés en une ligne chacun et ceux de 1I’outgroup en une demie
ligne. Les séquences de chaque génotype ont été marquées grace a un adaptateur

spécifique (annexe 7).

Une Vérification de la qualité a eu lieu sur les séquences brutes (format fastq) puis en fin de
nettoyage a I’aide du programme FastqC (Babraham, 2012). Le nettoyage des séquences
s’est déroulé en trois étapes : suppression des adaptateurs, filtration sur la qualité des bases
(score phred min. 30) et la longueur des reads (min. 35) et comparaison des brins

« forward » et « reverse » deux a deux. Les détails des parametres se trouvent en annexe 8.

Une fois les séquences nettoyées et filtrées, le mapping consiste a positionner les
séquences sur une référence grace a I’homologie qui existe entre les deux séries de bases.
Il est réalisé sur le génome et le transcriptome de Btx623% Un nouveau nettoyage post-
mapping a lieu lors duquel les doublons optiques*, les duplicatas de PCR (Rmdup_arcad)
et séquences multi-mappées (Cleaner) sont ¢éliminés avant [I’identification des

polymorphismes (annexe 9).

Suite a la détection des polymorphismes via UnifiedGenotyper, le VariantFiltrationWalker
caractérise les polymorphismes en fonction de leur qualité (PASS, SnpCluster, LowQual,
Hard to validate). Ces caracteristiques sont explicitées dans le tableau 2. Certains d’entre

eux cumulent différentes caractéristiques (exemple : Hard_to_validate;SnpCluster). Seuls

2 Accession qui a été séguencée et annotée automatiquement :
http://www.phytozome.net/dataUsagePolicy.php?org=0rg_Shicolor
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http://www.phytozome.net/dataUsagePolicy.php?org=Org_Sbicolor

les polymorphismes annotés « PASS » feront partie de la pré-sélection, a laquelle de
nouveaux filtres, ont été appliqués pour la mise au point du jeu définitif.
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Tableau 2 : Récapitulatif des caractéristiques attribuées aux polymorphismes par I’UnifiedGenotyper

Caractéristiques Définition

HARD TO VALIDATE Polymorphlsmes_ne pouvant pas étre classés en PASS
- = car information insuffisante

LowQual Score Phred trop faible (<40)

SnpCluster 3 polymorphismes ou plus sur 10 pb
PASS Score Phred > 40




Pour obtenir un set de polymorphismes contenant un minimum de faux positifs (artéfacts,
problémes d’alignement, présence de paralogues) nous avons appliqué les filtres suivants.
Le premier consistait a recalibrer le jeu de polymorphismes obtenu sur la base de
paramétres modulables propres a chaque polymorphisme et utilisés pour déterminer un
score appelé VQSLOD (annexe 10), cette étape de recalibration correspondant & une
évaluation de la qualité des polymorphismes détectés dans notre étude sur la base de jeux
de polymorphismes déja disponibles (dont la qualité est connue au préalable). Deux
programmes implémentés dans GATK ont été utilisés pour la recalibration qui se base sur
un jeu de SNP référence souvent issu de la littérature. Le VariantRecalibrator qui attribue
le score de VQSLOD et ApplyRecalibration qui ne conserve que la tranche de SNP la plus
pertinente en fonction de la distribution globale. Pour la mettre en ceuvre, 4 jeux de SNP

sources ont éte utilisés (tab. 3).

La seconde méthode, inspirée de la recalibration, se base sur la similitude des Ti/Tv* avec
un jeu de SNP. II s’agit d’estimer la qualité d’un jeu de SNP en fonction de la valeur du
ratio Ti/Tv. On se base sur I’hypothése que les SNP faux positifs font diverger le Ti/Tv de
sa vraie valeur (estimée a partir du jeu de SNP connus).

Dans un premier temps, seuls les polymorphismes au niveau desquels une couverture de
8X chez au moins 8 individus a été observé ont été considérés. Dans un second temps, les
polymorphismes hétérozygotes chez tous les individus (filtre 1), les polymorphismes
hétérozygotes chez plus de 50% des individus cultivés (filtre 2) et les polymorphismes
hétérozygotes chez plus de 70% des individus sauvages (filtre 3) ont été éliminés. Une
estimation des taux de faux positifs et de faux négatifs a été tentée sur la base de données
acquises par séquencage Sanger de 48 genes dans 8 individus cultivés commun a ceux

utilisées dans ce projet.

Enfin, préalablement aux analyses évolutives, seuls les alignements pour lesquels les
informations de 6 accessions cultivées et 6 accessions sauvages ont été retenues soit 12
séquences de chaque population. Il est en outre important de mentionner que le faible
effectif de génotypes analysé n’a pas permis d’avoir accés de fagon précise a 1’information

haplotypique.
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Tableau 3 : Récapitulatif des SNP sources utilisés pour la recalibration. 1l est possible de moduler la confiance
accordée aux SNP issus de 4 jeux (Sanger Cirad, US, Zheng, Nelson) par l'intermédiaire de 3 paramétres (known,
training et truth). L’ensemble des SNP sources connus doit se trouver dans la catégorie « known ». Ce sont des SNP
probablement vrais, ils ne seront pas utilisés dans le calcul de I’algorithme mais inclus dans le compte rendu final
pour avoir une idée de leur distribution par rapport aux autres. Les SNP classés en tant que « training » seront
utilisés dans [’algorithme pour le calcul du VQSLOD. Les SNP assignés « truth » permettent d’assigner la valeur de
VQSLOD en deca de laquelle les SNP sont éliminés. 1l est également possible de moduler la qualité accordée aux

SNP (paramétre « Qual »).

Origine Nombre de SNP ~ Confiance Known  Training  Truth  Qual.
Sanger Cirad + US + 2176 100% false true true 20.0
Communs Zheng-Neslson 82 193 Bonne

Zheng et al., 2011 1112 672 +/- 99% true false false  15.0
Nelson et al., 2011 283 528 82% true false false 15.0
Sanger Cirad + US + Neslson 2 522 100% true false false  20.0




Suite aux mapping sur les références géenome et transcriptome trois jeux de séquences non
mappées ont été obtenus : les séquences qui ne mappent pas sur le génome (jeu n°1), les
séquences qui mappent sur le génome mais pas sur le transcriptome (jeu n°2) et les
séquences qui ne mappent pas sur le transcriptome (jeu n°3). Les jeux n°l et n°3 sont
directement extraits du fichier d’alignement global issu de 1’assemblage des alignements
individuels. Le jeu n°2 est obtenu grace a un mapping sur génome du jeu n°3 duquel on

extrait les séquences non mappées (jeu n°4).

Suite a un assemblage de novo des jeux n°1 et n°3 via Abyss Cap3 Cap3*, le mapping des
mémes séquences utilisées pour 1’assemblage de novo sur ces nouvelles références permet
de déterminer leur appartenance a un des 21 individus. Les homologies entre les contigs*
issus de I’assemblage et les banques de biomolécules ont été recherchées par blastx*, afin

de vérifier si ces contigs avaient une pertinence biologique (annexe 11).

4.2 Analyse des patrons de diversité nucléotidiques et identification des genes

affectés par les processus de sélection

Les statistiques liées aux données moléculaires inter et intra groupes ont été estimées via la
fonction polymorphism d’Egglib (De Mita et Siol, 2012) et confirmées par DnaSP (Rozas,
Sanchez-DelBarrio et al., 2003) et Arlequin (Excoffier, Laval et al., 2005). Les statistiques
et tests suivants ont été calculés sur les sites SNP uniquement, les indels* n’ont pas été
considérés. Seules des analyses ne nécessitant pas I’information de phase des

polymorphismes (haplotype) ont été utilisées.
11 existe plusieurs méthodes permettant 1’estimation du paramétre mutationnel 6.

- L’estimateur de Watterson 0,, (Watterson, 1975) permet d’inférer le taux de mutation 0
au sein d’une population. Avec N la taille efficace de la population et p le taux de

mutation par génération.

~

Ow = 4N.u

6, tient compte de tous les alléles présents y compris ceux ayant une faible fréquence et
plus particulierement les mutants délétéres par lesquels il peut étre significativement

affecté.

21






- Par contre, 87 I’estimateur du paramétre mutationnel de Tajima est estimé a partir des
fréquences alléliques, les alléles de faible fréquence n'affectent donc pas beaucoup la
valeur de O;. La diversité nucléotidique m est défini comme étant le nombre moyen de
différences nucléotidiques par site entre deux séquences choisies aléatoirement dans un

échantillon.

2 n-—1
HT =TT = mznil(n—l)
1=

Avec 7; le nombre d’alléles dérivés ségrégés a une fréquence de i/n dans un échantillon de
n chromosomes.

- Le test de Tajima D (Tajima, 1989) est basé sur la diversité moléculaire des échantillons.
Le principe de ce test est de comparer les deux estimateurs décrits ci-dessus qui donnent
des valeurs différentes de 6 pour des populations ne vérifiant pas la neutralité. Soit D la

différence de valeur entre les deux estimateurs de 0 :

HT_ ew

JV@r -4,

D = 0 dans le cas de la neutralitt. Un D < 0 traduit un excés de variants de faible

D =

fréquence, on se retrouve dans le cas d’une sélection purifiante ou d’une expansion de
population (aprés un goulot d’étranglement). Un D > 0 signifie un excés de variants de
fréquence intermédiaire, c’est le cas lors d’une sélection balancee ou lorsque la population

étudiée est structurée.

- Le Kst (Hudson, Slatkint et al., 1992) est un test utilisé pour détecter la différenciation
génétique d’une population subdivisée. Il se base sur le nombre de différences
nucléotidiques entre des séquences issues de différents groupes et représente la proportion
de la diversite nucléotidique totale attribuable a des différences génetiques entre les

populations.

Kst=1 (Ks)
St = Kt

Avec Ks le nombre moyen pondéré des différences entre les sous-populations et Kt le
nombre moyen de différences entre deux séquences de I'échantillon. Ces statistiques
mesurent la proportion de la variation génétique qui est due a des différences génétiques

entre les populations. Une valeur élevée signifie I'existence d'une subdivision de la
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population et un Kst faible signifie qu’il n’y a pas de structure apparente dans la

population.

Pour detecter les génes impliqués dans la domestication, il est nécessaire de reconstituer
I’histoire évolutive de I’espece. Il existe plusieurs possibilités pour définir les parameétres
d’un scénario neutre. Nous avons choisi d’utiliser I’approche ABC (approximate Bayesian
computation) (Pritchard et Rosenberg, 1999; Beaumont, Zhang et al., 2002) implémentée
dans le logiciel Egglib (De Mita et Siol, 2012). Cette méthode permet de calculer des lois a
posteriori sans utiliser de vraisemblance mais en comparant directement les données
simulées avec les données observées. D’une maniére simplifiée la méthode ABC fait appel
a un algorithme de type acceptation/rejet (fig. 6) et peut se décomposer en 3 étapes

essentielles :

- La génération des parameétres a partir des lois a priori (theta, taille de la population

cultivée, date, force et durée du goulot d’étranglement)
- La simulation des estimateurs de diversité avec ces parameétres (a I’aide du modele) ;

- L’acceptation des parametres simulés donnant lieu a la loi a posteriori si les données

simulées sont proches des données observées ;

On fait I’hypothése (fig. 7) que la population cultivée subit une expansion une fois issue de
la population sauvage suite a un goulot d’étranglement a la date d d’une durée D et d’une
force f. On modélise le flux de gene qui existe entre les deux populations par F, le flux
migratoire bidirectionnel estimé par 4Nom; avec m; la proportion de population qui migre a
chaque génération si on se place dans un référentiel discret. La force f du goulot est
exprimée par le rapport entre la taille de la population pendant le goulot d’étranglement et

celle de la population sauvage égale a 1.
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Figure 7 : Schéma représentant le modele de domestication du sorgho. Ng : taille de la population sauvage
supposée constante ; N; : taille de la population cultivée ; N, : taille de la population ayant subi le goulot
d’étranglement ; d : date du goulot d’étranglement ; D : durée du goulot d’étranglement ; f: force du goulot
d’étranglement ; m; : flux migratoire bidirectionnel.
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Le tableau 4 présente les distributions a priori des parameétres démographiques et
mutationnels du modéle DOM implémenté dans le logiciel Egglib.

Au total, 1 100 000 simulations sont réalisées pour obtenir les distributions a posteriori,
soit 100 000 pour chaque chromosome et le jeu de super contig*. L’ajustement des
paramétres est réalisé grace a la procédure de rejet simple. On ne conserve alors que 1%
des données simulées, soit 11 000 points par paramétre (ditribution a posteriori).

La population sauvage est considéré comme égal a 1 et stable depuis 1’époque de 1’ancétre

commun le plus récent (No).

Le set de statistiques résumées pour estimer les distributions postérieures des paramétres

comprend Oy, 7 pour chaque population et le Kst.

En raison de contraintes techniques et temporelles, deux stratégies ont été utilisées pour la
recherche des outliers*. La distribution de I’indice de différenciation Kst entre les deux
groupes d’accessions a été simulée 50 000 fois sous le modele neutre obtenu via
I’approche ABC. Afin de réduire le temps de simulation et en se basant sur le fait que les
alignements présentent des propriétés redondantes en termes de longueurs de séquences et
de nombre d’accessions disponibles pour les deux populations, les simulations n’ont pas
été effectuées sur I’ensemble des 14 894 alignements mais sur un échantillon de 175
modeles de génes (tab. 5) représentatifs de I’ensemble des geénes analysés. Cette
distribution a été ensuite utilisée pour définir les intervalles de confiance du Kst qui ont
permis d’identifier les loci présentant des différenciations extrémes (en dehors des
intervalles de confiance a 95, 99 et 99.9 %).

En ce qui concerne, les tests D de Tajima effectués au sein de chaque groupe d’accessions
(Cultivés vs Sauvages), les distributions attendues sous le mode¢le identifié par 1’approche
ABC n’ont pas pu étre obtenues. Dans ce cas, les 30 génes présentant des valeurs extrémes
ont été retenus (15 avec les valeurs les plus basses et 15 avec les valeurs les plus élevées).
La méme stratégie a été adoptée pour le ratio de diversité entre le compartiment cultivé et

Sauvage.
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Tableau 4 : Distributions a priori des paramétres démographiques et mutationnels : Loi uniforme [a ; b]. a
et b correspondent aux bornes de /’intervalle des valeurs explorées

Parametre a b
0 (4Nop) 0,0 0,02
Taille t de la population cultivée (N1/No) 0,0 1,0
Date d du goulot d’étranglement (normalisé par rapport a 4Ny) 0,0 1,0
Durée D du goulot d’étranglement (normalisé par rapport a 4No) 0,0 1,0
Force k du goulot d’étranglement (Ny/No) 0,0 1,0
Flux F migratoire bidirectionnel (4Nom;) 0,01 1,0

Tableau 5 : Propriétés des 175 génes fictifs représentatifs des 14 894 alignements qui ont été utilisés pour
génerer les données simulées

Longueur du géne Nombre accessions Nombre d’accessions
(bp) sauvages cultivées
Min 100 6 6
Max 1900 10 10
Pas entre deux 300 1 1
configurations
Nombre de 7 5 5

configurations




5 Reésultats

5.1 Identification des polymorphismes

Au total, 611 250 316 séquences ont été générées par le séquencage. Apres le 1%
nettoyage, 481 412 914 ont été conservees (79%), elles se répartissent entre les groupes
comme suit 57%, 30% et 13% pour les individus sauvages, cultivés et I’outgroup (fig. 8).
Suite au nettoyage, on observe une perte globale d’environ 20% sur 1’ensemble des

individus (respectivement 23,9% et 16,2% chez les individus sauvages et cultivés).

La majorité (99%) des séquences mappees sur la référence du génome 1’est aussi sur celle
du transcriptome (soit 264 650 371 et 262 460 225 respectivement, correspondant a
environ 43% des séquences de départ) (tab. 6). On constate cependant que 2 millions de
séquences additionnelles sont cartographiées sur le génome et absentes sur le

transcriptome.

Le nombre de séquences mappées chez les individus sauvages est plus important et plus
hétérogéne que chez les individus cultivés (m=14878469 ; 6=5858787 et m=10318848 ;
0=2777861 respectivement) (annexe 12).

L’assemblage de novo des séquences non mappées sur transcriptome et génome donne lieu

a 84 368 et 83 554 contig pour le transcriptome et genome (tab. 7).

A partir de 1’assemblage de novo des jeux n°l et 3 on constate que 60% des contigs
assemblés sont annotés. L’analyse du jeu n°2 ainsi que la définition de 1’origine de ces

contigs n’ont pas été réalisées dans cette etude.
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Figure 8 : Nombre de séquences obtenues par accession avant et apres nettoyage

Tableau 6 : Nombre de séquences conservées apreés les différentes étapes jusqu’au mapping

Transcriptome Génome
Séquences apres 1° nettoyage 481412914
Nombre séquences mappées 262 460 225 264 650 371
Séquences éliminées aprés mapping 102 084 405 134 740 047
Nombre séquences non mappées 116 868 284 82 022 496

Tableau 7 : Bilan de I’analyse des séquences non mappées

Transcriptome Génome
Séquences non mappées 116 868 284 82 022 496
Contig assemblés 84 368 83 554
Singlets (2™ Cap3) 22 8783 22 6236

Contig annotés 50 175 (60%) 49 820 (60%)




Le tableau 8 présente les differentes catégories de polymorphismes détectés sur le
transcriptome et le génome. La distribution de la qualité des polymorphismes issus du
transcriptome parait plus intéressante. Les polymorphismes qualifiés « PASS » y sont
majoritaires alors qu’a I’issu d’un mapping sur le génome une partie d’entre eux est

qualifiée de SnpCluster.

Le jeu de polymorphismes destiné aux analyses évolutives a été detecté grace a la version
1.6 du GenomeAnalysisTK.jar de GATK (McKenna, Hanna et al., 2010). Les filtres
appliqués aux sites polymorphes candidats sont explicités dans le tableau 9. A partir des
1018 393 (1023 604 avec la version 1.4 du GenomeAnalysisTK.jar) polymorphismes

identifiés sur le transcriptome, 501 009 ont été conservés pour les analyses évolutives.

Concernant les polymorphismes issus des individus cultivés, on s’attend au minimum a 85
% d’homozygotie. Pour ne pas étre trop restrictif, seuls les polymorphismes hétérozygotes
chez plus de 50% des individus ont été éliminés. Ceux issus des sauvages sont éliminés
s’ils sont hétérozygotes chez plus de 70% des individus, sachant qu’on attend 50%

d’individus hétérozygotes maximum.

Les filtres 1, 2 et 3 ont finalement mené a 1’élimination de 13 297 polymorphismes
provenant de 4395 génes. Pour 4332 de ces genes, des polymorphismes ont néanmoins été

conservés dans le jeu final (175 110 en tout) et analysés dans le cadre de cette étude.
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Tableau 8 : Caractéristiques des polymorphismes identifiés grace au GenomeAnalysisTK.jar (version 1.4) de
GATK. (a) : Pourcentage des polymorphismes présents sur le transcriptome (en %), (b): Pourcentage des

polymorphismes présents sur le génome (en %).

SNP et indels Transcriptome F? Genome Fo
HARD_TO_VALIDATE;SnpCluster 5362 0,52 12 964 0,58
HARD_TO_VALIDATE;LowQual;SnpCluster 1621 0,16 3436 0,15
HARD_TO_VALIDATE 16 506 1,61 13 437 0,60
LowQual;SnpCluster 55 862 5,46 183 795 8,17
HARD_TO_VALIDATE;LowQual 5749 0,5 6123 0,2
LowQual 128 763 1258 373060 16,59
SnpCluster 234708 2293 745631 33,15
PASS 575033 56,18 910694 40,49
Total 1023604 100,00 2249140 100,00

Tableau 9 : Récapitulatif des filtres appliqués aux sites polymorphes candidats

Polymorphismes

Total aprés application

éliminés du filtre
Polymorphismes  candidats ~ (HARD_TO_VALIDATE;SnpCluster ; -192 194 826 199
HARD_TO_VALIDATE ; SnpCluster et PASS)
Couverture > 8X et information disponible pour au moins 8 individus -184 097 642 102
Présence de 1’alléle en fréquence minoritaire chez au moins 1 individu - 126 046 516 056
respectant la couverture de 8X
Allele de la référence présente au moins une fois dans le set de génotypes -1 886 514 170
analysés dans ce projet (polymorphisme non spécifique de Btx623)
Homozygote chez au moins 1 individu (présence de I’alléle alternatif au -1937 512 233
moins une fois) (filtre 1)
Nombre d’individus hétérozygotes > 50% chez les individus cultivés -9550 502 683
(filtre 2)
Polymorphismes sans couverture chez les cultivés (impossible d’évaluer + 112 502 795
I’hétérozygotie)
Nombre d’individus hétérozygotes > 70% chez les individus sauvages -1810 500 985
(filtre 3)
Polymorphismes sans couverture chez les sauvages (impossible d’évaluer + 24 501 009

I’hétérozygotie)




Dans le tableau 10, on constate que le compartiment cultivé présente beaucoup moins de
polymorphismes spécifiques (25 919) que le compartiment sauvage (92 304) alors que le
ratio entre le nombre de polymorphismes dans le compartiment cultivé et sauvage est de
0,61. Une plus grande diversité observee au sein du compartiment sauvage par rapport au
cultivé peut s’expliquer par une réduction de la diversité au cours de 1’événement de
domestication et par une probabilité de détection plus élevée de polymorphismes en raison
du nombre de séquences plus important chez les sauvages. Les indices de fixation observés
chez les individus cultivés et sauvages sont conformes aux attentes (hétérozygotie plus

élevée chez les sauvages).

Nous avons utilisé 309 SNP issus de 48 genes (jeu Sanger) qui ont été sequencés chez 8
individus pour estimer la véracité de notre jeu de polymorphismes. Il apparait que
seulement 80 SNP sont communs aux deux jeux (585 polymorphismes détectés sur les
séquences obtenues dans cette étude). Ce faible recouvrement des polymorphismes
détectés s’explique, d’une part par une faible couverture des genes analysés en Sanger au
sein des séquences produites dans le cadre de cette étude. En effet, pour la majeure partie
des génes analysés une couverture inférieure a 2X pour I’ensemble des accession
séquencées a été obtenue ce qui augmente donc de fagon tres significative la probabilité de
non détection de polymorphismes (faux négatifs). D’autre part, cette étude a permis
I’analyse de régions des genes qui n’avaient pas été analysées en Sanger ce qui a donc
induit la détection de nouveaux polymorphismes. Le sequencage en Sanger correspondait

en effet a environ 50% des CDS des génes.

En regard des 16 122 genes pour lesquels des polymorphismes ont été mis en évidence,
plusieurs milliers de genes ne présentaient pas de polymorphisme. Ces derniers sont aussi
importants a prendre en considération pour comprendre 1’histoire évolutive du sorgho. Au
total, 24 727 alignements ont donc été considérés sur lesquels deux filtres ont éte
appliqués. Le premier sur le nombre de données exploitables (annexe 13), le deuxieme sur
le nombre de séquences par compartiment (> 12) et le nombre de bases par séquences (>

100) (tab. 11). Les séquences de 1’outgroup n’ont pas été utilisées.
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Tableau 10 : Caractéristiques des 501 009 polymorphismes identifiés sur le transcriptome apres filtration

Niveau d'analyse Variable Valeur
Nombre de genes polymorphes 16 122
Nombre de sites polymorphes 501 009
Global Nombre de SNP 462 054
Nombre d'indels 38 955
Ratio Ti/Tv 1.76
Nombre de polymorphismes dans S. brachypodum 53 894
Nombre de polymorphismes spécifiques a S. brachypodum 50 933
Nombre de polymorphismes dans le compartiment cultivé (EC) 105 707
Intraspécifique/  Nombre de polymorphismes spécifiques du compartiment cultivé (EC) 25919
Intragroupe Nombre de polymorphismes dans le compartiment sauvage (ES) 173 042
Nombre de polymorphismes spécifiques du compartiment sauvage (ES) 92 304
FIS moyen pour le compartiment cultivé 0.77
FIS moyen pour le compartiment sauvage 0.23
Nombre de polymorphismes fixés entre S. brachypodum et les S. bicolor 250 604
Interspécifique /  Nombre de polymorphismes fixés entre les cultivés et les sauvages 45

Intergroupes

Nombre de polymorphismes pour lesquels l'alléle en fréquence minoritaire
est présent uniguement chez les hétérozygotes

114 626

Nombre de polymorphismes détectés chez les cultivés (EC) pour lesquels
l'alléle en fréquence minoritaire est présent uniquement chez les
hétérozygotes

Nombre de polymorphismes détectés chez les sauvages (ES) pour lesquels
l'allele en fréquence minoritaire est présent uniquement chez les
hétérozygotes

18 251

80 459

Tableau 11 : Récapitulatif du nombre d’alignements validés et filtrés pour les analyses évolutives

Chrom Validés Filtrés sur DE®*  Filtrés sur nS° et nB® Total

Sh* 72 11 25 108
Sho1 2849 324 1219 4392
Sh02 1942 298 1048 3288
Sho3 2215 244 1057 3516
Sb04 1806 226 826 2858
Shos 521 808 12 1341
Sh06 1353 189 664 2206
Sho7 955 158 537 1650
Shos 702 131 479 1312
Sh09 1250 161 580 1991
Sh10 1229 178 658 2065
Total 14894 2728 7105 24727

(@) : DE : données exploitables ; (b) : nS : nombre de séquences ; (c) : nB : nombre de bases ; (1) : super contigs.



Au final 175 110 polymorphismes ont été considérés pour les analyses évolutives. Ils
proviennent de 14 894 contigs parmi lesquels 14 150 sont polymorphes.

By (estimateur du taux de mutation de la population), la diversité nucléotidique (estimateur
du taux de mutation de la population de Tajima) et I’hétérozygotie semblent plus élevés
chez les individus sauvages que chez les cultivés (tab. 12). Un test statistique de type
ANOVA serait nécessaire pour s’en assurer. La moyenne du Kst étant plutét faible, elle

nous informe de la présence de structure.

Le temps d’analyse étant une contrainte majeure, nous avons défini pour quel nombre de
simulations les parametres se stabilisaient. Apres avoir sélectionné 100 alignements
contenant le plus grand nombre d’informations (nombre de sites exploitables et de
séquences par population), nous avons appliqgué 10 000, 100 000 et 1 million de

simulations. Les distributions sont résumées en annexes 14 et 14bis.

Il s’avere que les distributions générées par 100 000 et 1 million de simulations sont
relativement proches, il a donc éte décidé de réaliser 100 000 simulations pour 1’ensemble

des genes.

28



Tableau 12 : Récapitulatif de la distribution des estimateurs de diversité 6, =, D de Tajima, He et Kst sur

14894 genes
Sauvages Cultivés
0 0 min
0 0,003209645 0,002052869 m
0,002908006 0,002471791 o
0,060048445 0,036834748 max
0 0 min
i 0,003237768 0,002258203 m
0,0035302 0,003054481 o
0,073841471 0,055503704 max
-2,46914362 -3,388793791  min
-0,170404458  0,14685539 m
D 1,135450012 1,017076156 o
3,117851345 3,231641274 max
980 1936 NA
0 0 min
He 0,566077249 0,477995964 m
0,290695745 0,283076833 c
1 0,994736842 max
-0,077142857 min
0,0402033 m
Kst 0,058807109 o
1 max
744 NA

Tableau 13 : Distributions a posteriori des paramétres démographiques et mutationnels obtenus a partir de
100 000 simulations avec le modele DOM de Egglib

Médiane Q1 Q3

0 (4Nop) 0,00105 0,00049 0,00170
Taille de la population cultivée (N1/Ng) 0,64600 0,47090 0,76250
Date du goulot d’étranglement

(normalisé par rapport & 4N0) 0,02800 0,01280 0,05130
Durée du goulot d’étranglement

(normalisé par rapport & 4N0) 0,02600 0,01170 0,04800
Force du goulot d’étranglement (Ny/No) 0,64023 0,39680 0,84744
Flux migratoire bidirectionnel (4Nom;) 0,53223 0,35021 0,63306




Les distributions a posteriori sont présentées dans le tableaux 13. Remarque : la valeur

estimeée des 6 parametres appartient aux intervalles définis a priori.
Sur la base de ces résultats :

- Avec la valeur de 6 obtenue sur les 14894 genes il est possible de calculer la taille
effective de la population sauvage (No). Si p=1.0e-08 (Hamblin, Casa et al., 2006) ; No =
0/4u = 1.05e-03/(4x1.0e-08) = 26 250.

- Sachant que N = 26 250, la taille de la population cultivée N est de 16 958.

- On estime de la date du goulot d’étranglement, sachant No = 26 250, a 2 946 ans et sa
durée a 2 735 ans correspondant a une date de domestication il y a 5681 anneées.

- Force du goulot d’étranglement égale a Np/Ngavec Ny, la taille de la population pendant le
goulot d’étranglement. Soit N, = 0.640233x26 250 = 16 806. Et k = N,/D = 16 806/2 735

= 6.1 signifierait que la force du goulot d’étranglement est trés élevée.
- Taux de migration bidirectionnel égal & 4ANOm;. Soit m; = F/(4x26 250) = 0,00000507

En fonction du taux de mutation considéré il apparait des variations notoires dans les
estimations. On propose de reprendre les taux de mutations du mais dans le tableau 14
(Clotault, Thuillet et al., 2012).

Des contraintes temporelles et techniques nous ont conduit a utiliser deux stratégies pour
identifier les outliers. La distribution du Kst sous le modele d’évolution défini par
I’approche ABC a été simulée, et cette distribution a ét¢ comparée aux valeurs de Kst
obtenues. Pour les D de Tajima calculés au sein des sauvages et des cultives et le rapport
des parametres mutationnels cultivés / sauvages (theta), les distributions simulées sous le
modele dévolution défini par 'ABC n’ont pas pu étre calculées pour des raisons

techniques, une approche exploratoire a été adoptée.

Dans le tableau 15 figure le nombre d’outliers en fonction des différents intervalles de
confiance pour le Kst. On constate que la distribution du Kst n’est pas centrée. Il est fort
probable que ceci soit du a une mauvaise estimation du Kst. En effet, les outliers sont
beaucoup plus nombreux pour des valeurs proches de zéro. Les outliers détectés avec les

différentes statistiques se trouvent en annexes 15, 16, 17 et 18.
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Tableau 14 : Récapitulatif de la variation des paramétres estimés en fonction du taux de mutation

Parameétre | = 1.0e-08 M= 3.3e-08 U= 7.90e-09
Taille de la population sauvage (No) 26 250 7955 33228
Taille de la population cultivée (N;) 16 958 5139 21 465
Date du goulot d’étranglement (années/4Np) 2 946 890 3721
Durée du goulot d’étranglement (année/4No) 2735 827 3455
Force du goulot d’étranglement 16 806 5093 21 274
Flux migratoire bidirectionnel 0,00000507 0,00001673 0,000004

p = 1.0e-08 (Hamblin et al., 2006) ; u = 3.3e-08 et u = 7.90e-09 (Clotault et al., 2012)

Tableau 15 : Nombre d’outliers sélectionné en fonction des intervalles de confiance retenus

Nombre
Genes avec valeur de Kst 14150
Geénes avec valeur de Kst faibles > 95% 1276
Genes avec valeur de Kst faibles > 99% 117
Geénes avec valeur de Kst faibles > 99.9% 42
Genes avec valeur de Kst élevées > 95% 22
Geénes avec valeur de Kst élevées > 99% 2

Geénes avec valeur de Kst élevées > 99.9% 0




6 Discussion

6.1 ldentification et sélection des polymorphismes utilisés pour les analyses

évolutives

Cette étude porte sur un échantillon de 21 génotypes. Les criteres de sélection privilégiés
pour le choix des accessions s’appuient sur la couverture des différentes races et la
diversification des origines. Les génotypes couvrent la diversité des deux compartiments
recensée actuellement de maniere satisfaisante comme les analyses de structure exposees
dans I’encadré 1 le prouvent. Cependant, 1’analyse est restreinte a un noyau d’effectif
faible non adapté pour estimer convenablement la structure qui existe au sein des deux
groupes. Pour cette raison, il sera impossible d’explorer la pertinence de 1’existence

d’événements de domestication multiples.

De plus, parmi les accessions sauvages, une se révele plus proche des accessions cultivees
(1S14719) (encadré 1, arbre F), ce positionnement atypique ayant été confirmé avec les
polymorphismes identifiés dans cette étude. Un semi de ce genotype en serre a révelé un
phénotype cultivé et un poids de grains nettement supérieur a la moyenne du poids des
grains des individus sauvages (fig. 9). Une analyse de structure (fig. 10) avec les
marqueurs identifiés dans notre étude révele la possibilit¢ d’une confusion dans les
semences d’IS14719 qui est proche d’un individu de la race kafir (1S29407) (fig. 11)
originaire d'Afrique du Sud alors qu’il est censé venir d’Ethiopie (annexe 19). On note que
cette analyse permet également d’identifier un autre génotype (SSM1057) cultivé
apparenté au groupe des sauvages. Cet individu appartient a la race guinea marga qui est

considérée comme intermeédiaire entre sauvages et cultives.

L’extraction de la partie exprimée du génome a partir du grain, des feuilles et fleurs a été
entreprise dans cette ¢tude car on considere qu’elle est a 1’origine de la majorité des
facteurs influencant la variabilité des caracteres phénotypiques (Sato, Antonio et al., 2011;
Schmid, Davinson et al., 2011). Pour le séquencage, le budget relativement réduit, a

également motive cette décision (1 run illumina pour 10 accessions).

30



. . .
A T T T S O e WS S S S R T
SN RGN R A O R N SR SR R SIS SN SR L

"
IR R~ SN SRR N
CUSROCNS Sl M =
(2 o’? [

Figure 9 : Poids de 100 grains (en grammes) des génotypes sauvages en vert et cultivés en rouge. Un
individu sauvage absent dont on ne disposait pas des graines pour en évaluer la masse.
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Figure 10 : Résultats de ’analyse de structure réalisée avec 16 122 SNP choisi aléatoirement pour les 10
individus cultivés a gauche et les 10 individus sauvages a droite. En vert, génotype sauvage et en rouge
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Ce choix parait pertinent pour les raisons suivantes. D’une part, parce que la couverture
des 27 609 genes présents dans ’annotation est relativement compléte (seulement 917
geénes n’accueillent aucun read). D’autre part, hormis les contaminants, on suppose que des

genes sont non annotés (40% des ségquences non mappeées ne sont pas annotees).

Cependant, malgré cette couverture étendue, on constate que le jeu de polymorphismes
fiables (8X de profondeur minimum) se limite a 16 122 contigs soit 58% des genes au
total, sans compter les génes non annotés. Ce défaut de couverture pourrait altérer la
représentativité du jeu final sachant que le séquengage n’est pas équitable pour les deux
compartiments. En effet, suite au premier nettoyage on dispose de pres de 2 fois plus de
séquences sauvages que de cultivees dont la répartition par individus apres mapping (fig.
12) est plus homogene que dans le compartiment sauvage. L’outgroup présente 5 fois plus
de séquences que certains individus d’ou le fait qu’une grande partie des polymorphismes
lui soit propre. Ces déséquilibres peuvent avoir des conséquences sur les résultats finaux
qu’il serait pertinent d’évaluer en construisant, par exemple, un nouveau modele
d’évolution du sorgho a partir d’un jeu de séquences pour lesquelles on dispose des
séquences pour I’ensemble des individus (soit des alignements de 40 séquences). Pour
obtenir un jeu de séquences plus représentatif du transcriptome et dans un contexte de
changement climatique il serait intéressant de mener une nouvelle étude en intégrant le

systéme racinaire dans les tissus préleves a différents stades phénologiques.

Plus de 2 millions de séquences supplémentaires sont mappées sur le génome par rapport
au transcriptome. Soit 26% des SNP PASS en zone non annotée (hors mRNA). Dans une
fenétre de 500 pb autour des genes on retrouve 30% de ces polymorphismes. On confirme
donc la révision nécessaire de I’annotation du génome. Dans un premier temps il paraissait
plus pertinent de constituer le set de SNP final a partir de ceux issus du mapping sur la
référence génome sachant aussi que 18% des SNP PASS se trouvent en zone intronique.
Contrairement au programme TopHat (Trapnell, 2012) qui sectionne facilement les reads
lorsque les mismatch* sont trop nombreux, BWA utilisé dans cette étude a tendance a les
conserver et génere une fréquence de SNP clusters faux positifs aux frontiéres intron/exons
trés élevée. Parmi ces derniers peuvent se trouver des polymorphismes vrais qui seront
éliminés involontairement du set definitif. La solution alternative aurait consisté a
combiner les SNP introniques issus du mapping sur genome avec les SNP exoniques issus
du transcriptome. Vu les difficultés de conversion des coordonnées et la présence des
SNPClusters on ne conservera que les SNP issus du mapping sur transcriptome.
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Figure 12 : Fraction des séquences mappées par individus



L’évaluation des taux de faux positifs et faux négatifs n’étant qu’approximative,
nous avons envisagé d’appliquer un certain nombre de filtres pour la mise au point du jeu
définitif. Il est possible d’¢éliminer une part importante des faux positifs avec la
recalibration. Le calcul de I’algorithme se fait a partir de critéres modulables et il est
possible de faire varier la confiance que 1’on accorde aux différents sets de SNP source. On
constate qu’un Ti/Tv faible (1,01) est associé a un jeu de polymorphismes de moins bonne
qualité et qu’un Ti/Tv élevé est caractéristique d’un set de SNP plus fiables (1,70 et 1,53
pour les SNP PASS du transcriptome et génome). Cependant, méme si le programme
GATK T’utilise, il n’est pas suffisant & lui seul pour estimer le taux de faux positifs
précisément. Dans notre cas, les origines des SNP sources (rapport entre les SNP issus du
compartiment sauvage et ceux issus du compartiment cultivé) n’étaient en plus pas
représentatives du jeu obtenu lors de la présente étude. Le faible nombre de SNP sources,
majoritairement issus d’individus cultivés, utilisés dans cette démarche ne permet pas de
minimiser une perte non négligeable de SNP PASS valides, appartenant au compartiment
sauvage et spécifique de I’outgroup, réduisant ainsi le set définitif & un noyau restreint et
déséquilibre. L’incompatibilit¢ des jeux de SNP sources et a recalibrer nous a

définitivement fait renoncer a cette option de filtration.

En ce qui concerne les polymorphismes induits par le mapping de reads issus de
paralogues sur une méme référence, nous avons opté pour une approche basée sur
I’¢élimination des polymorphismes présentant des taux d’individus hétérozygotes trop
important (> 50 % pour les individus cultivés et > 70 % pour les individus sauvages). Il
faut néanmoins noter, que les autres polymorphismes présents dans ces genes qui ne
présentaient pas ces biais ont été conservés (178 337 polymorphismes issus de 4332
génes). Cette conservation est critiquable dans un contexte d’analyse évolutive direct sur
les informations de séquences obtenues. En effet dans ce cas, une augmentation artificielle
du niveau d’hétérozygotie est engendrée induisant des biais dans les analyses évolutives. Il

pourrait par contre étre pertinent de les tester dans des études d’association.

En contrepartie, 1’élimination des polymorphismes fortement hétérozygotes du set
définitif induit potentiellement I’exclusion de génes affectés par de la sélection balancée

qui sont potentiellement intéressants.
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6.2 La définition du modéle d’évolution du sorgho

Le modele DOM correspond a un scenario de domestication simple. Le flux de génes
entre les compartiments n’est pas modulable au cours du temps alors qu’on pense qu’il
était d’abord orienté du compartiment sauvage vers le compartiment cultivé dans un
premier temps, et il serait toujours asymétriqgue mais probablement inversé de nos jours
(Barnaud, Deu et al., 2009; Mutegi, Sagnard et al., 2012). Les parametres obtenus a partir
des priors de loi uniforme (probabilité constante d’apparition de tous les intervalles du
support) concordent bien avec la littérature (Hamblin, Casa et al., 2006). Notamment pour
ce qui est de la date et la durée du goulot d’étranglement. La population issue du goulot
d’étranglement a bien subie une expansion, que 1’on estime relativement faible, gain de
moins de 1% de la population ayant subie le goulot d’étranglement. La contribution a cette
expansion est certainement plus originaire de la dispersion du sorgho dans le monde que
du flux de géne extrémement faible entre les deux compartiments. Le faible nombre de
migrants, soit 1 migrant toutes les deux générations, est en accord avec les études
précédentes réalisées sur le haricot (Mamidi, Rossi et al., 2011) ou les especes cultivés
(Papa, 2005). C’est la variation, méme trés faible, du taux de mutation qui pourrait induire

un biais et qu’il aurait été intéressant d’estimer dans notre étude.

6.3 Identification des genes impliques dans la domestication ou d’intérét

adaptatifs

Les SNP de faible fréquence sont plus facilement identifiables sur des larges panels
d’individus. Notre étude est réalisée sur un panel relativement restreint, ce qui génere un
exces d’alléles de haute fréquence (Ramirez-Soriano et Nielsen, 2009). Il pourrait étre
intéressant de suivre la démarche de Ramirez et al (2009) pour vérifier la pertinence de nos
résultats qui consiste a mettre en ceuvre des méthodes plus robustes basées sur la structure
haplotypique ou la correction des estimateurs statistiques. Il est également possible de

simuler des données afin d’obtenir des distributions qui prennent en compte ce biais.
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La premiere stratégie, permet d’identifier des outliers en fonction du Kst et s’appuie sur sa
distribution révisée par le modele DOM. Des intervalles de confiance se dégagent deux
profils de génes. Les génes a Kst élevé qui signifie que la différenciation entre les
compartiments est importante et les genes caractérises par un Kst faible qui présentent des
profils de diversité comparables entre les deux compartiments. Le nombre élevé de ces
derniers (annexe 16) est probablement li¢ aux difficultés d’estimation du Kst pour les
faibles valeurs. Parmi les outliers appartenant a cette catégorie, on remarque la présence
d’un geéne restaurateur de fertilit¢ (Sb02g004530). Parmi les outliers présentant un Kst
élevé, on trouve des genes intervenant dans le contrle de la croissance cellulaire
(Sb06g021260), de la réponse aux nutriments et facteurs de croissance (Sb01g008695) et
dans la réponse au stress. Notamment un homologue de TOR qui est a ’origine d’une
production accrue de biomasse chez Arabidopis. Ce géne pourrait donc étre un candidat
potentiel a 1’origine de la différence de production de biomasse qui existe entre les
individus sauvages et cultivés. Dans cette méme catégorie, on retrouve également des
génes impliqués dans la synthése de la paroi cellulaire (Sbh06g021260 ; Sh10g001710°)
probablement responsable de différences importantes dans la qualité de la biomasse entre
les deux compartiments. Des génes de résistance aux maladies sont aussi mis en évidence.
Par exemple, GH3-8, un gene de réponse a 1’auxine active la résistance par 1’activation du
signal de I’acide salicylique (Ding, Cao et al., 2008). Il est intéressant de noter que
Sbh01g019560 outlier de la méme catégorie a aussi été identifié comme outlier par Bouchet
et al (2012) sur la base de sa différenciation entre les différents groupes génétiques de
sorgho cultivés. Suite a la recherche d’une homologie, on se rend compte qu’une

calmodulin binding protein est prédite pour ce géne.

La seconde stratégie qui vise a identifier des outliers via les valeurs extrémes de D de
Tajima a surtout été réalisée dans un but exploratoire afin de donner une idée de la
fonction des génes mis en évidence. En effet, la distribution de I’estimateur n’est pas
soumise au modele neutre et seul un nombre de valeurs extrémes déterminé au préalable
est retenu. Les statistiques simulées via Egglib ont en effet été calculées sur 1’effectif

global et non sur les compartiments de maniére distincte.

¥ Pectine esterase activity
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La recherche des outliers a été realisée sur les deux compartiments d’individus de fagon
indépendante. Pour les genes sous sélection directionnelle (génes d’adaptation) dans le
compartiment cultivé (D<0) on peut porter notre attention sur Sb01g047830 correspondant
probablement a une protéine modératrice d’une kinase impliquée dans diverses réponses a
des stress environnementaux (Xue, Wang et al.). On note aussi que Sh02g027070

appartenant a cette méme catégorie est impliqué dans le métabolisme de 1’azote.

Dans le méme compartiment, parmi les outliers ayant un D > 0 (sélection balancée), on
retient Sb08g006680 impliqué dans la réponse a la sécheresse et au stress salin. On peut
émettre I’hypothése que ces résistances induisent certainement des colts métaboliques

élevés qui peuvent expliquer le fait que 1’alléle ne soit pas fixé sans pression de sélection.

Concernant les outliers du compartiment sauvage, dans la premiére catégorie, on retient
Sb01g048100 impliqué dans des processus de défense (Kaku, Nishizawa et al., 2006) et

d’autres génes impliqués dans la synthése des parois.

En complément de 1’analyse des pressions évolutive intra compartiment, et de I’analyse de
leur différenciation on se propose d’identifier des outliers a partir du rapport 6./6s. Il s’ agit

ici surtout de retrouver les genes présentant un rapport /0 faible témoins d’une baisse de

la diversité suite a la domestication, Les génes|qui présentent un rapport 0./0s élevé sont

probablement issus de phénoménes d’adaptation ou de la sélection artificielle et ont
«acquis » des alleles supplémentaires en réponse a la sélection artificielle ou afin de
s’adapter a de nouvelles conditions pédo climatique. Sur la base de cette différenciation, on
parvient a extraire des genes impliqués dans les réponses hormonales et a la lumiere. Mais
aussi des genes qui jouent un réle dans la synthese de molécules de stockage et de structure
sur lesquelles on peut porter une attention particuliére pour les programmes destinés a

I’amélioration de la biomasse.

Par exemple, dans la catégorie d’outliers qui présentent un ratio faible on identifie des
genes de réponse a 1’auxine (Sb03g034850 et Sb06g011767) qui sont impliqués dans
I’organogénese et donc 1’architecture des plantes. Ces genes sont probablement impliqués
dans la perte du tallage ou les modification de 1’architecture de la plante. On note qu’une
signature de sélection pour une ARF* a été mise en évidence chez Pinus taeda (Ersoz,
Wright et al., 2010). Dans cette méme catégorie, d’autre génes impliqués dans la réponse

au stress et la synthése des parois cellulaires ont également été detectés (Sb01g041880).
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Un géne potentiellement impliqué dans la morphogénése et le développement nommé
Homeobox-leucine zipper protein ROC3 (Sb01g028160) est identifié dans les outliers qui
présentent un ratio élevé. On retrouve egalement des genes ayant un réle dans la

biosynthése de la cellulose des parois (en relation avec les stress biotiques et abiotiques).

Afin de consolider cette analyse il serait nécessaire de procéder a la comparaison des
distributions de I’estimateur D de Tajima propres a chaque groupe et soumises au modele

de domestication.
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Conclusion

A partir de 20 individus sauvages et cultiveés nous avons pu identifier plus de 500 000 SNP
et indels issus la portion exprimée du génome du sorgho. Grace aux méthodes de
coalescence, ce jeu de polymorphismes nous a permis de définir 1’histoire évolutive du
sorgho la plus probable. Sur cette base nous avons tenté de mettre en évidence des genes
présentant des patrons de diversité divergents des attendus neutres. L’analyse de I’indice
de différenciation Kst entre les compartiments sauvage et cultivé nous a permis de détecter
64 genes présentant des différenciations extrémes par rapport aux attendus neutres. Ces
genes interviennent notamment dans le controle de la croissance cellulaire, la réponse aux
nutriments et aux facteurs de croissance ainsi que dans la réponse aux stress biotiques et
abiotiques. Une analyse exploratoire basée sur les valeurs de D de Tajima a I’intérieur des
compartiments cultivés et sauvages et sur les ratios de diversité entre ceux-ci ont permis de
mettre en évidence d’autres génes impliqués dans le développement des organes, la mise
en place des parois cellulaires et la réponse aux stress. Les fonctions de ces genes étant
cohérentes avec la connaissance actuelle de la variabilité phénotypique entre les
compartiments sauvages et cultivés. Une démarche de génétique quantitative et
moléculaire sera maintenant nécessaire pour valider les effets de la variabilité de ces genes

sur des caractéres d’intérét pour les programmes de sélection actuels.

Comme nous 1’avons abordé dans cette étude, il existe d’autres estimateurs basés sur la
distribution allélique pour mettre en évidence les génes de domestication ou d’intérét
adaptatif. Ainsi, le perfectionnement du modéle neutre, notamment par 1’¢limination des
polymorphismes originaires de séquences paralogues, nous permettrait de confirmer les

outliers déja identifiés par notre analyse exploratoire.

Le phasage de notre jeu de polymorphismes serait également pertinent pour comparer les
outliers générés sur la base du Kst avec ceux identifiés via des tests basés sur la variabilité
intraspécifique entre les différentes classes de mutations au sein d’un locus (mutation
synonymes et non synonymes). Outre I’identification des geénes impliqués dans les
processus de domestication ou d’adaptation, qu’il sera intéressant de réintégrer dans les
nouveaux programmes de sélection le jeu de polymorphismes identifié dans cette étude a
aussi un intérét dans le cadre des approches de génétique quantitative en permettant une

amélioration de la densité de marquage.
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Annexe 1 : Structure génétique des sorghos cultivés a [’échelle mondiale

A B
DArT RFLP SSR
K2 Wl TR TR R clu
"y @ M ki i f r’_\
K=3 Iim =y r{m | cl. v /é:z.
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Identification de groupes génétiques basée sur une analyse de structure grace a différents
types de marqueurs et comparaison du modeéle le plus pertinent (K =6) avec une analyse de
distances. (A) Composition du génome des accessions (en abscisse) en fonction de K qui
représente le nombre de groupes hypothétiques qui composent la collection. Différents
jeux de données ont été testés: 713 DArTs, 60 RFLPs, and 40 SSRs. (B) Arbre
représentant les différents groupes dégagés de [’échantillon grace aux similarités
génétiques. Ces analyses sont basées sur un panel représentatif des sorghos cultivés mis au
point a I’aide de critéres de race, d’origine, de réponse a la photopériode et de méthode de

culture.

Le groupe A comprend en rose les durra et bicolor de I'Inde, les caudatum et caudatum
bicolor de Chine. Le groupe B en bleu comprend les caudatum et durra d’Afrique. Le
groupe C en rouge comprend les guinea de I'Afrique occidentale. Le groupe D en vert clair
comprend les guinea margaritiferum de I’Afrique de 1'Ouest. Le groupe E en orange
comprend les guinea de I'Afrique australe et de I’Asie. Le groupe F en vert comprend kafir
et kafir caudatum de I'Afrique Australe. Les clusters* ont été identifiés par Deu et al.
(2006).






Annexe 2 : Protocole d’échantillonnage

Les 20 individus étudiés ont été sélectionnés afin de maximiser la couverture de la
diversité (en terme d’all¢les capturés et de nombre d’haplotypes). Pour cela, les génotypes
sont compares deux a deux et seuls les plus éloignés sont conservés dans le set définitif via
le logiciel DARwin.

. 3rd step

...........znd atep

1st step

Schéma de sélection des génotypes pour maximiser la couverture de la diversité via le
logiciel DARwin. Les 3 étapes de gauche a droite montrent la méthodologie de sélection

des génotypes les plus éloignés les uns des autres.

Il est possible de poser des conditions et de prioriser la conservation de certains génotypes
jugés par exemples pertinents pour la maximisation de la diversité. C’est le cas pour 10

d’entre eux sélectionnés sur un critere principal de profondeur et de qualité de séquencage.






Annexe 3 : Protocole d’extraction de [’ARN de feuilles

Extraction d'ARN Feuilles_Tiges_Racines

Mettre environ 100 mg de matériel broyé a 1’azote liquide dans un tube 2 ml
Ajouter 1 ml de TRIzol pour 100 mg de tissus

Homogénéiser

Laisser 10 min a RT sous agitation

Ajouter 0,2 ml de chloroforme par ml de TRIzol

Incuber 10 min sous agitation

Centrifuger 15 min (12000g, 4°C)

Transférer le surnageant dans un nouveau tube

Ajouter 0.5 ml d’isopropanol par ml de TRIzol

Incuber 15 min & -20°C

Centrifuger 10 min (12000g, 4°C)

Prélever le surnageant et ajouter 1 ml d’éthanol 75% par ml de TRIzol
Vortexer et centrifuger 5min (7500g, 4°C)

Sécher les culots (possibilité de faire le vide mais pas de rotor au speed vac) et reprendre

dans 40ul d’eau Rnase free.






Annexe 4 : Protocole d’extraction de I’ARN de graines

Extraction d'ARN de graines

Etape 1

Environ 100-150 mg de graines broyées

Rajouter 500 pL de tampon d'extraction et agiter fortement

Ajouter 335 puL de phénol saturé d'eau (agitation forte et incubation pendant 10 min
a température ambiante)

Ajouter 165 pL de chloroforme (agitation forte et incubation pendant 5 min)
centrifugation (15000 x g, 20 min, température ambiante)

la phase supérieure est transférée dans un nouveau tube

ajout de 250 pL de phénol (agitation forte et incubation pendant 10 min a
température ambiante)

250 uL de chloroforme (agitation forte et incubation pendant 5 min a température
ambiante)

centrifugation (15000 x g, 20 min, température ambiante)

Etape 3

La phase supérieure issue de 1'étape 2 est purifiée avec 500 puL de chloroforme
Agitation forte et incuber 10 min a température ambiante

centrifugation (15000 x g, 10 min, température ambiante)

Les acides nucléiques contenus dans la phase aqueuse sont alors transférés dans de
nouveaux tubes eppendorf

précipités avec 1/10e V d'acétate de sodium 3 M pH 6.0 et 1 V d'isopropanol

Le mélange est homogénéisé puis incubé 2 h a —20°C

centrifugation (15000 x g, 20 min, 4°C),

les culots d'acide nucléiques sont lavés avec 500 pL d'éthanol 70% (v/v)

séchés et resuspendus dans 200 uL. H20

Les ARN sont ensuite précipités spécifiguement au chlorure de lithium (2 M final)
a -20°C, toute la nuit

centrifugation (12000 x g, 30 min, 4°C)

lavage des culots a 1'éthanol 70% (v/v), les ARN sont repris dans 50 pL. d'eau

Tampon d’extraction graines

(Tris-HCI 25 mM pH 8.0, NaCl 75 mM, SDS 1% (p/v) ; EDTA 25 mM pH 8.0)






Annexe 5 : Protocole d’extraction de I’ARN de fleurs

Extraction d'ARN de fleurs

- Environ 100 mg de fleurs broyées dans tube 2 ml.

- Rajouter 0.5 ml de tampon Plant RNA purification Reagent (Invitrogen)
- Homogénéiser

- Laisser 5 min a RT sous agitation

- Centrifuger 20 min (12000g, RT)

- Transférer le surnageant dans nouveau tube 1.5 ml

- Ajouter 0.1 ml de Na CI 5M puis 0.3 ml de chloroforme

- Incuber 5 min sous agitation

- Centrifuger 10 min (12000g, 4°C)

- Transférer le surnageant dans un nouveau tube

- Ajouter 1V d’isopropanol

- Incuber 10 min a RT

- Centrifuger 10 min (12000g, 4°C)

- Prélever le surnageant et ajouter 1 ml d’éthanol 75%

- Vortexer et centrifuger 5min (7500g, 4°C)

- Sécher les culots et reprendre dans 40ul d’eau Rnase free.

Traitement a la désoxyribonucléase | (DNAse | promega)

- 40 ul d’ARN + 5uL de tampon 10X+ 4ul de DNAse I+ 1ul de RNAse inhibitor.
- Homogénéiser

- Incuber 30 min au bain marie &4 37°C

- Transférer sur glace

- Ajuster le volume a 100 pl

- Purifier ’ARN avec le kit Nucleospin RNA plant (macherey-Nagel)
- Ajouter 300ul de RAT + 300 pl d’éthanol 70%

- Mélanger et déposer sur colonne « cercle bleue »

- Centrifuger 1 min a 110009

- Ajouter 350 pl de tampon MDB

- Centrifuger 1 min a 110009

- Lavage de la membrane :

- Ajouter 200 pl de tampon RA2

- Centrifuger 30s a 11000g

- Ajouter 600 pul de tampon RA3

- Centrifuger 30s a 11000g

- Ajouter 250 pl de tampon RA3

- Centrifuger 2 min a 11000g

- Ajouter 50 pl d’eau RNase free

- Centrifuger 1 min a 11000g

- Dosage au nanoquant puis vérification de la qualité au bioanalyser.

VI
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Annexe 6 : Le séquencage paired-end

T TT]

Genomic DNA
‘ Fragment (200-500bp)
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1 Ligate Adaptors
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‘ Generate Clusters

7/ oNCEL’/,

Sequence First End

5
...... AZ

Regenerate Clusters and
Sequence Paired End

A......- »'\1|§\

Le séquencage paired-end consiste & séquencer les reads a partir de leurs deux extrémités

simultanément. On obtient ainsi les deux séquences appelées paired-end reads

correspondant aux fragments 3’ et 5’ séquencés.

Vil






Annexe 7 : Récapitulatif des adaptateurs utilisés pour [’ensemble des 20 accessions

Adaptateurs

EC

ES

EB

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

1

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTTAGGCATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTGACCAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCAATATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCAGATCATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGATCAGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTAGCTTATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGGCTACATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

O (0 (N[O |0 |~ |W(N

© |0 (N[O 0| |W]|N (k-

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCTTGTAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

=
o
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o
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Annexe 8 . Détails des paramétres pour [’ensemble des programmes utilisés pour le

nettoyage, mapping et détection des polymorphismes

Programme Parameétres Objectif
FastqC Vérification de la qualité globale, peut étre
effectué apres chaque étape de nettoyage
Cutadapt Longueur sim >7 bases | Supprime les adaptateurs, similarité de 7 bases,
Longueur min = 20 longueur restante minimal de 20, toutes les
Quality filter =25 bases restantes doivent avoir une qualité de 25
au minimum.
Filter Longueur > 35 bases Elimine les reads trop courts (min. 35 b) et dont
Qualité > 30 la qualité moyenne est trop faible (<30)
Compared Compare les membres de deux fichiers sortis

Fastq paired

des filtres pour reconstituer les paires et filtrer
les singles

Mapping

Mismatches = 5
Indels =2

Mapping des reads sur une référence, avec une
liberté de 5 erreurs et deux indels. (les contigs
sont générés en toute fin de I'analyse en
général)

Single et paired end mappées séparément. Les
deux fichiers de mapping par individus sont
ensuite mergés (fusionnés).

Rmdup

Suppression des doublons (positions de
mapping identiques, duplicats optiques ou
PCR) — Doit étre effectué a cette étape pour les
paires. Est plus rapide ici que dans les fichiers
initiaux (plus faciles de comparer 2x2
coordonnées que 76x76 bases)

Realigner
Recalibrate

Realigner : réalignement des séquences autour
des indels de bordure (anomalie induite par
l'algorithme de mapping corrigée ici en
SmithWaterman).

Recalibrate : via des SNP validés, recalibrage
de la qualitt des polymorphismes mal
considérés. Si un SNP détecté est déja connu
par une autre méthode/analyse, la position sera
validée

Cleaner

Elimination des mapping ayant un score de MQ
(mapping quality) trop faible, trop de
mismatchs (3 max), indels (1 max) ou de
positions possibles (une seule possible).

Merging bam

Fusion des fichiers individus

Genotyper
call

Appel des variants SNP et indels par le GATK

Phasing

Ajout de I’information de phase si possible







Annexe 9 : Identification et définition des polymorphismes

La détection des polymorphismes par Unified Genotyper se fait par une inférence en deux
étapes. D'abord via une homologie entre les séquences individuelles et les fragments
séquencés (reads assemblés) puis par la comparaison des fragments inférés a la référence

de I’organisme. Ce systéme gere également la corrélation des erreurs entre les paires.
Assignation d’un filtre a chacun des polymorphismes par VariantFiltrationWalker

L’assignation des filtres par le VariantFiltrationWalker se fait sur la base de 5 informations
propres aux polymorphismes de chacun des échantillons. Ces informations disponibles
dans le FORMAT sont :

- Le génotype (GT). Pour un diploide, le génotype indique les deux alleles portés
par I’échantillon. Chacun d’eux est codé¢ par 0 pour 1’all¢le de référence, 1 pour
le premier alternatif, 2 pour la second alternatif... Quand il n’y a qu’un seul
allele alternatif (dans la trés grande majorité des cas), le génotype peut étre :

o 0/0 : I’échantillon est homozygote de la référence ;

o 0/1: I’échantillon est hétérozygote, il porte une copie de la référence et
une copie de I’alternatif;

o 1/1:1’échantillon est homozygote de I’alternatif.

- Laqualité du génotype (GQ) qui est basée sur le score Phred.

- La profondeur totale sur ’ensemble des génotypes a une position donnée (DP).

- La profondeur par allele et par génotype (AD). Alors que la profondeur DP
décrit le nombre de fois qu’une base est représentée a un site donné ; la valeur
de AD elle est le décompte du nombre de reads portant la référence puis celui
de I’alternatif.

- La vraisemblance des 3 génotypes 0/0, 0/1 et 1/1 par rapport a GT. Dans le cas
des polymorphismes hétérozygotes, on assigne au génotype le plus probable
(GT) une probabilité d’existence de 1. Cette probabilité représentée sur une
échelle Phred est utilisée comme base pour établir la vraisemblance des autres

génotypes par rapport a ce génotype le plus probable.






Annexe 10 : Principe et fonctionnement de la recalibration

SNP sources | SNP a
(connus) | _ recalibrer

SNP communs
au deux sets

|

Mise au point Calcul du
d'un seuil de seuil par SNP
qualité global (VQSLOD)

v v

Sélection des SNP suivant leur
VQSLOD

A partir d’un set de SNP source et du jeu de SNP a recalibrer, le VariantRecalibrator
compose un jeu commun aux deux précédents. C’est ce noyau commun qui va servir a
calculer un seuil de qualité global en deca duquel les polymorphismes seront considérés

comme faux positifs.

Les critéres suivant permettent de caractériser un polymorphisme. A chacun est attribué
I’ensemble de ces valeurs. VariantRecalibrator permet d’en sélectionner certaines a partir

desquelles le VQSLOD sera calculé.
AC : allele count

AF : allele frequency

AN : number of alleles

BaseQRankSum : The u-based z-approximation from the Mann-Whitney Rank Sum Test

for base qualities
DP : depth of coverage
DS : Were any of the samples downsampled because of too much coverage?

FS : Phred-scaled p-value using Fisher's Exact Test to detect strand bias (the variation
being seen on only the forward or only the reverse strand) in the reads. More bias is

indicative of false positive calls

Xl
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HaplotypeScore : Consistency of the site with two (and only two) segregating haplotypes

InbreedingCoeff : F measures the probability that two genes at any locus in an individual
are identical by descent from the common ancestor(s) of the two parents. This means the
degree to which two alleles are more likely to be homozygous (AA or aa) rather than

heterozygous (Aa) in an individual

MQ : mapping quality (Root Mean Square of the mapping quality of the reads across all

samples)

MQO : mapping quality zéro (Total count across all samples of mapping quality zero

reads)

MQRankSum : The u-based z-approximation from the Mann-Whitney Rank Sum Test for

mapping qualities (reads with ref bases vs

QD : Qualitybydepth (Variant confidence (given as (AB+BB)/AA from the PLs) /
unfiltered depth)

ReadPosRankSum : The u-based z-approximation from the Mann-Whitney Rank Sum
Test for the distance from the end of the read for reads with the alternate allele; if the

alternate allele is only seen near the ends of reads this is indicative of error)

Pour estimer le taux de faux positif VariantRecalibrator se base sur le Ti/Tv calculé a partir
du jeu de SNP sources.

SNP « nouveaux » = absents dans le set connu

SNP « nouveaux » communs avec la tranche

précédente .
Faux-positifs

Ti/Tv truth
1.593 90

1.552 99

1534 99.9| @ Cumulative TPs
B Tranch-specific TPs
®E Tranch—specific FPs
1532 100 @ Cumulative FPs
[ I I T 1
0 200 400 600 800

Number of Novel Variants (1000s)

Xl






Annexe 11 : Parametres du Blast

Ci-dessous les parametres utilisé pour la recherche d’homologies entre les contigs issus de
I’assemblage et les banques de biomolécules

program blastx
database nr
format xml

max_target seq 1

evalue 10
max_thread 24
task megablast

num_seq_by batch 8

X1
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Annexe 12

€€es.

ma

EBE

EC1E
EC2E
EC3E
EC4R
EC5E
EC6R
EC7E
EC8E
ECOR
EC103
ES1E
ES2[
ES3R
ES4R
ES5R
ES6R
ES7R
ES8H
ESOR
ES10E

Totall

Génomeld Transcriptomel®

Number of Number of ZMM%NM% f Number of Total ) Uﬂmme%m Zkﬂwmmgo* Number of Total ) uﬂwmw%%m
sequences clean sequences on unmapped sequences in sequences  sequences on unmapped sequences in sequences
produced sequences Bix623 sequences mapping on Bix623 Bix623 sequences mapping on Bix623
74 685 206 59 684 868 12 677 204 8 484 642 21 161 846 0,21 7481 927,00 29190 308,00 36672 235,00 0,13
13 964 604 11 709 228 8174 123 2 646 205 10 820 328 0,70 8 665 388,00 223707500 10902 463,00 0,74
14 160 830 11673 784 8 465 157 2216 851 10 682 008 0,73 8397 274,00 2356872,00 10 754 146,00 0,72
17 602 144 14 584 298 9833 742 3324 202 13 157 944 0,67 10283 192,00 2992805,00 13275997,00 0,71
32 392 258 25 676 856 17 600 874 6 041 842 23642 716 0,69 19383 238,00 4785078,00 24168 316,00 0,75
17 687 474 14 892 452 10 364 752 3177 937 13 542 689 0,70 11 150 381,00 2816161,00 13966 542,00 0,75
15123 618 13 061 366 9 326 438 2 460 260 11 786 698 0,71 9526 742,00 2710787,00 12237529,00 0,73
17 464 510 14 523 304 10 577 362 3104 494 13 681 856 0,73 11 263 576,00 2656 031,00 13919 607,00 0,78
18 401 652 15646 612 11 457 508 3028 294 14 485 802 0,73 11999 009,00 2787 542,00 14 786 551,00 0,77
12 928 506 11 204 356 8 184 129 2 466 066 10 650 195 0,73 8914 281,00 1905296,00 10819577,00 0,80
15010 978 12 567 332 9 204 396 2267 193 11 471589 0,73 954038500 2245861,00 11786 246,00 0,76
40 358 128 30 370 250 8 439 224 2972 297 11411521 0,28 5516 469,00 8876 329,00 14 392 798,00 0,18
34 311 484 25 703 080 8 538 785 1445021 9 983 806 0,33 4932397,00 906926500 14 001662,00 0,19
31895 582 24 206 348 14 468 449 3263940 17 732 389 0,60 13011 663,00 5757 495,00 18769 158,00 0,54
44 022 420 34 503 830 23 047 327 6 999 335 30 046 662 0,67 24 417 650,00 6505877,00 30923527,00 0,71
33 647 652 25032 330 9 342 068 1727 413 11 069 481 0,37 6 306 859,00 6100552,00 12407 411,00 0,25
22 842 200 16 907 662 10 432 892 4026 844 14 459 736 0,62 11673 548,00 2911168,00 14584 716,00 0,69
27 979 502 21130 074 13182191 4747 676 17 929 867 0,62 15194 662,00 3122040,00 18316 702,00 0,72
41112 046 31421128 21518 630 6 386 348 27 904 978 0,68 24191 256,00 4471042,00 28662 298,00 0,77
41136 624 32 336 958 17 416 856 5460 412 22 877 268 0,54 18 648 494,00 6 318099,00 24 966 593,00 0,58
44 522 898 34 576 798 22 398 264 5775 224 28 173 488 0,65 21961 834,00 7052601,00 29 014 435,00 0,64

6112503160 481A12®14R 264H503871R 822296 346B72B67R @ 262A602250R 116@B68284x 37928309 @
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Annexe 13 : Filtres appligués aux alignements

Le Filter (De Mita, 2012) permet d’éliminer toutes les séquences qui ont trop de données
manquantes. Le script se base sur un ratio. Si ce ratio est égal a 0.5, toutes les séquences
qui ont moins de 50% de données exploitables de la séquence qui en posséde le plus dans
I’alignement vont étre éliminées. Le filter a été appliqué sur un jeu de séquences déja
filtrées, c’est a dire dont le nseff=0 ou Iseff=0. Pour faciliter 1’avancement, le ratio a été

arbitrairement établi & 1.0.

Pour garantir la juste valeur des estimateurs nous avons jugé optimal de conserver les
séquences dans lesquelles au moins 100 bases exploitables sont disponibles et les

alignements contenant au moins 12 séquences par population (cultivée et sauvage).

Suite a un probléme logiciel nous avons pris la décision d’éliminer les séquences propres a

I’outgroup, notées @999.

XV






Annexe 14 : Tableau récapitulatif des différents estimateurs en fonction du nombre de

simulations
10000 100000 1000000
3,35E-06 2,77E-06 3,43E-07 Min
6,90E-05 7,10E-05 6,71E-05 Q1
Theta 1,22E-04 1,43E-04 1,24E-04 Medianne
1,88E-04 1,84E-04 1,68E-04 Moyenne
1,96E-04 2,24E-04 1,93E-04 Q3
1,26E-03 2,52E-03 3,29E-03 Max
0,03644 0,001734 0,001401 Min
0,40833 0,399448 0,407974 Q1
Size 0,51199 0,537226 0,554643 Medianne
0,48594 0,511272 0,525759 Moyenne
0,6243 0,636713 0,659326 Q3
0,84878 1,04381 1,14928 Max
0,001293 8,15E-05 2,14E-06 Min
0,015076 3,43E-02 3,03E-02 Q1
Date 0,038765 8,39E-02 7,13E-02 Medianne
0,065097 1,19E-01 9,94E-02 Moyenne
0,105082 1,57E-01 1,37E-01 Q3
0,248189 1,20E+00 9,30E-01 Max
0,0003809 1,45E-05 5,22E-07 Min
0,017361 2,69E-02 3,38E-02 Q1
Dur 0,0412001 6,33E-02 7,74E-02 Medianne
0,0549626 9,70E-02 1,12E-01 Moyenne
0,0679349 1,34E-01 1,57E-01 Q3
0,313768 8,96E-01 1,26E+00 Max
0,06131 0,000299  0,0008508 Min
0,44544 0,305888 0,367952 Q1
0,66557 0,53328 0,644165 Medianne
Strength
0,62658 0,523192 0,6391376 Moyenne
0,80553 0,737204  0,9071603 Q3
1,28975 1,06215 1,39529 Max
0,02114 0,008624 0,006689 Min
0,38659 0,33651 0,348839 Q1
Migr 0,54402 0,480809 0,48176 Medianne
0,51499 0,445422 0,458442 Moyenne
0,64955 0,565488 0,571126 Q3
1,58286 1,05334 1,34712 Max
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Annexe 14bis : Distribution des paramétres en fonction du nombre de simulation. En

rouge : 10 000, en orange : 100 000 et en vert : 1 000 000.
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tulatif des outli

Tableau récapi

Annexe 15

ivé

nucléotidique entre le compartiment sauvage et le compartiment cult

Q_Mﬁmm” Gene _.o”m“vmc_.m Cult_S Cult_theta Sauv_S Sauv_theta n:_._ﬂmmw,““ﬁ AnnotationdonctionnellefPhytozome)
Sb01g041880_1 pacid_1954168 221 0  0,00000 8 0,01020 0 Glucan@ndo-1,3-beta-glucosidase
Sb01g036770_1_pacid_1953538 118 0 0,00000 4 0,01022 0 DNAJ/HSP40

,m Sb02g000810_2_pacid_1955330 167 0 0,00000 6 0,01028 0 Tetratricopeptide@epeat(TPR)-containing@rotein-like

M Sb01g017180_1_pacid_1951380 132 0 0,00000 4 0,01071 0 Cytochrome@®450YP2Bubfamily

ﬂ Sb01g049250_1_pacid_1955068 522 0 0,00000 20 0,01080 0 Histone@4

m Sb10g026090_1_pacid_1984567 235 0 0,00000 9 0,01133 0 4IT|-@EhannelLC-7End@elatediproteinsdCLCBuperfamily)

3 Sb06g030180_1_pacid_1974068 191 0 0,00000 7 0,01152 0 Pas@'annotationdonctionnelle

m Sb10g025880_1_pacid_1984543 113 0 0,00000 3 0,01163 0 Putative@GDP-L-fucoseBynthase®2

] Sb09g001250_1_pacid_1979449 295 0 0,00000 8 0,01188 0 ReplicationFactorfA1,RFAL

m Sb03g013070_1_pacid_1961605 167 0 0,00000 7 0,01219 0 Putative@ectinacetylesterase

2 Sb03g034850_2_pacid_1963322 239 0 0,00000 12 0,01437 0 Auxinesponsefactor®

.m Sb06g011767_1_pacid_1971998 166 0 0,00000 7 0,01491 0 Auxinesponsefactor@

= Sb08g018190_2_pacid_1978619 128 0 0,00000 6 0,01657 0 GlucosidaseflitbetaBubunit-like@rotein
Sb03g034850_1_pacid_1963321 211 0 0,00000 14 0,01870 0 Auxin@esponseactorB@
Sb02g028520_1_pacid_1958072 183 0 0,00000 19 0,04547 0 Transportiransmembranaire
Sb03g046300_1_pacid_1964678 389 7 0,00542 1 0,00091 5,97  Pas@'annotationdonctionnelle
Sb10g000380_1_pacid_1982179 608 6 0,00285 1 0,00047 6,06 Pas@'annotationdonctionnelle

" Sb10g001970_1_pacid_1982376 2016 26 0,00364 4 0,00059 6,19 TransmembraneBroteiniinase

g Sb01g028160_1_pacid_1952455 1080 9 0,00262 1 0,00036 7,34 HOMEOBOX®ROTEINEEHomeobox-leucineipperiprotein®ROC3

3 Sb08g018160_1_pacid_1978615 1781 10  0,00186 1 0,00025 7,56  DNA@eplicationHicensingdactor,IMCM7&omponent

ﬂ Sb07g018030_1_pacid_1975826 515 20 0,01170 2 0,00150 7,81 Pas@i'annotation@onctionnelle

,.m Sb07g022480_1_pacid_1976265 678 8 000333 1 0,00042 7,88  PaslE'annotationdonctionnelle

..m Sb03g010140_1_pacid_1961248 840 8 0,00268 1 0,00034 8,00 PutativeN-amidino-scyllo-inosamine-4-phosphate@hosphatase

.w Sb09g002660_1_pacid_1979625 452 7 0,00450 0 0,00000 Sauv_SE@ Pas@'annotationdonctionnelle

& Sb07g027370_1_pacid_1976881 207 4 0,00553 0 0,00000 Sauv_SEMD 40SEibosomal@rotein®11Family@nember

m Sb08g022100_1_pacid_1979144 202 3 0,00419 0 0,00000 Sauv_SEE Aminocidibermeasedamily@rotein,Butative,Expressed

£ Sb02g025246_1_pacid_1957648 127 6  0,01332 0 0,00000 Sauv_SE@ CSLC2HcelluloseBynthasefdike)
Sb01g032850_1_pacid_1953043 332 9 0,00898 0 0,00000 Sauv_SEE MAPXKinase-activating@rotein@22orf5
Sb06g033430_2_pacid_1974456 138 6 0,01226 0 0,00000 Sauv_SEMD Plant@hosphoribosyltransferasef-terminal
Sb07g020440_1_pacid_1976005 225 5 0,00646 0 0,00000 Sauv_SE@D Paski'annotationonctionnelle
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Annexe 16 : Tableau récapitulatif des outliers détectés sur la base de la différenciation

entre le compartiment sauvage et le compartiment cultivé

Type'Outlier Géne Lor(\s:)eur Global_S Cult_S Sauv_S Kst AnnotationfonctionnelledPhytozome)
Sb10g021790_1_pacid_1984022 495 5 0 5 0,38383 Phosphatidylethanolamine-binding@®rotein
Sb01g008695_1_pacid_1950362 359 3 1 3 0,40240 PHOSPHATIDYLINOSITOLEB-KINASEETOR1
Sb07g020170_1_pacid_1975968 1154 26 1 26 0,40523  similaroBdenosine®'-phosphosulfate@eductase®
Sb03g031860_1_pacid_1962949 294 1 0 1 041353  similar@o@NA-binding@rotein®RAV1-like
Sb01g005600_1_pacid_1949973 137 2 0 2 0,41353  Replicationfactori®,Bubunit®FC3
Sb01g042486_1_pacid_1954238 203 1 1 0 0,41353  Pas@'annotationdonctionnelle
Sb01g040960_1_pacid_1954057 190 1 1 0 0,41538 Predictedfa2+-dependent®hospholipid-binding@rotein
Sb03g034720_1_pacid_1963305 401 1 1 1 0,41728 Pasi@l'annotation®onctionnelle
Sb01g042300_1_pacid_1954217 3151 24 19 22 042738  similartoMNup133@ucleoporindamily@rotein

KstiléverCI95%) SbO7g020260_1_pacid_1975978 916 3 3 2 0,42844  TyrosinelkinaseBpecificfor@ctivateddGTP-bound)®21cdc42Hs
Sb01g019560_2_pacid_1951677 101 4 4 4 0,43101 Predicted®@almodulin-binding@rotein
Sb01g008670_1_pacid_1950358 328 3 2 2 043293 NPH3Hamily@Bignal@ransducerctivity,@esponseltolight
Sb03g005050_1_pacid_1960609 532 17 16 16  0,43553 RNABINDINGEPROTEIN
Sb01g034790_1_pacid_1953284 221 2 2 1 0,43834 Pasil'annotation®onctionnelle
Sb01g039150_1_pacid_1953838 1502 9 4 8 0,48166  Pas@'annotationfonctionnelle
$b02g031590_1_pacid_1958442 449 6 6 6 0,51160 ProteindflinknownHunctiongDUF620)
Sb01g008680_1_pacid_1950359 408 1 0 1 053333 similar®ofransducinfamily@rotein
Sb06g021260_1_pacid_1973000 339 3 0 2 0,53571 similar®oEndochitinase@@recursor
Sb10g001710_1_pacid_1982342 815 2 1 1 0,55119  pectinesterase@ctivity
Sb03g035500_1_pacid_1963401 1522 4 0 3 0,62222 similaro®robablefindole-3-aceticicid-amidoBynthetase®H3.2

KstBlever|Cl:09%) SbO7g019816_1_pacid_1975917 300 4 0 2 083909  HISTONE-LYSINEIN-METHYLTRANSFERASE,BUVH
Sb02g023830_1_pacid_1957471 189 1 0 0 1,00000 MAPKK-RELATEDBERINE/THREONINEFPROTEINEKINASES
Sb03g044300_1_pacid_1964440 180 1 1 1 -0,07714 Pasil annotationlonctionnelle
Sb10g030010_1_pacid_1985069 1475 1 1 1 -0,07714 Protein®flinknownFunction{DUF1668)
Sb08g003850_1_pacid_1977578 226 1 1 1 -0,07714 PaslEl'annotation@onctionnelle
Sb10g001590_1_pacid_1982330 112 4 4 3  -0,06469 Pas@'annotationdonctionnelle
Sb02g004470_1_pacid_1955804 290 1 1 1 -0,06465 Polyadenylate-binding@roteindRRMBuperfamily)
Sb02g039810_1_pacid_1959473 196 4 4 4  -0,06465 TREHALOSE-6-PHOSPHATEBYNTHASE,BimilartoBister®famosa®
Sb10g029270_1_pacid_1984979 108 1 1 1 -0,06465 porphobilinogenBynthasedEC:4.2.1.24]
Sb09g019420_1_pacid_1980757 323 1 1 1  -0,06009 3'-5'EXONUCLEASEERI1-RELATED
Sb01g009240_1_pacid_1950432 120 1 1 1 -0,06009 MomaindfiinknownFunctiondDUF2828)
Sb07g027795_1_pacid_1976930 532 1 1 1 -0,05682 [HYPOXIA-INDUCIBLEFACTORAGALPHAANHIBITOR-RELATED
Sb04g000807_1_pacid_1964940 464 1 1 1 -0,05610 ATP-DEPENDENTEHELICASEBMARCA-RELATED
Sb01g001660_1_pacid_1949484 118 1 1 1 -0,05610 Late@®mbryogenesis@bundantBrotein
Sb04g006475_1_pacid_1965668 750 3 3 3 -0,05556 SERINE-THREONINEERPROTEINEKINASE,®PLANT-TYPE
$b10g002850_1_pacid_1982485 534 1 1 1 -0,05238 Earlyfodulin®3ENODI3mrotein
Sb10g023660_2_pacid_1984273 140 8 8 8 -0,05082 Pas@i'annotationdonctionnelle
Sb01g017900_1_pacid_1951469 288 1 1 1 -0,05000 PaslE'annotationonctionnelle
Sb04g030210_1_pacid_1967778 234 1 1 1 -0,05000 SERINE-THREONINEE@PROTEINKINASE,®PLANT-TYPE
Sb09g030970_1_pacid_1982152 277 1 1 1 -0,04991 Pas@'annotationfonctionnelle
Sb04g015850_1_pacid_1966326 460 1 1 1 -0,04991 PaslE'annotation@onctionnelle
Sb01g044505_1_pacid_1954475 457 1 1 1 -0,04991 PaslEl'annotationonctionnelle

KstRaibledICI99.9%) Sb03g046530_1_pacid_1964706 646 1 1 1 -0,04853 Protefnﬁbﬂﬂmknownﬁfunct?on@DUFGEvO)
Sb04g023430_1_pacid_1966926 216 2 2 2 -0,04762 Protein®flinknownFunctionfDUF3537)
Sb03g010900_1_pacid_1961336 414 1 1 1 -0,04744 Tetratricopeptide@epeat
Sb04g006763_1_pacid_1965708 119 4 4 3 -0,04708 Mitochondrial/chloroplast@ibosomalBroteind12
Sb06g032530_1_pacid_1974351 129 4 4 4  -0,04656  Pas@i'annotationdonctionnelle
Sb06g018146_1_pacid_1972600 325 3 2 3 -0,04613 Protein®flinknown@unctiondDUF3537)
Sb02g025080_1_pacid_1957626 236 2 2 2 -0,04541 AP2-likefactor, ANTHineage
$b00115012840_1_pacid_1949078 108 1 1 1 -0,04498 Pollen®roteinsile®Adike
Sb02g005713_1_pacid_1955975 166 1 1 1 -0,04433 CENTROMERE-BINDING®ROTEINE,BP-1
Sb01g007970_1_pacid_1950267 747 3 3 3 -0,04396 Kinesin-likeprotein
Sb03g044720_1_pacid_1964491 842 1 1 1 -0,04211 Protein®flinknownFunctiondDUF3754)
Sb03g008420_1_pacid_1961049 546 1 1 1 -0,04211 Pas@'annotationdonctionnelle
Sb02g004530_1_pacid_1955814 416 1 1 1 -0,04211 PENTATRICOPEPTIDEREPEAT-CONTAININGEPROTEIN
$b01g043030_1_pacid_1954307 1030 1 1 1 -0,04042 beta-glucosidasefEC:3.2.1.21]
Sb08g023067_1_pacid_1979282 350 1 1 1 -0,03963 Phosphoribulokinasef@ridinefinasefamily
Sb03g009000_1_pacid_1961114 393 1 1 1 -0,03947 Proteindnvolveddn®@acuolarBroteinBorting
Sb06g025850_1_pacid_1973544 515 17 17 17 -0,03871 RINGFINGERPROTEINR4-RELATED,®incinger,L3HCARypeARINGHinger)
Sb07g028156_1_pacid_1976974 600 1 1 1 -0,03639 Pas@'annotationfonctionnelle
Sb07g028945_1_pacid_1977069 194 1 1 1 -0,03639 CENTROMERE-BINDING®ROTEINE,BP-1
Sb10g005920_1_pacid_1982877 301 1 1 1 -0,03597 UDP-glucuronate®-epimerasefEC:5.1.3.6]
Sb03g041430_1_pacid_1964098 308 1 1 1 -0,03534 responsefoBtress
$b04g007940_2_pacid_1965860 122 1 1 1 -0,03518 PROTEIN®PHOSPHATASE®PP2AREGULATORYBUBUNITEB
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Type'Ou Geéne Cult_S Cult_Tajima_D Sauv_S Sauv_Tajima_D AnnotationdonctionnellefPhytozome)

Sb08g017420_ 1 pacid, 1978528 233 7 3,39 2 1,55 Pasil annotationdonctionnelle
Sb07g024910_1_pacid_1976574 1233 40 -2,57 48 -1,58 Centromere-associated@roteinfHEC1

" Sb04g027920_1_pacid_1967489 1497 8 -2,17 22 2,76 similar@ofhromosomeBtructural@naintenanceBrotein-like

< Sb01g040750_1_pacid_1954036 2461 23 -2,15 35 -1,84 similar@o@Beta-galactosidase®@precursor, BETA-GALACTOSIDASERELATED

M Sb03g025230_1_pacid_1962106 1735 7 -2,12 11 0,65 cellRommunication,Broteininding,Bbhosphoinositideiinding

5 Sb07g026870_1_pacid_1976822 276 7 22,12 9 22,24 similar@o@xysterol-bindingrotein-like

,.ﬂmq Sb07g004890_2_pacid_1975188 695 9 -2,10 17 1,54 EnRNARXxportiroteindcontains@VD40@epeats)

3 Sb03g009560_1_pacid_1961181 668 31 -2,07 28 0,73 similar@o@IFS18@proteinGrecursor

L] Sb02g030180_1_pacid_1958280 458 6 -2,05 8 -1,28 Pas@'annotationdonctionnelle

“m Sb01g040950_1_pacid_1954056 1078 5 -1,97 6 -0,31 SERINE-THREONINE@PROTEINEKINASE,®PLANT-TYPE
Sb01g047830_1_pacid_1954898 1624 12 -1,97 16 -0,69 ProteinBhosphatase®C/pyruvate@lehydrogenaseflipoamide)®hosphatase
Sb03g038260_1_pacid_1963731 1481 14 -1,96 21 0,40 Endoplasmiceticulum@esicle®ransporter
Sb02g027070_1_pacid_1957895 1252 24 -1,93 31 0,09 phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide@ynthasedEC:6.3.2.6]
Sb03g026160_1_pacid_1962232 2995 8 -1,91 20 -0,92 HEATRepeat
Sb10g025520_1_pacid_1984501 1413 8 -1,91 6 -1,55 Berine@arboxypeptidase®28
Sb05g018936_1_pacid_1970307 2650 34 3,02 37 -0,04 Pasiil annotationdonctionnelle
Sb05g019560_1_pacid_1970374 666 10 3,03 10 1,39 protein-phycocyanobilindinkage,@peT/CpcTHamilydDUF1001)

9 Sb04g034590_1_pacid_1968303 2146 34 3,04 34 3,12 TETRATRICOPEPTIDE-LIKEEHELICAL

m Sb07g028660_1_pacid_1977035 2035 54 3,04 54 -0,58 similar®o@PutativeBignal@ransducer@nd@ctivator®f@ranscriptiondnteracting@rotein

<} Sb03g007100_1_pacid_1960870 1276 39 3,04 42 2,44 Pas@'annotationdonctionnelle

.m Sb01g008430_1_pacid_1950329 2319 20 3,05 23 1,59 EMAPKK-RELATEDBERINE/THREONINEEPROTEINEKINASES

m Sb07g020350_1_pacid_1975991 376 18 3,08 19 2,71 Protein®flinknown#unctiongDUF3353)

& Sb01g018570_1_pacid_1951552 1177 15 3,11 15 1,02 DNAReplicationdactor@ DT 1ike

m Sb02g038560_1_pacid_1959309 254 14 3,12 15 2,25 similar®o@Glucosyltransferase@S10a-like,VDP-glucuronosyl@nd@ DP-glucosyl@ransferase

I|. Sb08g019120_1_pacid_1978748 2311 26 3,12 32 0,73 similar®oMiacylglycerolXinasel,Butative,@xpressed,@iacylglycerolXinase

% Sb08g006680_1_pacid_1977924 602 14 3,17 15 2,09 similar@oiG|utathione@-transferasefGSTA8,@Glutathione®-transferase

o Sb01g033670_1_pacid_1953154 1154 25 3,19 30 2,02 similar@o@Nodulin-like@rotein,EamA-like®ransporterdamily
Sb02g020320_1_pacid_1957074 1693 23 3,20 25 1,68 similar@o®Ferrochelatase, FERROCHELATASE
Sb09g024790_1_pacid_1981409 888 24 3,21 27 2,26 Pas@l'annotation®onctionnelle
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X
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Type@l'Outlier Géne Longueu Cult_Tajima_ Sauv_Tajima Function_Phytozome_DP
(bp) D D
Sb10g002600_1_pacid_1982453 442 8 0,86184204 8 -2,4691436 SERINE-THREONINEERPROTEINZKINASE,®PLANT-TYPE
Sb04g025090_1_pacid_1967133 1548 27 1,85904206 26  -2,4556306 similar®oR6S@roteasomelhon-ATPaselegulatory@Bubunit®
» Sb04g034260_1_pacid_1968266 1394 3 -1,4405932 16 -2,4524957 similar@o@itochondrialhosphatefransporter
mo Sb01g019280_1_pacid_1951638 1393 2 -0,7683224 20 -2,4511209 similaroMalate@ehydrogenase,@ytoplasmic
m Sb02g022770_1_pacid_1957335 1217 0 Cult_S=0 19  -2,4393262 similar@o@Probable@rotein@rgininefN-methyltransferasell
% Sb10g027690_1_pacid_1984776 1986 1 0,35109766 15 -2,4245896 similar@o@Putative@xternal@otenone-insensitiveANADPH@Iehydrogenase
a Sb03g014460_1_pacid_1961747 3481 1 1,02588309 18  -2,4243451 similaro@Putative@HASTY
”m Sb08g006220_1_pacid_1977864 1917 1 0,35195258 18  -2,4242537 similar@odeafbladeless1
@ Sb10g029170_1_pacid_1984966 1030 2 -0,7685046 22 -2,4146142 similar®o®-phosphoinositide-dependentproteintkinase-1-like
“m Sb08g012560_1_pacid_1978176 10996 14  -0,9118762 63 -2,4137867 Domain®flUnknownFunctiondDUF913)
© Sb01g019420_1_pacid_1951656 1249 1 -0,5915097 17  -2,4130498 Uncharacterized®onserved@rotein
& Sb09g024840_1_pacid_1981414 2019 3 -0,8754998 21 -2,4045382 similar@oFerredoxin-sulfiteeductaserecursor
e Sb01g035380_1_pacid_1953367 1531 2 -0,7678053 16  -2,3968325 UDP-glucose@-epimerasefEC:5.1.3.2]
Sb04g020560_1_pacid_1966576 1558 2 -0,7684918 20 -2,3911433 ubiquitin-likeBnodifier-activating@nzyme®
Sb01g018130_1_pacid_1951497 3786 9 -1,2485631 24 -2,3871724 NA
Sb10g030030_1_pacid_1985072 573 8 0,21677303 7 2,84195213 NADH-UBIQUINONEEDXIDOREDUCTASE@B22BUBUNIT
Sb01g049210_1_pacid_1955063 885 12 -0,6401892 15 2,84576487 Pas@i'annotation@onctionnelle
g Sb10g026530_1_pacid_1984618 371 12 0,79229371 12 2,84966204 SERINE-THREONINE@ROTEINEKINASE,®PLANT-TYPE
m Sb01g038660_1_pacid_1953776 1215 23 -0,6482171 24 2,86527477 similar@o®Phosphatidylinositol@ransferirotein,@xpressed
2 Sb06g021200_2_pacid_1972994 220 10 0,91585914 9 2,87493551 Pasii'annotationdonctionnelle
m Sb06g029910_1_pacid_1974036 521 3 0,84866309 12 2,87819029 Pas@'annotation@onctionnelle
m Sb01g048100_1_pacid_1954929 299 11 2,44962866 10 2,88018962 Bimilar&oiThitinlicitor-binding@rotein@recursor
..m Sb04g034830_1_pacid_1968335 4249 33 2,80871925 33 2,88134864 similar@o@Putative@nyosintheavyihain
ﬁm Sb03g045040_1_pacid_1964530 286 8 1,21393349 8 2,88193103 PsbP-relatedihylakoiddumenaliroteini;
= Sb09g004830_1_pacid_1979904 569 16 1,85251393 15 2,92853221 oxidoreductaseRctivity,Bcting®n&thefH-CHEroup®f@onors
le Sb09g026150_1_pacid_1981569 1648 50 0,68105717 52 2,96780172 PHOSPHOFRUCTOKINASE
W Sb05g000790_1_pacid_1968875 489 9 2,98230113 9 2,97310053 Double-stranded@®NADinding@notif
Sb01g010830_1_pacid_1950642 1276 21 2,7171852 21 3,03072457 similar@oBeta-glucosidase
Sb04g034590_1_pacid_1968303 2146 34 3,03898431 34 3,11785135 TETRATRICOPEPTIDE-LIKEGHELICAL
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Annexe 19 : Hllustrations d’accessions étudiées au cours du projet, mise en évidence du

caractere atypique d’1S14719
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Résumé :

L’optimisation de la gestion de la diversité et de I’efficacité de la sélection repose sur une meilleure
connaissance des facteurs génétiques et des forces évolutives affectant la variabilité des caractéres
d’intérét agronomique et adaptatif. En parallele des approches de génétique quantitative et
moléculaire, une approche évolutive basée sur I’analyse de la diversité nucléotidique permet
d’identifier les régions portant des signatures des événements de domestication ou d’adaptation a
des contraintes naturelles.

En définissant le scénario le plus probable d’évolution du sorgho a I’aide de données moléculaires
issues de la portion exprimée du génome d’un échantillon de 20 individus représentatifs de la
diversit¢ mondiale, on prend en compte I’influence des phénoménes démographiques sur
I’évolution neutre des génes ce qui permet d’identifier ceux présentant des profils de diversité
divergents des attendus neutres.

Le modele de domestication estimé a partir de 200 000 polymorphismes répartis sur environ 15 000
geénes permet d’approximer la date de domestication du sorgho & 5600 ans avant le présent, résultat
en accord avec les autres études sur le sujet. Le modéle sur lequel on s’appuie, permet également
I’estimation de I’expansion de la population ayant subi le goulot d’étranglement de force et de
durée en accord avec les données de la littérature. La reconstruction de I’histoire évolutive du
sorgho nous a permis d’identifier les génes potentiellement impliqués dans le processus de
domestication.

Ainsi, grace a I’analyse de I’indice de différenciation Kst entre les compartiments sauvage et
cultivé, 64 génes présentant des différenciations extrémes par rapport aux attendus neutres ont été
détectés. Parmi eux, on trouve des génes intervenant dans le contrdle de la croissance cellulaire, de
la réponse aux nutriments et aux facteurs de croissance et dans la réponse aux stress.
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Abstract:

Optimization of genetic diversity management in terms of conservation and breeding purposes
relies on an in-depth understanding of the genetic factors and evolutionary forces acting on the
variability of the traits of adaptive and agronomic interest. In synergy with the quantitative and
molecular genetic approaches, evolutionary approaches based on the analysis of patterns of
nucleotide diversity allows identifying genomic regions harboring molecular signatures of
domestication and adaptation.

Through the definition of the most likely history of cultivated sorghum based on sequence diversity
information from 20 accessions representatives of the sorghum worldwide diversity, demographic
events which have affected the evolution of sorghum genes are taken into account to identify non
neutral genes (i.e. domestication or adaptive genes).

The domestication model developed, based on 200 000 polymorphisms identified on around 15 000
genes, allowed to estimate a domestication event around 5600 years BP, this result being in
accordance with previous estimations. Bottleneck strength, importance of cultivated population
expansion and bidirectional migration rate were also evaluated and allowed to reconstruct sorghum
history. This information was then used to identify genes potentially involved in the domestication
process or of adaptive importance.

As an example, the analysis of the differentiation [between the| cultivated and wild pools allowed
the identification of 64 genes harboring non neutrafdiversity patterns. It is interesting to note that a
significant part of them is involved in cellular growth control, responses to nutrient availability,
growth factors or abiotic and biotic stress.
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