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Resume

L’exploitation de la variation clonale est une des voies d’amélioration utilisée chez un grand
nombre de plantes d’intéréts agronomiques telles que la pomme de terre, le café et la vigne. En effet,
aprés plusieurs cycles de reproduction végétative, des caractéristiques agronomiques stables
apparaissent donnant naissance a une diversité phénotypique remarquable appelée « diversité
clonale ». Chez la vigne, cette diversité clonale est d’une importance majeure pour les viticulteurs
puisqu’elle permet une amélioration variétale sans changer d’identité de cépage en conformité avec la
réglementation fixée par les Appellations d'Origine Protégée.

L’hypothése la plus parcimonicuse expliquant cette diversité phénotypique clonale est
I’accumulation de mutations somatiques au cours des cycles de reproduction végétative. L’objectif de
cette thése a été de dresser un panorama le plus exhaustif possible des différents polymorphismes
moléculaires entre les génomes de plusieurs clones. Dans un premier temps, trois clones de Pinot ont
été séquencés par la technique 454 GS-FLX puis, dans un second temps 11 clones de quatre cépages
ont été séquencés avec la technique Illumina HiSeq 2000. Afin d’analyser la grande quantité¢ de
données obtenues, nous avons construit un pipeline d’analyse (Bacchus pipeline) permettant
d’identifier tous les types de polymorphismes moléculaires entre les différents génomes.

Nos résultats permettent pour la premicre fois de réaliser un inventaire exhaustif des
polymorphismes moléculaires dans un contexte de multiplication végétative. L’ensemble des
mutations polymorphes entre deux clones a pu étre identifié : SNPs, indels (2,5 SNPs et 11,5 indels
par Mb en moyenne) ainsi que des variations d’ordre structural (larges insertions ou dé¢létions)
représentant la classe de mutations la plus fréquente (129 événements par Mb entre deux clones en
moyenne). Afin d’évaluer le polymorphisme d’insertion généré par ces éléments nous en avons étudié
quatre par une approche S-SAP sur plusieurs niveaux de diversité (inter-especes, inter-cépages, inter-
clones et entre plusieurs tissus d’un méme individu). L analyse phylogénétique au niveau des espéces
est conforme a celle réalisée avec d’autres types de marqueurs moléculaires (SSR, SNP). Cependant,
une forte instabilité de ces insertions a ¢été confirmée entre les clones et entre les tissus d’un méme
d’individu.

L’identification des clones par une méthodologie moléculaire serait d’une grande importance
pour la filere. Nos résultats indiquent que les mutations les plus pertinentes pour la mise en place
d’une méthodologie d’identification des clones sont les mutations de types SNP et petits indels qui

sont certes moins fréquentes que les variations structurales mais plus stables.
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Glossaire

454 : Séquenceur nouvelle génération développé par la société Roche

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism

ANRT : Association Nationale de la Recherche et de laTechnologie

AOC : Appellation d’Origine Contrélée

AOP : Appellation d’Origine Protégée

ARN : Acide RiboNucléique

BAC : Bacterial artificial chromosome

BAM : Fichier SAM compressé

CNV : Copy Number Variation

CTPS : Comité Technique Permanent de la Sélection des plantes cultivées

EMS : EthylMéthyl Sulfonate

FAO : Food and Agriculture Organization

FASTA : Format de fichier contenant les informations de séquences

FASTQ : Format de fichier contenant a la fois les informations des fichiers Fasta et Qual
Gb : Gigabases (10’ bases)

GFF : Format de fichier contenant des informations d’annotation ou de polymorphisme
IFV : Institut Francais de la Vigne et du Vin

IGP : Indication Géographique Protégée

[llumina HiSeq 2000 : Séquenceur nouvelle génération développé par la société Illumina
INAO : Institut National de I'Origine et de la Qualité

Indel : Insertion ou délétion

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

Kb : Kilobases (10° bases)

LTR : Long Terminal Repeat

M : Mole

Mb : Mégabases (10° bases)

NGS : New generation sequencer

OIV : Organisation Internationale de la Vigne et du Vin

Pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

QUAL : Format de fichier contenant les informations de la qualité des séquences
SAM : Format de fichier contenant les informations de séquences alignés

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

S-SAP : Sequence-Specific Amplification Polymorphism

SSR : Single Sequence Repeat

TE : Transposable Element

VATE : Valeur Agronomique, Technologique et Environnementale
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Avant-propos

La vigne (Vitis vinifera L.) est I’'une des plus importantes especes fruitieres cultivées
dans le monde. Avec une production totale de raisins estimée, en 2009, a 67 millions de
tonnes pour une valeur économique de 32 milliards de dollars (statistiques F.A.O), la vigne
est la 14°™ culture d’importance économique au niveau mondial alors qu’elle ne représente
seulement que 0,5% des terres cultivées. La majorité de la production de la vigne (71%) est
transformée en vin, produit a haute valeur ajoutée possédant une symbolique gastronomique
religieuse et sociale qui n’a pas son pareil. La France se situe a la deuxieme place au niveau
mondial en terme de production vinicole aprés I'ltalie avec une production de 41 millions
d’hectolitres. Les vins francais sont la référence internationale de par leur typicité, leur qualité

et leur histoire.

La vigne Vitis vinifera L. est cultivée depuis 1’ Antiquité et comprend plus de 6000
variétés, dont les plus anciennes seraient agées de centaines, voire de milliers d’années. La
multiplication végétative, qui fait partie du processus de domestication de nombreuses
especes, a permis trés tot de multiplier des cépages sélectionnés pour leurs caractéres
d’intéréts agronomiques. Tout en conservant la typicité et I’identité du cépage, les individus
multipliés ont acquis au fil du temps une certaine originalité phénotypique donnant naissance
a une diversité clonale remarquable. La diversité clonale est d’une importance majeure pour
les viticulteurs. La réputation des cépages ainsi que la réglementation fixée par les A.O.P.
(54% des domaines) contraignent les viticulteurs a conserver ’identité du cépage implanté
dans leur domaine. La diversité clonale est alors généralement le seul moyen leur permettant

d’accéder a de la diversité végétale.

L’objectif de cette thése est de comprendre 1’origine de la diversité phénotypique
clonale. L’hypothese la plus vraisemblable expliquant cette diversité phénotypique clonale est
I’accumulation au cours du temps de mutations somatiques. Nous avons dressé un panorama
le plus exhaustif possible des différents polymorphismes moléculaires impliqués dans cette

diversité. L’étude de la fréquence et de la stabilité¢ de ces mutations somatiques permettra de






définir des stratégies en vue de la mise en place d’une méthodologie d’identification et de

sélection des clones.

Ma thése a débuté en décembre 2009 a 'UMT Génovigne®, unité qui regroupe une
partie du pole végétal de I'lFV (Institut Francais de la Vigne et du Vin) et une partie de
I’équipe DAVEM (Diversité et Adaptation de la Vigne et des Espéces Méditerranéennes) de
I’INRA (UMR AGAP) et de Montpellier SupAgro. Elle a été financée par une bourse CIFRE
(IFV, les partenaires de la sélection clonale) et par ’ANRT (Association Nationale de
Recherche et Technologie). Elle a été co-encadrée par Patrice This, Jean-Michel Boursiquot et

Loic Le Cunff.
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Figure 2 : Hypotheses de spéciation des especes du genre Vitis durant la derniere
glaciation (d’apres Peros ef al., 2010).
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I-La vigne

La vigne traditionnellement cultivée appartient a 1’espéce Vitis vinifera L. C’est une
espece a vocation agronomique remarquable, chargée d’histoire et de symboles, et offrant une

diversité exceptionnelle (This ez al., 2006).

1. 1-Taxonomie et utilisation de la vigne

La vigne appartient a la famille des Vitaceae (The Angiosperm Phylogeny Group, 2009)
qui comporte 17 genres (Figure 1), parmi lesquels le genre Vitis qui signifie « baguette
courbée » en grec ancien (Gaffiot, 1934). D’apres Péros et al. (2010), I’origine du genre Vitis
est située en Eurasie et il s’est ensuite étendu vers 1’Ouest sur le continent américain. La
séparation des continents et les périodes de glaciations successives du pléistocene, ont alors
provoqué 1’isolement de populations qui a conduit a des événements de spéciations (Figure 2 ;
Péros et al., 2010). Le genre Vitis est en fait composé de deux sous-genres (Euvitis et
Musacadinia) sur la base des caractéres morphologiques et anatomiques (Galet, 1993) ainsi
que de leur garniture chromosomique : 2n=40 pour Muscadinia et 2n=38 pour FEuvitis
(Bouquet, 1982). Le sous-genre Muscadinia comprend deux especes (Muscadinia popenoei,
et Muscadinia rotundifolia) originaires du Mexique et du Sud-Est des Etats-Unis. Seule
I’espece Muscadinia rotundifolia est cultivée. Cette espece est d’un grand intérét pour les
programmes d’amélioration végétale. En effet, elle présente des niveaux de résistances
¢levées a un tres grand nombre de maladies telles que le mildiou et I’oidium (Bouquet, 1982).
Le sous-genre Euvitis comprend une soixantaine d’especes diploides dont Vitis vinifera L. Ces
especes, malgré la spéciation, sont restées inter-fertiles. Elles sont classées selon leurs
origines géographiques (Figure 1 ; Galet, 1988)) : 1) les vignes américaines, utilisées en
particulier depuis la crise phylloxérique comme porte-greffes ou en croisement avec Vitis
vinifera L. (Levadoux, 1956) ; 2) les vignes asiatiques notamment 1’espece Vitis amurensis
qui est utilisée dans les programmes d’amélioration pour sa tolérance au froid (Olmo, 1976) ;
3) la vigne euro-asiatique, Vitis vinifera L. qui regroupe I’ensemble des cépages cultivés, de
cuve et de table appartenant a la sous espece Vitis vinifera subsp. vinifera, ainsi que les vignes

sauvages de la sous espece: Vitis vinifera subsp. sylvestris.
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6:Carpelles

7:Pistil avec calypre
8:Sortie du calypre

Figure 4 : Cep de vigne cultivée présentant I’assemblage porte-grefte / greffon.
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1.2-Description botanique

Vitis vinifera L. est une plante pérenne a port grimpant. Les feuilles ont une distribution
alterne et sont pétiolées avec cinq nervures principales. Elles possédent un sinus pétiolaire et
sont plus ou moins découpées, constituées d’un ou plusieurs lobes. Les tiges lignifiées sont
appelées sarments ; ils peuvent atteindre une trés grande longueur et sont capables de se fixer
grace aux vrilles dont ils sont pourvus. Les fleurs sont a 5 pétales, petites, de couleur verte,
formant des inflorescences en grappe. Les fruits sont charnus et communément appelés baies

de raisin (Figure 3 ; Viala & Vermorel, 1910; Galet, 1993).

Depuis la crise phylloxérique dans les années 1870, le recours au greffage s’est quasiment
généralisé et un plant de vigne est désormais composé d’un porte-greffe, obtenu a partir
d’especes d’origines américaines, pour la partie racinaire et d’un cépage de Vitis vinifera L.

pour la partie aérienne (Figure 4 ; Legros, 1997).

1.3-Reproduction

La vigne peut se reproduire par voie sexuée ou par voie végétative (Viala & Vermorel,
1910). Pour maintenir les caractéres du cépage, la vigne cultivée est multipliée
essentiellement par voie végétative ou asexuée. La reproduction sexuée est utilisée pour la

création de nouveaux cépages.

1.3.1-Sexuee

La vigne cultivée est majoritairement hermaphrodite, a cycle reproductif long. 11 s’écoule
en général entre 3 et 5 années pour qu’un nouvel individu produise de nouveaux pépins. Le
mode de reproduction de la vigne n’est pas toujours bien déterminé. On suppose que la
pollinisation est principalement anémophile (Galet, 1993). La vigne -cultivée est
vraisemblablement a la fois allogame et autogame, bien que les individus issus
d’autofécondation soient en général peu viables (Levadoux et al., 1956). En effet, la vigne
présente une tres forte dépression de consanguinité et supporte généralement tres mal
I’autofécondation (Valleau, 1916). La reproduction sexuée a ¢été a 1origine de la
diversification variétale (Boursiquot & This, 1996), et a permis de générer de nouveaux
cépages. Ainsi par exemple, les croisements entre le Pinot et le Gouais ont donné naissance a

plus de 20 cépages, dont le Chardonnay ou encore le Gamay (Bowers ef al., 1999).
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Figure 5 : Différentes méthodes de multiplication végétative pour la vigne. A)
Marcottage, B) Greffage, C) Culture in vitro.
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1.3.2-Asexucée

A 1’état sauvage, la vigne peut se multiplier par voie végétative sous la forme de marcottes
(Figure 5). Une partie du sarment enterré va &tre capable de se bouturer et de régénérer un
nouveau systeme racinaire (Levadoux, 1956). En viticulture, la reproduction végétative est
tres utilisée car elle permet la multiplication et la conservation des différents cépages
sélectionnés. Elle permet également une homogénéité de culture et le maintien de la typicité
du cépage. Certains cépages tres anciens possédant des qualités particulieres ont ainsi pu étre

conserves. C’est le cas par exemple du Muscat a petits grains, de la Sultanine ou du Pinot.

Apres la crise phylloxérique, les procédés de multiplication comme le bouturage et le
marcottage ont ¢été¢ abandonnés pour étre remplacés presque exclusivement par le greffage
(Figure 5; Pouget, 1990). Celui-ci peut étre réalisé de plusieurs manieres : en fente, a
I’anglaise ou en oméga. De nouveaux procédés de multiplication par culture in vitro ont été
mis au point chez la vigne il y a une trentaine d’années (Bouquet et al., 1989). Ces techniques
sont peu utilisées par les pépiniéristes pour la multiplication dans la pratique. Cependant, c’est
un moyen efficace pour restaurer du matériel sain a partir de plantes malades que 1’on

souhaite sauvegarder.

1.4-Le génome de la vigne

Le génome de Vitis vinifera L. est composé de 19 paires de chromosomes (n=38). La taille
du génome est évaluée a 470 Mb (Séquencage PN40024, 12X), similaire a celle du peuplier
(485 Mb) et du riz (430 Mb) mais environ quatre fois plus importante qu’Arabodipsis
thaliana (125 Mb). La taille des chromosomes varie de 16,6 Mb pour le chromosome 17, a
29,7 Mb pour le chromosome 14. Actuellement, deux individus de Vitis vinifera L. ont été

séquencés avec une stratégie Whole Shotgun (Edwards & Caskey, 1991).

1) L’individu PN40024 par le consortium international Franco-Italien (Jaillon et al.,
2007), considéré comme la séquence de référence de la vigne, actuellement en version 12X

(12-Fev-2010 http://www.genoscope.cns.ft/).

2) Le clone Pinot noir ENTAV-INRA® n°115, séquencé par Velasco e al. (2007) en
6,4X.
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Figure 6 : Comparaison des régions paralogues entre 3 especes modeles : la
vigne (V. vinifera),le peuplier (P. trichicarpa) et l'arabette (A. thaliana).
(Jaillon et al., 2007).
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1+ Evénement de duplication/réarangement du génome

Figure 7 : Evénements de duplication et de réarrangement du génome chez les
especes végétales (Jaillon ef al., 2007).
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1.4.1-Le génome de référence de la vigne

L’individu PN40024 est issu de neuf générations d’autofécondation d’un Pinot noir.
Cependant, lors du 4éme croisement, du pollen issu du cépage Helfensteiner (issu d’un
croisement entre le Pinot et le Frankenthal) a vraisemblablement été utilisé (Jaillon et al.
2007). L’homozygotie de cet individu est évaluée a 97% et il a été séquencé essentiellement
par la technique Sanger (Edwards & Caskey, 1991). Les séquences obtenues ont é&té
assemblées en contigs puis en super contigs (scaffolds) et ordonnées en s’appuyant sur les
cartes génétiques (Adam-Blondon et al., 2004; Doligez et al., 2006). Dans sa derniére version
(12-Fev-2010) les scaffolds positionnés représentent 406 Mb. Les scaffolds non orientés (dit
random), ou un seul marqueur moléculaire a pu étre identifié sur les cartes génétiques,
représentent 31 Mb. Le chromosome unknown, regroupe les scaffolds non situés dans le
génome, et représente 23 Mb. Les régions de connexions entre les scaffolds ont été indiquées
par un ajout empirique de nucléotide N. Ces régions représentent 10 Mb. Du fait de la
présence d’un grand nombre de séquences répétées dans les régions télomériques et

centromériques, ces régions ont été difficilement assemblées.

Le génome est composé de 32,8% de GC, 0,82% de CpG et 2,19 % de CnG. L’annotation
de la séquence a permis de prédire le nombre de génes contenus dans le génome de la vigne,
soit 23 346 genes prédits (19 mars 2010). On estime que le génome contient 6,3% de régions
codantes et 41% d’éléments répétés. L’annotation des éléments répétés a été faite a I’aide de
différents logiciels selon le type d’élément (Sputnik pour les SSRs, ReAS et RepeatMasker
pour les éléments transposables (Jaillon ez al., 2007)). On estime que le génome de la vigne
contient en moyenne 480 séquences microsatellites (SSRs) par Mb et est constitué d’au moins

17% d’éléments transposables (Jaillon ez al., 2007).

Le génome de la vigne comporte un grand nombre de régions paralogues (Figure 6),
résultat d’événements de polyploidisation. Ces résultats ont permis de déterminer que le
génome de la vigne provient d’un ancien polyploide constitué de trois génomes ancestraux
(hexaploide). Ce génome ancestral est également commun a 1’arabette (4. Thaliana) et au
peuplier (P. trichocarpa), et a la différence de la vigne, ceux-ci ont subi par la suite d’autres

événements de duplication/réarrangement (Figure 7).
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Figure 8 : Fresque sur la viticulture Egyptienne (tombe de Mererou-Ka, 2345 av.
JO).

Figure 9 : Représentations de Dionysos et Bacchus au cours du temps.
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1.4.2-Le génome du Pinot noir ENTAV-INRA® n°115

Les séquences ont été obtenues par séquencage de banques BAC en utilisant la méthode
de Sanger et la technologie 454-GS20. L’assemblage a permis de former 58 611 contigs dont
81% ont pu étre positionnés sur une carte génétique (Troggio et al., 2007). Le séquengage de
cet individu a permis d’avoir une idée de I’hétérozygotie de la vigne. Celle-ci est tres
importante, deux millions de SNPs environ ont été identifiés, ainsi qu’un million de petits
indels. Ainsi, environ 1 SNP toutes les 250 bases différencient les deux haplotypes du Pinot

noir n°115 (Velasco et al., 2007).

1.5-Histoire de la domestication de la vigne

Bien avant sa domestication, la vigne sauvage ¢tait exploitée par I’Homme. Celui-ci
cueillait et consommait directement le raisin (Mc Govern, 2003). La domestication de la vigne
serait apparue au cours du Néolithique (5000 a 6000 ans av. JC.) lorsque I’Homme se
sédentarisait et développait I’agriculture dans les régions du Sud du Caucase et du croissant
fertile (Mc Govern, 2003). A partir de ces régions, la viticulture va s’étendre au fil des
civilisations autour du bassin méditerranéen et au Moyen-Orient. Vers I’Est, en Asie, ce sont
les Perses et les Phéniciens qui propageront la vigne. Vers 1’Ouest, la viticulture s’implante en
Egypte (Figure 8) puis en Grece et en Italie ou les Romains la diffuseront a I’ensemble de la
Méditerranée. En Gaule, les premiers vignobles sont implantés par les phocéens a Massalia
(Marseille, 600 av. JC, (Dion, 1982)). Les Romains vont ensuite implanter la viticulture dans
le Languedoc et le couloir Rhodanien (125 av. JC.) avec le cépage Allobrogica, éventuel
ancétre du cépage Syrah ou encore le Biturca celte, hypothétique ancétre du Cabernet franc
(Levadoux, 1956). Ces données indiquent que les Romains pratiquaient déja une sélection des
meilleurs cépages qu’ils multipliaient de fagon végétative tout en maintenant dans certains cas
une multiplication sexuée. Portée par le christianisme, la viticulture va ensuite petit a petit se
répandre dans le monde entier. Les vignobles du Nouveau Monde (Amérique, Australie,
Afrique du Sud, Nouvelle Zélande) ont été établis dans un premier temps par les
missionnaires qui ont apporté des pépins issus de croisements (Boursiquot & This, 2000 ; This
et al., 2006) puis par les colons chrétiens durant les XVII et XVIIIeme si¢cles avec des

boutures (Royer, 1988). Aujourd’hui la vigne est cultivée sur les 5 continents.
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Figure 10 : Le phylloxera sous ses différentes formes. (Galles phylloxériques,
Photographie de droite).
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Au cours de la domestication, les Hommes ont sélectionné des caractéres agronomiques
leur permettant d’accroitre le rendement et la qualité du fruit. On suppose qu’un des premiers
caracteres a avoir été sélectionné est 1’hermaphrodisme permettant d’augmenter
significativement le rendement et la régularité¢ de production. D’autres caractéres comme la
vigueur, la tolérance aux pathogenes, la taille ou la couleur des baies, etc..., ont été au fil des
générations sélectionnés par I’Homme. Les meilleurs cépages sélectionnés ont été par la suite

maintenus et conservés par reproduction végétative.

Tout au long de leur Histoire, la vigne et le vin ont suscité de fortes considérations
symboliques et religieuses. Dans I’Egypte ancienne, la vigne et le vin auraient été apportés
par Osiris, chez les Grecs par Dionysos et chez les Romains par Bacchus (Figure 9). C’est
ensuite la religion Chrétienne, en associant le vin au sang du Christ, qui sera trés impliquée
dans la diffusion de la viticulture. Aujourd’hui, vin et viticulture restent chargés de nombreux
symboles sociaux, culturels et gastronomiques tout particulierement en France (Saint-Emilion,

inscrit au patrimoine Mondial de L’UNESCO en 1999).

1.6-Bouleversements modernes du vignoble

L’arrivée de 1’oidium puis du phylloxéra et du mildiou dans les années 1850-1870 en
provenance des Etats-Unis, a modifi¢ durablement la viticulture européenne (Legros, 1997).
Le phylloxera a détruit une grande partie du vignoble européen, et celui-ci a été reconstruit
sur la base de quelques cépages phares qui ont de ce fait supplantés les anciens cépages
aujourd’hui présents presque exclusivement dans les collections. Le phylloxera est un puceron
qui attaque principalement les racines de la vigne (Figure 10). Les especes américaines ayant
co-évolué en présence du puceron sont résistantes ou tolérantes a ses attaques. L’importation
des vignes américaines en Europe a provoqué la dissémination du phylloxera a la vigne
européenne sensible, entrainant jusqu’a 50% de perte du vignoble frangais en 1876 (Legros,

1993). La viticulture et les cépages européens auraient alors pu disparaitre.

Pour lutter contre le phylloxera, deux approches ont été suivies. La premiere méthode a
consisté au greffage des cépages européens sur des plants résistants d’origine américaine.
Cela a eu pour avantage de combiner la qualité de récolte des cépages traditionnels européens
a la résistance racinaire apportée par le porte-greffe américain (Pouget, 1990). La deuxiéme
approche consiste a effectuer des croisements inter-spécifiques entre espeéces américaines et

européennes (hybrides). Elle a permis de fournir du matériel qui était partiellement résistant
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aux différentes maladies (oidium, mildiou et phylloxera). Cependant la qualité de la récolte
était généralement médiocre (Pouget, 1990). Les scandales des vins frelatés dans les années
1900-1930 provenant des hybrides ont entaché également fortement la réputation de ces
derniers avec pour conséquence, en 1934, I’interdiction de six hybrides producteurs directs
(Noah, Isabelle, Clinton, Herbemont, Othlello et Jacquez). Par la suite, sous I’influence des
politiques viticoles nationales et européennes, les surfaces cultivées d’hybrides ont fortement
régressé depuis 1958. Cependant une vingtaine d’hybrides restent inscrits au catalogue

officiel frangais (Boursiquot et al., 2007).

Depuis les années 1940, du fait de la médiocre qualité des hybrides producteurs directs et
de la réputation des cépages déja implantés en Europe, la création variétale est restée limitée
en France. La création des Appellations d’Origine Controlée des vins et des eaux de vie
(A.O.C.) en 1935 par Pierre Le Roy de Boiseaumarié et Joseph Capus, génére un nouveau
frein a la création variétale (Doré & Varoquaux, 2006). Les domaines viticoles en A.O.C.
s’emploient a respecter un cahier des charges strict. Entre autres, seuls certains cépages dont
la liste est établie par 'INAO sont autoris€s a la plantation sur un terroir précis. Aujourd’hui,
54% des vins francais sont produits par des Appellations d’Origine Protégée (A.O.P.,
similaire 2 I’A.0.C mais au niveau Européen), 34% en vin de pays (IGP, Indication
Géographique Protégée) et enfin 12% en vin de table (Statistique France AgriMer 2007). De
ce fait, les efforts des sélectionneurs frangais se sont davantage portés dans la seconde moitié
du XXeme siecle sur les programmes d’amélioration des clones, des porte-greffes, des
variétés de raisins de table et de cépages de cuve pour les vins de table (1947 clones agréés

depuis 1971, (Yobregat et al., 2011)).

Cependant avec la nécessaire baisse des intrants phytosanitaires (plan Eco-Phyto 2018) en
lien avec le développement d’une agriculture durable et les changements climatiques, la
création de nouveaux cépages est relancée en France depuis une dizaine d’années, tout
comme en Europe, ou de nombreux programmes de création variétale se sont poursuivis,
comme en Allemagne ou en Hongrie, en particulier sur des cépages résistants au mildiou et/ou

a I’oidium (Chabin e al., 2008).

1. 7-Diversite de Vitis vinifera subsp. vinifera

La diversité de la vigne cultivée est trés importante que ce soit au niveau des cépages ou

des clones. Cependant, la variation entre les cépages (inter-variétale) est beaucoup plus
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importante que la variation entre clones (intra-variétale) tant sur les caractéres agro-
morphiques que sur la diversité moléculaire (Boursiquot et al., 2007). Dans I’étude de Laucou
et al. (2011), la diversité des cépages est comparée a celle des clones a partir de 20 marqueurs
SSRs. De nombreux alleles ont été identifiés (6,9 alleles par locus SSR) permettant de
différencier chacun des cépages selon leur profil SSR. Au contraire, chez les 97 clones
analysés, 95% d’entre eux se sont avérés identiques attestant que la diversité intra-variétale
est beaucoup plus faible que la diversité inter-variétale (dans les 5% restant, au maximum 4

loci se sont révélés polymorphes entre clones).

1.7.1-Les cépages

En 1956, Levadoux définit le terme cépage comme 1’ensemble des individus possédant
des caractéristiques ampélographiques treés proches. « Les cépages [...] se présentent a nous
comme des collections plus ou moins riches de clones plus ou moins voisins les uns des
autres ». En 2000, Boursiquot et This définissent le terme cépage comme un individu issu de
reproduction sexuée ayant donné par la suite d’autres individus par multiplication végétative.
Ils décrivent ainsi le cépage comme « Une unité taxonomique propre a Vitis vinifera L. et qui
est le produit d’un semis ou d’un individu unique au départ, multiplié par voie végétative ».
Par analogie, pour la plupart des autres plantes, le terme le plus proche de cépage est la

variété, au sens de variété cultivée ou cultivar.

Les cépages se distinguent les uns des autres par leurs caracteres ampélographiques, c'est-
a-dire leurs différences phénotypiques. Seul le recoupement de plusieurs caractéres permet
d’identifier un cépage (Galet, 1985). Les caracteres a étudier sont nombreux : la forme et la
couleur des différents organes (extrémité du rameau en croissance, jeunes feuilles, feuilles
adultes, rameaux, baies), la présence de poils (villosité), la texture des feuilles, etc...

(Boursiquot & This, 1996).

1.7.2-Diversité des cépages

La vigne cultivée compte actuellement de 6000 (Galet, 2000) a 10000 cépages

(www.vitaceae.org) a travers le monde. Cependant 20 cépages représentent a eux seuls plus

du tiers (37%) des vignobles mondiaux (Boursiquot J.M., Com. Pers.). La majorité de la
diversité des cépages se retrouve donc cantonnée a des petites parcelles ou dans les

conservatoires.
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Figure 11 : Apergu de la diversité des cépages dans la collection internationale
du Domaine de Vassal (JM Boursiquot).
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Durant le XIXeéme siecle, plusieurs événements tels que les introductions de maladies
comme I’oidium, le mildiou et phylloxéra ont conduit a la réduction de la diversité de
I’encépagement (Cf. Chapitrel, Section-1.6). Ces crises ont entrainé une perte importante de
la diversité génétique, puisque seuls les cépages les plus importants économiquement ont été
replantés. Les anciens cépages ne sont aujourd’hui présents que dans les collections. Le
passage de plantation pluri-cépage a mono-cépage et mono-clonal, ainsi que I’adoption des
A.O.C., ont particip¢ également a la diminution de la diversité d’encépagement dans les

vignobles.

Pour préserver la diversité¢ des cépages et conserver les ressources génétiques de cette
espece, des collections ont ét¢ mises en place (Bouquet & Boursiquot, 1999). La plus
importante dans le monde se situe au Domaine de Vassal (INRA). Elle a été créée en 1876 a
I’Ecole d’Agronomie de Montpellier puis déplacée sur le Domaine de Vassal en 1949
(Lacombe, 2009). Les cépages sont plantés sur une lagune sableuse les préservant des
attaques du phylloxéra et des contaminations par le virus du court-noué, du fait de ’absence
du nématode vecteur. C’est la collection de référence au niveau national et international. Elle
comporte plus de 5500 accessions de Vitis vinifera L. correspondant & 2323 cépages uniques
identifiés sur la base de marqueurs microsatellites (Laucou et al., 2011). Cette collection
présente une diversité morphologique considérable (Boursiquot et al., 1995) et la figure 11
illustre une partie de cette diversité. La conservation de ces cépages est essentielle, pour des

raisons patrimoniales mais également pour la création de nouvelles variétés.

1.7.3-Les clones

La définition précise des clones est récente : «Un clone est la descendance végétative
conforme a une souche choisie pour son identité indiscutable, ses caracteres phénotypiques et
son état sanitaire » (OIV, 1996). On définit ainsi les clones comme des individus issus de
multiplication végétative a partir d’un individu unique au départ. Ils sont donc issus du zygote
ancestral unique d’un cépage qui a été reproduit par voie végétative. Ils sont définis par le
méme nom que le cépage dont ils sont issus, et lorsqu’ils sont officiellement agréés (section

vigne du CTPS) d’un numéro spécifique (ex : Carignan, clone n°6).

Au sein d’un cépage, les clones possédant des caractéristiques ampélographiques
communes sont a I’heure actuelle définis comme des variétés. Ainsi, le cépage « Pinot »,

regroupe toutes les variétés de Pinot : Pinot noir (clones de Pinot aux baies noires), Pinot
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Varietal group

Cabernet
Sauvignon

Chardonnay

Italia

Muscat
d'Alexandria

Pinot

Savagnins

Ugni blanc

Varieties or
variants

Cabernet
Sauvignon
Malian

Shalidan
Chardonnay blanc

Chardonnay
muscaté

Chardonnay rose

Italia

Ruby Okuyama
Rubi

Benitaka

Brasil

Muscat d'Alexandria
Flame Muscat

Pinot noir

Pinot moure
Pinot meunier
Pinot gris

Pinot blanc

Savagnins blanc
Savagnins rose
Gewurztraminer

Ugni blanc
Fleshless mutant

Phenotype

. Black-skinned berries

Bronze-skinned berries

White-skinned berries
White-skinned berries/
neutral aroma

Rosy-skinned berries/
aromatic

Rosy-skinned berries/
neutral aroma
Green-skinned berries
Light-rosy-skinned berries
Light-rosy-skinned berries
Rosy-skinned berries
Black-skinned and red-
fleshed berries
White-skinned berries

Red-skinned berries

Glabrous leaves! black
waxed berries

Mo wax berries

Hairy leaves
Red-grey-skinned berries

White-skinned berries

White-skinned berries/
neutral aroma

Rosy-skinned berries/
neutral aroma
Rosy-skinned berries/
aromatic

Fleshy berries
Fleshless berries

Clonality ascertaining

Bud sport of Cabernet
Sauvignon

Bud sport of Malian
16 S5R

Bud sport of Chardonnay
blanc

Bud sport of Italia
Bud sport of Italia
Bud sport of Italia
Bud sport of Benitaka

Bud sport of Muscat
d'alexandria

50 S5R

50 S5R

50 S5R

50 SSR/bud sport of
Pinot gris

16 S5R

16 S5R

Bud sport of Ugni blanc

References

Boss et al., 1996; Walker ef al., 2006

Duchéne et al., 2009

This et al., 2007

Kobayashi et al., 2004
Oliveira Collet et al., 2005
Azuma et al,, 2009
Qliveira Collet et ai., 2005

Kobayashi et al., 2004

Hocquigny et al., 2004
Franks et al., 2002

Hocquigny et al., 2004; Walker et al., 2006;
Furiya et al., 2009

Hocquigny et al., 2004; Walker et al., 2006;
Yakushiji et al., 2006

Duchéne et ai., 2009

Fernandez et al., 2006

Table 1 : Exemples de quelques variétés pour lesquelles des clones ont été
analysés par marqueurs moléculaires (D'apres Pelsy, 2009).
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blanc (clones de Pinot aux baies blanches), Pinot gris (clones de Pinot aux baies rose-gris) et

Meunier (clones de Pinot fortement cotonneux) (Figure 1).

1.7.4-Diversite des clones

A T’instar d’autres plantes d’intérét agronomique comme le citron ou le café, la diversité
clonale chez la vigne est trés importante (McKey et al., 2009). En France, plus de 15 000
clones concernant 113 cépages sont répertoriés dans les conservatoires (Yobregat et al.,
2011). Parmi ces clones, 1163 sont aujourd’hui agréés et conservés dans la collection de
référence de I’Institut Francais de la Vigne et du Vin (IFV) au Domaine de 1I’Espiguette (Le
Grau du Roi). Les clones non agréés dans un bon état sanitaire et présentant des
caractéristiques agronomiques intéressantes, sont conservés dans les conservatoires

régionaux.

Bien que conservant les caractéristiques variétales générales, les clones peuvent se
distinguer les uns des autres par des caractéres ampélographiques spécifiques. Certains se
différencient par la découpure de leurs feuilles, la villosité, la pigmentation ou le port des
rameaux etc... (Table 1 ; Pelsy, 2009). Les différences entre les clones peuvent porter sur des
caractéres quantitatifs comme par exemple la vigueur, la taille des baies, la teneur en sucre ou
encore des variations d’ardmes. Par exemple, le clone Chardonnay n°® 76 est qualifi¢ de neutre
alors que le clone Chardonnay n°® 809 présente des aromes muscatés. Ceux-ci sont dus a la
forte quantité de linalol et géraniol produit par ce clone (Duchene et al., 2009). D’autres
clones possedent des différences phénotypiques sur un caractére majeur : par exemple des
différences dans la couleur des baies (Grenache blanc, gris et noir (Boursiquot et al., 2007)),

et sont alors considérés comme des variétés.

1.7.5-Etudes actuelles sur la diversite clonale

Les études réalisées ont toutes eu pour objectif 1’identification des clones avec 1’utilisation
des marqueurs moléculaires afin de mieux appréhender la diversité clonale de la vigne et pour
la future mise en place de tests commerciaux. Différents types de marqueurs moléculaires ont
été utilisés sur différents échantillons avec plus ou moins de succes. En D’état des
connaissances actuelles (500 SSRs disponibles dans la base de donnée de NCBI

www.ncbi.nlm.nih.gov) les marqueurs de type SSRs, utilisés dans plusieurs études sur

différents échantillons, ne sont pas suffisamment polymorphes pour permettre I’identification



20

Chapitre 1, Introduction



d’un profil unique pour chaque clone (Riaz et al., 2002; Hocquigny et al., 2004; Moncada et
al., 2006; Moncada & Hinrichsen, 2007; Pelsy et al., 2010). Une étude comparative sur la
capacité des différents types de marqueurs moléculaires a discriminer les clones a été réalisée
par Imazio et al. (2002). La conclusion est que les SSRs ne sont pas assez polymorphes alors
que les marqueurs révélant du polymorphisme d’insertion tels que les AFLPs (basés sur la
présence ou I’absence de fragments d’ADN) et S-SAP (basés sur la présence ou 1’absence
d’éléments mobiles) semblent au contraire, suffisamment résolutifs. De récentes études basées
sur les AFLPs ont montré un niveau de polymorphisme permettant une identification plus
efficace des clones (Konradi ef al., 2007; Anhalt et al., 2010; Meneghetti ef al., 2011). Les
marqueurs de type S-SAP semblent aussi donner de bons résultats pour identifier les clones
(Wegscheider et al., 2009). Cependant des études faites a partir d’amorces spécifiques a Vine-
1 de la famille Gypsy (Labra et al., 2004) ou des amorces non-spécifiques de la famille Gypsy
(Pereira et al., 2005) n’ont pas montré de polymorphisme clonal. 11 semble donc que la
définition des amorces et le choix de 1’élément mobile analysé soient tres importants pour

observer le polymorphisme entre les clones.

1.8-La sélection clonale en France

La sélection clonale a connu un essor tres important depuis les années 1960 (Grenan et al.,
2000). C’est en effet jusqu’a présent, le seul moyen pour les viticulteurs de se procurer du
matériel innovant tout en conservant I’identité et la typicité d’un cépage. Le premier objectif
de la sélection clonale a été essentiellement sanitaire. En effet, les viroses dont principalement
le court-noué et I’enroulement, sont graves et incurables. Dans un second temps, durant les
derniéres décennies, la sélection s’est aussi attachée a mettre a disposition de la filiere, des
clones aux caractéristiques agronomiques et technologiques, en adéquation avec les besoins
des professionnels. Désormais, les besoins sont plus spécifiques : grappes plus laches avec des
baies relativement petites, port plus érigé facilitant le palissage, ou encore ardmes particuliers.
Ainsi, ont été récemment agréés en France deux clones de Gamay a port érigé (n°1108 et
n°1109), un clone de Roussanne plus fertile (n°1040), deux clones de Viognier, a grappes plus
laches (n°1042) ou moins fertile (n°1051), un clone de Chardonnay tres peu fertile et a petites

grappes laches (n°1066).

Les programmes de sélection clonale sont coordonnés par I’IFV et menés en collaboration

avec les Partenaires de la Sélection Vigne, composés principalement des chambres
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d’agriculture, comités interprofessionnels, syndicats et de quelques associations (Figure 12 ;
Boursiquot et al., 2007). Dans un premier temps, les clones d’intéréts sont sélectionnés durant
des prospections dans les différents vignobles pour étre plantés et évalués dans les
conservatoires régionaux ou des parcelles expérimentales. Les clones possédant des caracteres
ampélographiques d’intéréts, sont introduits au Domaine de I’Espiguette ou des tests
sanitaires sont réalisés (Indexages et/ou tests Elisa pour le court-noué, enroulement,
marbrure...), (Walter & Martelli, 1998). Les clones sont ensuite évalués sur leurs potentiels
agronomique et technologique (qualité du vin produit). Une fois tous les tests effectués avec
succes, le clone peut étre présenté par I'IFV ou I'INRA (les deux centres de sélections
officiels en France) a I’agrément a la section vigne du CTPS (Comité Technique Permanent
de la Sélection des plantes cultivées). Le clone est ensuite planté dans le conservatoire du
Domaine de I’Espiguette (matériel initial) ou il sera multiplié pour, in fine, apres plusieurs
étapes, étre produit par les pépiniéristes et vendu aux viticulteurs en catégorie certifiée.
Depuis la prospection jusqu’a I’agrément et la multiplication dans les pépinicres, il se déroule
en moyenne 15 ans avant qu’un clone ne soit commercialisé et diffusé. Tous les clones
¢tudiés au cours de cette thése proviennent des programmes de sélection clonale ENTAV-

INRA®.
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2-La variation clonale chez la
vigne

2.1-Hypotheses sur l’origine de la variation

clonale

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliciter la variabilité clonale observée.
Nous les présentons ici en deux groupes : les variations dues a 1’état sanitaire de la plante et

les variations dues a 1’état et la structure du génome.

2.1.1-Variations dues aux virus

Une des hypotheses envisagées pour expliquer la variation clonale était une origine
sanitaire. Cette dernicre a été étudiée par Wagner & Antcliff, (1980). Dans leur expérience, ils
disposaient de trois clones: deux sains et un virosé, possédant des baies de différentes tailles.
Ces clones ont été croisés avec un méme individu d’une autre variété possédant de grandes
baies (Figure 13). Les descendants des clones sains présentaient une taille moyenne des baies
supérieure aux clones parentaux. A contrario, la descendance du clone virosé a présenté une
taille moyenne des baies inférieure a celle du clone intial. Les auteurs en ont donc conclu que
la variation générée par le virus n’était pas héréditaire au contraire des mutations somatiques
qui peuvent étre transmises a la descendance. Depuis, aucune autre étude n’a montré
I’influence de virus affectant de fagon héréditaire un individu (Walter & Martelli, 1998;
Mannini ef al., 1999). Les programmes de sélection clonale garantissent un bon état sanitaire

permetant de se limité aux caractéristiques agronomiques intrinséques de 1’individu.
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Figure 14 : Perte sectorielle de la chlorophylle dans une feuille de vigne
(Photographie B. Molot).
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2.1.2-Les variations dues a des modifications de la

structure ou de I’état du génome

Aujourd’hui, sous réserve de considérer des individus adultes et avec un état sanitaire
comparable, I’accumulation de mutations somatiques (génétiques ou ¢Epigénétiques) est

I’hypothése la plus parcimonieuse pouvant expliquer la diversité clonale (Hartmann et al.,

2001).

Bien que la multiplication végétative assure en théorie le maintien de I’identité génétique
de la plante mere a la plante fille, des mutations somatiques peuvent apparaitre et étre
transmises a la descendance (Pelsy, 2009). Lors de leur développement, les individus
accumulent ces mutations somatiques. La plupart de ces mutations sont silencieuses, c'est-a-
dire qu’elles n’affectent pas le phénotype. Cependant, dans de rares occasions, elles peuvent
aussi entrainer une modification de la fonction ou de la régulation d’un ou plusieurs génes et
avoir ainsi des conséquences sur le phénotype ; on parle alors de mutations non silencieuses
(Sunyaev et al., 2003). Ces mutations affectant le phénotype sont a la source de la diversité et

de I’adaptation des especes a leur milieu qui est en perpétuel changement (Darwin, 1859).

Des variations entre clones peuvent étre aussi dues a la persistance ou a la disparition de
caractéres juvéniles. Lors de leur développement, les premiers organes mis en place par la
vigne possedent en effet des caracteres dits juvéniles. Par exemple, la forme et la couleur des
premicres feuilles sont différentes des feuilles a 1’état adulte (Martinez et al., 1997). Lors de
la multiplication de clones apres passage en culture in vitro, on a constaté¢ que selon le stade
de développement et 1’organe utilisé lors du bouturage, la durée du stade juvénile pouvait

varier (Grenan & Truel, 1983).

Une illustration d’une mutation somatique spectaculaire connue chez les plantes est la
perte de chlorophylle (Gustafsson, 1947). Si une cellule subit une mutation touchant une
enzyme de la voie de biosynthese de la chlorophylle, celle-ci perd alors la capacité a produire
ses pigments chlorophylliens. Cette mutation peut étre propagée a toute une partie d’un
organe par divisions mitotiques de la cellule mutante, comme par exemple cette mutation
sectorielle de feuille de vigne (Figure 14). Dans le cas ou une mutation somatique apparait
dans toutes les cellules initiales d’un bourgeon et que celui-ci est sélectionné pour produire un

nouveau plant, alors cet individu sera porteur de cette mutation et pourra donner naissance a
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SPTGKGKMWD ADPQQDAGMD EL LAVLGYNV KASDMAEVAQ KLEQLEEVIV

VvGAIl
SPTGKGKMWD ADPQQDAGMD ELHAVLGYNY KASDMAEVAQ KLEQLEEVIV

Vvgail

Figure 16 : La mutation chimérique du Meunier. Mutation sur le gene VvGAIl
contenu dans la couche L1 (L versus H). Les individus issus de la
régéndration apres embryogénése somatique présentent a) un phénotype
nain si issus de la couche L1 ou b) un phénotype sauvage si issus de la

couche L2 (Boss et al., 2002).
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un nouveau clone. De plus, la vigne, comme la plupart des plantes, est composée d’au moins
deux lignées cellulaires (L1 et L2). La lignée cellulaire L1 donne naissance aux tissus
épidermiques et la lignée L2 donne naissance aux tissus vasculaires et parenchymateux ainsi
qu’aux gametes. Dans certains cas, une mutation apparait dans une seule lignée cellulaire (L1
ou L2) on parle alors de mutation chimérique (Figure 15). Ce type de mutation est assez
couramment observé chez la vigne (Franks et al, 2002). A titre d’exemple, le Meunier
possede une mutation ponctuelle sur le géne VvGAI-1 localisé sur la couche cellulaire L1.
Cette mutation rend insensible un récepteur aux hormones gibbérellines et provoque le
phénotype nain chez les individus régénérés par embryogénése somatique a partir de cette
couche cellulaire. Au contraire, les plantes régénérées a partir de la couche L2 présentent,

elles, un phénotype normal (Figure 16 ; Boss & Thomas, 2002).

2.2-Diffeérents types de mutations somatiques

Les mutations somatiques peuvent étre d’origine génétique, c'est-a-dire entrainant des
variations dans la séquence de I’ADN, ou épigénétique et entrainant des variations au niveau
de la structure de I’ADN. On trouve ainsi différents types de mutations génétiques : les
mutations ponctuelles (SNP et indel), les éléments mobiles ou transposables et les variations

structurales du génome.

La polyploidisation, est également un phénomeéne pouvant perturber fortement le
phénotype. Chez les plantes, la polyploidisation est courante (colza, mais, asperge) (Falavigna
& Casali, 2002; Levy & Feldman, 2002). Chez la vigne, la polyploidisation peut étre naturelle
ou provoquée in vitro pour générer des individus triploides, tetraploides ou hexaploides
(Yamashita et al., 1998). Ces individus sont reconnaissables (feuille épaisses, entre-nceuds
courts) et ne sont généralement pas pris en compte dans de la cadre de la sélection clonale. Ils

possedent une fertilité limitée et ont eu finalement peu de succes (Park ez al., 1999).
2.2.1-Les mutations génétiques

2.2.1.1- Les événements ponctuels
Ce type de mutations regroupe les substitutions d’un acide nucléique par un autre (SNP,
Single Nucleotide Polymorphism) et les insertions délétions (indel) (Antoni, 2002). Ce type

de polymorphisme est certainement le plus étudié actuellement. Il est facilement détectable et
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peut, dans certains cas, étre directement associé a une différence phénotypique (Konishi et al.,
2006; Yeager et al., 2007). La fréquence de ces mutations varie énormément selon leur nature
de ces dernicres, les organismes ainsi que I’environnement. De nombreuses molécules
mutageénes peuvent augmenter trés significativement le taux de ces mutations (ex EMS, utilisé

pour produire des banques de mutants (Wu et al., 2005)).

Les substitutions d’acides nucléiques

Les SNP sont des changements entre deux nucléotides (A-G ; T-C ; A-T ; C-G). Le taux
de mutations des SNPs est en moyenne 2,5 x 10™ nucléotides par génération (Nachman &
Crowell, 2000) mais varie selon leur localisation dans le génome (quatre fois plus fort chez le
chromosome X que le chromosome Y chez ’Homme. De fagon générale, les régions
soumises a sélection, telles que les exons des geénes, ont un taux de mutation plus faible que
les régions inter-géniques. Chez la vigne, les SNPs ont été recherchés principalement dans les
genes (Table 2 ; Lijavetzky et al., 2007; Le Cunff et al., 2008; Vezzulli et al., 2008).
L’ensemble de ces études montrent que malgré la disparité du nombre de genes étudiés et du
nombre d’individus, la diversité génétique est importante chez V. vinifera L. avec un SNP
toutes les 64 bases (Lijavetzky et al., 2007) et jusqu’a 1 SNP toutes les 49 bases (Le Cunff et
al., 2008). La diversité nucléotidique de la vigne (nombre moyen de différences
nucléotidiques par site entre paires de séquences prises au hasard) est de 0,0051 (Lijavetzky et
al., 2007) similaire a celle du mais (0,0063 ; Ching et al., 2002)) et environ 5 fois plus
importante que celle du soja (0,0012 ; Zhu et al., 2003)) et de la tomate (0,0010 ; Labate et
al., 2009)).

Les insertions et délétions

Les mutations de type insertions / délétions (indels) sont gain ou une perte d’une ou
plusieurs bases dans la séquence originale. Ces indels peuvent apparaitre suite a une
mauvaise réparation de I’ADN aprés un événement de recombinaison (Dong et al., 2002),
une insertion / excision d’un élément transposable (Yamashita et al., 1999; Van de Lagemaat
et al., 2005) ou des duplications (Chen ef al., 2005). De la méme fagcon que les SNPs, leur
taux de mutation varie énormément selon leur localisation dans le génome, en particulier si les
indels sont situés dans des motifs dit microsatellites (SSRs). Les microsatellites sont des
motifs particuliers que ’on retrouve dans tous les génomes. Ils sont constitués par la
répétition d’un motif d’une a six bases répété n fois. Le nombre de répétition varie

; ; ‘ . T . , , ;s 4
énormément. La fréquence de mutation des SSRs par génération est élevée et évaluée a 10
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(Vigouroux et al., 2002) du fait de la nature de la séquence le constituant. En effet, la
répétition des motifs facilite les cassures de I’ADN et rend difficile la réparation de celui-ci
(Li et al., 2002). De par leur fort taux de polymorphisme, les SSRs ont été ces dernicres
années le type de marqueur moléculaire le plus utilisé. Chez la vigne, ils se sont révélés tres
efficaces pour analyser la diversité des populations (Aradhya et al., 2003; Laucou et al.,
2011), pour établir des relations phylogénétiques (Péros et al., 2010), pour construire des
cartes génétiques (Doligez et al., 2006), ou pour I’identification des cépages (This et al.,

2004).

2.2.1.2-Les éléments transposables

Les ¢léments mobiles ou éléments transposables ont été découverts par Barbara
McClintock (1953) chez le mais. Cependant, il a fallu plusieurs dizaines d’années pour que
leur importance soit reconnue par la communauté scientifique (B. McClintock, Prix Nobel en
1983). Ces ¢léments sont constitués par une séquence d’ADN particuliere capable de se
déplacer ou de ce transposer dans le génome de la plante hote. Les éléments transposables
constituent la majeure partie de I’hétérochromatine et sont présents dans tous les
organismes (McDonald, 1995). Au vu du nombre et de la diversit¢ des éléments
transposables, nous ne présenterons ici que les familles d’éléments mobiles connus chez la

vigne.

Nomenclature et représentation des éléments transposables

Le débat qu’entraine la problématique de la classification des éléments transposables n’est
pas sans rappeler celui de la classification des organismes (Seberg & Petersen, 2009; Wicker
et al., 2009). La nomenclature utilisée dans ces travaux est basée sur celle proposée par
Wicker et al. (2007) qui repose sur le mécanisme de transpostions et sur la structure des
¢léments mobiles. Au vu des données croissantes d’annotations et de séquencages des
génomes et de la découverte de nouveaux mécanismes de transposition et de régulation, cette
classification évoluera certainement.

Les éléments transposables sont répartis en deux grandes classes selon le mécanisme de
transposition : la classe I ou rétrotransposons, qui présente un mécanisme de transposition de
type « copier-coller » ; la classe II ou transposons, possédant un mécanisme de type « couper-
coller ». Ces deux classes possedent des éléments autonomes et non-autonomes, c'est-a-dire

capables ou non de synthétiser toutes les enzymes nécessaires a leur réplication.
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En 2007, I’annotation du génome de la vigne (Jaillon et al., 2007) a permis de dresser un
panorama plus exhaustif des différentes familles d’éléments transposables présents chez la
vigne. Au total, 111 879 éléments transposables ont pu étre identifiés, représentant 17% du
génome. Parmi eux, 12,4% se situent dans les introns des génes annotés. La plupart des supers
familles d’¢léments mobiles sont représentées dans le génome de la vigne (Figure 17). Des
¢tudes in silico sur la séquence du génome de la vigne ont permis de mettre en évidence de
nouveaux éléments de classe II (Benjak et al., 2008; Benjak et al., 2009), ainsi que de classe |
(Pelsy & Merdinoglu, 2002). La base de données d’¢léments transposables de la vigne
disponible sur RepBase (Jurka et al., 2005) comportait 107 éléments en 2007 et 191 en 2011.

Classe I, les rétrotransposons

Les éléments de classe I ont un mécanisme de transposition nécessitant la transcription
d’une molécule intermédiaire d’ARNm (Figure 18). Cet ARNm est a la fois utilisé pour
produire les protéines nécessaires a la transposition et utilisé également comme matrice pour
produire de nouvelles copies de I’élément. Dans un premier temps, la transcription des genes
gag et pol permettent la mise en place respectivement d’une nucléo-capside et du complexe
enzymatique nécessaire a la transposition. Une fois la nucléo-capside formée, I’ARNm va étre
encapsidé et transcrit en ADN grace a ’enzyme Reverse Transcriptase (RT). Les nouvelles
copies de 1I’élément vont ensuite étre intégrées dans le génome grace a I’enzyme intégrase.
Ainsi, un événement de transposition peut générer plusieurs insertions de nouvelles copies de

I’élément dans le génome.
Les rétrotransposons a LTR

Les rétrotransposons a LTR contiennent a leurs extrémités des séquences répétées
orientées dans le méme sens appelées Long Terminal Repeat (LTR). Celles-ci contiennent,
entre autre, un site dit de I’intégrase, d’une vingtaine de bases permettant leur bonne
intégration dans le génome. La séquence interne du rétrotransposon contient généralement les

geénes gag et pol qui sont nécessaires a la transposition (Figure 17).

Parmi les différentes familles de rétrotransposons a LTR, les familles des copia et des
gypsy sont trés représentées dans le génome des plantes (Feschotte ez al., 2002). Ces éléments
font en général plusieurs kilobases, jusqu'a 23 Kb pour ogre (Neumann et al., 2003), et
peuvent étre autonomes ou non-autonomes (Wicker et al., 2007). De nombreux éléments de

ces familles ont été identifiés dans le génome de la vigne et représentent au moins 14% de son
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génome (Jaillon et al., 2007). La famille des retrovirus sont des rétrotransposons a LTR
particuliers, capables d’infecter les cellules voisines ainsi que d’autres individus hdtes
(Bannert & Kurth, 2006). A I’heure actuelle 3 rétrovirus caulimoviridae ont été découverts

chez la vigne in silico (Jaillon et al., 2007).
Les LINEs, Long Interspersed Nuclear Elements

Ce sont des rétrotransposons sans LTR. Ces éléments mobiles sont autonomes, les génes
nécessaires a leur transposition sont présents dans leur séquence (Figure 17). Parmi les
différentes familles qui existent, la famille L1 est la plus connue et étudiée. Les éléments L1
sont trés présents chez les mammiferes (20% du génome humain) mais peu représentés chez
les insectes (3% pour le moustique). Chez les plantes, la fréquence des L1 semble tres
variable en fonction de I’espece observée (6 copies chez A. thaliana, 100 chez Z. mays et
250 000 chez L. speciosum (Feschotte et al., 2002)). L’annotation du génome de référence de
la vigne a permis d’établir que la famille L1 représente 75% de tous les éléments mobiles

détectés chez la vigne (Jaillon ez al. 2007).
Les SINEs, Short Interspersed Nuclear Elements

Ce sont des éléments de petites tailles (quelques dizaines ou centaines de bases) constitués
d’une région régulatrice . Ils sont non-autonomes c’est-a-dire qu’ils ne sont pas capables de
transposer sans l’aide des autres éléments. L’élément SINE le plus connu est A/u, qui
représente 10% du génome humain (The International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). L’annotation des SINEs est trés difficile du fait de leur nombre, leur

diversité et leur taille. Aucun SINE n’a été annoté jusqu’a présent dans le génome de la vigne.
Classe 11, Les transposons et les hélitrons

Les éléments de classe II ont un mécanisme de transposition ne nécessitant pas la
transcription d’une molécule intermédiaire d’ARNm. L’ARN produit ne sert qu’a synthétiser
les protéines nécessaires a leur transposition (transposases). La transposition commence par
I’excision de I’ADN de I’élément (Figure 19). Celui-ci va étre alors pris en charge par les
transposases pour étre inséré dans un autre endroit du génome. Généralement, apres avoir €té
excisée, la molécule d’ADN est amplifiée de telle fagon que de multiples insertions de

différentes copies de la molécule seront possibles dans le génome.



Chapitre 1, Introduction

Taille du génome (Mi)

58
4000
aw 10 pourcentage d'ET
3000 T _| autre
o0 B éléments ransposables (ET)

- 12&22&51@!“ |
Vil

Figure 21 : Proportion d’éléments transposables en fonction de la taille des

génomes (Kidwell et al., 2002).

A
max
phase d’'expansion (burst)

wn

Q

‘a I

8 phase d’élimination rapide
3

g

e

E . .
o retour a la situation t;

> temps

Figure 22 : Activité de transposition d’un €lément transposable au cours de sa

29

vie (Moisy, 2008).



Transposons a ITR

Ils sont constitués d’une séquence encadrée par des séquences répétées inversées (Inverted
Terminal Repeats, ITR) et contiennent les geénes nécessaires a sa transposition (les
transposases ; Figure 17). Ces ¢éléments sont présents dans tous les génomes eucaryotes, leur
taille dépassant rarement quelques kilobases. Parmi les familles de transposons connues, le

génome de la vigne comporte des éléments de la famille des Mutator, CACTA et hAT.

Les MITEs (Miniature Inverted-repeat Transposable Element) sont des éléments non
autonomes. Les MITEs regroupent les anciens transposons a ITR non autonomes, et ne
forment pas, pour cette raison, une famille a part enticre mais un sous-ensemble des
transposons a ITR. Ils mesurent en général entre 500 et 1000 bases, et leurs transpositions
nécessitent 1’aide des transposons actifs. Chez la vigne, I’étude de Benjak ez al. (2009) a

permis d’identifier des éléments MITEs dérivant de toutes les familles de transposons.
Les hélitrons

Leur transposition ne fait pas appel a une transposase mais a un mécanisme appelé
« Rolling-circle Replication » (Kapitonov & Jurka, 2001). Pour transposer, ces éléments
utilisent les protéines de réplication de la cellule pour la synthése de nouvelles copies. Ils ont
été détectés dans le génome de nombreuses plantes, animaux et champignons. Chez la vigne

un seul élément est actuellement connu : Aélitron-1 (Jaillon et al.,2007).

Régulation de activité des éléments mobiles

L’accumulation de mutations et les recombinaisons intra ou inter-éléments sont des
mécanismes qui participent de maniére importante a 1’élimination ou a I’inactivation des
¢léments transposables. La recombinaison intra ou inter-éléments s’accompagne de la perte
d’éléments transposables mais aussi de fragments d’ADN (Figure 20). En outre, la
recombinaison n’élimine pas en général totalement I’élément transposable. Par exemple, la
recombinaison entre LTR de rétrotransposons s’accompagne de la formation de solo-LTR qui
est conservée dans le génome (Figure 20 ; Devos et al., 2002). Ces éliminations peuvent avoir
des conséquences sur les genes. Par exemple, chez 1’orge, la recombinaison entre les LTRs de
deux copies différentes de 1’élément Bare-1 a provoqué la formation d’un solo-LTR et

I’élimination d’une partie du gene rar-1 (Shirasu et al., 2000).
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Figure 23 : Différences phénotypiques entre deux clones de Carignan: RPM,
phénotype hyper ramifi¢ et CAR, phénotype sauvage (Fernandez et
al., 2010).
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Figure 24 : Conséquence de I’insertion de I’élément Gret-1 dans la région
promotrice du gene VvMybAl.
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Les événements de transposition des éléments transposables sont régulés par différentes
composantes, en particulier les ARN interférents (Slotkin ef al., 2009) ou les méthylations
(Slotkin & Martienssen, 2007). Les ARN interférents sont capables de complémenter les
ARN spécifiques des éléments transposables empéchant la traduction de ceux-ci et favorisant
leur dégradation. La méthylation de ’ADN favorise la contraction de la chromatine
empéchant ainsi aux genes des éléments transposables d’étre transcrits. Ces mécanismes de
régulation de la transposition varient selon I’environnement. En état de stress (biotique,
abiotique), I’activité des ¢léments mobiles est augmentée. Par exemple chez la gueule de loup
(Antirrhinum majus), il a été montré que 1’élément Tam-3 se transpose mille fois plus souvent
a 15 °C qu’a 25°C (Hashida et al., 2003). La multiplication végétative par culture in vitro est
une méthode connue pour entrainer un stress important et une sur-activité¢ des €léments
mobiles. Chez le riz, les plantes régénérées par culture in vitro comportent entre 5 et 30
nouvelles insertions de 7os/7 (Hirochika et al., 1996). Chez la vigne, il a été montré par
Moisy (2008) que, en plus de la culture in vitro, les pratiques culturales telles que la taille

favorisent la transposition de certains éléments transposables.

Impact de Pactivité des éléments mobiles dans les génomes

L’activité des éléments mobiles a de multiples impacts sur le génome de I’individu. Bien
qu’ils aient été longtemps considérés comme faisant partie de « I’ADN poubelle », ils jouent
en fait de nombreux rdles dans la structure et la plasticité¢ du génome. Ils sont les constituants
des centromeres (Jiang et al., 2003) et participent au maintien des télomeres (Pardue et al.,
2005). Ils sont un des moteurs de 1’expansion de la taille des génomes. Kidwell (2002) a
montré que la taille des génomes de différentes especes était corrélée a la quantité d’éléments
mobiles détectés (Figure 21). Par exemple, on a constaté le doublement de la taille du génome
d’Oryza australiensis au cours des 3 millions d’années qui viennent de s’écouler. Cet
accroissement a ¢té provoqué essentiellement par I’insertion de nouvelles copies d’¢léments
transposables (Piegu et al., 2006). L’expansion rapide d’un élément mobile dans un génome
peut étre expliquée par un transfert horizontal. Quand un élément s’insere pour la premicre
fois dans un génome ou qu’un important réarrangement survient, cet ¢lément peut se
multiplier exponentiellement avant que les mécanismes de régulation aient eu le temps de se
mettre en place et neutralisent sa transposition (Figure 22). De nombreux exemples de
transfert horizontaux ont été¢ montrés chez les animaux, quelques-uns chez les plantes comme

par exemple Rider chez la tomate (Cheng ef al., 2009).
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Les insertions d’¢éléments mobiles ou leurs éliminations dans un géne, ou en amont de
celui-ci, peuvent générer des mutations ayant un effet direct sur le phénotype. La plupart de
ces mutations sont déléteres au bon fonctionnement de la protéine, mais certaines peuvent au
contraire engendrer de nouvelles fonctions (Long ef al., 2003). Chez le riz, comme chez la
vigne, environ 12% des genes comportent des éléments mobiles (Jaillon et al., 2007; Sakai et
al., 2007). Ils contribuent de maniere importante a la régulation directe de 1’expression de
nombreux genes. Dans le génome humain, 3% des genes ont leur régulation influencée par les
¢léments mobiles (Van de Lagemaat et al., 2003). Chez la vigne, le retrotransposon Hatvinel-
rrm entraine la surexpression du géne VVIFLIA et provoque une sur-ramification de la
grappe (Figure 23 ; Fernandez et al., 2010). Le retrotranposon Gret-I inséré dans le
promoteur inhibe par contre 1’expression du gene VvMybAl entrainant la non pigmentation
des baies (Figure 24 ; Kobayashi ef al., 2004). De par leur capacité a générer des mutations et
la régulation fine de leur transposition, les éléments mobiles constituent un mécanisme
d’adaptation trés important pour les organismes (Figure 25). Leur ancienne dénomination en

ADN poubelle est donc aujourd’hui bien désucte.

2.2.1.3-Les variations structurales

Les variations structurales sont des événements mutationnels de grande ampleur
(supérieure a 1Kb et pouvant atteindre plusieurs Mb), (Inoue & Lupski, 2002). Depuis
quelques années, grace aux premiers résultats produits par le séquencage massif de génomes
(1000 génomes humains (Kaiser, 2008), 1001 génomes d’arabidopsis (Weigel & Mott,
2009)), plusieurs larges insertions, délétions, duplications, inversions ou translocations
polymorphes entre les individus ont été identifiées (Figure 26). Les inversions et les
translocations d’une large séquence d’ADN peuvent modifier I’expression d’un geéne en le
déplacant dans une autre région du génome (lafrate et al., 2004; Feuk et al., 2006). Les
duplications « copier-coller » de séquence d’ADN peuvent entrainer un polymorphisme du
nombre de copies de génes (Copy Number Variation, CNV) dans le génome pouvant avoir un
impact sur le phénotype (Sebat ef al., 2004; Stranger et al., 2007). L’importance de ce type de
polymorphisme ne cesse de croitre et certaines de ces variations structurales sont associées a
différentes maladies chez I’Homme comme par exemple des maladies mentales (Sharp ef al.,

2007) ou le diabete (Mefford et al., 2007).
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Figure 28 : Conséquences de la variation de méthylation de I’ADN dans une
région régulatrice du gene agouti chez la souris (Morgan et al., 1999).
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2.2.2-Les mutations épigénétiques

Les mutations épigénétiques, au contraire des mutations génétiques, n’affectent pas
directement la séquence de I’ADN mais sa structure et son organisation ; on parle ainsi d’épi-
génome (Holliday, 2006). L’épi-génome est un niveau de régulation récemment découvert
dont on commence a peine a comprendre les différents mécanismes et leurs impacts sur le
phénotype. Les modifications d’histones, les variations de méthylations de ’ADN et les petits
ARN (siRNA, miRNA) peuvent entrainer des modifications épigénétiques (Rapp & Wendel,
2005). Actuellement, les variations de méthylations affectant le phénotype sont les

phénomenes épigénétiques les plus étudiés (Holliday, 2006).

La méthylation de I’ADN correspond a 1’ajout d’une fonction méthyle au nucléotide
cytosine. L’ajout de cette fonction peut entrainer une compaction de I’ADN, rendant ainsi
inaccessible aux enzymes les sites de transcription. Des enzymes responsables de la
méthylation - démétyhlation de ’ADN ont été découverts chez les plantes (Agius et al., 2006;
Morales-Ruiz et al., 2006). Ces protéines sont actives apres des stimuli précis et leur activité

est tissu spécifique.

La mise en évidence des profils de méthylation d’un tissu (épi-genome) est assez récente.
Différentes méthodes permettent de le mettre en évidence : utilisation d’enzymes de
restriction sensibles et insensibles a la méthylation ; utilisation de protéines ayant une affinité
différente selon si I’ADN est méthyl¢ ; utilisation de molécules chimiques comme le bisulfite
qui convertit le nucléotide méthylé (Cytosine) en un autre nucléotide (Uracile) (Figure 27)
(Piperi & Papavassiliou, 2011). C’est cette derniere méthode qui est actuellement la plus

utilisée (Kankel et al., 2003).

La méthylation de ’ADN joue un grand rdle dans sa compaction. Selon 1’état de la
chromatine (euchromatine non-compactée — hétérochromatine compactée) 1’expression des
genes, des éléments transposables, et des petits ARNs varie ce qui engendre des modifications
parfois importantes du phénotype (He ef al., 2011). Par exemple, le phénotype « agouti » chez
la souris est causé par un différentiel de méthylation dans la zones régulatrices du gene agouti
(Figure 28 ; Morgan et al., 1999). Finalement, la régulation des méthylations est trés
complexe, et au sein d’un méme individu, les épigénomes varient durant le développement de

I’organisme selon les tissus et I’environnement (Bird, 2002).
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3-Presentation de la these

3.1-Problématique

La multiplication végétative est d’une trés grande importance agronomique. De
nombreuses plantes telles que la pomme de terre, le manioc, la canne a sucre, la banane,
I’oranger, le citronnier, le café (McKey et al., 2009) possédent une certaine diversité clonale
exploitée par ’Homme. La vigne fait partie des plantes ou la diversité clonale est fortement
exploitée dans les programmes de sélection. Elle a permis depuis 45 ans d’obtenir des gains
tres significatifs pour la filiere viti-vinicole. L’hypotheése la plus vraisemblable expliquant
I’origine biologique de cette diversité clonale est I’accumulation de mutations somatiques.
Cependant aucune étude ne recense le type et la quantité de mutations présentes entre clones
chez la vigne. L’objectif de cette thése est de dresser un panorama le plus exhaustif possible
sur le type et la quantité des mutations a 1’origine de la différentiation génomique présente
entre clones. Cet inventaire permettra par la suite de choisir les marqueurs moléculaires les
plus pertinents afin d’identifier génétiquement les clones et de fournir une liste de geénes
candidats susceptibles d’étre associés a des caractéres d’intérét pour la sélection assistée par

marquceurs.

3.2-Stratégie d’ensemble

La vigne a été la quatriéme plante dont le génome a été séquencé en totalité (Jaillon et al.
2007). Cette avancée a permis d’envisager des approches méthodologiques impossibles
jusqu’alors, et notamement de rechercher I’origine moléculaire de la variation clonale. De
plus, I’avénement des séquenceurs de deuxieme génération permet d’explorer le génome avec
une exhaustivité grandissante pour des colits réduits. Notre méthodologie consiste dans un
premier temps, a effectuer le séquencage le plus exhaustif possible du génome de plusieurs
clones a I’aide des séquenceurs nouvelle génération. Le génome de référence de la vigne a
ensuite été utilis€¢ comme matrice afin de faciliter la reconstruction des génomes des différents
clones. La comparaison de leurs séquences permettra de dresser 1’inventaire des mutations
génétiques en les différenciant. Dans un premier temps, la diversité clonale a été étudiée dans

le cépage de référence de la vigne: le Pinot. Dans un second temps, nous avons élargi notre
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¢tude a quatre autres cépages. Les événements mutationnels les plus pertinents ont été étudiés
plus en détail sur un plus grand nombre de cépages et de clones pour confirmer leur
pertinence et mieux comprendre leur dynamique, afin d’évaluer la possibilité de développer
une méthodologie d’identification clonale. Seules les mutations génétiques ont été étudiées
dans le cadre de cette thése. Les mutations épigénétiques étant encore a 1’heure actuelle, plus

complexes a étudier du fait notamment de leurs variations selon les tissus et I’environnement.

3.3-Plan de la these

La premiere partie présente les nouvelles générations de séquenceurs ainsi que les
méthodes d’analyses des données produites. Pour utiliser les séquenceurs de nouvelle
génération, nous avons di mettre en place un protocole spécifique d’extraction d’ADN

nucléaire qui sera décrit dans ce chapitre.

La partie suivante présentera les résultats obtenus avec la technologie 454 GS-FLX
Titanium sur I’identification des événements mutationnels présents entre plusieurs clones du
cépage de référence : le Pinot. L’étude des éléments mutationnels les plus pertinents sera

¢largie a un échantillon plus implorant et diversifié de clones de Pinot.

Les différents types de polymorphismes observés dans la partie précédente seront étudiés
avec la technologie HiSeq 2000 v2 chez d’autres clones et d’autres cépages afin de confirmer
les résultats obtenus chez le Pinot. Dans une perspective d’ouverture, ces polymorphismes
seront également étudiés a différents niveaux de diversité : au sein d’'un méme individu et

entre différentes accessions du genre Vitis.

Finalement, la dernicre partie présentera une discussion générale et les perspectives de ce

travail.
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1-L’avenement des sequenceurs

nouvelle génération

L’idée de développer des séquenceurs haut débit est née durant 1’été 1997, portée par les
avancées du séquencage humain qui étaient en cours a cette époque. Alexander Todd, James
Watson, Francis Crick, and Fred Sanger vont émettre I’idée d’un séquencage parallele massif
de courtes séquences d’ADN. Dix ans plus tard, les premiers séquenceurs haut débit sont
commercialisés, ouvrant de nouvelles perspectives d’exploration des génomes. Les
séquenceurs de nouvelle génération vont trés bientot rendre I’étape de génotypage non
limitante dans les études des organismes. L’avancée rapide de ces technologies est telle que
I’on parle déja de la 3éme génération qui devrait voir le jour dans la prochaine décennie et
permettra de séquencer le génome humain en quelques heures pour moins de 1000 euros
(Mardis, 2008). Cette course a la séquence est dopée par des enjeux économiques importants

en particulier dans le domaine médical (Ansorge, 2009).

1.1-Les technologies actuelles (2009-2011)

Actuellement deux acteurs dominent le marché, Illumina et Roche, fournissant chacun des
technologies différentes. Les premieres technologies telles que Polonator ou Hélicos ont eu
trés peu de succes a cause du prix des machines et du temps du run de séquencage (Metzker,
2010), de ce fait nous avons choisi de ne pas les détailler dans cette thése. La technologie
Solid commercialisée en 2007, connut elle aussi peu de succés et fut peu utilisée
principalement parce que les séquences produites ¢taient de trés faible longueur (35 bp).
Seules les technologies Illumina et 454 seront présentées dans cette these. Toutes les
technologies NGS comportent une étape de préparation de I’ADN aprés extraction

(construction de la librairie) et une étape de séquencage proprement dite (Linnarsson, 2010).
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1.1.1-Le 454 de Roche

La technique du pyroséquencage a été présentée par Ronaghi ez al. (1996). Le protocole et
la méthode furent adaptés au haut débit et présentés par Margulies ef al. (2005), et les

premiers 454 Life Sciences GS furent commercialisés en 2005 (Figure 29).

Préparation de la librairie : L’ADN extrait est fragmenté en séquences d’environ 400
bases (Version Titanium) de fagon aléatoire par nébulisation (cassure physique de I’ADN par
haute pression) ou par ultra-sons. Des adaptateurs A et B sont fixés a chaque séquence et
seules les séquences comportant I’adaptateur A et B (non AA et BB) se fixent sur des billes.

En théorie une bille ne porte qu’une seule séquence.

Préparation du séquengage : Les billes sont ensuite placées dans une substance lipidique
ou aura lieu la PCR en émulsion. La PCR en émulsion consiste a enrichir la bille en séquences
d’ADN a partir de ’'unique molécule de départ. Cela permettra lors du séquengage d’avoir un
signal de fluorescence suffisant pour étre détecté par la caméra. Pour ce faire, chaque bille est
entourée d’une micelle lipidique I’individualisant. La réaction PCR se produit ainsi dans

chaque micelle indépendamment.

Séquencgage : Les billes enrichies de molécules d’ADN simple brin sont déposées sur une
plaque micro-perforée. En théorie, chaque puits ne contient qu’une seule bille, le nombre de
puits étant de deux millions (Version Titanium). Un cycle de séquencage se déroule de la

fagon suivante :

1- Injection d’un nucléotide A marqué

2- Complémentation du/des nucléotides A

3- Elimination des nucléotides non complémentés

4- Excitation des nucléotides par un laser et réception de la fluorescence
5- et ainsi de suite pour les 3 autres nucléotides

Il se produit 200 cycles durant le séquencage (Version Titanium). En moyenne, le
fragment d’ADN séquencé mesure 400 bases plus ou moins 200. En effet lors de la
complémentation des nucléotides, si 3 A se suivent, alors les 3 A vont étre séquencés lors
d’un seul cycle de séquengage. Lorsque 3 molécules du méme nucléotide sont omplémentées,

le signal lumineux est en théorie 3 fois plus fort, ce qui indique que la séquence comporte 3 A



38

Chapitre 2, Méhodes de séquencage et d’analyse



a ce niveau. Cela permet de séquencer des fragments d’ADN plus longs que le nombre de
cycles de séquencage. Cependant pour un nombre de répétitions importants d’un méme
nucléotide (homopolymeére), le signal lumineux devient difficile a interpréter et représente

alors une source d’erreur importante.

1.1.2-Les sequenceurs d’lllumina

En 1997, deux chimistes anglais, Balasubramanian et Klenerman, mettent au point une
approche de séquengage d’une molécule d’ADN fixée a des microspheres. Trois ans plus tard,
le premier prototype haut débit, basé sur la formation de colonie d’ADN sur une puce de
silice, est construit. En 2006 Illumina commercialise ses premiers séquenceurs de nouvelle

génération (Figure 29).

Préparation de la librairie : Comme pour la méthode 454, I’ADN extrait est fragmenté en
séquences de 400 bases (HiSeq) de facon aléatoire par nébulisation ou ultra-sons. Une
sélection fine des fragments d’une taille de 400 bases (plus ou moins 100) est effectuée sur

gel d’agarose. Des adaptateurs A et B vont étre ensuite fixés a chaque séquence.

Préparation du séquengage : les molécules d’ADN simple brin sont fixées a 1’aide des
adaptateurs sur une plaque de silice comportant les adaptateurs complémentaires (Figure 29).
Les séquences sont ensuite amplifiées par PCR afin de former des colonies ou des clusters sur
la plaque de silice. Lors du séquencgage, chaque séquence composant la colonie va émettre de
la fluorescence permettant au signal d’étre suffisamment fort pour qu’il soit mesurable par les

détecteurs.

Séquencage : Les colonies ainsi formées sont tout d’abord dénaturées pour n’avoir qu’un

seul brin d’ADN. Les cycles de séquencage se déroulent de la fagon suivante :

1- Injection d’un nucléotide fluorescent

2- Complémentation d’un seul nucléotide

3- Elimination des nucléotides excédentaires

4- Excitation des nucléotides complémentés par un laser et mesure de la fluorescence

5- De méme pour les 3 autres nucléotides

La taille du fragment séquencé est ici égale au nombre de cycles de séquengage. Ainsi

pour 100 cycles, le fragment séquencé fera exactement 100 bases. Le probléme des
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homopolymeres du 454 n’est donc pas possible mais pour un méme nombre de cycle, les

séquences sont plus courtes.

1.2-Options de séquencage

Ces séquenceurs sont capables de séquencer de facon générale tous types de molécules
d’ADN. Selon les applications et les analyses que 1’on souhaite effectuer, les protocoles
d’extraction d’ADN et de la fabrication de la librairie sont légérement différents. Certains
d’entre eux demandent des précautions particulieres et des étapes de préparation
supplémentaires. Des protocoles particuliers ont été établis pour la construction de librairie
pour de ’ADN ancien (Green et al., 2009), un mélange d’individus (Margraf et al., 2010), de
I’ARN (Meyer et al., 2009) ou pour 1’épi-génome (Taylor et al., 2007). Les applications, une
fois les données obtenues, sont immenses : étude de la diversité, recherche de mutations
causales, génétique d’association, génomique comparative, épigénétique (Nordborg &

Weigel, 2008; Brautigam & Gowik, 2011).

En 2005, il n’était possible que de séquencer I’extrémité d’un fragment d’ADN (« Single-
End »). Petit a petit, d’autres options de séquencages sont apparues, et actuellement 3 grands
types sont proposés sur les différentes machines : "Single-End", "Paired-End", "Mate-Paired"
(Figure 30). Le "Paired-End" consiste au séquencage des deux extrémités d’un méme
fragment d’ADN, pour lequel il reste au milieu une zone non séquencée. De plus, il peut étre
utilisé afin de détecter plus facilement des variations structurales ou 1’insertion d’éléments
transposables (Korbel ez al., 2007). Le "Mate-Paired" permet le séquengage des extrémités de
trés grands fragments d’ADN tels que ceux provenant des banques BAC (Figure 30). Il est
utilisé principalement pour reconstruire le génome de novo d’organismes pour lesquels il n’y

a pas encore de séquence de référence.

1.3-Comparaison des technologies

Les deux technologies présentent des différences sur la quantité¢ et la longueur des
séquences produites. De facon générale, le 454 produit un plus petit nombre de séquences
mais celles-ci sont de plus grandes tailles (Figure 31). Au contraire, I’'Illumina produit des
séquences de tailles plus réduites mais en plus grand nombre. Le nombre d’erreurs de
séquencage tend a diminuer au fil des améliorations des protocoles. Le 454 fait assez peu

d’erreur de substitution (1/1000b) mais de nombreuses erreurs de type indels (90%), en
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particulier générées par le probleéme des homopolymeres (1/250b). L’Illumina au contraire ne
fait pratiquement que des erreurs de substitution (95% ; 1/300b ; Harismendy et al. 2009 et
J.M Aury, Journée Génotoul 2011). Ces taux d’erreurs changent selon la complexité de
I’ADN séquencé, et des différentes versions de protocoles utilisées. La couverture permet de
palier a ce taux d’erreur ainsi que le score de qualité de séquengage. Harismendy et al. (2009)
et Nielsen et al. (2011) estiment que pour un fragment d’ADN séquencé dix fois (couverture
10X) avec un score de qualité de séquencage supérieur a 20 (Q20), la probabilité d’erreur est

proche de zéro.

1.4-Historique des versions

L’avancée des technologies est trés rapide. Environ tous les 6 mois, un nouveau kit de
séquencage est disponible, ce qui permet une amélioration de la qualit¢ du séquencage,
I’augmentation du nombre de séquences, la simplification des protocoles, etc... Depuis 2005,
trois grandes versions de 454 et d’lllumina ont vu le jour (Figure 31), la quantité de
nucléotides séquencés a été multipliée par 8 pour le 454 et par 25 pour I’Illumina.
Actuellement (Eté 2011), I’'Illumina en version HiSeq 2000 permet d’obtenir au moins deux
milliards de reads de 100 bases (200 Gb), et le 454 en version Platinum permet d’obtenir au
moins 1,2 millions de reads de longueur moyenne de 700 bases (700 Mb). Depuis peu, 1’offre
des séquenceurs nouvelle génération s’est enrichie de machines intermédiaires telles que le
MiSeq (Illumina) et le 454 Junior (Roche) permettant pour des cots réduits de posséder des
séquenceurs moyen débit. Dans quelques années, les séquenceurs troisieme génération vont
voir le jour permettant d’effectuer du séquengage sans étape d’amplification. Cela permettra
de diminuer les cofits et augmentera encore le débit de séquences produites. D&ja les premiers
prototypes commencent a étre installés. Un Pacific Bioscience Séquenceur vient d’étre
installé au Genoscope (J.M Aury, Journée Génotoul 2011). Il permet d’effectuer du
séquencgage de fragments de 4 Kb. Le taux d’erreur reste cependant encore élevé (de 1’ordre

de 10%) (Figure 29).
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2-Méthode d’extraction
d’ADN pour les séquenceurs

nouvelle genération

Toutes les molécules d’ADN fournies au NGS sont séquencées sans a priori. Une
sélection des molécules d’ADN d’intérét est donc nécessaire. Dans notre étude, nous nous
intéressons exclusivement a I’ADN nucléaire. Nous désirons de ce fait éliminer I’ADN
cytoplasmique (composé de I’ADN mitochondrial et chloroplastique) qui est présent en multi-
copies dans une cellule et peut représenter jusqu’a 20% de I’ADN total (Boffey & Leech,
1982). En 2009, aucun protocole d’extraction d’ADN adapté aux contraintes des NGS n’¢était
disponible pour les plantes. Nous avons ainsi mis en place un protocole d’extraction d’ADN
répondant aux contraintes des NGS et limitant la quantité d’ADN cytoplasmique extraite. Ce
protocole a été publié en janvier 2011 dans American Journal of Botany. 11 a été utilisé pour
toutes les extractions d’ADN qui ont servi pour les séquencages en NGS au cours de cette
thése. 11 a été également utilisé avec succes dans d’autres projets notamment pour le
séquencage du génome du café. Il est utilis¢ comme protocole de référence sur la plateforme

GénoToul (INRA Toulouse) et au Genome Analysis Center (Norwich-UK).

Nous présentons en supplément de D’article, la figure 32 qui résume les différentes
étapes du protocole. Celui-ci est présenté en détail en annexe (Cf. Annexe-1). Nous avons
¢galement ajouté dans le tableau 3 la quantité de séquences d’origine cytoplasmique de tous

les clones séquencés au cours de cette these (en 454 GS-FLX et en [llumina HiSeq 2000).
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First stage, nucleus extraction

Sgof fresh leaves
Grind m hguid mtrogen
Powder m SEBM(45ml )

12 muns. i ce and mix regulany
Filters sample on Miracloth-cloth

=

Filter with cell stramner
— — e

AL

Add 2ml_of SEBM + Triton X-100
12 mins. m wce and mix regulary

First centrifugation (600 2. 9 mins )

Add 20 mL SEB to resuspend a pellet
Filter in cell strainer

9

Second centrnfugation (600 g. 9 muns )
Add 20 mL SEB to resuspend a pellet
Filter i cell stramer

—

Third centrifugation (600 g. 9 mins.)
Add 2 ml SEB to resuspend a pellet

Venfication i microscopy

Second stage, DNA extraction

Add 4 mL of NLB
Nucleus Ivsis (3h)

Add 4ml AcK. mux 10 nuns,
Centrifugation ( 10 mms. 3000 g)
Supernatant conserved
Add 15 mIDBB + 250 ul. sihica matrix

mex 10 mins
Centrifugation ( 2 mins. 1500 g)

Drscard supernatant, add Sml. DWS
Centnfugation (2 mins. 1500 g)

Repeat this stage

Discard supernatant. place tube in 37 C for 10 nuns
Add 600 pul. of water and meube at 37 C for 10 nuns
Transfert in a 2ml. microtubes

pa—

Centnfugation (3 mins. 14000 g )
Supernatant conserved
Add 60pl. 3M Na-AC and ImlL EtOH 96 /
Mix during 2 mins. place tube at <20 C for 5-10 nuns.

Centrifugation (3 mins. 14000 g ) and wash DNA with FtOH 75
Centnfugation ( 5 nuns. 14000 2 )
Discard supernatant and add 120ul. of water
StoreDNA at -20°C

Figure 32 : Vue d'ensemble des étapes du protocole (Carrier et al., 2011).
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DNA PREPARATION SUITABLE FOR NEXT GENERATION
SEQUENCING METHODS'

AJB Primer Notes & ProTocoLs ix THE PLANT SCIENCES
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Premise of the study: In this study, we developed a nuclear DNA extraction protocol for Next Generation Sequencers (NGS).
Methods and Results: We applied this extraction method to grapevines and coffee trees. which are known to contain many
secondary metabolites. The nuclear DNA obtained was sequenced by the 454/GS-FLX method. We obtained excellent results,
with less than 4% cytoplasmic DNA, in a similar way to a BAC (Bacterial Artificial Chromosome }-building protocol. We also
compared our protocol with a classic DN A extraction using specific cytoplasmic DNA amplification. Results showed a lower
cytoplasmic DNA contamination with the new protocol.

* Conclusions: The method presented here is fast and economical. The DNA obtained is of high quality, with a low level of

American Journal of Botany: el3—e15. 2011,

cytoplasmic DNA contamination, and very efficient for the construction of seguencing libraries.

Key words:  pext generation sequencers; nuclear plamt DNA extraction; nuclei isolation.

All protocols for Next Generation Sequencers (NGS) start
with the preparation of a DNA lLibrary from extracted DNA.
Quality, number, and length of the sequences produced by NGS
all depend on the quality of the library that was prepared, itself
dependent on the DNA quality. Generally, when using NGS,
one would wish to obtain the genomic information contained in
the nucleus without an excessive proportion of cytoplasmic
DNA. Multiple copies of cytoplasmic genomes are present in
every cell (11 to 70 copies, depending on the developmental stage
and/or physiological status) (Tymms et al., 1983). The chloro-
plast DNA of plants, therefore, represents 17-23% of their total
DNA (Boffey and Leech, 1982).

In this study, we developed a protocol that strongly reduces
the amount of cytoplasmic DNA. The improvement in quality
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makes the method perfectly adapted to library construction for
NGS. We applied this extraction method to the vine (Vitis
winifera L.) and coffee tree (Coffea canephora Pierre ex A,
Froehner). These species are known to contain many secondary
metabolites, which can generate difficulties for DNA extraction
(Peterson et al., 1997; Mattivi et al., 2006).

To establish the protocol, we were partially inspired by a
classic protocol for nuclear DNA plant extraction destined for
the construction of BAC (Bacterial Artificial Chromosome) li-
braries (Peterson et al.. 1997). The two stages of the protocol
are: (i) isolation of nuclei and (1) nuclear DNA extraction, Nu-
clear DNA obtained with this protocol was then sequenced us-
ing 434/GS-FLX technology (Roche, Basel, Switzerland) with
the Titanium kit.

MATERIALS AND METHODS

Al details of different steps of protocol are accessible in the supplementary
methods (see Appendix 51).

For the first step, we used the “option Y™ described by Peterson et al. (2000)
with a small modification for nuclet isolabon. The quantity of DNA necessary
o build a sequencing library has w0 be between 2 and 5 pg. and of a quality
eguivalent (o thal necessary for BAC hibrary construction. To obtain tis DNA,
we started with 5 to & g of leaves. Nuclei extraction is performed by first crush-
ing the leaves quickly with a mortar and pestle in liguid nitrogen, so that enough
intact auclel are freed. A fine homogeneous powder is then oblained, which is
suspeaded in a sucrose-based buffer comaining 2-g-Mercapocthancl and PYP
to protect auclel from oxidation. The pH is maintained relatively high to inhibit
nuclease activity, The addition of Triton X-100 degrades some of the chlomo-
plasts and mitochondria. This stage requires care, howewver, as it cannot be ex-
tended: lengthening the incubuation would also lead wo destruction of the nuclei.
We used additional fitration steps compared with the protocol of Peterson
et al. (2000). After filiration through Miracloth and all the centrifugations. a

American Jowrnal of Botany: €132 15, 201 1; hitp-/fwww.amybot.org/ © 2011 Botanical Society of Amenca
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Clones 454 GS-FLX lllumina HiSeq 2000
Chloroplastique Mitochondrial Chloroplastique Mitochondrial
777 2.3 1.4 2.5 1.1
583 1.8 1.6 3.6 2.0
386 2.1 2 3.4 2.2
E52 2.2 1.1
PNst 2.4 1.1

Table 3 : Pourcentage de séquences d’origine cytoplasmique obtenues apres
séquencage.
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Fig 1.

Picture of nuclei grapevine extract with in DAPI coloration. Two pictures taken using a fluorescence microscope. Blue corresponds o DNA,

red to chlorophyll. and preen to fragment wall. Intact nuclei (blue spheres) and a few chloroplasts (red spheres) are visible on this grapevine extraction.

filtranion step is done with a cell strainer (d: 40 pm). The different stages of slow
centrifugation allow the nuclei to be precipitated in the bottom of the tbe,
whercas frapments, chloroplasts. and mitochondria remain al the surface and
are then eliminated by fltration. After nucles isolation, we examined a drop of
the suspension under a lsorescence microscope with DAPL Figure | shows the
large numbers of intact neclel present in this suspension. We compared the
guality of visible chloroplasts in DAPI before and after nuclel purificaion and
noted a significant reduction in chloroplast numbser

The second step of the protocol was auclear DNA extraction. The objective

f preparation for a BAC library is o remove high molecular weight asclear
]J.\A Nuclear DNA for NGS does nof reguire this o be done hecause the DNA
used for NGS is fragmented dunng library preparation. DNA extraction of a
nuclel suspension can be made with a commercial kit such as DNeasy Plan
Maxi Kit from Qiagen (Hilden, Germany). In this study. we preferred o use a

protocol in which we had complete control of all the steps. 10 obtain DNA of

high quality. In this procedure, the nuclei suspension obtamed is thea treated by
proteinase K in the presence of lauryl sarkosyl detergent. which helps mem-
brane lysis and the denaturation of cytoskeletal proteins, thus permitting the
ear DNA. To punfy the DNA. a precipitation with potassium
acetane | p ot ) eliminates broken cells and a maximum of distorted pro-
leins .‘\[ulm ahsorplion of DNA s realized on siica matnx (Boom ot al.,
1990). The final impurities are then eliminated by a succession of several
washes. Purified DNA is then cleared of any alien element and 15 in an optimal
condition for use and conservation.

The guantity of purified nuclear DNA was measured by the PicoGreen
|"|I.'I|h'|J (Murzkami and McCaman, 1999). For grapevine .md coffec tree, 12 and
T pg of nuclear DNA were extracted, respectively. from 5 g of leaves of each
species. Protocols for DNA library L,-mwn.t.nn for the 4'~-1’I|l.mtun| Roche)
sequencing technology reco mmend using 2 1o § pg of DNA. The improved
protocol we present here is therefore perfectly adapted to these quantities.

We used 454/GS-FLX Titanium as the NGS methodology 1o test our proto-
col, but it is suitable for any other sequencing method. The 454 runs were sue-
cessful. For grapevine two runs were made, and we oblained 988669 and
| 052396, sequences, with mean lengths of 350 and 360 bp, respectively. For
coffee tree, a total of six runs were made. On average | 325441 sequences per
run were obtained for 2 mean length of 383 bp. These excellent results, al-
though they also depend on the quality of the sequencing libraries, are mainly
due to a high standard of the purified DNA.

Cytoplasmic reference sequences are not availsble for coffee tree. There-
fore, to guantify the level ol contarumant cytoplasmic DNA sequenced. we
warked on the prapevine dataset only. A BLAST search was conducted on
grapeving reference \L.|u-.n-.L~ from the NCBI \L:.l'“n_ (fwrwrw.nchi_alm
nih.gov, Vitis w i 1 mitochondrion:
NC 007762). Out of all produced in the e f our protocol, we
found that, on average, | were chloroplastic-like and 2.0% were mitochon-
drial-like (E-value < 1 and percentage identities > 85% ). These results
show an elimination of a large proportion of cytoplasmic DNA by our protocol.

To compare this protocel with standard DNA extraction (Qliagen DNeasy
plant). we used primer sels that specifically amplified the ATPi and RPS16 chloro-
plastic gencs (Heinze, 2007} on four different concentrations of DNA (1 ngful,

0.1 ng/pl, 0201 ngfpl and 0001 ngfpt). Resubts clearly indicated no amphifica-
tion from 0.1 ng/pl with our protocol, while amplification was achieved at this
concentration using the classic DNA extraction method. There is ne .ji'llr-llllku—
ton from 0.0] np uJ using the classic DNA extraction method (Fig. 21 This
level of eyio rl.r.”nu DNA is similar to those obtained ssing BAC-building pro-
tocols (Noir et al.. 2004: Zharkikh et al., 2008) Cytoplasmic DNA is still suf-
ficiently present 1o be sequenced during an NGS sequencing run. This aspect
could be valuable for gaining access to genomic information about cytoplas-
mic DNA in an NGS mun, withoul having an excessive proportion of these
sequences.

Classical DNA
extraction method ;

ng/pl
L1

This new protocol

ng/ul

010010001 1 01 0010001

Fig. 2. Estimation of the elimination of chloroplastic DNA using the
new method compared with a classic DNA extraction protocol. (A} Specific
amplification of ATPi. (B) Specific amplification of RPS 16, from different
DNA concentrations: Ingful. 0.1 ngfpl, 0.01 ngfpl. 0.001 ngful with DNA
classic extraction.
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CONCLUSIONS

The protocol presented here is fast, economical (compared
with a purchased kit), and does not require the use of dangerous
products. It provides adequate quantities of high-quality nuclear
DNA, low in cytoplasmic contaminants, and efficient for con-
structing sequencing libraries. This protocol can be adapted for
DNA preparations from many other plants containing high lev-
els of phenolic compounds or polysaccharides, and it is suitable
for all deep-sequencing technologies.
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Fasta FQH7ZTFOLI ]
T AT TGCACATTTGGCAGTGAACGAGTC T TGTCAGACTTAACTGTCTGTATCTCAAAAT

Qual #041080404040404040404040404040404040404040403737373737373737
373737373737373737373737373737373737313131313737373737373131

FastQ P ACTTGCACAT T TGGCAGTGAACGAGTCTTGTCAGACTTAACTGTCTGTATCTCAAAAT

S B ---8/<<<<.../2/4228;@DE<? 27 ;==<<G@???<DDDART/// /8-~

Figure 33: Les différents types de fichiers utilisés pour les analyses de
séquences: Fasta) fichier contenant la séquence nucléotidique; Qual)
fichier contenant le score qualit¢ de séquencage du nucléotidique
correspondant ; FastQ) fichier contenant a la fois la séquence
nucléotidique et le score de qualité de séquengage.
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3-Etat de l’art de la bio-
informatique pour les NGS

Une des difficultés des méthodes de séquencage haut débit est qu’il est désormais
inimaginable d’analyser manuellement les séquences obtenues. L’analyse bioinformatique est
désormais indispensable. L.’avancée rapide des technologies de séquencage haut débit a eu des
répercussions directes sur le développement des logiciels capables d’analyser de telles masses

de données.

En 2009, au début des séquenceurs de nouvelle génération, trés peu de logiciels
permettant d’analyser ce type de données étaient disponibles. Aujourd’hui, compte tenu du
succes des NGS, le nombre de logiciels a augmenté exponentiellement. La comparaison des
différents logiciels reste assez floue et il est souvent difficile de savoir lequel utiliser de
préférence. Un tri des logiciels est souvent effectué par la popularité de ces derniers. En
général, les logiciels utilisés dans le programme 1000 génomes humains sont tres populaires,
mais ne sont pas forcément tous adaptés aux génomes des plantes. Dans ce paragraphe, nous
allons rendre compte des principales étapes pour analyser les données de séquencage. Il faut
souligner que la liste des logiciels cités ici correspond a ceux testés durant cette theése et de ce
fait n’est pas exhaustive (Une liste plus importante est disponible sur le site suivant :

http://seqanswers.com/wiki/Software/list).

3.1- Les fichiers de sortie des séquenceurs

nouvelle génération

Les données de sortie des séquenceurs sont constituées d’un fichier Fasta, comportant
toutes les séquences produites et un fichier Qualité, associant pour chaque base séquencée un
score de qualité. Le score de qualité de séquencage n’est pas encod¢ de la méme facon selon
les constructeurs. Ainsi le 454 est codé de 0 a 40 et I’[llumina de 64 a 120. Depuis peu, un
format de fichier regroupant les deux informations a vu le jour: FastQ. Celui-ci est

maintenant utilisé en routine lors des analyses NGS (Figure 33).
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@FastQC Report

jeu. 19 mai 2011
Galaxy89.fastq

Summary

. @ Easic Statistics
.

Per base sequence guality
Per sequence quality scores

. @ Per base sequence cantent

« . Per base GC content
e 5 Per sequence GC content

. @ Per base N content

+ % Sequence Length Distribution
e 5 Beguence Ouplication Levels

Owerrepresented sequences

Kmer Content

@ Basic Statistics

Filename Galaxy89. fasty
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences B0BE4543

Figure 34 : Exemple d’un rapport du logiciel FastQC.

‘ 1) Découpage de la référence ‘

‘ 2) Recherche des graines constituant la séquence |____-______
1 2 3 No No No 3 No No No 2 No

1 2 3

‘ 3) Alignement sur la meilleure séquence de graines ‘

Figure 35: Représentation simple de 1’algorithme en graines (ou hash). La

séquence de référence est découpée en graines. La chaine de graines
constituant la séquence donnée est recherchée parmi les graines de la
séquence de référence.
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3.2- Les logiciels pour traiter les fichiers et

verifier la qualité des séquences

Une des premiceres étapes, apreés avoir obtenu les données, est de vérifier la qualité du
séquencage. Le logiciel FastQc (A. Simon, Babraham Institute) permet d’avoir un ensemble
de statistiques permettant de connaitre la qualité du séquengage effectué (Figure 34). De fagon
générale, une qualité moyenne des séquences ne dépassant pas Q20 est a exclure (Nielsen ef
al., 2011). 11 est a noter que la qualité des bases diminue a I’extrémité 3° des séquences
(Dohm et al., 2008), ceci étant di a la détérioration du signal lumineux en fin de séquengage.
Différents logiciels disponibles permettent de filtrer ces séquences (FastX-Toolki de Hannon
lab, Samtools et Picards Tools (Li, H et al., 2009)) pour ne garder que les séquences de

qualité que 1’on estime suffisante.

3.3- Les logiciels d’alignement

L’alignement consiste a reconstruire un génome séquencé en utilisant un génome de
référence comme modele. Tous les organismes ne possédent pas encore de génome de
référence séquencé, contrairement a la vigne dont le génome de référence de qualité nous a

¢té d’une grande utilité (http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/). A

I’heure actuelle, il existe un trés grand nombre de logiciels d’alignement. Ils se découpent en

deux grandes classes, les logiciels basés sur un algorithme dit « de hachage » et ceux basés

sur la Burow Wheler Method (Li & Durbin, 2009).

Les logiciels fonctionnant sur 1’algorithme de hachage ont été les premiers a étre mis en
place en 2007. Deux grands types de logiciels sont disponibles, ceux qui chargent en mémoire
les séquences produites et ceux qui chargent en mémoire la séquence de référence. Selon la
taille du génome de référence et le nombre de séquences a aligner, I’un ou 1’autre des logiciels
peut étre plus approprié. Le logiciel MAQ (Li H et al., 2008), charge en mémoire les
séquences a aligner, c’est-a-dire qu’il fragmente les séquences en petits morceaux appelés
« graines ». Ces graines sont ensuite recherchées sur le génome de référence de fagon a
identifier la région ou toute la chaine de graines se positionne. Les logiciels tel que SOAP (Li

R et al, 2008), BFAST (http:/genome.ucla.edu/bfast/) et MosaikAssembler

(http://bioinformatics.be.edu/marthlab/) fragmentent la séquence de référence et la meilleure
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A/

Parcours de la reférence en « arbre »

/T

A
T/ NC

»
6 A G T Seql AGCAGT => Position: Chr3:525
¢/

\ 6 G T Seq2 AGCGGT => Position: Chr3:525

Figure 36 : Représentation simple de 1’algorithme de Burrows-Wheller (Li &
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Durbin, 2009). Le génome de référence est parcouru sous forme
d’arbre. A chaque position sur la séquence, une seule branche est
choisie parmi les quatre possibles. Le nombre de branches possibles
augmente proportionnellement avec le nombre d’erreurs autorisées.
Cela augmente ainsi le nombre de possibilités et ralentit le temps de
recherche de la séquence sur le génome de référence.



chaine de graines est recherchée pour chaque séquence (Figure 35). Actuellement au vu des
débits des séquenceurs nouvelle génération, les logiciels qui chargent en mémoire la séquence

de référence sont les plus utilisés.

La deuxieme classe de logiciels apparue en 2009 est basée sur 1’algorithme de Burrows
Wheler Method (Li and Durbin 2009 ; Figure 36). Plusieurs logiciels comme BOWTIE
(Langmead et al., 2009), BWA (Li & Durbin, 2009) et SOAP2 (Li R et al., 2009) utilisent cet
algorithme. Cette méthode a I’avantage d’étre extrémement rapide pour les génomes peu
polymorphes comme I’humain (1 SNP / 1042 bases (Wang et al., 2008)). Pour cette raison, le
logiciel BWA est rapidement devenu trés populaire dans le consortium 1000 génomes
humains. Cependant, pour des séquences de grandes tailles telles que celles produites en 454
ou des génomes plus complexes, les logiciels basés sur la méthode de hachage, bien que plus
lents, s’averent plus efficaces (Flicek & Birney, 2009).

L’évolution de ces logiciels est treés rapide. Actuellement la recherche se poursuit sur le
développement de logiciels capables d’effectuer de ’assemblage guidé par une séquence de
référence. Les régions non reconstruites par alignement simple sur la référence sont
reconstruites par une méthode d’assemblage. Cela permettra, pour les régions non présentes

sur la référence ou tres difficiles a reconstruire par alignement, d’étre accessibles.

3.4- Les logiciels de recherche de

polymorphismes

La liste des logiciels permettant la recherche de polymorphismes de type SNP et indels est
assez bien fournie : Gigabayes et Freebayes (http://bioinformatics.bc.edu/marthlab/), GATK
(DePristo et al., 2011), SamTools (Li H et al, 2009). Le choix du logiciel se fera sur

différentes options de filtres disponibles. Pour les individus hétérozygotes, il est important
que le logiciel puisse tenir compte de la ploidie. Il est aussi important que des filtres comme la
couverture minimale, le score qualité¢ de séquencage minimum, la fréquence minimale de

I’alléle minoritaire soient paramétrables pour valider ou non un SNP (Nielsen ez al., 2011).

Pour la recherche de wvariations structurales comme les éléments mobiles, les
translocations, inversions, grands indels, nombre de copies de génes, trés peu de logiciels sont

disponibles. Seuls quelques outils tres récents adaptés a ’humain viennent d’apparaitre
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(Medvedev et al., 2009; Hormozdiari et al., 2010). Dans un avenir proche le nombre de ce

type de logiciels devrait augmenter.

3.5- Pipeline et Genome Browser

La mise en place d’un pipeline est toujours complexe. Récemment, une interface appelée
Galaxy a été développée a l’occasion du projet 1000 génomes humains (Figure 37 ;
Blankenberg et al., 2001). Celle-ci est « open source » et permet avec une treés grande facilité
d’utiliser les outils installés dans I’interface et de les enchainer sous la forme d’un pipeline.
Une fois tous les résultats obtenus, une validation manuelle du polymorphisme sur les génes
candidats est généralement souhaitable. Plusieurs « Génome Browser » ont vu le jour
permettant de visualiser facilement les données NGS ainsi que tous les autres types de
données (annotations, données d’expression etc...). Actuellement IGV (Robinson et al., 2011)

et Tablet (Zhang et al., 2010) sont les « Génome Browser » les plus populaires.

4-Conclusion

Les nouvelles générations de séquenceurs ont permis de rendre les étapes de génotypage
non limitantes et permettent d’envisager des études sur génomes entiers (Nordborg & Weigel,
2008). Les projets de re-séquencage d’envergure ont ainsi pu voir le jour (1000 génomes
humains, (Kaiser, 2008) et 1001 génomes d’Arabidopsis (Weigel & Mott, 2009), etc...)
permettant d’effectuer des comparaisons de génomes afin d’identifier du polymorphisme
moléculaire 1ié avec certains polymorphismes phénotypiques. Les différentes préparations
d’ADN, ARN ont du étre adaptées a ces nouveaux séquenceurs. De nouveaux protocoles de
préparation d’ADN sont mis en place permettant ainsi d’étudier par exemple les méthylations
de ’ADN (Taylor et al., 2007). L’arrivée de tels volumes de données nécessite ainsi le
développement de nouvelles méthodes d’analyses informatiques et la mise en place
d’infrastructures informatiques d’envergure. Le développement d’interface telle que Galaxy
permet de faciliter I'utilisation des différents logiciels d’analyse. Au cours de ma thése j’ai eu
aussi 1’occasion de suivre et de participer directement a cette révolution du génotypage

apportée par ces nouvelles technologies.
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I-Introduction

Ce chapitre est consacré a I’identification des événements mutationnels présents entre
deux clones. Pour cela, plusieurs clones de Pinot ont été séquenceés et comparés pour identifier
et quantifier d’éventuels polymorphismes. Les éléments mutationnels les plus pertinents ont

par la suite été étudiés dans un échantillon beaucoup plus large de la diversité du Pinot.

2-Etude du cépage de réference de la vigne,

le Pinot

Le nom du cépage Pinot proviendrait de la forme de ses grappes en pomme de pin.
C’est un cépage cultivé depuis trés longtemps. Il serait apparu dans I’Est de la France durant
le premier siecle apres JC (Mc Govern, 2003) et a donné naissance a de nombreux cépages de
grande renommée comme le Chardonnay, le Gamay, 1’Aligoté...(Bowers et al., 1999). Le
Pinot noir a une grande importance économique, c’est le 11éme cépage planté dans le monde
(J.M Boursiquot Com. Pers.). En 2006, 28 006 hectares de Pinot noir sont cultivés en France,
essentiellement en Bourgogne et en Champagne, contre 11 876 hectares en 1968 (Boursiquot
et al., 2007; OIV, 2007). Ce cépage est a la source des grands crus de Bourgogne comme par
exemple la Romanée-Conti et le Chambertin. Il offre également une trés grande diversité
clonale. On dénombre actuellement 40 clones agréés de Pinot noir, deux clones de Pinot
blanc, 3 clones de Pinot gris et 15 clones de Meunier. Tous ces clones possedent des
caractéristiques propres. La figure 38 présente les différences entre les clones de Pinot noir

(Boursiquot et al., 2007).

Le Pinot noir fut choisi comme cépage de référence de la vigne du fait de son intérét
historique et économique. Deux individus furent séquencés en 2007. Pour le séquengage du
génome de référence, un individu homozygote dérivant du Pinot noir (PN40024) a été choisi
pour faciliter la reconstruction de-novo du génome (Jaillon et al., 2007). En parall¢le, le clone
ENTAV-INRA® n°115 fut séquencé par Velasco et al. (2007) avec une plus faible

profondeur, 6,4X au total contre 12X pour le génome de référence.
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DIJON

. Vallée de I
- ¢ 1a Map,

e
W]
g e

—

T)
il ©,
2
“
‘EM\ . o
o %
N O %
s Le Mesuil»-Oger g =
H
e = 3

MONTAGNY @

PARIS
(m]

SEGENGOUX
FNATIONAL

N\, _CHABLIS
J) I #
AUXERRE 2 o pyjoN

NUITS-ST GFORGES
BEAL
) CHAL

LA
-} BOURGOGNE

Figure 39 : Origine géographique des clones de Pinot noir agréés et séquencés.

51



2.1-S¢lection de I’echantillon de clones

Dans notre premiere ¢tude sur la diversité clonale de la vigne nous nous sommes donc
focalisés sur le Pinot, car le polymorphisme structural entre le génome de référence

(PN40024) et les clones devraient étre relativement faibles facilitant ainsi leur reconstruction.

Pour avoir une représentation de la diversité clonale du Pinot noir, en supplément du clone
n°115, trois autres clones ont €té choisis pour constituer notre échantillon: Les clones
ENTAV-INRA® n° 386, 583 et 777. Ceux-ci furent séquencés par la technologie 454-GS-
FLX Titanium. Chacun des clones sélectionnés représente une classe phénotypique
(productivité/qualité) parmi la diversité des clones de Pinot noir agréés (Figure 38). Les
clones n° 115, n° 777 et n® 583 sont originaires de Cote d’6r, plus précisément pour les deux
premiers, de la commune de Morey Saint-Denis et pour le clone n°® 583 de la commune de
Pommard. Le clone n° 386 est d’origine Champenoise, de la commune d’Ay dans la Marne

(Figure 39 ; Fiches de clones éditées par le Grapvi, 2000).

Afin de confirmer les résultats obtenus dans notre étude, une sélection de quatre
¢léments mutationnels a été¢ étudiée sur I’ensemble des clones de Pinot agréés. Tous les
¢chantillons ont été prélevés dans la collection du Domaine de I’Espiguette de I'IFV (40
clones de Pinot noir, 2 clones de Pinot blanc, 3 clones de Pinot gris et 15 clones de Meunier

(Cf. Annexe-2).

3-Choix des méthodes de séquencages haut

deébit, 2009

En décembre 2008 lorsque ma thése a débuté, le 454 était en version Titanium
(1,2E10° séquences de longueur moyenne de 400 bases), I’Illumina était en version Gall
(30E10° séquences de 50 bases). Le génome de la vigne étant de 470 Mb, un séquengage en
454 permettait d’obtenir environ 1X de couverture alors qu’un séquengage en Illumina
permettait d’obtenir 3X de couverture. Malgré la différence du nombre de bases séquencées
entre les deux machines, nous avons choisi d’utiliser le 454 car les séquences produites étaient
de taille tres supérieure a celles de I’Illumina. De plus la technologie "Paired-End" n’était pas

disponible en France. Cela devait faciliter la reconstruction du génome par alignement sur le
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génome de référence. En effet, le génome de la vigne est constitué de 41% d’éléments répétés
(Jaillon et al., 2007) et est tres hétérozygote (Velasco et al., 2007). Sur de tels génomes, pour
effectuer un alignement de bonne qualité, il est recommandé d’avoir des séquences d’au
moins 100 bases (Palmieri & Schlotterer, 2009). Nos séquengages 454 en version Titanium
ont été effectués en collaboration avec la plateforme GénoToul a ’INRA de Toulouse. Nous
avons pu effectuer nos séquencages en projet pilote et ainsi réaliser les tous premiers

séquengages 454 Titanium d’Europe.
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4-Identification des polymorphismes

moleéculaires chez le Pinot
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Abstract

Through multiple vegetative propagation cycles, clones accumulate mutations in somatic
cells that are at the origin of clonal phenotypic diversity in grape. Clonal diversity provided
clones such as Cabernet-Sauvignon N°470, Chardonnay N° 548 and Pinot noir N° 777 which
all produce wines of superior quality. The economic impact of clonal selection is therefore
very high: since approx. 95 % of the grapevines produced in French nurseries originate from

the French clonal selection.

In this study we provide the first broad description of polymorphism in different clones of
a single grapevine cultivar, Pinot noir, in the context of vegetative propagation. Genome
sequencing was performed using 454 GS-FLX methodology without a priori, in order to
identify and quantify for the first time molecular polymorphisms responsible for clonal
variability in grapevine. New generation sequencing (NGS) was used to compare a large
portion of the genome of three Pinot noir clones selected for their phenotypic differences.
Reads obtained with NGS and the sequence of Pinot noir ENTAV-INRA® 115 sequenced by
Velasco et al., were aligned on the PN40024 reference sequence. We then searched for

molecular polymorphism between clones.

Three types of polymorphism (SNPs, Indels, mobile elements) were found but insertion
polymorphism generated by mobile elements of many families displayed the highest
mutational event with respect to clonal variation. Mobile elements inducing insertion
polymorphism in the genome of Pinot noir were identified and classified and a list is
presented in this study as potential markers for the study of clonal variation. Among these, the
dynamic of four mobile elements with a high polymorphism level were analyzed and insertion

polymorphism was confirmed in all the Pinot clones registered in France.
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Introduction

Genomes were thought to be stable constituents of living organisms until Barbara
McClintock’s discovery of genome plasticity opened up a new avenue of research
(McClintock, 1984). Dynamics of genomes have thus become an important field of research,
SNPs and short indels being the most widely studied polymorphisms. These have a potential
impact on phenotypic variations (McCarroll et al., 2008), in particular non-synonymous SNPs
located in regulatory regions (McNally et al., 2006; Ramensky et al., 2002). Similarly, mobile
elements drive genome evolution (Kazazian, 2004), playing an important role in mutations
responsible for genomic reorganizations (Kidwell, 2002) and genome size variations (Piegu et
al., 2006). In this way, 82% of the maize genome is composed of overlapping mobile
elements (Schnable et al., 2009). Other mechanisms of genome regulation such as epigenetic
variations (Doerfler et al., 2006; Zilberman et al., 2007) chromosome rearrangements (Eichler
and Sankoff, 2003) and copy number variations (Freeman et al., 2006; Stranger et al., 2007)

could also have an impact on phenotypic variations.

A significant number of domesticated plants including banana, potato, grape, coffee tree
are vegetatively propagated to maintain agronomically valuable genotypes (McKey et al.,
2009). However, after many propagation cycles, clones accumulate phenotypic differences in
agronomic traits and clonal diversity appears (Orive, 2001). This diversity can then be used to
select the best clones within a given variety. Indeed, several clonal selection programs for
grape, potato or banana have led to the release of new certified clones with very significant
gains for the industry. In particular, clonal diversity in grape is used to select the best clones
for commercial purpose as it is the only solution to access a plant diversity without modifying
the identity of cultivars with worldwide repute. Cultivar identity is crucial in the case of

appellation wines in Europe which are produced from a restricted list of specific cultivars.

Vegetative propagation has been used since the end of Antiquity period (Mc Govern, 2003) and
allows grape to display a remarkable clonal diversity (Schon et al., 2009). Previous studies of
grapevine clonal diversity using SSR markers enabled the identification of limited clonal
polymorphism in a few groups of clones (Hocquigny et al., 2004; Moncada et al., 2006).
However SSR analyses are not an efficient way to distinguish genetic differences between
clones (Imazio et al., 2002; Pelsy et al., 2010). Alternatively, the S-SAP approach using

universal retrotransposon based primers revealed polymorphism between five Pinot clones



Chapitre 3, La variation clonale chez le Pinot

Mean of
PN386 PN583  PN777 3clones  PNI115
5 -
o of aligned Alignment Step 1 481 425 40.2 43.6 577
sequences
Alignment Step 2 0.9 1.1 1.0 1.0 1.3
Alignment Step 3 12.5 21.7 16.7 16.9 8.0
Total of aligned reads 61.5 65.3 57.9 61.5 67.0
5 -
7 of unaligned Repeat elements 12.5 13.4 13.90 13.2 12.7
sequences
Paralogs 12.0 10.1 13.0 11.7 20.3
Cytoplasmic DNA 4.2 3.6 3.7 3.8
Unknown 8.1 6.8 10.4 8.4
Contamination (other organisms) 0.01 0.01 0.01 0.01
Low quality reads 1.7 0.8 1.4 1.3
Total of unaligned reads 38.5 34.8 42.1 38.4 33.0

Table 1: Description of alignments on PN40024: Proportion of aligned
sequences after first, second and third steps of the alignment process for
the different clones and for PN115 sequences and of unaligned reads on
the reference genome with their possible composition.

Common Reference genome PN115 genome

PN386 PN583 PN777 regions covered covered
Coverage 1X or more 113 Mb 132 Mb 139 Mb 95 Mb 194 Mb 168 Mb
Coverage 2X or more 46 Mb 64 Mb 44 Mb 16 Mb 122 Mb 98 Mb
Coverage 3X or more 15 Mb 25 Mb 14 Mb 0.2 Mb 54 Mb 52 Mb
Coverage 4X or more 6 Mb 11Mb 5 Mb 0 Mb 22 Mb 22 Mb
Coverage 5X or more 3 Mb 5 Mb 2 Mb 0 Mb 10 Mb 10 Mb
Coverage 6X or more 1.3 Mb 2.2 Mb 1 Mb 0 Mb 4.5 Mb 4.5 Mb

Table 2: Coverage of sequenced genomes: Size of the portion of genome aligned
on the reference genome at different coverage levels for the three
clones. Common regions correspond between all clones sequenced in
454 GS-FLX. In the polymorphism call we only considered regions
with 6X coverage or more.
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(Wegscheider et al., 2009) although use of Vine-1 based primers (Verries et al., 2000)
failed to reveal any variation between six Pinot clones (Labra et al., 2004). Pinot is one of the
oldest grape cultivars (Boursiquot et al., 2007; This et al., 2006) and among the noblest, being
used notably in Champagne and Bourgogne wines. It displays extensive clonal diversity and,
in France alone, 64 different Pinot clones are certified and marketed (Boursiquot et al., 2007).
Furthermore Pinot noir was the cultivar choosen in grapevine genome sequencing projects:
the grape reference genome using a near homozygous line PN4024 (Jaillon et al., 2007)
derived from Pinot Noir cultivar by successive selfings and the second sequencing project
using Pinot noir clone ENTAV-INRA® 115 (PN115) (Velasco et al., 2007). Pinot studies can
now fully benefit from existing genomic tools since the release of the reference genome
sequences (Jaillon et al., 2007; Velasco et al., 2007) available through the grape genome

browser (http://www.genoscope.cns.fr/)

New generation sequencing (NGS) has changed the landscape of genetics and genomics
studies and allowed questions to be answered at genome scale (Mardis, 2008; Nordborg and
Weigel, 2008). Until now, no study has proposed a broad description of polymorphism linked
to vegetative propagation. In the present study, we thus exploited the power of NGS and the
grape genomic tools to perform a genome-wide comparison of grape clone genomes without a
priori knowledge. In order to quantify the different types of polymorphisms (SNP, indel,
mobile elements) likely involved in clonal diversity, we sequenced 3 Pinot noir clones
(PN386, PN583, PN777) selected for their phenotypic differences using 454 GS FLX
methodology. We compared a portion of these Pinot noir clones with the available sequences
of PN115 (Velasco et al., 2007) after alignment on the PN40024 reference genome.
Consequences of theses polymorphisms will be discussed as well as potential uses of these

results for the wine industry.
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Supplementary Figure 1: Percentage of aligned bases with different quality
alignment scores. 90% of aligned bases had a quality score of more

than 60.
PN386 PN583 PN777 PN40024
% GC in alignedsequences 36.0 35.0 35.0 33.0
% CpG in alignedsequences 2.4 2.4 2.4 2.2
% CnG in alignedsequences 0.9 0.9 0.9 0.9
% Exons 9.9 10.6 7.9 6.9

Table 3: Composition of 454 reads aligned with the reference genome. We
compared the percentage of GC, CpG, CnG and exons in the 454 data
set and the reference genome. Percentage of GC, CpG, CnG were
estimated with a Perl script. Percentage of exons was estimated by
Blast 2.0 (id > 85%) with the annotation of the reference genome dated
on March 19 2010.
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Results

Alignment and representation of the Pinot noir clone sequences on the

reference genome

Genome reconstruction by alignment

We analyzed sequences of four clones of Pinot noir (PN115, PN386, PN583 and PN777)

selected to maximize the phenotypic diversity of this cultivar.

PN115 sequences were downloaded from ncbi database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

and correspond to published work (Velasco et al., 2007). PN386, PN583, PN777 sequences
were obtained by 454 sequencing methodology. These four sets of sequences were aligned on
reference sequence PN40024 (Jaillon et al., 2007). For PN115 a total of 67% of the sequences
were aligned with the 3 steps procedure (Table 1). They correspond to single locus regions.
Since sequences matching more than one locus were discarded. For the other clones an
average of 62% of reads was aligned on the PN40024 sequence (Table 1). This represent a
mean coverage of 32% of PN40024 sequence at 1.00 fold genome coverage (base count) but

only 0.3% at 6.00 fold genome coverage (Table 2).

Among unaligned sequences, only 8% of the reads did not match any known reference
sequences of PN40024 (Table 1). These sequences may be either unknown repeated elements,
unassembled regions of PN40024 or due to a contamination not reported in any database. The
remaining unaligned reads which corresponding to paralog (12%) and repeat sequences
(13%), were not retained due to multiple possible localizations on the reference sequence.
Reads alignment quality was estimated using an alignment quality score (ranging from 0 to
90) (Ewing and Green, 1998), 90% of the aligned sequences have a quality score higher than
60 (see Supplementary Figure 1).

Comparison with the reference genome

We compared several criteria (percentage of exons, GC, CpG and CnG among the aligned
sequences) between clones and PN40024 and no difference were observed (Table 3). The
number of aligned bases on each chromosome was proportional to their length (R? >0.62, see

Supplementary Figure 2). However, our results indicate that read distribution along the
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estimated random correlation between the number of aligned reads
and the length of the chromosome was tested using Pearson’s
correlation (P-value < 0.05).



chromosomes was non random and some regions were consistently excluded from
alignment (see Figure 1 for an example on chromosome 1). Low-alignment regions showed
over-representation of repeat elements in some areas, particularly at the centromere assumed
location. There is a significant negative correlation between the number of aligned sequences
and the number of repeat elements annotated in the reference sequences (correlation

coefficient <-0.25 and p-value <0.01).
Polymorphism calling

In order to eliminate any risk of false positive polymorphism detection from clones sequenced
by 454 methodology, we choose to analyze and call polymorphisms only from sequenced
regions at 6.00 fold genome coverage (least 6 independent reads should be aligned at each
base pair). Moreover, for the polymorphic positions the minor allele should be present in at
least 30% of the independent sequences. Because of the absence of common regions between
the 3 sequenced clones at 6.00 fold genome coverage we compared each sequenced clone
with only PN115 which is a true clone of Pinot noir contrary to PN40024. In total, the sum of
the sequences shared by one of the 3 clones and PN115 represents 4.5 Mb (around 1% of
grape genome) at 6 fold genome coverage (Table 2). We detected no SSR, but 19 SNPs, 6
indels and 147 sites with a polymorphic insertion of mobile elements (Figure 2A and
Supplementary Table 1) representing a mean of 1.6 (+/- 1.0) SNPs, 5.1 (+/- 2.7) indels and
35.2 (+/- 7.2) mobile elements per Mb (Figure 3). Among these putative polymorphisms, 1
indel, 3 SNPs and 19 sites of mobile elements insertion per Mb were localized in genes
(predicted from the reference genome -19 March 2010 version- ; Supplementary Table 2).
Polymorphisms were well distributed throughout the genome (Figure 2B).

Distribution and dynamics of mobile elements

Identification of mobile elements

In the partial sequences of clones PN386, PN583 and PN777, we searched for the
different mobile elements known in grape (Jurka et al., 2000; Jurka et al., 2005). Among the
107 known mobile elements in grape, 62 have generated at least one insertion polymorphism
(see Supplementary Table 3). Polymorphic elements belong to either class I (72%) or class 11
(23%) mobile elements. The most abundant ones in sequenced clones were LINES

retrotransposons, followed by Gypsy and Copia-like elements. However, Gypsy famiy was
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aligned. The first 454 run was aligned (red line) on chromosome 1.
Then both first and second runs were aligned together (blue line), and
finally all three runs (green line) were aligned on the chromosome. The
insufficiently covered region around 13 Mb in chromosome 1
corresponds to the centromere.



the most elements which generate insertion polymorphisms between clones studies

(Supplementary Table 3).
Selection of mobile elements and confirmation of their insertion polymorphism

We selected for detailed analyses four representative mobile elements among class I LTR
transposable elements: Gret-1, Copia-10, Gypsy-19 and Cauliv-1. These four elements have
very different copy numbers and polymorphic sites in the partial sequenced of the clones:
Gret-1 displayed 64 copies with 5 polymorphic sites; Copia-10, 1273 copies with 4
polymorphic sites; Gypsy-19, 564 copies with 3 polymorphic sites and Cauliv-1 1065 copies
with 2 polymorphic sites (Supplementary Table 3).

To confirm polymorphism due to these mobile elements we performed a S-SAP (Waugh
et al., 1997) analysis based on their specific sequences on the 60 Pinot clones registered in
France including PN115, PN386, PN583, PN777. We found a total of 134 polymorphic bands
(37% of total scored band) among all clones and each clone displayed a specific pattern for
these four elements as illustrated in the phenetic tree based on Nei and Li distance matrix (Nei
and Li, 1979) from presence/absence of the bands (Figure 4). For the four clones studied in
detail (PN115, PN386, PN583, PN777), we found on average 45 polymorphic bands between
any 2 clones (see Supplementary Table 4).

Dynamic of mobile elements

LTR distribution and diversity were analyzed in detail for the four mobile elements
selected (Gret-1, Copia-10, Gypsy-19 and Cauliv-1). First, within the entire 454 data set, we
identified the major forms of consensus LTR and estimated the representation of each of their
major forms in the genome (Table 5). Major forms represented by at least 10 locus with 90%
identity. Four LTR consensus were identified for Grer-1 and Copia-10, representing 51% and
36% of total LTRs, whereas only one consensus was identified for Gypsy-19 and Cauliv-1,
representing less than 10% of the total number of LTRs (Table 4). Minor LTR forms, too
divergent to allow building of LTR consensus sequences, represented respectively 93%, 90%,

64% and 49% of identified LTR in Cauliv-1, Gypsy-19, Copia-10 and Gret-1 (Table 5).

Then we built trees based on sequence homology using the conserved region detected in
the LTR sequences of these four elements. This conserved region contains the integrase

sequence in the 3’ LTR (Wicker et al., 2007) (Figure 5). Results for Gret-1 showed a typical
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pattern of recent activity with several copies of very homologous sequences. No such patterns

were obtained for Copia-10, Gypsy-19 and Cauliv-1 (Supplementary Figures 4, 5 and 6).

Discussion

The present work represents the first genome-wide analysis of polymorphism among
grape clones without a priori in an attempt to identify all the molecular polymorphisms
involved in somatic mutations. Four Pinot noir clones (PN115, PN386, PN583 and PN777)
were selected for their distinct phenotypic characteristics (for example yield or sugar content
(Boursiquot et al., 2007)). The clonal selection was performed making prospection in old
vineyards, clone PN115, PN386, PN583 and PN777 were selected in different fields in
Bourgogne (France) in 1971, 1975, 1978 and 1981 respectively. At this time wood was
collected from one particular plant in the field. For each clone history of this plant or of the
vineyard was by consequence not available and it is impossible to date the time of divergence
between clones. Interestingly, although we have revealed SNPs and indels in this study, the
most important mutational events in the context of vegetative propagation were however the
insertion polymorphisms generated by mobile elements. Progress in sequencing methods
allowed to access to a part of the genome at a total cost and in a time span that were

unachievable just a few years ago (Nordborg and Weigel, 2008).
Partial sequencing of Pinot clone genomes

We chose to work on Pinot, one of the most diverse cultivars in term of morphology. An
average of 62% of the reads obtained by 454 methodology was aligned at a single locus on the
reference sequence and 25% of the reads were not consider because they matched at more
than one locus. Our results are similar to those obtained in Vitis by Myles et al. (Myles et al.,
2010). The grape genome is an ancient hexaploid genome (Jaillon et al., 2007) and has many
paralogous regions that complicate mapping, particularly for short reads. This is an another

reason why we preferred the 454 methodology to any other.

Clone sequenced by 454 methodology (PN386, PN583, PN777) were compared with the
PN115 sequence produced by Velasco et al (Velasco et al., 2007) which corresponds to
assembly with a mean at 6.4 fold genome coverage. In order to perform this comparison, we

have aligned all sequences on the reference sequence (PN40024).
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SNPs PN115 Mobile el. PN115
PN777 4 PN777 34
PN583 4 PN583 75
PN386 11 PN386 35
Total 19 Total 147
IN/DEL PN115

PN777 4

PN583 1

PN386 1

Total 6

Supplementary Table 1: Detail of polymorphisms detected among clones (SNPs,
Indels and Mobile elements) with a depth greater than 6X and a base
alignment quality score of more than 60.

Supplementary Table 2: Results of S-SAP for 4 mobile elements analyzed in
detail (Caul-1, Gret-1, Copia 10, Gypsy 19). Number of polymorphism
bands detected between 2 clones generate by 4 mobile elements
analyzed.
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The random distribution of reads obtained with the 454 method enabled access to a
representative part of the grape genome. All chromosomes were covered proportionally to
their length, and percentages of GC, CpG and CnG and exon composition were similar
between 454 sequences and the reference genome (Jaillon et al., 2007). Major parts of the
chromosome regions were easily sequenced and aligned. Only regions containing many repeat
elements such as centromere, telomere, and satellite regions were difficult to analyze using

this re-sequencing protocol.
Identification of dynamic events involved in somatic genome evolution

We searched for molecular polymorphism among grape clones in order to identify the
most significant and dynamic elements involved in vegetative (or somatic) evolution. To limit
false positives, only bases sequenced at least six times (corresponding to mean coverage depth
of the PN115 sequences (Velasco et al., 2007)) and with alignment quality scores higher than
60 were considered, conditions that have already been used in similar studies (Atanur et al.,
2010; Gore et al., 2009; Sabot et al., 2011). Regions shared by PN115 and at least one of the
other sequenced clones at 6.00 fold genome coverage represented a total size of 4.5 Mb

(approx. 1% of the genome).

Until now, previous studies of clonal diversity, mainly focused on SSRs and AFLP markers,
enabled only limited identification of clones (Hocquigny et al., 2004; Imazio et al., 2002;
Moncada et al., 2006; Pelsy et al., 2010). Although they present a quite low mutation rate,
both SNPs and indel have been identified in our studies and are therefore potential markers
to study clonal diversity. The related polymorphism rate is however quite low, since we found
1.6 SNPs and 5.1 indels per Mb, while polymorphism between cultivars can be as high as 20
000 SNP per Mb (Le Cunff et al., 2008). Although they are less abundant than mobile
elements, SNPs are known to generate polymorphism when they are located in genes. As an
example, one SNP modification in the V'vGAI-1 gene of a Pinot meunier clone resulted in a
dwarf phenotype (Thornsberry et al., 2001). In the present study, one SNP between PN777
and PN1135, is located in one exon and generates a non-synonymous mutation (Supplementary
Table 4). This candidate gene could be associated with phenotypic differences and,
considering the low cost of the analysis, one can suggest that clone and/or somatic mutant
sequencing might be an interesting way to identify candidate genes linked to grape

polymorphism.
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Position Genes
Mobiles
Mobiles elements elements
chrl 22892753 GSVIVT01001135001 Gypsy22
chrl 7660970 GSVIVT01013782001 Copial
chr10 2687291 GSVIVT01021220001 Copial
chr10 15104708 GSVIVT01026261001 VHARB
chr12 6704871 GSVIVT01030556001 Copia23
chri2 21987082 GSVIVT01023147001 VLINE3
chri3 7667083 GSVIVT01034686001 Gypsy12
chr19 1861065 GSVIVT01014241001 Gypsy9
Harbinger_

chr2 499949 GSVIVT01019417001 1
chr2 6150229 GSVIVT01013259001 Copial0
chr5 15713361 GSVIVT01020995001 VHARB4
chr5 2568893 GSVIVT01017678001 Gypsyl7
chr5 21944397 GSVIVT01010735001 Gypsy22
chré 13331536 GSVIVT01037457001 Copia3
chré 14461205 GSVIVT01037393001 Gypsy12
chré 1440555 GSVIVT01025364001 VLINE1
chr8 13235871 GSVIVT01025657001 Copia22
chr8 2619320 GSVIVT01029978001 Gypsy9
chr8 20392045 GSVIVT01033475001 Gypsy22

SNPs Located
chr5 267707 GSVIVT01024255001 intron
chr12 12667503 GSVIVT01011544001 intron
chri3 8573986 GSVIVT01034732001 intron
chrl8 10288579 GSVIVT01023526001 exon - non synonimous - putative peptidase
chr19 4168276 GSVIVT01014467001 intron

Indels
chrl 6979210 GSVIVT01000570001

Supplementary Table 4: Polymorphisms located in genes.
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The major cause of somatic polymorphisms were insertion polymorphisms caused by mobile
elements since 147 events were observed (35.2 per Mb). Such great extents of mobile
elements polymorphism strongly suggest somaclonal transcriptional activation. Mobile
elements are known to generate a substantial number of mutations that can impact gene
expression and genome size, while sequence duplications can also be responsible for new
gene functions (Feschotte et al., 2002; Kazazian, 2004; Wicker et al., 2007). In grape,
variation of grape berry color for example was due to the insertion of the Gret-1 element into
the VvMybA-1 promoter (Kobayashi et al., 2005). In our study, 19 out of 147 events involving
mobile elements are found in genes. These specific elements could be used in the future with

S-SAP or other protocols to study clonal diversity.

This level of polymorphism generated by mobile elements is high. Validations on other
samples are presently in progress on genome wide analysis of clonal variation. It will allow
comparisons with diversity at cultivar level as wel. Since no other work has been reported
comparison is impossible. Nevertheless, S-SAP analysis using 4 elements (Gret-1, Copia-10,
Gypsy-19, Cauliv-1) also revealed high insertion polymorphisms generated by mobile
elements: 30% of total bands were polymorphic between clones. Moisy et al., (Moisy et al.,
2008) studying distribution of mobile elements in 7 cultivars using S-SAP observed that 80%
of the bands were polymorphic between cultivars showing high polymorphism between

cultivars.
Dynamics of mobile elements linked to vegetative multiplication

For all partially analyzed genomes, we determined the number of copies of each mobile
element (Supplementary Table 3). The LINES retrotransposon family was the most widely
represented (5 LINES among the 6 most abundant elements) followed by Gypsy and Copia-
like elements. The same result was obtained in the reference genome, with 75% of repeat
elements corresponding to LINES members (Jaillon et al., 2007). Activity of Gypsy family
elements is known to generate high polymorphism in plants (Feschotte et al., 2002) and
indeed, although they were less numerous than LINES elements, Gypsy elements showed

higher polymorphism than LINEs.

We analyzed LTR distribution and diversity in detail for the four mobile elements (Gret-1,
Copia-10, Gypsy-19 and Cauliv-1) and identified for each element several consensus LTR

which could be correlated to mobile elements activity. In fact, the more frequent
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representation of major forms over minor forms for one element suggests a high level of
recent activity. Interestingly, in our study, mobile elements ranked in the same order when
classified by their percentage of major forms or by their number of polymorphism insertions,
conforting analysis accuracy (Supplementary Table 3 and Table 4). Gret-1 had the lowest
proportion of minority forms and generated most of the insertion polymorphism in all
partially analyzed genomes. In contrast, Cauliv-1 had the highest proportion of minority
forms and generated the lowest level of insertion polymorphism among the 4 studied

elements.

Figure 5 shows the pattern displayed by Grez-1 with similar LTR sequences that had no
time to diverge. In the last years, studies have shown that Grer-1 is a “recent” mobile element
(Llorens et al., 2009; Moisy et al., 2008) with reportedly recent activity since Gret-1 insertion
into the VVMybAl color regulating gene is believed to have occurred after grape

domestication some 7000 years ago (Fournier-Level et al., 2010).

A list of potential markers

The S-SAP approach has been used to analyse clonal diversity but with very contrasting
results according to the mobile elements tested. Wegscheider et al. (Wegscheider et al., 2009)
used universal retrotransposon-based primers and revealed polymorphism among five Pinot
clones. But Verri¢s et al., (Verries et al., 2000) using Vine-1 based primers, failed to reveal
any variation among six Pinot clones. A wider choice of mobile elements which can be used
as markers in clone diversity studies could therefore be very appropriate and the list of mobile
elements presented in this paper may thus help the grapevine genetics community in the
selection of efficient markers. We tested four of these elements with a high level of insertion
polymorphism (Gret-1, Copia-10, Gypsy-19 and Cauliv-1) in Pinot clones registered in
France. Each clone displayed a specific pattern for these elements (Figure 4), thus confirming
the high level of insertion polymorphism they could have generated by transposition activity.
Although this was not the aim of our study, these elements might be used to study diversity in
Pinot and other grape cultivars as all four Cabernet Sauvignon clones studied here (CSI35,
CS191, CS216, CS416) also displayed a specific pattern for these mobile elements (Figure 4).

Caution should however be exercised in the use of S-SAP as this method might be hindered
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due to high mobile element activity. Markers base specific locus should therefore be

preferred.

Conclusion

Genome-wide comparison of spontaneous grape clones enabled the first study of the
molecular polymorphisms generated along vegetative propagation at whole genome scale.
Although a small number of SNP and indel events were also observed, mobile elements were
involved in most polymorphisms. Gypsy-like elements being were the most polymorphic
ones. This study identified 172 polymorphic sites in a cumulative analysis of 4.5 Mb of the
grape genome, which represent a higher polymorphism level than initially expected for
vegetative propagation material. Additional analyses are now underway in order to analyze a
larger part of the genome of the clones already studied as well as new clones and work clones

of other cultivars to confirm our results.
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Material and methods

Plant material and DNA extraction

Three clones of Vitis vinifera L. cultivar Pinot noir n® ENTAV-INRA® 386 (PN386), 583
(PN583) and 777 (PN777), grown at the Espiguette repository, were selected for maximum
phenotypic diversity. These Pinot clones were selected by ENTAV-INRA® in Bourgogne
(France) in 1975, 1978 and 1981 for PN386, PN583 and PN777 respectively. PN777 is the
clone producing the highest quality wine than PN583 and PN386 (Boursiquot et al., 2007).
We harvested 5 g of young leaves for nuclear DNA extraction using the NGS method
previously described (Carrier et al., 2011). S-SAP studies were performed on the registered
Pinot clones (2 Pinot blanc, 3 Pinot gris, 15 Pinot meunier and 40 Pinot noir) grown in the
Espiguette collection. DNA extraction was performed with Qiagen MaxiQKit® according to

the manufactory instructions.
Sequencing samples of PN386, PN583 and PN777 genomes

Approximately 5 pg of nuclear DNA were used for 454 GS-FLX sequencing as
previously described (Margulies et al., 2005) at the Genotoul platform (INRA Toulouse Midi-
Pyrénées). The data is available from NCBI (FastQ files: SRX098092 for PN386;
SRX098091 for PN583 and SRX098090 for PN777). Reads produced using 454 methodology
were analyzed with FastQC software (v0.6) developed by Simon Andrews at the Babraham

Institute (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk) to validate run quality (sequence number, mean

sequence length etc.). We obtained approx. 350 Mb (330 — 378 Mb) per run, corresponding
to approx. one million reads with an average length of 355 bases (Table 5). In terms of base
quantity, PN583 was the best run, while both PN777 and PN386 were slightly better in terms
of quality (quality score on Phred Sanger graduation (Ledergerber and Dessimoz, 2010)).
Quality decreased proportionally with read length (Supplementary Figure 3). Duplicated
sequences generated by EmPCR bias represented an average of 4974 reads per run (0.58%).
There were no overrepresented sequences per run and a very low percentage of

contamination by other organisms (132 reads per run on average).
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Figure 6: Summary of the alignment method used in the present study.
Alignment was accomplished in three successive steps:

1) The first alignment used Mosaik with default parameters for 454 GS-FLX
Titanium: 95% alignment homology in the sequences;

i1)Reads not aligned in the first step and that were not paralogs were then
filtered with RepeatMasker software. Reads with less than 90% homology
with repeat elements were aligned by Mosaik with default parameters

i11)  For reads not aligned in the second step, a third alignment was performed
using a gap parameter fixed at a minimum (0.1 gap open and extensive
penalties).
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Aligning PN115, PN386, PN583 and PN777 with the reference genome
(PN40024-12X)

We used the Hash-based alignment methods incorporated in the MosaikAssembler tool
v1.0 (Wan-Ping Lee and Michael Stromberg, available at bioinformatics.bc.edu/marthlab/).

The data set was composed of reads obtained by 454 methodology and PN115 sequences
downloaded from NCBI, (Project ID: 18357, www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Velasco et al., 2007).

In order to avoid a bias of sequence alignment between the clones studied, the contigs and
scaffolds from the PN115 sequences were sheared in silico to be considered as data from 454

sequences (size 1000 bases), assuming each nucleotide with optimal quality score.

Sequences of each sample were aligned on the reference genome sequence (PN40024,
12X version (12-Feb 2010)) in three steps: 1) alignment of single reads that shared 95%
homology with PN40024, i1) unmatched reads were masked for repeat elements and aligned if
at least 150 bases were not masked, iii) for the remaining sequences, relaxed stringency was
applied with no impact of the gap parameter (Figure 6 and Table 1) (For details on the
alignment method, see supplementary data). The origin of non-aligned reads was identified as
: 1) reads composed of 90% repeat sequences; ii) reads aligned at two loci or more, paralogous
reads; iii) reads of cytoplasmic origin (> 90% sequence identity with Vitis vinifera
chloroplast: NC 007957 or mitochondrion: NC 007762); iv) contamination reads originating
from other organisms known to be present in laboratories (> 90% of identity with
Saccharomyces cerevisiae S288c (Project ID: 128), Escherichia coli 536 (Project ID: 16235),
and v) too short (100 pb) or low quality (< Q20) (Mosaik filter) reads (Table 5).

Polymorphism calling

For all polymorphism calling, identification was first performed in silico and all
polymorphic loci were then validated manually using EagleView (Huang and Marth, 2008).
This manual validation was essential for the following reasons: 1) the 454 method is known to
create some false positives, particularly with homopolymer sequences ii) the parameters we
used for the third alignment (gap parameter fixed at a minimum) may also have created some

false positives.

All  polymorphisms  between 2  clones were called with  Gigabayes

(http://bioinformatics.bc.edu/marthlab/) between two clones. To reduce false-positive rate,
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Detail of alignment method

We used Hash-based alignment methods available in the MosaikAssembler tool v1.0 (Wan-Ping Lee and

Michael Stromberg, available athttp://bioinformatics.bc.edu/marthlab/). The alignment used the reference

sequence available at (http://www.genoscope.cns.fr, unmasked version dated 12-Feb-2010). The data set

comprised reads obtained in the 454 and PN115 sequences downloaded from NCBI, Project ID: 18357,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). PN115 sequences were considered like the 454 sequence. The download

sequence of PN115 provides consensus sequences produced by (Velasco ef al. 2007). We considered the
optimum quality for this nucleotide sequence (40). Sequences of each sample were aligned on the reference
genome sequence (PN40024) in three steps (Figure 1). For the first alignment we used the default parameters
provided by MosaikAssembler with 454 GS-FLX Titanium (95% homology with reference sequence and only
reads at a single aligned locus). Reads aligned on many loci (paralogous reads) were filtered. In the second
alignment, reads that were not aligned in the first step were filtered by RepeatMasker software (Chen 2002)

using library by default and adding the grape mobile element data bases (http://www.girinst.org/repbase/)

(Jurka et al. 2000, Jurka et al. 2005). Reads that were masked but contained a minimum of 150 not masked bases
were aligned by MosaikAssembler with default parameters. The third alignment was performed using a gap
parameter fixed at the minimum (0.1 gap open and extensive penalties). We added a tag in order to identify the

origin of sample and alignment steps.

Identification of the origin of unmapped reads was accomplished in five classifications: i) reads composed
of 90% repeat sequences; ii) reads mapped at two or more loci, paralogous reads; iii) reads of cytoplasmic origin
(< 90% of identity with Vitisvinifera chloroplast: NC 007957 or Vitisvinifera mitochondrion: NC 007762); iv)
Contaminated reads from other organisms known to be present in laboratories (< 90% of identity with
(Saccharomyces cerevisiae S288c(Project ID: 128), Escherichia coli 536 (Project ID: 16235),and v) bad quality
too short reads (100 pb) or bad quality reads (< Q20) (Mosaik filter).

To confirm the correct representation of our aligned data, we compared some criteria (percentage of GC,
CnG, CpG and exons) with the reference genome using home perl script and Blast2.0 algorithm (Altschul et al.

1990).
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we chose to select polymorphism at a given position, only if a 6.00 fold genome coverage or
more was obtained for each clone, and if minority alleles displayed a minimum frequency of
0.3 with an alignment quality score higher than 60 (Ewing and Green, 1998). Polymorphic

indels were considered only if they were surrounded by a sequence not localized in the read

terminal region and to limit false positives, none of the reads aligned after the third alignment
step was used for indel polymorphism detection. A filter was used with RepeatMasker to
identify mobile element-linked polymorphisms (Chen, 2002). Reads composed of a minimum
of 150 unmasked bases and a minimum of 100 masked bases were aligned and localized in
the reference genome. This polymorphism was called with Gigabayes: indels detected on

masked reads were considered as mobile element polymorphisms.

S-SAP was used to validate mobile elements polymorphism as in previously published
studies (Knox et al., 2009; Labra et al., 2004; Wegscheider et al., 2009) (for details see
supplementary data). Primers for retrotransposons were based on sequenced reads containing
the LTR region. We chose the most conserved LTR region to design primers in order to
amplify the largest transposition loci. A phenetic tree was based on Nei and Li distance matrix
(Nei and Li, 1979) from presence/absence data and was built with Darwin software (Perrier

and Jacquemond Collet, 2006) with 1000 permutations (Figure 4).
Studies of mobile elements activity in the clones’ genome

Four mobile elements were analyzed in detail (Copial0, Gret-1, Gypsy-19 and Cauliv-1).
Each insertion generated by these mobile elements was detected and major forms of these
element were detected from consensuses form build using AAARF software (DeBarry et al.,
2008) with the following parameters: 10 LTR reads min, 90% identity. LTR homology
sequence trees were obtained using the ClustalW algorithm (Thompson et al., 1994) with

1000 permutations and the neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987).
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La méthode S-SAP

La S-SAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism) permet d’identifier les
multiples insertions d’un élément transposable dans le génome. Elle est basée sur
I’amplification de régions spécifiques contenant ’insertion de 1’élément transposable pour
lequel une amorce a été dessinée.

Dans un premier temps, I’ADN est digéré avec une enzyme de restriction (Mse-1 par
exemple). Des adaptateurs spécifiques aux coupures de Mse-1 sont ligués a chaque fragment
d’ADN. Une amplification sélective est ensuite réalisée avec une amorce spécifique de
I’adaptateur Mse-1 et une amorce spécifique de 1’élément transposable étudié (Cf. Figure).
Chaque fragment amplifié est caractérisé par sa taille. Pour les éléments présentant un grand
nombre de copies dans le génome, des bases dites sélectives sont ajoutées a I’amorce Mse-1
permettant de ne pas saturer le signal d’amplification. Généralement nous ajoutons 4 bases
sélectives a 1I’amorce Mse-1. La taille des fragments amplifiés est ensuite révélée par
¢lectrophorese par exemple a I’aide d’un séquenceur a capillaire.

Pour plus de détails voir la revue de Naeem et al., (2007)

0 i , e
B33
‘ Elément transposable
= J - ’ —
Amorce spécifique de b Amorce spécifique de
I’adaptateur Mse-1 €| I’Element transposable.
Amplification lsélectiv
ﬁ/ \ Flurochrome permettant de
révéler la taille du fragment
sur séquenceur capillaire.

+ Coupure enzymatique
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5-Etude de la diversite du Pinot a [’aide de

quatre éléments transposables.

Une analyse S-SAP réalisée a partir des quatre éléments transposables dtudiés
précédemment (Gret-1, Copia-10, Gypsy-19, Caul-1; Cf. Chapitre 3, Section 4) a permis
d’établir un arbre phylogénétique des 60 clones de Pinot agréés en France et de quatre clones
de Cabernet-Sauvignon. Cette analyse a déja été présentée dans l'article de la section 4. Dans
cette partie, nous avons mis en relation la structuration obtenue avec des données
phénotypiques et d’origine disponibles. Ces données sont essentiellement issues du catalogue
officiel des variétés et clones cultivés en France (Boursiquot et al., 2007). Ces résultats
préliminaires, permettront d’établir si la diversité des clones de Pinot agréés est structurée en
fonction de leurs caracteres ampélographiques majeurs (couleur, villosité) ou de leurs origines
géographiques. Dans un second temps, nous avons comparé la diversité des clones de Pinot

agréés aux clones de Pinot non agréés maintenus dans les différents conservatoires.

5.1- Structuration de la diversite des clones de Pinot

agréés en fonction des variétés

Nous avons étudié un petit nombre de clones de Cabernet-Sauvignon et quatre variétés
ou groupes de clones de Pinot: Pinot noir, Pinot blanc, Pinot gris, Meunier. La figure 40
présente la diversité des clones en fonction de leur appartenance a chaque variété. On
remarque d'une part la séparation nette en deux branches distinctes des deux cépages
Cabernet-Sauvignon et Pinot. Au sein des clones de Pinot, on observe également nettement un
regroupement des deux clones de Pinot blanc analysés et leur séparation par rapport aux
autres clones. Par contre, il est trés difficile de trouver une structuration des clones,
respectivement, de Pinot noir, Pinot gris et de Meunier. Ces résultats peuvent étre interprétés
de deux facons différentes: 1) Soit le polymorphisme d’insertion généré par les éléments
transposables n’est pas accumulé de fagon permanente au cours de la vie du clone et des
cycles de multiplication végétative. ii) Soit la généalogie des clones est trés complexe. Les
clones de Pinot blanc, seraient issus d'un ancétre commun et donc se regroupent. En revanche,
les clones de Meunier et les clones de Pinot gris ne se regroupent pas, les mutations grises et

Meunier seraient donc aparus a plusieurs reprises chez des individus différents. Notons que le
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caractére meunier est connu pour étre instable et qu’il n’est pas rare d’assister a des
réversions/apparitions de ce caractere (Figure 41). Il est donc cohérent de retrouver des clones

de Meunier répartis dans tout I’arbre.

5.2- Structuration de la diversité des clones de Pinot
agréés en fonction des variétés et de leur origine

géographique

De la méme fagon, nous avons recherché si l'on pouvait mettre en relation la
structuration obtenue et ['origine géographique des clones. On entend par origine
géographique la localisation du centre qui a prospecté et mis en place les collections de clones
(Boursiquot ef al., 2007). La figure 42 présente une distinction des clones de Pinot en fonction
de leur origine géographique. En dehors des clones de Pinot blanc issus tous les deux
d'Alsace, il n'y a aucune structuration nette des clones en fonction de leur origine
géographique. Tout au plus peut-on observer quelques branches de 1'arbre préférentiellement

composées de clones issus d'un méme bassin viticole.

Il ne faut pas oublier que le matériel végétal a beaucoup voyagé en France et il est
¢galement possible que les clones présents dans les conservatoires régionaux aient été
prospectés en dehors de régions viticoles. Tout comme pour l'analyse précédente, il est
¢galement possible que les marqueurs S-SAP ne soient pas suffisamment stables pour

effectuer une telle analyse.

5.3-Comparaison de la diversité des clones de Pinot
agréés et des clones de Pinot présents dans les

conservatoires

Les conservatoires de clones de Pinot non agréés comptent environ 300 individus
prospectés et sélectionnés pour leur potentiel agronomique. Les conservatoires sont la source
des futurs clones agréés, ces individus ayant déja subi une premiere étape de sélection. Nous
avons comparé la diversité génétique entres les clones de Pinot agréés et une partie de ceux
contenus dans les conservatoires. Une approche S-SAP a partir de I’élément transposable

Gret-1 a été réalisée chez les 60 clones agréés et les 254 clones contenus dans les



Chapitre 3, La variation clonale chez le Pinot

Figure 41: Réversion sectorielle de la mutation meunier (forte villosite)
(Photographie J.M Boursiquot).
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conservatoires. Nous avons sélectionné Grer-1 parce que c’est un des éléments transposables
les plus récent (Cf Chapitre 3, Section 5 et Moisy et al., 2008) donc probablement avec une
forte activité de transposition.

Les clones analysés se regroupent sur cing branches majeures de 1'arbre (Figure 43). Les
clones agréés se retrouvent quant a eux essentiellement sur deux des branches ou ils se
regroupent avec tres peu de clones non agrées présents dans les conservatoires. La diversité
présente aujourd’hui dans les conservatoires est donc plus importante et relativement

indépendante de celle observée chez les clones agréés.

6-Synthese sur le polymorphisme moléculaire

chez le Pinot

Le polymorphisme clonal chez le Pinot noir a été identifié¢ et quantifié en comparant une
partie du génome de différents clones. Pour la premiére fois, des mutations ponctuelles (SNPs
5,1 par Mb et indels 1,6 par Mb) ont été détectées entre les clones. Ces mutations sont
cependant minoritaires par rapport au polymorphisme d’insertion généré par les éléments
transposables (35,1 par Mb). L’activité¢ des éléments transposables est aussi la source

majoritaire du polymorphisme génétique entre les clones.

6.1-Deux dynamiques mutationnelles a ’origine de la

variation clonale

Une dynamique différente entre les mutations ponctuelles et les éléments transposables a
pu étre observée. L’apparition des mutations de types SNPs est relativement faible et
constante par unité de temps (estimée a 107 par mitose (Cloutier et al., 2003)) alors que
I’activité des ¢éléments transposables est tres fluctuante et dépend de 1’état de stress de la
plante (Grandbastien, 1998). Nous n’avons aucune référence sur 1’origine de I’apparition des
SNPs et indels alors que Moisy (2008) a pu mettre en relation les blessures causées par la
taille de la vigne et Dl’activité de transposition de certains éléments transposables. Les
conditions culturales, particulierement stressantes pour la vigne favorisent 1’activité des

¢léments transposables et participent a un accroissement de la diversité clonale.
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6.2-Polymorphisme d’insertion généré par les éléments

transposables connus chez la vigne

Une liste des éléments transposables connus chez la vigne entrainant du polymorphisme
d’insertion entre les clones étudiés a été établie. Elle permet d’avoir une idée du
polymorphisme généré pour chacun des éléments transposables et donc de mieux les
sélectionner pour étudier la diversité de la vigne. Par exemple, Vine-1 n’a pas été identifié
comme actif dans notre étude. Il fut également utilisé par Verries et al. (2000) et aucun
polymorphisme entre les clones étudiés n’avait été révélé. Nous avons choisi pour nos études
portant sur la diversité des clones, d’utiliser des éléments transposables avec un haut niveau
de polymorphisme d’insertion détecté entre les clones séquencés comme Gretl, Copia-10,
Gypsy-19, Caul-1. Une ¢étude pourrait aussi étre réalisée a l'aide d'éléments ayant un

polymorphisme d'insertion intermédiaire.

6.3-Etude préliminaire de la diversité du Pinot a ’aide

des éléments transposables

La diversité des clones de Pinot agréés a été dtudiée a I'aide de quatre éléments
transposables. La méthode S-SAP a été utilisée afin d’identifier les insertions de chacun des
¢léments transposables dans une partie du génome des clones. La S-SAP fonctionne comme
un marqueur dominant (absence ou présence de 1’élément) et ne permet donc pas la
distinction des hétérozygotes. Nous avons cependant utilisé cette méthode car elle permet tres
d’avoir connaissance rapidement des différentes insertions d’un élément transposable dans le
génome. Les quatre ¢éléments transposables ont fourni un profil génétique unique pour chacun
des clones de Pinot étudiés. Les premiers clones de Pinot datent probablement du Moyen Age.
Ces quatre éléments transposables produisant un profil d’insertion unique par clone ont donc
eu une activité d’insertion récente. Nous avons analysé les arbres phylogénétiques en
considérant que les éléments transposables s’accumulent de fagon stable au cours de la vie de
la plante et des cycles de multiplication végétative. Cependant, des données obtenues dans
cette thése ainsi que des références bibliographiques montrent des réversions de certaines
insertions (Kobayashi et al., 2004; Fernandez et al., 2007) ce qui pourrait provoquer alors un

biais dans nos arbres phylogénétiques.
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La structuration de la diversité¢ des clones de Pinot obtenue a partir des profils S-SAP a
¢té mise en relation avec les données géographiques disponibles. L'absence globale de
structuration indique que des échanges de matériel végétal entre les différents bassins ont
probablement eu lieu. Cependant les données géographiques disponibles ne sont pas

suffisamment précises, ce qui limite la portée des conclusions.

La mise en relation de la structuration de la diversité des clones de Pinot par S-SAP et
certains caractéres phénotypiques qualitatifs (couleur, villosité), montre que le caractere
meunier est probablement apparu a plusieurs reprises indépendamment dans différentes
lignées de clones. Nous ne disposons actuellement que de peu de données phénotypiques. Une
¢tude ultérieure effectuée a partir de données quantitatives (comme le rendement ou la
qualité), et si possible répétée pour ne pas tenir compte de 1’interaction avec I’environnement,

permettrait d’effectuer une analyse plus rigoureuse.

Pour finir, la diversit¢ des clones Pinot agréés a ¢été comparée a celle présente
actuellement dans les conservatoires de Pinot. La diversité dans ces conservatoires est bien
supérieure a celle des clones agréés suggérant qu’il existe encore de nombreux clones dont la
diversité génétique reste inexploitée. Depuis la prospection a 1’agrégation il se déroule au
moins 15 ans, le dernier Pinot noir agréés datent de 1989. Les clones agréés sont donc issus
d'une premiere vague de sélection, qui aura cherché a valoriser des caractéres d'intérét tres

spécifiques limitant ainsi leur diversité.
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I-Introduction

Dans le précédent chapitre nous avons mis en évidence que I’activité des éléments
transposables est la source principale de polymorphisme moléculaire a I’origine de la
variation clonale. Cependant ces résultats ont pu étre observés exclusivement chez le cépage
Pinot et la vision du génome que 1’on a pu étudier a I’aide du 454 GS-FLX reste limitée

(approx. 1% du génome).

Grace a I’évolution des technologies de séquencage de nouvelle génération, nous avons pu
¢tendre cette étude en étudiant de fagcon plus exhaustive un plus grand nombre d’individus.
Onze clones de quatre cépages différents (Pinot, Syrah, Grenache et Sultanine) ont ainsi pu
étre séquencés et comparés. Nous présentons sous la forme d’un article en préparation les
résultats de ces différentes comparaisons. Des résultats d’analyses supplémentaires seront
ajoutés ultérieurement pour la publication. Un panorama quasi exhaustif des polymorphismes
moléculaires qui s’accumulent durant la vie de la plante et au cours des cycles de
multiplication végétative a ainsi été dressé. Le role de ces polymorphismes dans la diversité

clonale et variétale a été évalué.

Les résultats de cette étude confirment entre autre, le role majeur de Dactivité des
¢léments transposables dans la diversité clonale. Afin de mieux appréhender I’activité
d’insertion de ces éléments, nous avons effectué, dans une perspective d’ouverture, deux
¢tudes complémentaires au cours desquelles le polymorphisme d’insertion généré par quatre
¢léments transposables a ét¢ observé au sein d’un méme individu et dans un échantillon de la

diversité du genre Vitis. Ces €tudes seront présentées a la fin de ce chapitre.

2-Présentation du materiel vegétal

Dans cette seconde étude, la diversité clonale a été étudiée chez quatre cépages (Pinot,
Syrah, Grenache et Sultanine). Ces cépages ont été choisis pour leur importance économique,
puisqu'ils font partie des douze cépages les plus plantés dans le monde (J.M Boursiquot Com.
Pers.). Ils ont également été choisis car ils n’ont pas de liens de parenté directs (Lacombe et
al., In prep) et enfin parce que nous disposions de clones particuliers pour chaque cépage

présentant un caractére d’intérét pour la sélection.
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Figure 44 : Dépérissement de la Syrah. A) Nécrose au niveau du pied de la
souche ; B) Symptome de rougissement des feuilles (Photographie
IFV).
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Afin que les résultats obtenus dans nos deux études puissent étre comparés, nous avons
analysé les mémes clones que précédemment: clones ENTAV-INRA® n°386, 583 et 777.
Nous avons également ajouté deux clones de Pinot aux phénotypes d’intérét. Le clone E52 a
¢été choisi pour son port architectural particulierement vertical. Ce caractére est recherché par
les viticulteurs car il facilite les travaux agricoles. Le clone ST (Semi Teinturier) a été
sélectionné pour son caractere lié a la couleur des baies, c¢’est a dire qu’une partie de la pulpe

de la baie est colorée.

Le cépage Syrah a été sélectionné parce qu'il a une importance régionale forte et parce que
I'TFV est préoccupé par un phénomene de mortalité grave affectant ce cépage appelé
dépérissement de la Syrah. D’un point de vue physiologique, ce dépérissement se traduit par
I’apparition de crevasses (nécroses) au niveau du point de greffe (Figure 44), suivi d’un
rougissement foliaire entrainant généralement la mort de I’individu dans les deux a trois ans.
Le dépérissement est observé dans la quasi-totalité des pays ou on retrouve la Syrah
(Spilmont, 2005) et des observations réalisées en Argentine en 2008 et au Chili en 2009 ont
montré des phénomenes de dépérissement sur des Syrah plantées franc de pied (Spilmont et
al., 2010). L’hypothese actuelle la plus probable du dépérissement de la Syrah est une origine
génétique ou épigénétique. Certains clones se sont avérés beaucoup plus tolérants a ce
phénomeéne, d’autres au contraire sont qualifiés de sensibles et ne sont plus commercialisés
(Spilmont et al., 2010). Un clone qualifié de trés sensible le E266 et un clone tolérant
ENTAV-INRA® n°470 ont été choisis pour notre étude. Les résultats du séquencage seront
utilisés prochainement afin d’identifier d’éventuels polymorphismes corrélés au phénomene

de mortalité.

Le cépage Grenache a été choisi car nous possédons dans la collection du Domaine de
I’Espiguette (IFV), un clone au phénotype particulier. Ce clone appelé « Béru » possede des
baies de petite taille, a I’opposé du clone n° 70 possédant des baies de taille normale. Une
petite taille des baies est un caractere qualitatif recherché des viticulteurs. En effet, en général,
plus la baie est petite, plus la qualité est importante (Champagnol, 1984). Les résultats
obtenus pourront aussi étre utilisés afin d’aider a la recherche des bases génétiques de ce

caracteére.

Enfin, le cépage Sultanine ne posseéde qu’un clone agréé (n° 919). Cependant nous
disposons également de la variété Gora Chirine qui s’avere, d'apres 1’étude de son génotype

(Laucou et al., 2010) étre un clone de la Sultanine. Le Gora Chirine produit des baies au pH
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Séquencage des
deux extrémitées

du fragment
d'ADN
Paire
Séquence 1 Séquence 2
CGATGCCTTGTAGCTTAGCT CGTAGCTATAGTCTAGCTAG
Figure 45 : Technologie "Paired-End".
Délétion Insertion Inversion
VR /4" R /- S /A" W ¢ A\

< N>

Modifiée. Medvedev (2009)

Figure 46 : Identification de variations structurales avec la technologie "Paired-
End".
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trés faible, au contraire de la Sultanine n° 919 (Diakou et al., 1997). L acidité est un caractere
qualitatif trés important dont les bases génétiques chez la vigne sont encore peu connues (C.
Romieu Com. Pers.). La comparaison de ces deux clones permettra de dresser une liste de

genes candidats jouant un réle dans I’acidification de la baie.

Les données ainsi produites pourront donc étre utilisées dans un deuxieéme temps afin de
rechercher ultérieurement des génes candidats corrélés aux caracteres d’intérét. Au total, les
génomes de onze clones ont donc été étudiés (cing clones de Pinot noir, et deux clones de

Grenache, de Syrah et de Sultanine).

3-Choix de la méthodologie de séquencage

nouvelle genération, 2010

En été 2010, lorsque nous avons envisagé les séquencages, le 454 était toujours en
version Titanium (1,2 x 10° séquences de 400 bases) et I’Illumina était passé en version HiSeq
2000 (2 x 10° séquences avec une longueur de 100 bases en "Paired-End"). Le "Paired-End"
consiste au séquencage des deux extrémités d’un court fragment d’ADN (200 - 400 bases).
On obtient ainsi une paire constituée de deux séquences (Figure 45). La technologie "Paired-
End" peut étre utilisée afin d’identifier les variations structurales entre deux individus

(Medvedev et al., 2009 ; Figure 46).

Dans cette version, Illumina HiSeq 2000, deux cellules de séquencage (ou flowcell)
comportent 8 lignes. Chaque ligne de séquengage permet d’obtenir environ 50 millions de
colonies. Ainsi pour le génome de la vigne, une ligne de séquencage permet d’obtenir, en
théorie, une couverture de 20X. Au vu du nombre de séquences produites et de
I’augmentation de la taille des séquences, nous avons choisi de 1’utiliser pour ces nouveaux
séquencages au détriment du 454. Nous avons eu encore la chance d'étre sélectionnés pour
étre projet pilote sur la plateforme GenoToul et les résultats de nos premiers séquengages ont

été obtenus en février 2011.
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4-Importance du polymorphisme moléculaire

chez la vigne

Genome wide studies reveal high clonal and
cultivar diversity in grape

Asexual and sexual polymorphism in grape

Carrier G.l’z, Maillol V.2, Pajeile M.!, Ruiz M.S, Romieu C.2, Bouchez O.°, Audeguin L.l,
Chatelet P. ', Boursiquot J .M.1’4, This P.l’z, Le CunffL.!

UMT Geno-Vigne®, IFV-INRA-Montpellier SupAgro, 2 place Viala, 34060 Montpellier, France
UMR AGAP INRA, F-34060, Montpellier, France

UMR AGAP , CIRAD, F-34398 Montpellier, France

UMR AGAP Montpellier SupAgro, F-34060, Montpellier, France

Plateforme Génomique de Toulouse Midi-Pyrénées, INRA Auzeville 31326 Castanet-Tolosan, France

kWb

Abstract

Grapevine clones are obtained through vegetative propagation from a single selected vine.
In theory, vegetative propagation allows genome conservation. Nevertheless, after several
propagation cycles, clones can acquire some traits differing from the original phenotype thus
giving rise to clonal diversity. Clonal diversity in grape is used to select the best clones for
commercial purpose as it is the only solution to access plant diversity without modifying the
identity of cultivars with worldwide repute. Clonal polymorphism results mainly from
accumulation of somatic mutations during plant growth. New generation sequencers open the
way for a description of genomic mutations accumulation in a perennial plants.

The aim objective of this study was to provide a broad description of mutations
accumulated by vines during their life and to evaluate their role in generating clonal and
cultivar diversity. Eleven clones among four cultivars with high agronomic value were re-
sequenced using a NGS approach. Data were analyzed with a new pipeline described in this
study. Somatic polymorphism between two clones was composed with a low number of
SNPs, while indels and structural variations displayed high polymorphism. We compared the
number of polymorphism between two clones and between two cultivars and observed two
molecular mechanisms. SNPs and indels accumulate continuously indeed structural variation
this result suggests an elimination of this polymorphism. Molecular diversity accumulated
along life of plant is a source of significant diversity and grape diversity could not be so high
if these mutations do not exist.
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Introduction

Vegetative propagation allows preservation of a given genome resulting from sexual
reproduction. Some grape cultivars with worldwide reputations such as Pinot, Savagnin,
Gouais and Cabernet franc have been multiplied vegetatively since the Middle Ages (Bowers
et al., 1999; Regner et al., 2000; Boursiquot et al., 2009) and their genomes have thus been
preserved over several hundred years. However, after several vegetative propagation cycles,
some individuals acquire distinctive traits giving rise to clonal diversity. This phenotypic
polymorphism is used to select the best clones for commercial purposes and is of particular
importance to the wine industry, which has been performing clonal selection programs in
traditional cultivars for the last 45 years. Clone selection is the only way to improve planting
material without modifying the identity of cultivars with worldwide reputation. The economic
impact of clonal selection is therefore very high: for example approx. 95 % of the grapevines
produced in French nurseries originate from the French clonal selection program. Clonal
selection provided different clones such as Grenache ENTAV-INRA® n°70, Syrah ENTAV-
INRA® n°470 and Pinot noir ENTAV-INRA® n°777 which all produce wines of superior
quality (Boursiquot et al., 2007).

Until now, clonal selection was mainly based on sanitary and phenotypic selection, and
required a long and costly process (about 15 years) before having a good view of the real
interest of the new clones. Similarly, clonal diversity, the driving force of selection, is
difficult to assess in-situ and its analysis requires very large experimental designs to be
pertinent. Comprehension of the basis of clonal variation and eventually identification of
markers for molecular assisted selection (MAS) would thus be of high interest for the

industry.

The main hypothesis to explain clonal diversity is the accumulation of mutations in
somatic cells along life of plant and cycles of vegetative reproduction (Pelsy, 2009). SNP and
short indels, currently the most studied polymorphism, could have potential impact on
phenotypic variations (McCarroll ef al, 2008) in particular non synonymous SNPs
(Ramensky et al., 2002; McNally et al., 2006). For example, one polymorphic SNP located in
an exon generated a high production of linalol and geraniol responsible for muscat aroma
(Emanuelli et al., 2010). Transposable element activity, which drives genome evolution

(Kazazian, 2004) also plays an important role in mutation and genomic reorganizations
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(Kidwell, 2002). Several phenotypic variations known in grape clones such as the white color
of skin berries (Kobayashi et al., 2004) are the result of transposable element insertion.
Another polymorphism could originate from epigenetic mechanism such as cytosine
methylation which plays a role in the regulation of chromatin structure, mobile element

activity (Mirouze ef al., 2009) and gene expression (Lauria & Rossi, 2011).

Grape clonal variants are also known to be of chimeric origin (Fernandez et al., 2006,
Moncada et al., 2006; Walker et al., 2006). Dicots have stratified shoot apical meristems
which appear to be composed of two genetically distinct cell layers, two in grapes L1 and L2
(Einset & Pratt, 1954; Thompson & Olmo, 1963). Each cell layer remains developmentally
independent from the adjacent layers and gives rise to different plant tissues: epidermis for L1
cells and internal tissues and gametes for L2 (Neilson Jones, 1969). A mutation occurring
during plant development in one of the layer would produce a chimeric plant (Franks et al.,
2002). The chimeric nature of Meunier, a clone of Pinot noir displaying abnormal amount of
hairs on the upper face of the leaves was demonstrated after separation of the two cell layers:
plants regenerated from the L1 cell layer displayed dwarfism while plants regenerated from
the L2 cell layer were phenotypically similar to Pinot noir (Boss & Thomas, 2002). Finally
structural variation such as large deletion, insertion, inversion or duplication, (Hurles et al.,
2008), copy number variation, (CNV ; Freeman et al., 2006; Stranger et al., 2007), gene
duplication (He & Zhang, 2005) and genomic disorder (Inoue & Lupski, 2002) could as well

be at the origin of somatic mutations.

Previous studies of grapevine clonal diversity revealed several types of polymorphisms :
SSR markers displayed limited clonal polymorphism (Hocquigny ef al., 2004; Moncada et al.,
2006). One study performed S-SAP approach with markers using universal retrotransposon-
based primers and revealed polymorphism insertion (Wegscheider ez al., 2009). Until quite
recently, no genowe-wide estimation of clonal polymorphism was available. A previous study
(Carrier ef al., submitted) using 454 methodology proposed a comparison of 3 clones of Pinot
noir and indicates that few SNPs and Indels were identified (a mean of 5.1 SNPs, 1.6 Indels
per Mb) whereas much of the insertion polymorphism was generated by transposable element
activity (35.1 mobile elements per Mb). In this study we provide a more exhaustive
description of these somatic mutations. Polymorphism accumulation was identified and
quantified to evaluate their importance in clonal and cultivar diversity. Eleven clones of four
different cultivars were re-sequenced with NGS technology. To analyze the sequence data, we

constructed “Bacchus pipeline” described in this study and downloadable at
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marmadais.cirad.fr. This pipeline allows to genome reconstruction from reference genome by

alignment method. Genome reconstruction quality evaluates and compares with reference
genome. Finally, SNP and indel polymorphism between different individual is identified and
used paired-end technology to identify structural variation such as described by Hajirasouliha

et al. (2011) and Medvedev et al. (2009).
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Figure 1: Global description of Bacchus pipeline for polymorphism
identification from NGS (See Material and Methods).
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Material and methods

Plant material and DNA extraction

Eleven clones were selected among four cultivars of Vitis vinifera L. (Pinot noir,
Grenache, Syrah, Sultanine) to examine molecular diversity between clones of the same
cultivar and between cultivars themselves. For Pinot noir, five clones were selected, based on
their maximum phenotypic diversity: three certified clones ENTAV-INRA® n°386 (PN386),
n°583 (PN583), n°777 (PN777) previously analyzed (Carrier et al, submitted), and two non-
certified clones, one grown at the Domaine de I’Espiguette repository (PNES2), the other
(PNst) grown at the Domaine de Vassal repository. For Grenache, two clones grown at the
Domaine de I’Espiguette repository were selected: the certified clone ENTAV-INRA® n°70
(Gr70) and the non-certified clone “Beru”. For Syrah, one certified and one non-certified
clones grown at the Espiguette repository, were selected, respectively ENTAV-INRA® n°470
(S470) and E266 (SE266). For Sultanine, we used one certified and one non-certified clones
grown at the SupAgro repository respectively ENTAV-INRA® n°919 (Sult) and Gora chirine
(Gora).

Sequencing clone genomes

For each clone, we harvested 5 g of young leaves from a single plant. Nuclear DNA
extraction was achieved using the NGS method previously described (Carrier et al., 2011).
Approximately 3-5 pg of nuclear DNA were used for Illumina HiSeq 2000 (Illumina
corporation Inc.) sequencing as previously described (Linnarsson, 2010) at the Genotoul
platform (INRA Toulouse). One lane was performed per individual. Reads were analyzed
with FastQC software (v1.0) developed by Andrews S. in the Babraham Institute

(www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk) in order to validate run quality (sequence number, mean

quality reads etc.). We obtained approximately 20 Gb (17 — 23 Gb) per run with a read length
of 100 bases in paired-end and a mean sequencing quality score per read of Q37 (Ledergerber
& Dessimoz, 2010). The average distance between the first nucleotide of the first and second
reads was on average of 129 bases (supplementary figure 1). An average of 1.3 millions
[llumina control reads and 3.2 millions reads from cytoplasmic DNA (3%) were present in

each lane and considered in this study as contaminations.
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Bacchus pipeline

This pipeline allows the identification of molecular polymorphisms between individuals
sequenced with NGS. It is composed of three major steps: 1) genome reconstruction, ii)
control of genome reconstruction, iii) search for molecular polymorphisms. This pipeline uses
the Galaxy interface (Blankenberg et al., 2001). It can be used with data obtained with NGS
using paired-end, mated-pairs or single method. With the paired-end method, more molecular
polymorphisms are accessible than with the single method, in particular structural variations.
We described in this study results obtained with Illumina HiSeq 2000 using paired-end
method. This paired-end technology, with 100-base long reads, allows exploring all molecular
polymorphism events except SSRs which have a length superior to 100 bases (For details on

the Bacchus pipeline see Figure 1).
Genome reconstruction

Genome reconstruction was based on alignments on the grape reference genome used in

its 12X version unmasked (12-Feb 2010, http://www.genoscope.cns.fr/). This step of the

pipeline is composed of three parts: 1) Filter on reads, ii) Read alignment on the reference

sequence iii) Sorting of aligned and non-aligned reads on reference genome (Figure 1).

Reads obtained with NGS technology were filtered to retain only reads with sequencing
quality over Q25 (Li, H et al., 2008). First, reads are filtered by quality score (QS) of the last
nucleotide of the read because quality decreased proportionally with read length (Dohm et al.,
2008; Carrier et al., submitted). The last nucleotides which have a quality score lower than
Q25 are eliminated until a nucleotide with a quality score of Q25 is detected. Reads are then
filtered by length (reads smaller than 75 bp are eliminated) and in a third step, reads are
filtered on mean quality score over all their nucleotides (QS > Q25). After this filtering step,
we obtained for paired-end technology : 1) pairs composed of two reads with acceptable
quality and i1) orphan reads which provided only one read of acceptable quality in a given pair

(Figure 1 and 2).

Genome was then rebuilt with hash alignment method implemented in Mosaik-Assembler

software (Wan-Ping Lee and Michael Stromberg, http://bioinformatics.bc.edu/marthlab/).

Reads were aligned on the grape reference sequence available at Genoscope (v12X 22-jav

2010; http://www.genoscope.cns.fr/spip/). For alignment we used parameters recommended

by Mosaik comceptors i.e. reads were aligned at single locus with 90% homology with



Chapitre 4, Comparaison du polymorphisme clonal entre cépages

70 Percent of reference genome cover

pr—l -
- ‘_“_’\\\
= o
30 |
——S5Xor more
20 + ~&- 10X or more
10 | 15K or more
0 Score of alignment quality
20 30 40 50 60 70
2 il
* Equal or greater than 10X of depth
+ 40 quality alignement score or more

12000 Number of genes.

¢ e PN777
st el , 10000 |

Ve 000
6000
4000 -

2000

0 u .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percent of cover genes

20000 Number of reads in an interval of 50 000 bases

16000
Wi I Y 1l | |
12000 4L . 1 ’
I [
1 v |
8000 ! § !
| | i | S | |
4000 1 P4 4 1
Y | I.| PN777
o | , h | Length of chramesome 1
o 5000 000 10000000 15000000 20000 000
Percent of
ﬁl Reads aligned | « Fastafle o6 nG &
I, G )
600000 Number of reads
es———
V St
400000 -
~—PN777
e [enissigned | D
200000
100000
&l . Distance between reads of pair

o 50 100 150 200 250 300 350

Figure 1-2: Description of Bacchus pipeline - Step two: control of genome
reconstruction.

84



reference sequence. For paired-end reads, length between the two paired reads was checked
by Mosaik-Assembler (length between reads of pair must be less than 500 bases). In parallel,

orphan reads were aligned with single method parameters (Figure 1).

Aligned and non-aligned reads were sorted in different categories. For paired-end reads: 1)
pair with both reads aligned ; ii) pair with only one read aligned and iii) paired not aligned
because both reads could align on more than one locus or length between both reads of pairs
was too long (>500 bases). For orphan reads, only two categories were distinguished: reads
aligned on a single locus and non-aligned reads. Only reads aligned on a single locus with an
alignment quality score of 40 or more were retained as correctly aligned reads (Li, H et al.,
2008). Finally, all aligned reads (fully aligned pairs, one read of pair aligned and orphan reads
aligned) were pooled to be checked and to identify polymorphisms.

Control of genome reconstruction

Aligned reads were compared with the reference sequence in five steps: 1) control of the
reference genome coverage according to quality score alignment and depth coverage. To be
qualified as covered, one nucleotide must have a coverage rate equal or greater than 10X of
depth and an alignment quality equal or greater than Q40 (Harismendy et al., 2009). ii)
Estimated of the annotated gene coverage in the reference genome which must be equal to or
greater than 10X of depth. iii) Control of the distribution of reads on a reference chromosome.
iv) Comparison of the composition of the aligned sequences (Percent of GC, CpG, CnG). v)

Control of the distance between each read of a pair.
Identification of polymorphism

We identified molecular polymorphisms at three levels: within each individual, between pairs
of clones from single cultivar and between cultivars. Since grapevine is highly heterozygous,
we first searched all heterozygous SNPs and indel sites within one individual. Identification
of polymorphisms between clones was then performed by comparing all pairs of reassembled
sequences from a single cultivar (13 pairs). Identification of polymorphisms between cultivar

was the performed selecting the best sequence from each cultivar (6 pairs).
SNPs and short indels

Reads aligned of each individual were compared to identify SNPs and indels using

FreeBayes software (Garrison E., available at bioinformatics.bc.edu/marthlab/) which also
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allows detecting SNP or indel polymorphism with three alleles. We set the threshold of the
analysis: to detect polymorphisms, common regions must have a read depth equal or higher
than 10X and a nucleotide quality score equal to or greater than 25. Moreover all minor alleles
detected must have a depth frequency greater than 0.25 for each individual. These conditions
reduced false positives (Harismendy et al., 2009; Hedges et al., 2009; Benaglio & Rivolta,
2010). To be considered, indel polymorphisms must localize within reads and have a length

shorter than 20 bases.
Structural variations

Paired-end method was used to identify structural variations. We inspired of
(Hajirasouliha et al., 2011) and (Medvedev et al., 2009) works to detect structural variation.
During genome reconstruction, some of the pairs could not be aligned because the distance
between both reads was too large (deletion compared with the reference sequence) or because
reads in a given pair were not located on the same chromosome (translocation in comparison
to reference ; Figure 1). First, non-aligned pairs were considered like single reads and re-
aligned in single mode. We then selected pairs which had two reads aligned on a single locus
on the reference genome and identified each locus displaying structural variation. To detect
other structural variations in comparison to the reference sequence, pairs with only one read
aligned were used. These data allow the detection of each extremity of a structural variation.
For each structural variation detected with reference sequence, only loci composed of five or
more pairs with structural variation bases were retained. A heterozygous locus with a
structural variation in a given individual was considered as such if minority alleles had a
depth frequency higher than 0.25. Finally, each locus containing structural variation was
compared between two individuals sequenced to detect structural variation polymorphisms

themselves.
Detection of transposable elements

Structural variations such as insertion or deletion may be generated by transposable
elements activity. For structural variation detected with pairs composed of one aligned and
one non-aligned read, we searched whether the non-aligned sequence had a homology with a
known grape transposable element. Blast software (Altschul et al., 1997) was then used to
identify sequence homologies between the non-aligned reads and the grape transposable

element sequences available in Repbase database (Jurka et al., 2005 v.2011). For the other
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structural variations detected (deletion or translocation), we searched whether these variations
were generated by known transposable elements and were annotated on the reference
sequence (Figure 1). Annotation of known transposable elements on the reference sequence

were performed using grape Repbase with RepeatMasker software (Smit et al., 1996-2004).
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%CpG %CnG %GC

PN40024 2,7 2,6 33
777 2,5 2,4 33
386 2,6 2,5 33
583 2,8 2,8 34
PNst 2,4 2,4 32
E52 2,4 2,4 32
Gora 2,4 2,3 32
Sult 2,4 2,4 32
Gr70 2,4 2,3 32
Beru 2,4 2,3 31
S470 2,4 2,4 32
SE226 2,4 2,3 32

Supplementary Table 1: Composition of sequenced regions in percent of specific
bases obtained with [llumina HiSeq 2000.
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Results

Alignment and comparison of sequenced genomes with the reference genome (PN40024)

We analyzed sequences obtained with Illumina HiSeq 2000 (v2.0) on the eleven clones.
Averages of 191 millions reads (standard deviation (c) =22) per lane were obtained (Figure
2). Reads were filtered on sequence quality score. Reads corresponding to contamination (8
millions (o=1) in average) were eliminated. For each individual, averages of 116 millions
reads (6=21) were used for genome reconstruction (Figure 2) through alignment on PN40024
sequence. Genome reconstructions were performed with the Bacchus pipeline described in the

Materiel and Method section.

From these 61% of the reads on average (75 millions (6=12)) aligned on a single locus
(50% pairs fully aligned; 5% with one aligned read per pair and 6% aligned orphan reads)
representing a mean coverage of 52% of PN40024 (supplementary Figure 2). On average, 116
Mb of genic regions annotated in PN40024 (Jaillon et al., 2007) were covered which
represent 68% of genic regions. Similarly, a mean of 22 Mb (74%) of exonic regions, were

covered.

Among unaligned sequences, some pairs or orphan reads (22%) were not retained due to
their multiple putative localizations on the reference sequence. Some other pairs were not
aligned (6%) during the genome reconstruction because the distance between both reads in a
pair was too large or because the two reads did not align on the same chromosome.
Furthermore, 6% of reads only did not match any known sequences of PN40024 (Figure 2).
These sequences may correspond to absent regions of PN40024 or to contaminations not

search during the analysis (viruses, fungus).

We compared several criteria (GC, CpG and CnG in the aligned sequences) between
sequences obtained for the clones and for PN40024, no difference was observed
(Supplementary Table 1). The number of bases aligned on each chromosome was proportional
to their length (R* >0.79, P-value <0.05; Supplementary Figure 3). However, our results
indicated that read distribution along the chromosomes was not random and some regions
were consistently excluded from alignment (Supplementary Figure 4 for an example on
chromosome 1). There was a significant negative correlation between the number of aligned
sequences and the number of repeated elements in the sequences (correlation coefficient = -

0.74 and p-value <0.01).
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Polymorphism calling
Between haplotypes of each individual

Polymorphisms between the haplotypes of each individual were identified from aligned
sequences. On average, polymorphism between haplotypes of a single individual (rate of
heterozygosity) was estimated at 6 366 SNPs per Mb (6=133) and 2 230 indels per Mb
(0=94). There was no difference in heterozygosity between the 4 cultivars. Moreover,
triallelic loci were also observed and all the analyzed clones displayed on average 1.1 % and

8% of triallelic SNPs and indels respectively.
Between clones and between cultivars

Regions shared by all sequenced individuals represented on average 47% of the reference
genome for a depth equal to or greater than 10X. Different genetic polymorphisms (SNP,
indel, structural variation) were identified between clones of each cultivar (five clones
compared for Pinot noir and two for the Grenache, Syrah and Sultanine cultivars) and
between these four cultivars themselves (see Material and methods). The mean number of
polymorphisms detected between two clones of the same cultivar were not different according
to the cultivars (Confidence interval = 0.95). On average, 2.5 SNPs (6=4), 11.5 indels
(0=1.8), 129.0 structural variations (6=53) per Mb polymorphs were identified between any
two clones (Figure 3). Polymorphisms detected between two cultivars were on average per
Mb: 90 SNPs (6=8.7), 66.4 indels (6=5.2) and 176.0 (6=67) structural variations (Figure 3).
Among identified structural variations, 34% were generated by transposable elements already
known in grape. Polymorphic transposable elements were classified as either class I (69%) or
class II (31%) transposable elements. Other structural polymorphism composed of

transposable element not identified, duplication or inversion.

Among these polymorphisms, the ratio of polymorphisms localized within genes or exons
were not different between two clones of the same cultivar or between two cultivars
(Confidence interval = 0.95). On average over the 11 clones, 22% and 1.5% of SNPs localized
within genes and exons respectively, while 29% and 0.3% of indels, and 30% and 4% of
structural variations located in genes and exons respectively (Figure 4). Globally, it means in
average between any two clones, 6 SNPs, 3 indels and 1917 structural variations in the

analyzed coding regions.



Chapitre 4, Comparaison du polymorphisme clonal entre cépages

200

150

M Run

50 +

W After filter step
B After contamination eliminated

124 (100%6)

B Two reads of pair aligned

B Orphan reads aligned

& Only one reads of pair aligned

= Reads not aligned
W Reads of pair aligned with a lenght problem
& One reads of pair not aligned

 Reads aligned in more one locus

28 (22%)

8 (6%)

7(6%) g (s95) T(6%) g (500)
.)I

Figure 2: Average of reads obtained after the different filtering steps of Bacchus

89

pipeline.



Comparison of clonal and varietal polymorphism

The polymorphism between two clones of the same cultivar (clonal diversity) was lower
than the polymorphism between two clones of different cultivars (cultivar diversity) for all
types of polymorphisms studied (Figure 3). A bigger difference in polymorphism rates
between clone diversity versus cultivar diversity was observed for SNPs and indel (x36 and
x7 respectively) than for large structural variations (x1.3). In the coding genome, the same
pattern is observed with even amplified difference (x61, x13 and x1.3 SNPs, indel and

structural variants respectively; Figure 4)

Discussions

In this study we selected four cultivars (Pinot noir, Grenache, Syrah and Sultanine) with
no parentage relationships and with a high agronomic value (Lacombe ef al., In prep). All
four cultivars are relatively old cultivars, even if Pinot is believed to be older. Polymorphism
accumulation was identified and quantified to evaluate their importance in clonal and cultivar

diversity.

Comparing sequenced genomes
Genome reconstruction

With a relatively straightforward method of alignment of the reads onto the reference
genome, on average, 52% of the reference genome was covered and there was no significant
difference of coverage between clones or cultivars. Our results are similar to the alignment
obtained by Myles ef al. (2010). Grape genome is composed at 41.4% of repeated regions
(Jaillon et al., 2007), making it impossible to obtain a coverage greater than 60% of the
reference genome with this alignment method. Repeated region reconstructions such as
centromere, telomere, and satellite regions by alignment method were thus difficult. These
regions call for a de-novo approach for their reconstruction but this method requires
significant computational power and is delicate with 100 base-long reads (Flicek & Birney,
2009). In this study we did not search SNPs or indels in repeated regions but used paired-end
technology to detect structural variation polymorphisms generated by repeated sequences
such as transposable elements.

One has however to keep in mind that the reference genome is a nearly homozygous
sequence and that large structural variation between alleles, even within Pinot would not be

mapped as well. Bacchus pipeline is presently under evolution, in particular in order to
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develop de-novo approaches. Such approach will help us map more reads but also to search

for other types of mutations such as CNV.
Polymorphism between haplotypes versus polymorphism between cultivars

Polymorphism in haplotypes of each individual was estimated on average at 6 366 SNPs
and 2 230 indels per Mb but with an analysis of 50% of the genome. This result is slightly
higher than polymorphism measured in the Pinot noir ENTA-INRA n°115 genome by
Velasco et al. (2007) (4255 SNPs, 2127 indel per Mb). A bias in our study could have been
introduced because we only analyzed unrepeated regions. An inferior depth of coverage of
PN115 sequence (6.4x on average) can also be at the origin of this difference. Benaglio &
Rivolta, (2010) estimated that 15X of depth is necessary to identify 90% of the
polymorphisms contained in the genome. The heterozygosity level was identical for the 4
cultivars which is in agreement with previous observation using 20 SSR markers by Laucou et
al. (2011): a level of heterozygosity of 0.75 to 0.95 was estimated for these 4 cultivars. Our
analysis thus confirms at a genome-wide scale the high level of heterozygosity of the grape
genome. It is also surprising that polymorphism between both haplotypes of a single
individual is almost 70 times higher than the polymorphism between cultivars (6336 versus 90
SNPs per Mb). Comparison of position of the heterozygous loci between cultivars should be

performed to understand the significance of these differences.

Comparing sequenced genomes

The common sequenced portion of the genomes of the 11 clones, when assembled and
compared, covered 47 % of the grape genome. It thus means that the sequencing method is
not fully random and that several regions common to each clone was not represented in the
sequence. Low-alignment regions showed over-representation of repeat elements in some

areas, particularly at the putative centromere location.

Molecular polymorphisms accumulated somatically during plant life

A previous study described molecular polymorphisms in 3 Pinot noir clones (Carrier et
al., submitted) considering a smaller fraction of the genome (~1%). Few SNPs and indels
were detected and the most significant polymorphic elements were transposable elements. In
this study in four different cultivars, we confirm that somatic polymorphism for SNPs and

indels was low compared to structural variations. Moreover we identified structural variants
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without a priori and not only those generated by transposable elements already known in

grape.

SNP polymorphims

SNPs in somatic reproduction results of error accumulations during DNA replication
(Longley et al., 2005) or repair (Fan et al., 1999; Zienolddiny et al., 2006). SNPs are
accumulating in cells at a rate between 10™ and 10™'° during mitosis (Baer et al., 2007). In this
analysis, we have identified more than 500 SNPs differences between clones in 47% of their
genomes. By extrapolation around 1000 single mutation differences should differentiated
clones. This is more than previously expected but in agreement with our first estimation
(Carrier et al, submitted). Because SNPs are more permanent than other types of mutations
accumulating in clones, and because they are sufficient to allow differentiation of clones,
SNPs could be good candidates for clonal identification. More careful analysis of SNPs
positions between clones could give us clues for rapid development of such markers in a large

set of cultivars.

Indel polymorphism

Indels are also stable polymorphisms generated through DNA repair after a break caused
by a crossing-over event (Dong et al., 2002), insertion of an element (transposable element or
other ; (Yamashita et al., 1999; Van de Lagemaat et al., 2005)) or a duplication (Chen ef al.,
2005). In “vegetative” propagation, indels can only be generated by transposable element
activity whereas in sexual reproduction indels are also generated by recombination events.
SSR markers could also be classified in this type of mutations but only small SSR (50b) can
be considered with this lenght reads (100b). However this type of marker have a length often
larger than 100 bp, for this reason SSR were not consider in this first analysis. Polymorph
indels is also quite numerous between clones since around 2500 indels in average were

identified in 47% of their genomes.

Structural variations

As we had hypothesized the structural variants are the more frequent events
differentiating clones. This genomic disorder is characterized by the presence of flanking
segmental duplications that predispose these regions to recurrent rearrangements.
Approximately 5% of the human genome is composed of segmental duplications (Sharp et al.,

2006). Grape is an ancient hexaploid genome and contain multiple duplicated regions (Jaillon



92

Chapitre 4, Comparaison du polymorphisme clonal entre cépages



et al., 2007) among which 17% are segmental duplications (Giannuzzi et al., 2010),
suggesting that significant genomic disorder could be found in grape. The grape structural
variation events studied in this work are only those polymorphisms generated by transposable
element activity. Among structural variants identified in this study, 34% were generated by
the activity of mobile element known in grape (38.7 insertions per Mb), in accordance with
previous results (Carrier et al., submitted). The database of transposable elements known in
grape is not yet complete and depending on addition of new elements, the proportion of
transposable elements in structural variation could correspondingly increase. The number of
such events made then quite easy to identify. Many transposable elements are however still
active (Carrier et al, submitted) and additional data (data not shown) also demonstrated that
they may be active even in a single plant generating polymorphism between tissues of the
same plant. These markers may thus not be very useful for clonal identification.

Our data also underestimates the structural variants since CNVs and other large events
such as duplication, invertions... have not been considered in this analysis. More complete

analysis of the genomes is thus necessary.

Chimerism

Grape primordial are composed of two genetically distinct cell layers, L1 and L2 (Einset
& Pratt, 1954; Thompson & Olmo, 1963). Each cell layer remains developmentally
independent from the adjacent layers and gives rise to different plant tissues. Franks et al.
(2002) have shown that when the two cell layers of the periclinal chimera are separated
following somatic embryogenesis, the regenerated plants have DNA profiles distinct from
those of the parental plant. But these chimerical mutations are not transferred to sexual
progeny except if it considers L2 layer involved in gamete formation. By vegetative
propagation, chimeric sector can be chosen to regenerate a new clone. In this study, all of the
analyzed clones displayed a small percentage of tri allelic profiles. Such profiles are only
observed when the mutation generates a third base and thus in most of the cases, chimeras are

not identifiable. Nevertheless such polymorphism seems quite common in all analyzed clones.

Accumulation of somatic mutation does not differ between cultivars

Unexpectedly, we did not found any difference in the level of clonal polymorphism among
cultivars. We have chosen these 4 cultivars because they corresponded to ancient ones. Pinot
was however supposed to be much more ancient, since it is the ancestors of numerous

contemporary varieties. Besides Pinot clones and mutants are much more numerous and
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polymorphic in the collections than clones of any other cultivar. Other cultivar should thus be
analyzed, in particular cultivar of recent origin such as recent selection of INRA (Marselan...)
or progenies of Pinot or Sultanine in order to compare their polymorphism. If this is
confirmed, then a important question should be asked: why is the level of polymorphism in a
cultivar not correlated with the age of the cultivar. The phylloxera crisis of 19" century may
also have erased longer accumulation of mutations and restarted the evolution clock of the
clones.

If the number of mutation is not a pertinent factor, then the position of the mutations could
also explain the differences in diversity observed in the field. More careful comparison of

polymorphism site location should thus be performed.

Accumulation of somatic mutation is at the origin of clonal diversity

Clones are obtained by vegetative propagation from specific organ of a single selected
vine. Throughout plant life, there is an accumulation of mutations in various tissues and
organs and a plant is thus composed of a “mosaic of genomes” (Gill ef al., 1995). Vegetative
multiplication thus allows selecting and propagating accumulated mutations contained in
tissue or organ genomes. These mutations may have an impact on phenotype and generated a
clone with few specific traits of particular agronomic interest. A small percentage of the
mutations were observed in the genes and even fewer in the coding sequences (in average
27% in the genes and less that 2% in the coding sequences). In the sequences, genic regions
correspond to roughly 33% and coding regions to 7%. There is thus a bias toward limitation
of mutations in the coding sequences especially for indels (0.3 % only in coding sequences).
Structural variants on the contrary were quite high (4%) but may also correspond to extinct
genes. In the analysis, we however did not consider the presence of polymorphisms in
promoter regions of the genes, which could also have a strong effect on gene expression as
demonstrated for V'vMybAl (Kobayashi et al., 2005) or VWTFLIA (Fernandez et al., 2010)
gene. Such information should also be searched in the near future.
Nevertheless some of the identified polymorphisms in exons (Figure 4) could have an effect
on phenotype of the clones. Few SNP were identified as a cause of phenotypic variation
(Fournier-Level et al., 2009; Emanuelli et al., 2010). Location of identified SNP in exons will
be searched more carefully in order to search for such effect. Similarly, a few indels are
known to generate phenotypic polymorphisms (Mclntyre et al., 2008) but no such data is

available in grape. However, indels are less frequently located in coding regions than SNP
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because they more frequently generate deleterious mutations such as frame shifts (Ng ef al.,
2008) leading to their elimination through natural selection.

The structural variation generated could finally also be at the origin of phenotypic variation
(Inoue & Lupski, 2002; Hurles et al., 2008). This variation has been poorly studied in plants
but some studies in human research show that it could affect phenotype (Mefford et al., 2007;
Sharp et al., 2007). In our study, 4% of structural variants are contained in genes which have a
high probability to impact cell performance.

Some studies performed on causal mutations of phenotypic clones have showed the
implication of transposable element insertions in the development of phenotypic traits such as
white color in berries (Kobayashi et al., 2005) or grape architecture (Fernandez et al., 2010).
But insertion of new copies of a transposable element is not the only event which generates
polymorphism and can have an impact on phenotype. Elimination of a transposable element,
known to be the consequence of non-homologous recombination, can also generate structural
variation (Devos ef al., 2002; Moisy, C. et al., 2008).

Moreover grape, composed of two genetically distinct cell layers, L1 and L2 (Einset & Pratt,
1954; Thompson & Olmo, 1963). Each cell layer remains developmentally independent from
the adjacent layers and gives rise to different plant tissues. Franks et al. (2002) have shown
that when the two cell layers of the periclinal chimera are separated following somatic
embryogenesis, the regenerated plants not only have DNA profiles distinct from those of the
parental plant but also have novel phenotypes such as the dwarf phenotype produced after
regeneration from L1 cells in Meunier (Boss & Thomas, 2002). Chimerical mutations could
generate sectorial phenotypic variations such as hairless sectors (Franks ef al., 2002) or, as in
the case of Pinot gris, occasional production of colored berries with white variegations
(Hocquigny et al., 2004). But these chimerical mutations are not transferred to progeny except
if this sector is chosen to regenerate a new clone. Accumulation of mutations and their

selection by vegetative propagation is the origin of a large part of clonal diversity.

Difference of polymorphism generated by somatic and sexual reproduction.

The polymorphism observed between cultivars is much geater than the one observed
between clones, but it is much pronounced for SNPs and indels than for structural variants.
These results show that different molecular mechanisms are involved or at least that there is a
mechanism regulating the larger events. SNPs and indels seem to have accumulated
continuously between cultivars. On the contrary, our results suggest a quick reduction in

structural variation polymorphism. Structural variation can entail major rearrangements
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deleterious for cells and consequently be eliminated. Part of this structural variation is due to
transposable element activity. Transposable element activity is very complex and varies
depending on plant environment and stress level (Nagy & Chandler, 2004; Feschotte, 2008).
Moreover, insertion generated by transposable element activities could be very quickly
eliminated through complex recombinations (O'Hare & Rubin, 1983; Gray, 2000; Bowen &
Jordan, 2002; Devos et al., 2002). Some insertions of transposable elements are known to be
hereditary. For example, insertion of Gret-1 in the VvMybA-1 promoter is known to be
transferred to progeny (Fournier-Level et al, 2010). However, the elimination of this
insertion has also been observed in Chardonnay and lead to the presence of a solo LTR and
rose berries (This et al., 2007). Regulation mechanisms of others structural variations such as
duplications, inversions, homologous recombinations are currently unknown in plants. Future

study of this variation could open up a new way for polymorphism research.

Accumulation of somatic mutation impact in cultivar diversity

Genetic recombination arises from sexual reproduction. Cross-fertilization mutations
increase genetic variability within the population, enhancing adaptation to a changing
environment (Crow, 1992; Rice, 2002). Sexual breeding allows genome segregation between
two individuals. It is at the origin of increased molecular and phenotype polymorphism
compared to “somatic” breeding (Grapputo et al., 2005). Indeed, all the polymorphisms
identified were greater between cultivars than between clones. Considering the level of
variation between haplotypes, their segregation in different cultivars could even have
introduced more variation than observed here.

Myles et al, (2011) showed that grape has high phenotypic and nucleotide diversity
although present varieties resulted from a few sexual reproduction cycles only. Nucleotide
diversity of grape is evaluated at 0.0051 (Lijavetzky et al., 2007) similar to maize (0.0063
(Ching et al., 2002)), but higher than in other annual plants such as soybean (0.0012 (Zhu et
al., 2003)) or tomato (0.0010 (Labate et al., 2009)). Studies by Klekowski et al. (1998)
compared annual and perennial plants in the mangrove and concluded that progenies of
perennial plants display a higher diversity than annual plants. Nucleotide diversity of grape
cultivars is similar to that of annual plants whereas these latters have numerous sexual
reproduction cycles compared to perennial plants.

Mutations accumulated throughout a perennial plant life, and in particular structural
variations could be transferred to its progeny by sexual reproduction. But as gametes originate

from L2 tissues, only mutation accumulated in this L2 layer could consequently be
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transmitted to the progeny. Accumulation of mutations along plant life generates additional
diversity which is amplified by the segregation of somatic genomes during sexual
reproduction. This representation of perennial plant evolution has been modeled by Orive et
al. (2001). Considering the level of polymorphism in clones, somatic mutations probably have

large effect on grape diversity.

Conclusion

NGS today allows genome wide studies of polymorphism for several individuals. We
used a new pipeline of analysis which allows identifying and quantifying SNPs, indels and
structural variation between several individuals based on mapping of the sequences on the
reference genome but no do-novo mapping. We provided a broad description of accumulated
somatic mutations during plant life and evaluated their significance in clonal and cultivar
diversity generation. Mutations accumulated along life of perennial plants result in clonal
diversity and so amplify diversity in individuals generated through sexual reproduction. We
identified two types of molecular mechanisms which are responsible for genetic
polymorphism: SNP / indel stable mutations which generated a lower polymorphism than
structural which for a large part may be eliminated. Few mutations were also observed in

exons, which may have a direct impact on phenotype variation.
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Figure 47 : Arbre phylogénétique de différentes especes du genre Vitis a partir
de quatre éléments transposables.
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5- Etudes complémentaires : polymorphisme
d’insertion genéré par les éléements

transposables

Les deux études précédentes ont montré que 1’activité des éléments transposables était tres
importante dans le contexte de la reproduction végétative chez la vigne. Nous avons effectué
deux études complémentaires au cours desquelles nous avons observé I’activité d’insertion de
quatre éléments transposables (Gret-1, Copia-10, Gypsy-19 et Caul-1). Ces quatre éléments
ont ¢té sectionnés en fonction du haut niveau de polymorphisme d’insertion identifié au sein
des clones de Pinot (Cf. Chapitre 3, Section 5) et nous avons observé le polymorphisme
d’insertion dans un échantillon diversifié¢ de différentes especes du genre Vitis et au sein d’un

méme clone.

5.1-Polymorphisme d’insertion de quatre éléments

transposables dans le genre Vitis

Au cours de cette thése j’ai eu ’occasion de co-encadrer un étudiant de Licence 3¢
année : Pierre Bourguet. Je présente dans ce paragraphe une partie des résultats qu’il a

obtenus au cours de son stage.

Le polymorphisme d’insertion de quatre éléments transposables: Gret-1, Copia-10,
Gypsy-19 et Caul-1 a été étudié sur un échantillon composé de quatre core-collections
chacune représentative de la diversité d’une espece du genre Vitis (berlandieri / cinerea
riparia ; vinifera subsp.vinifera; vinifera subsp. sylvestris ; Cf. Annexe-6). Ces quatre core-
collections ont été définies a partir de données de génotypage de 20 SSRs répartis sur le
génome de la vigne. La méthodologie S-SAP a été utilisée pour 1’é¢tude des sites d’insertion
de ces quatre éléments transposables. A partir des profils obtenus, un arbre phylogénétique a
¢été réalisé (Figure 47 ; méthode neighbor-joining avec 1000 bootstraps) a 1’aide du logiciel

Darwin (Perrier & Jacquemond Collet, 2006).

Les résultats concordent avec la structure du genre Vitis obtenue a 1’aide d’autres types de

marqueurs moléculaires SNPs et SSRs Péros et al, (2010), (Bacilieri, Com. Pers.). Cette étude
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; B Transposons Gret Gypsy Cauli Copia
{3 f Difference entre feuilles 1-2 12.7 9.7 43 16.7
e Difference entre feuilles 1-3 127 8.0 37 14.0
il - i Difference entre feuilles 1-4  12.7 10.3 3.0 11.7
e Difference entre feuilles 2-3 113 6.7 2.7 14.7
F1 Difference entre feuilles 2-4 16.7 113 20 11.7
# Difference entre feuilles 3-4 127 9.0 27 T
Ecart type 1.8 17 0.8 3.1
Différence entre souches 12.0 8.6 3.8 123

Figure 48 : Polymorphisme d’insertion au sein d’un clone (3 souches). A)
Exemple d’échantillon prélevé sur une souche, la feuille 1 correspond a
la feuille mise en place le plus tardivement, la feuille 4 correspond au
contraire a la feuille la plus récemment mise en place. Table B)
Moyennes des polymorphismes d’insertion observés entre trois souches
du clone de Pinot noir n°777 pour différents organes prélevés sur un
méme rameau.
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préliminaire montre que ces quatre ¢léments transposables engendrent du polymorphisme
d’insertion au moins depuis la divergence des différentes espéces du genre Vifis (2,5 x 10°
années ; Péros et al., 2010). Une partie au moins du polymorphisme d’insertion généré par ces

quatre éléments s’est donc accumulée au cours temps.

5.2- Polymorphisme d’insertion de quatre éléments

transposables au sein d’un méme individu

Nous avons mesuré le polymorphisme d’insertion de ces mémes quatre ¢léments
transposables (Gret-1, Copia-10, Gypsy-19 et Caul-1), au sein d’un méme individu afin

d’estimer leur niveau de transposition.

Trois souches du clone Pinot noir ENTAV-INRA® n°777 cultivées au domaine de
I’Espiguette ont été sélectionnées. Les feuilles une a quatre de deux rameaux par souche ont
été récoltées et ’ADN extrait (Figure 48). Une approche S-SAP a permis d’identifier les
différentes insertions au sein de ces différents organes. Les analyses comparatives des profils
obtenus avec I’ADN de chacune des feuilles d’'un méme rameau montrent de nouvelles
insertions de ces ¢éléments, indiquant une activité¢ d’insertion. Cependant ces insertions ne
suivent pas une logique d’accumulation, il n’y a pas plus de polymorphisme entre deux
feuilles d’un méme rameau qu’entre deux souches (Figure 48). Ces résultats suggerent que la
majorit¢ des polymorphismes d’insertions qui se produisent au sein d’un individu sont
¢liminés rapidement.

Les feuilles ont été prélevées en méme temps ne permettant pas [’analyse d’une
dynamique d’insertion. Une prochaine étude de ces quatre éléments transposables utilisés va
étre effectuée en collaboration avec le Docteur Mirouze M. (IRD UMR DIADE). Dans un
premier temps, l’activité de transposition de ces ¢léments va étre mesurée et selon les
résultats, le suivi de certaines insertions générées par ces éléments sera effectué au cours du

temps.
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6-Synthese du polymorphisme clonal chez

plusieurs cépages

Un panorama approfondi des polymorphismes qui se sont accumulés au cours la vie de la
plante a été dressé chez onze clones répartis entre quatre cépages différents. Le nombre de
polymorphismes moléculaires entre deux clones n’est pas significativement différent entre les
quatre cépages. Ces résultats suggerent qu’il n’y pas d’effet cépage sur les mécanismes
régulant la fréquence d’apparition des polymorphismes chez les clones étudiés dans ces

conditions culturales.

Le nombre de polymorphismes de types SNPs et indels accumulés entre deux clones est
faible par comparaison au nombre de polymorphismes de types variations structurales.
Cependant la différence du nombre de polymorphismes structuraux entre deux clones et entre
deux cépages est faible, suggérant qu’une partie de ces variations ne sont pas transmises aux
descendants, qu’ils soient issus de la reproduction sexuée ou de la multiplication végétative.
Une partie de ces mutations peuvent cependant étre a ’origine de la diversité phénotypique

observée. Des travaux additionnels doivent permettre de valider cette implication.

Nous avons pu associer une partie des variations structurales avec I’activité des éléments
transposables connus (34%) chez la vigne. Cependant, I’annotation des éléments
transposables dans le génome de la vigne est encore partielle et il fort probable que
I’implication des ¢éléments transposables dans les variations structurales soit largement sous-
estimée. Des travaux visant a identifier I’ensemble des différents éléments transposables
compris dans le génome de la vigne sont en cours (N. Choisne, Com. Pers.). L’étude effectuée
a partir de quatre éléments transposables chez le genre Vitis et au sein d’un méme individu,
nous a permis d’étudier leur activité d’insertion et leur impact sur la structuration de la
diversité. Les résultats obtenus indiquent que ces quatre ¢léments sont encore tres actifs. Ils
permettent cependant de structurer la diversité du genre Vitis comme d’autres types de

marqueurs (SNP, SSR) avec des fréquences de mutations inférieures.

La comparaison du nombre d’insertions polymorphes entre les différentes feuilles d’un
méme rameau montre que ces insertions ne suivent pas une logique d’accumulation suggérant

que la majorité d’entre elles est éliminée rapidement.
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I-Introduction

La diversité clonale a une importance majeure pour les viticulteurs. C’est généralement le
seul moyen leur permettant une amélioration variétale sans changer de cépage. Les clones
possédant des caracteres ampélographiques d’intéréts sont sélectionnés et préservés dans des
conservatoires. Ils sont par la suite, étudiés dans différentes conditions et enfin agréés s’ils
présentent des valeurs agronomiques et technologiques différentes de ceux déja certifiés. La
sélection clonale a ainsi permis, depuis 45 ans, d’obtenir des gains tres significatifs pour la
filiere viti-vinicole. Par exemple, 1’utilisation du clone Pinot noir ENTA-INRA n°777 permet

une production de grande qualité.

L’objectif de cette these était de comprendre 1’origine de la diversité phénotypique
clonale. L hypothese la plus parcimonieuse permettant de 1’expliquer est 1’accumulation au
cours du temps de mutations. Nous avons dressé un panorama le plus exhaustif possible des
différents polymorphismes moléculaires. Pour comparer la diversité moléculaire entre les
clones nous avons séquencé le génome de clones de Pinot, de Syrah, de Grenache et de
Sultanine a l'aide de séquenceurs de nouvelle génération. Nous avons étudié exclusivement
les mutations modifant la séquence du génome. D’autres études proposent une origine de type
épigénétique de la diversité clonale (Schellenbaum ez al., 2008). Les variations de juvénilité
pourraient par exemple étre expliquées par des variations épigénétiques. Cependant les
approches NGS pour des ¢dtudes dites « épigénomiques » ¢étaient encore en phase
d’optimisation lors de la production de données, elles nécessitent la mise en place de
protocoles particuliers de préparation de librairies (Linnarsson, 2010). Les plateformes de
génotypage avec lesquelles nous avons collaboré ne fournissent d’ailleurs pas encore ce

service.

La comparaison des génomes de différents clones nous a permis de dresser 1’inventaire
des polymorphismes génétiques accumulés lors de la vie du cépage. Nos résultats montrent
que les variations structurales, dont au moins 34% sont générées par ’activité des éléments
transposables connus sont la source majeure du polymorphisme clonal. Elles ont donc été
¢tudiées plus en détails durant ces trois années de recherche afin d’évaluer la possibilité de les
utiliser dans une méthodologie permettant 1’identification des clones et 1’analyse de leur

diversité.



Chapitre 5, Discussion générale, perspectives et conclusions

102



2-Comparaison des technologies 454

Titanium et Illumina HiSeq 2000

Nous avons utilisé les séquenceurs de nouvelle génération pour séquencer le génome de
plusieurs clones de différents cépages. Ces nouvelles technologies sont trés récentes et
évoluent trés vite. Durant cette thése, nous nous sommes adaptés a ces évolutions. La
sélection de nos travaux comme projets pilotes sur la plateforme Génotoul de I'INRA
Toulouse a facilité I’opportunité d’étre au plus preés des derniéres technologies. Nous avons
ainsi eu acces aux technologies 454 de Roche Version Titanium (2009) et HiSeq 2000
d’Illumina v2 (2011). Nous pouvons donc comparer ces deux technologies a plusieurs
niveaux : 1) la production des données, ii) la qualité des génomes reconstruits par alignement,

ii1) les polymorphismes identifiés.

2.1-Production des données

Ces deux technologies différent sur la quantité et la longueur des séquences produites. De
fagon générale, le 454 de Roche produit un petit nombre de séquences mais celles-ci sont de
grandes tailles. Au contraire, I’[llumina produit des séquences de tailles plus réduites mais en
plus grand nombre. En 2009, nous avions acces au 454 Titanium qui produisait des séquences
de 400 bases ou a I’[llumina GAII qui produisait des séquences de 50 bases. Ainsi, méme si le
GAII produisait environ quatre fois plus de données (1,5 Gb pour le GAII contre 400 Mb pour
le 454 Titatium) nous avons préféré utiliser le 454. En effet les séquences d’une longueur d’au
moins 100 bases permettent d’effectuer plus facilement la reconstruction du génome par
alignement (Flicek & Birney, 2009), en particulier pour des génomes au fort polymorphisme
comme la vigne (Velasco et al., 2007). De plus notre projet s’inscrivait dans une recherche et
une quantification sans a priori des types de polymorphismes moléculaires différenciant le
génome de deux clones. Seules des séquences de grandes tailles permettaient d’avoir acces
aux variations structurales. En 2011, la technologie HiSeq 2000 v2 d’Illumina pouvait fournir
en moyenne 20 Gb de données par ligne avec des séquences de 100 bases en "Paired-End".
Nous avons donc alors choisi, en 2011, d’utiliser I’[llumina HiSeq 2000 pour effectuer nos
séquencages. Ceci nous a permis d’avoir un grand nombre de données avec de séquences de

plus petites tailles mais en "Paired-End" donnant également accés aux variations structurales.
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2.2-Qualité de la reconstruction du génome

Les séquences obtenues par les NGS ont été utilisées pour reconstruire le génome de
I’individu. Elles sont dans un premier temps filtrées afin de ne conserver que les séquences de
bonne qualité qui seront utilisées pour 1’alignement sur le génome de référence. Dans cette
¢tude, nous avons considéré qu’une séquence était correctement alignée si elle ne pouvait étre
positionnée qu’a un locus unique sur le génome de référence. Pour les deux technologies
utilisées, 57% des séquences en moyenne (62% (6=9) pour le 454 et 53% (0=12) pour
I’Illumina) ont été alignées sur la référence. Dans les deux cas, la couverture nucléotidique de
chaque chromosome a toujours été proportionnelle a leur taille (Figure 49). Ces deux
technologies permettent de séquencer I’ensemble du génome sans a priori. La répartition des
séquences sur un chromosome est également identique pour ces deux technologies, les zones
riches en ¢éléments répétés sont peu couvertes, et en particulier la zone centromérique (Figure
50). La composition en GC, CnG et CpG est similaire entre les génomes obtenus en 454 ou en
[llumina. Les génomes reconstruits par les technologies 454 ou Illumina sont donc de qualité
identique. Cependant, nous n’avons pas la méme couverture, avec I’Illumina nous couvrons
environ 50% du génome de la vigne avec une profondeur de 10X ou plus, alors que nous ne

couvrons que 1% du génome de la vigne avec une profondeur de 6X ou plus pour le 454.

Avec les méthodes d’alignement utilisées, nous avons difficilement acces a la partie
répétée du génome de la vigne (41%, d’apres Jaillon ef al. (2007)). Cette partie du génome ne
peut pas étre reconstruite par alignement ce qui explique probablement qu’une grande partie
des séquences issues de nos re-séquengages soient non alignées. Une partie du
polymorphisme généré par les éléments répétés a cependant pu étre étudicée. Par contre, cette
¢tude ne concerne que les sites d’insertions et non le polymorphisme interne aux ¢léments
transposables. Pour étudier les régions répétées, il faut privilégier les méthodes d’assemblage
plutét que les méthodes d’alignement. Les méthodes d’assemblage de novo a partir des
séquences NGS nécessitent de grandes capacités informatiques. Actuellement, ’analyse
s’oriente vers un compromis de ces approches appelé « assemblage de novo guidé » qui
consiste a ne reconstruire que les zones présentant une importante insertion ou délétion par
rapport a la référence. Pour m’aider dans la mise en place du « Bacchus pipeline », j’ai eu
I’occasion d’encadrer Vincent Maillol, alors stagiaire en licence. Il est désormais recruté au

sein de I’équipe et travaille actuellement dans I’amélioration du Bacchus pipeline.



Chapitre 5, Discussion générale, perspectives et conclusions

SEQUENCING I u“ ”na
Polymorphisms by Mb
1400
129.0
120,0
Polymaorphisms by Mb
50.0 100.0
450 438
Structural
s . variations
35.0
300 60,0
250
20.0 40,0 S
15.0 X
10.0 o Transposable
3.0 11.5 elements
q .
50 - 13 -
0.0 - — 00 | wee T
SNPs Indels Transposable SNPs Indels
elements

Figure 51 : Comparaison des moyennes des différents types de polymorphismes
identifiés entre deux clones avec les technologies 454 et [llumina.
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2.3-Polymorphismes identifiés

Les génomes reconstruits des différents clones ont été comparés afin d’identifier les
polymorphismes moléculaires. Les polymorphismes de types SNPs et indels (de moins de 20
bases, Cf. Chapitre 4, Section 4) ont pu étre détectés a la fois dans les génomes reconstruits en
454 et en Illumina. Les indels compris entre 20 et 100 bases correspondant a des séquences
répétées (en particulier les motifs SSR de 100 bases) ne peuvent étre détectés qu'avec des
séquences de grandes tailles et leur identification est donc limitée aux génomes reconstruits en
454. Les variations structurales générées par les éléments transposables connus chez la vigne
ont pu étre observées en 454 et en Illumina. De plus, la technologie "Paired-End" utilisée en
[llumina nous a permis d’observer I’ensemble des variations structurales et pas seulement

celles générées par I’activité des éléments mobiles connus chez la vigne.

Ces deux technologies apparaissent comme complémentaires. La technologie 454 permet
cependant, avec ses séquences plus longues, d’identifier plus facilement du polymorphisme. Il
est a noter que la technologie "Paired-End" en 454 est maintenant disponible. [.’avantage
d’avoir des séquences de grandes tailles en "Paired-End" est de faciliter 1’identification des
différents types de variations structurales. En effet, avec des séquences de 100 bases, il est
difficile d’identifier avec précision I’élément transposable inséré sans effectuer des étapes
d’assemblage supplémentaires. L’avantage incontestable du HiSeq 2000 d’Illumina est la
grande quantité de données produites lors des "runs" de séquences (20 Gb par ligne) alors que

le 454 produit 350 Mb, avec une couverture qui s'est avérée limitée (1% du génome).

Une partie des polymorphismes a été validée, selon différents parametres de validations,
pour avoir une estimation du taux de faux positifs. Dans un premier temps, nous avons
sélectionné les polymorphismes qui ont été séquencés au moins 3 fois en 454 (3X). 16 SNPs
sélectionnés au hasard ont été séquencés en Sanger et seul un SNP s’est avéré réel. Ces
erreurs étaient principalement dues au fait qu'un seul des deux haplotypes de I’individu avait
été séquencé. En ne sélectionnant que les SNPs qui ont une profondeur de 6X, 19 SNPs ont
été identifiés et, dans ce cas, seuls deux SNPs averent étre des faux positifs. Plus la
profondeur est importante, plus le taux d’erreur est faible, et avec une profondeur supérieure a
10X le taux d’erreur peut étre considéré comme nul (Harismendy ez al., 2009). Les résultats
obtenus avec le 454 montrent un nombre de polymorphismes par Mb légerement supérieur a
celui obtenu en Illumina pour les polymorphismes de type SNPs et éléments transposables

(Figure 51). Le nombre de faux positifs plus élevé provenant des données obtenues en 454
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explique cette différence. Au contraire, le nombre de polymorphismes de type indels obtenu
avec le 454 est plus faible que celui obtenu en Illumina. Afin de limiter les faux positifs, de
nombreux polymorphismes indels contenus dans les homopolyméres n’ont pas été considérés

en 454 ce qui pourrait expliquer cette différence.

2.4-Les NGS révolutionnent le génotypage

Avec les nouvelles générations de séquenceurs, un génome entier peut étre maintenant
séquencé en quelques jours, alors qu’auparavant cela demandait plusieurs années. Les
technologies évoluent trés vite et le volume de données augmente exponentiellement. Ma
thése est a I’image de cette évolution rapide. En moins de deux ans, le volume de données que
nous avons pu obtenir a été multiplié par 50. La technique Illumina nous a permis d’étre
beaucoup plus exhaustifs et la technologie "Paired-End" a permis d’identifier une partie des
variations structurales. Cependant, la taille des séquences reste faible comparée au 454, ce qui
limite D’identification de certains polymorphismes. Le traitement de ces montagnes de
données nécessite par ailleurs la mise en place d’infrastructures informatiques et de nouvelles
méthodes d’analyses. L’automatisation de 1’analyse des données est devenue une obligation.
Ainsi, les logiciels permettant d’analyser ce type de données évoluent également tres vite et il
est souvent difficile de choisir entre deux logiciels. Dans ce travail de thése nous avons mis en
place un pipeline constitu¢ de logiciels disponibles et de scripts développés en interne. Ce
pipeline est disponible sous I’interface Galaxy et peut étre utilisé sur n’importe quel type de
séquences NGS. Il permet de reconstruire un génome par une méthode d’alignement et de le
comparer a d’autres génomes afin d’identifier tous les types de polymorphismes. Ce pipeline
est en constante évolution et de nouveaux modules seront ajoutés pour permettre une analyse

plus exhaustive, en particulier pour I'assemblage de-novo.

3-Importance des mutations a l’origine de la

diversite de la vigne

Un clone est généralement défini comme la copie identique de 1’individu dont il est issu.
Cependant au cours de la vie des plantes, les mutations s’accumulent. Ainsi plus la plante est
agée et a subi de cycles de multiplication végétative, plus elle accumule de mutations et

donnera naissance a des individus diversifiés (Klekowski, 1998). Dans cette these
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nous avons quantifié et décrit les différentes mutations accumulées au cours de la vie du

cépage et transmises par multiplication végétative.

3.1-Chimérisme et impact des mutations

Un clone est issu de la régénération d’un tissu sélectionné chez une plante matrice. La
propagation des mutations dans la plante mere dépend du lieu ou celles-ci apparaissent. Si elle
apparait dans une cellule initiale d’un bourgeon apical, elle sera transmise a tout le rameau
issu de ce bourgeon et a donc plus de chances d’étre transmise a la descendance végétative
que si elle n’apparait par exemple que dans une seule feuille. Seules les mutations accumulées
dans la partie de la plante bouturée seront transmises au nouveau clone. La vigne, comme la
plupart des plantes, est composée d’au moins deux lignées cellulaires (L1 et L2). La lignée
cellulaire L1 donne naissance aux tissus épidermiques alors que la L2 donne naissance aux
tissus vasculaires, parenchymateux et aux gametes. De par la structuration des méristemes,
une mutation peut apparaitre soit dans la L1, soit dans la L2. Elle peut donc donner naissance
a des chimeres. Les données obtenues sur les 11 clones montrent que tous les individus qui
ont été analysés sont chimériques du fait de la présence de positions SNPs et/ou indels avec
trois alleles. Lors de la multiplication végétative traditionnelle, les deux couches cellulaires
sont a la base d’un nouveau clone. La reproduction sexuée permet, quant a elle, la
transmission d’une partie des alleles de I’individu. Les gamétes étant issus de la lignée
cellulaire L2, seules les mutations accumulées dans cette couche peuvent étre transmises a la
descendance. L’accumulation de mutations au cours de la vie de la plante participe donc en

partie aussi a la diversité des cépages.

3.2-Fréquence d’accumulation des mutations

De fagon générale, la fréquence des mutations est plus forte chez les plantes annuelles que
chez les plantes pérennes (Klekowski & Godfrey, 1989). De récentes études moléculaires
(Petit & Hampe, 2006) tendent a attester que les arbres accumulent moins de mutations par

unité de temps que ne le font les plantes annuelles.

Une partie de ces polymorphismes est générée par 1’activité des éléments transposables
connus chez la vigne (34%). Cette proportion pourrait augmenter lorsque nous aurons acces a
une meilleure connaissance de I’ensemble des éléments transposables présents dans le

génome de la vigne. Les insertions générées par 1’activité des éléments transposables ont une
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Figure 52. Validation du polymorphisme d’insertion généré par Copia-34 dans
le géne GSVIVT01013391001 par une approche PCR. L’expérience a été
doublée.
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durée de vie trés variable dans le génome. La comparaison du nombre d’insertions
polymorphes entre différents organes d’'un méme individu montre que ces insertions sont tres
fréquentes, mais ne suivent pas une logique d’accumulation suggérant que la majorité d’entre
elles est ¢liminée rapidement (Cf. Chapitre 4). Les mécanismes d’élimination des
rétrotransposons les plus couramment observés engendrent des solo LTR (Devos et al., 2002).
Avec I’approche S-SAP utilisée, la distinction entre la présence d’un retrotransposon entier ou
d’un solo LTR a un locus est impossible. Les resultats obtenus suggerent une élimination
totale ou un fort réarrangement de I’insertion des rétrotransposons ce qui est en accord avec
des études théoriques (Gray, 2000).

Les polymorphismes de type SNP / indel ont une fréquence d’apparition beaucoup plus
faible que celle des variations structurales (estimé a 10 par génération pour les SNPs
(Nachman & Crowell, 2000) et a 10™ par génération pour les variations structurales (Inoue &
Lupski, 2002)). Cependant la fréquence de réversion des SNPs par rapport aux variations
structurales est aussi nettement plus faible. Ces mutations apparaissent généralement lors
d’une erreur de réplication ou de réparation de ’ADN et ne sont pas éliminées. Elles
s’accumulent donc dans le génome et peuvent étre transmises a la descendance selon leur

localisation.

3.3-Impact des mutations sur le phénotype et la

sélection assistée par marqueurs

Certaines mutations sont responsables de variations phénotypiques. L’identification de ces
mutations et leur association avec un phénotype permet la mise en place de marqueurs
moléculaires pouvant étre utilisés dans les programmes de sélection. Les mutations identifiées
entre les différents clones au cours de cette theése permettront 1’établissement de

polymorphismes candidats jouant un réle dans les variations phénotypiques.

De facon générale, une mutation a plus de chance d’affecter le phénotype si elle est
localisée dans un exon. Quelques exemples de mutations affectant le phénotype situées dans
les exons ont été identifiés chez la vigne (Fournier-Level et al., 2009; Emanuelli ef al., 2010).
Au cours de cette thése une mutation candidate a été identifiée. Une insertion a en effet été
localisée dans le 4éme exon du géne GSVIVT01013391001 exclusivement chez le clone
Pinot noir ENTAV-INRA® n°777 parmi les quatre clones de Pinot étudiés. Ce

polymorphisme d’insertion a été généré par I’élément Copia-34 et a été confirmé par une
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approche PCR sur les quatre clones (Figure 52), seul I'individu n°777 est hétérozygote et
posséde D’insertion. L’homologue le plus proche de ce geéne code pour une enzyme
responsable de la synthése du phosphatidylinositol, un phospholipide de la membrane
plasmique (identité protéique a 33% chez Arabidopsis). La validation fonctionnelle de
I’impact de ce polymorphisme sur le phénotype du clone n°777 n’a pas été effectué au cours

cette these.

D’autres mutations situées dans les régions régulatrices peuvent aussi affecter le
phénotype. Par exemple, une insertion du retrotransposon Hatvinel dans la région régulatrice
du geéne VVTFLIA entraine sa surexpression et provoque une sur-ramification de la grappe
(Fernandez et al., 2010) ou encore I’insertion de 1’élément Gret-1 dans le promoteur du gene
VvMybAl provoque des différences de couleurs de baies (Kobayashi et al., 2004). Ces
mutations situées en amont d’un géne sont fréquentes mais seule une minorité¢ d’entre elles
affectent son expression. L’impact de ces mutations candidates est difficile a valider
(nécessité de faire des croisements ou des approches de transgénése). La quantification de ces

mutations en amont de génes est en cours.

Au cours de cette these, nous avons étudié la diversité des clones de Pinot par une
approche S-SAP avec quatre éléments transposables (Cf. Chapitre 2). Nous avons tenté
d’associer ces données de génotypage avec les données phénotypiques dont nous disposions.
L’instabilité des marqueurs S-SAP et le peu de données phénotypiques disponibles ne nous a
permis que d’observer une structuration trés limitée de la diversité des clones de Pinot en
fonction des caractéres quantitatifs comme la couleur et la villosité. Des <études
complémentaires avec des données phénotypiques quantitatives permettraient certainement de

mieux comprendre la structuration de la diversité des clones.

3.4-Conclusion

Ces travaux ont mis en évidence 1’accumulation de mutations entre les génomes des
clones pouvant affecter le phénotype. Pour la premiére fois nous avons décrit et quantifié les
différents polymorphismes moléculaires existants dans un contexte de reproduction
végétative. Deux types de mutations ont pu étre identifiés, des mutations avec une fréquence
d’apparition faible mais relativement stables (SNPs et indels) et des mutations fréquentes
mais fortement révertantes (variations structurales). Seules les mutations modifiant la

séquence du génome ont été étudices ici, mais les mutations épigénétiques peuvent également
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étre responsables d’une partie de la variation clonale. Ces mutations ont une régulation
complexe, sont instables et dépendantes de I’organe et de 1’environnement. Certaines études
ont montré une corrélation entre 1’activité des éléments transposables et la présence de ces
mutations épigénétiques, suggérant un lien étroit entre ces deux éléments (Mirouze et al.,

2009).

4-Perspectives

4.1-Vers lidentification clonale

L’identification des clones par une méthodologie moléculaire a une grande importance
pour les viticulteurs et également pour I'IFV. Elle permettrait d’obtenir 1’assurance de
I’identité du clone qui peut étre, dans certains cas, difficile a différencier avec les seuls
caractéres ampélographiques. Une méthodologie basée sur les marqueurs microsatellites
permet d’identifier les cépages, cependant ces marqueurs ne sont pas suffisamment
polymorphes pour permettre d’identifier les clones (Imazio ef al., 2002; Riaz et al., 2002;
Moncada & Hinrichsen, 2007; Pelsy, 2009; Pelsy et al., 2010).

Nous nous sommes intéressés aux ¢léments transposables comme marqueurs moléculaires
pour différencier les clones car ce sont les éléments qui entrainent le plus de polymorphisme
entre les clones. Des résultats précédents avaient montré des possibilités d’identification des
clones avec ce type de marqueurs (Wegscheider et al., 2009; Anhalt et al., 2010). Cependant
le choix de I’élément transposable est primordial. Des études faites a partir d’un élément
transposable Vine-I montraient 1’absence de polymorphisme d’insertion empéchant la
différenciation des clones mais pas des especes (Labra ef al., 2004). Nous avons alors étudié
la diversité des clones de Pinot a 1’aide de quatre éléments transposables identifiés comme
hautement polymorphes. Avec ces marqueurs moléculaires nous avons obtenu un profil
unique pour chacun des clones testés. Les données complémentaires obtenues par la
comparaison des profils au sein d'un méme individu montrent cependant que des éléments
trop actifs sont instables et difficilement utilisables pour l'identification des clones. Un

compromis entre activité et stabilité devra sans doute étre trouvé.

Le polymorphisme SNP et indel entre les clones est faible comparé aux variations

structurales, mais ces polymorphismes sont plus stables. Il serait alors peut-&tre plus judicieux
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pour I’identification clonale de s’orienter vers ce type de polymorphismes. Nous avons établi
un arbre phylogénétique a partir des polymorphismes SNPs détectés entre les cinq clones de
Pinot séquencés en HiSeq 2000 (Figure 53, neighbor-joining avec 1000 bootstraps). Cet arbre
permet de retracer I’histoire des lignées de ces cing clones de Pinot. On constate que le Pinot
ENTAV-INRA® n°777 descend d’une lignée indépendante des quatre autres clones de Pinot
analysés. Cependant, méme si cela reste possible, le séquengage complet de tous les clones est
a ce jour encore difficile a envisager. Au vu de I’avancée des NGS, il est fort probable que
dans quelques décennies un séquencage de génome complet devienne aussi commun que la
méthode PCR. La limite sera probablement au niveau de l'analyse bioinformatique. Il nous
parait donc plus judicieux a I’heure actuelle d’envisager la création d’une puce SNP

permettant de distinguer de nombreux clones en une méme analyse.

Etant donné les capacités de séquencage actuelles, tous les clones agréés d’un cépage
pourraient étre séquencés afin d’établir une liste de SNPs permettant d’identifier tous les
clones agréés. Ces SNPs alors identifiés permettront 1’établissement d’une puce pouvant étre
utilisée pour 1’identification des clones. De plus, s’il est démontré ultérieurement que certains
SNPs sont corrélés a un phénotype, ces puces pourraient aussi étre utilisées en sélection

assistée par marqueurs.

4.2-Vers la sélection assistée par marqueurs

Une des applications plus ou moins directe de ces travaux sera également la mise en place
d’une aide a la sélection des clones par marqueurs moléculaires. Les polymorphismes
identifiés entre les clones pourront étre utilisés afin de définir des marqueurs liés a la
variabilité phénotypique ou plus globalement, plusieurs marqueurs bien répartis sur le génome

pourront étre corrélés a un profil phénotypique clonal (sélection génomique).

Deux objectifs pourront ainsi étre poursuivis: 1) mieux caractériser la diversité génétique
disponible dans les conservatoires pour mieux cibler la diversité utile qui permettra une
orientation différente de la sélection, a I'image de ce qui a été fait pour les conservatoires de
clones de Pinot, ii) accélérer les schémas de sélection en utilisant des marqueurs moléculaires
permettant de prédire les caractéres phénotypiques recherchés (aromes particuliers, taux de

sucre plus faible, port érigé,... ).
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Ces objectifs sont a considérer a moyen terme. Cette these, en démontrant en particulier la
faisabilité de I'approche et par les polymorphismes qu'elle a déja permis d'identifier, constitue

un premier pas vers cet objectif ambitieux.

L'UMT Génovigne® a ¢été créée dans le but de permettre un transfert des résultats de la
recherche vers le monde appliqué. En réalisant cette thése sur un théme de recherche en
amont mais qui peut avoir des retombées concretes sur un probléme important pour la

viticulture, je pense avoir contribué¢ a ma fagon a ce transfert.

Jean jacques Pajeile
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Annexes

Annexe-1: Protocole d’extraction d’ADN pour la nouvelle génération de

séquenceur

Detailed protocol for plant nuclear DNA preparation for next
sequencing methods

PROCEDURE

NUCLEI EXTRACTION

1.

Quickly grind 5 to 6 g (fresh weight) of plant material in liquid nitrogen to a fine powder using a mortar
and pestle. Transfer the fine powder into a 50 mL tube before cooling in liquid nitrogen.

W All the following steps of the nuclei extraction should be done under a biological hood.

N

10.

11.

12.

13.

14.

Quickly add 45 mL of SEBM into the 50 mL tube.

Incubate the sample on ice for 12 minutes, mixing regularly.

Filter the sample through Miracloth twice.

Filter 15 mL of the sample with a cell strainer (d: 40 um) into new 50 mL tubes (3 tubes in total).
Add Triton X-100 (10 %) to each tube and incubate the sample on ice for 12 minutes, mixing regularly.
Centrifuge at 600 g for 9 minutes at 4 °C. Discard the supernatant.

Add 20 mL of SEB to each tube and mix to resuspend the pellet.

Filter 60 ml obtained at the step 8 (3 X 20 ml) into 2 new 50 mL tubes with the cell strainer.
Centrifuge at 600 g for 9 minutes at 4 °C. Discard the supernatant.

Add 20 mL of SEB and mix to resuspend the pellet.

Filter the content of the 2 tubes (20 + 20 = 40 mL) into a new 50 mL tube through a cell strainer.
Centrifuge at 600 g for 9 minutes at 4 °C. Discard the supernatant.

Add 2 mL of SEB and mix to resuspend the pellet. Store the suspension of the purified nuclei at 4 °C.
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NUCLEAR DNA PURIFICATION

1. Add 4 mL of NLB to the suspension of purified nuclei. Incubate at 55 °C for 3 hours with mixing.

2. Add 4 mL AcK (5M/3M) and mix for 10 minutes.

3. Centrifuge at 3000 g for 10 minutes at 4 °C.

4. Transfer the supernatant into a 50 mL tube. Add 15 mL of DBB and 250 pL of silica matrix. Mix by
inverting the tube for 10 minutes and then centrifuge at 1500 g for 2 minutes at 4 °C.

5. Discard the supernatant, add 5 mL of DWS and mix for 2 minutes to resuspend the pellet.

6. Centrifuge at 1500 g for 2 minutes at 4 °C. Repeat this step one more time.

7. Discard the supernatant and place the tube, without its cap, at 37 °C for 10 minutes.

8. Add 600 pL water and incubate at 37 °C for 10 minutes.

9. Transfer the sample into 2 mL microtube. Centrifuge at 14 000 g for 3 minutes at room temperature

10. Carefully transfer the supernatant into a new microtube by pipeting.

11. Add 60 plL of 3 M Na-Ac and 1 mL EtOH at 96 %. Mix for 2 minutes and place the tube at -20°C for 5 to
10 minutes.

12. Centrifuge at 14 000 g for 5 minutes. Discard the supernatant and wash the DNA with 250uL EtOH
75%.

13. Centrifuge at 14 000g for 5 minutes.

14. Discard supernatant and add 120 pL of sterile ultra-pure water. Store the DNA at -20 °C until use.

RECIPES

Nucleus Extraction Buffer

Abbreviation: NEB; 1 L for ten samples

Tris
KCl
EDTA

100mM (pH=8)
v
100 mM

Storage 4 °C

Sucrose-Based Extraction Buffer

Abbreviation: SEB; 500 mL for 2 samples

NEB 10%
Sucrose 550 mM
Spermidinetrihydrochloride 4 mM
SpermidineTetrahydrochloride 1mM
carbamic acid 0.13 % (p/v)
PVP40 0.25 % (p/v)
No storage

Sucrose-Based Extraction Buffer with 2-Mercaptoethanol
Abbreviation: SEBM; 250 mL for 2 samples

SEB 250 mL
2-Mercaptoethanol 0.2% (v/v)

No storage
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NuclearLysis Buffer
Abbreviation: NLB; 100 mL for 2 samples

EDTA 400 mM
N Lauryl sarkosyl 2% (p/v)
Proteinase K 1mg/ml

Storage 4 °C

DNA Binding Buffer

Abbreviation: DBB; 50 mL for many samples
Chloride of guanidium260 mM in Ethanol 96%
Room temperature

DNA Wash Solution
Abbreviation: DWS; 100 mL for many samples

Tris (pH=8) 22.5 mM

AcK 160 mM

EDTA 1mM

Ethanol 96% (1.7:1), For a total 100mL, add 170ml Ethanol 96%

Room temperature

Acetate of K

Abbreviation:AcK; 100 mL for many samples
Aceticacid 11.5%
Potassium acetate 5M
Room temperature

Silica matrix preparation

5 g of'silicon dioxide (Sigma, S5631) is mixed with 50 mL of ultra-pure water.

Settled for 30 minutes at room temperature, then centrifuged at 700g for 3 minutes.

The supernatant is removed and the pellet resuspended with 40 mL of ultra-pure water, then re-settled for
another 10 minutes.

The supernatant is removed and the pellet resuspended with 5 mL of ultra-pure water, then re-settled for another
10 minutes.

The tube is centrifuged at 700g for 3 minutes, the supernatant is removed, and the pellet then resuspended with
1.7 mL of ultra-pure water and mixed vigorously.

The total volume of the silica matrix suspension is approximately 5 mL; 50 ul of HCI (37%, wt/vol) is added to
adjust the suspension to pH 2.

Small aliquotof 0.5 ml are transferred into 2 ml Eppendorf tubes and autoclaved for 20 min at 121°C. The silica
matrix suspension at a final concentration of 1 g/ml remains stable for at least 12 months when stored at 4°C.
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REAGENTS

Product chemical Formula Vendor Reference
EDTA CioH14N;Na, O, 2H,0 Sigma 139-33-3
(EthylenediaminetetraaceticAcid)
Sodium hydroxide NaOH Sigma 1310-73-2
Tris C4H11NO3 Sigma 77-86-1
(Trisma Base, Tris[hydroxymethyllJaminometane)
Hydrochloricacid HCl Sigma 7647-01-0
Potassium chloride KClI Sigma 7447-40-7
Sucrose Cy,H2,041 Sigma 57-50-1
Spermidinetrihydrochloride NH,(CH,)3NH(CH,)4NH, + 3HCI Sigma 334-50-9
Spermine tetrahydrochloride CyoH26Na+ 4HCI Sigma 306-67-2
“carbamic acid”, (C,Hs),NCSSNa , 3H,0 Sigma 20624-25-3
Sodium diethyldithiocarbamatetrihydrate
Polyvinylpyrrolidone PVP [CsHgNO], Sigma 9003-39-8
(PVP 40000, PVT 40T)
2-mercaptoethanol HSCH,CH,0OH Sigma 60-24-2
(beta-mercaptoethanol)
Triton X 100 Ci14H5,0(C,H,40), (n=9-10) Sigma 9002-93-1
Potassium acetate CH5;COOK Sigma
N Lauryl sarkosyl Ci5H3oNNaO, Sigma 137-16-6
Aceticacid CH;COOH Sigma 64-19-7
Guanidium chloride CHsNs, HCI Sigma
(Aminomethanamidine hydrochloride)
Ethanol CH5;CH,0H Sigma 64-17-5
(Ethylalcool)
Silicondioxide Si-0, Sigma 7631-86-9
Proteinase K Sigma 39450-01-6

EQUIPMENT

Swing-out rotor
Biological hood

Miracloth filter 100 um; Dominique Dutscher ref 39 3007
Cell Strainer 40 um; Dominique Dutscher ref 07 4007
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Pinot noir n°388
Pinot noir n°111
Pinot noir n°112
Pinot noir n°113
Pinot noir n°114
Pinot noir n°115
Pinot noir n°162
Pinot noir n°163
Pinot noir n°164
Pinot noir n°165
Pinot noir n°236
Pinot noir n°292
Pinot noir n°372
Pinot noir n°373
Pinot noir n°374
Pinot noir n°375
Pinot noir n°386
Pinot noir n°389
Pinot noir n°459
Pinot noir n°461
Pinot noir n°462
Pinot noir n°521
Pinot noir n°528
Pinot noir n°583
Pinot noir n°617
Pinot noir n°665
Pinot noir n°666
Pinot noir n°667
Pinot noir n°668
Pinot noir n°743

Annexe-2 : Liste des clones de Pinots ENTA-INRA® agréés étudiés en S-SAP

Pinot noir n°777
Pinot noir n°778
Pinot noir n°779
Pinot noir n°780
Pinot noir n°792
Pinot noir n°828
Pinot noir n°829
Pinot noir n°870
Pinot noir n°872
Pinot noir n°943
Pinot gris n°457
Pinot gris n°52
Pinot gris n°53
Pinot blanc n°54
Pinot blanc n°55
Pinot Meunier n°900
Pinot Meunier n°924
Pinot Meunier n°818
Pinot Meunier n°819
Pinot Meunier n°916
Pinot Meunier n°925
Pinot Meunier n°865
Pinot Meunier n°458
Pinot Meunier n°901
Pinot Meunier n°817
Pinot Meunier n°791
Pinot Meunier n°864
Pinot Meunier n°977
Pinot Meunier n°983

Pinot Meunier n°978






Annexe-3 : Nombre de copies de chaque élément transposable chez les clones
de Pinots étudiés en 454.

(Tableau de gauche en orange) : Polymorphisme d’insertion entre les clones séquencés en 454
et le PN115 ; (Tableau de droite en bleu) nombre d’insertions contenues dans le génome des
clones séquencés en 454. En jaune les éléments étudiés en détail au cours de cette these.

Mobile elements Mobile elements Copies of mobile Copies of mobile Copies of mobile
ranked in increasing | Polymorphism ranked in increasing elements from elements from elements from
order copies order PN386 PN583 PN777 mean
VLINE3 7 VLINE1 1796 1476 1723 1665
Gypsy7 6 VLINE3 1661 1246 1647 1518
Gypsy22 6 Copial0 1249 1236 1335 1273
Gypsyl7 5 VLINE2 1256 1125 1288 1223
Gretl 5 VLINE6 1548 997 977 1174
VHARB-N1 5 VLINE4 1180 917 1229 1109
Gypsy6 5 MUDRAVI1 933 903 920 919
Copial0 4 Gypsy7 859 894 936 896
Gypsy12 4 Caulimoviridae 1083 889 1223 1065
Gypsy2 4 VHARB-N3 1066 859 1388 1104
MUDRAVI2 4 VLINES 857 824 1359 1013
VIHAT1 4 Gypsy13 779 809 979 856
Gypsy3 4 VIHAT1 785 699 931 805
Gypsy19 3 Gypsyl7 661 670 782 704
Copia-31 3 Gypsy12 1089 668 732 830
GYVIT1 3 MUDRAVI2 706 659 756 707
Gypsy9 3 MUDRAVI2 676 657 813 715
MUDRAVI1 3 Gypsy14 581 586 603 590
VLINE2 3 Gypsy22 615 547 609 590
Copia26 3 GYVIT1 594 531 630 585
VLINES 3 EnSpm-5 597 509 483 530
VHARB4 3 Gypsy19 564 490 500 518
Gypsyl4 2 VIHAT2 467 472 1068 669
Cauliv-1 2 MuDR-21 455 449 469 458
Gypsy4 2 EnSpm-4 484 431 483 466
Gypsy13 2 Gypsy4 422 403 683 503
VLINE1 2 Harbinger-3 454 403 489 449
Copia22 2 MuDR-6 367 381 474 407
EnSpm-5 2 hAT-10 456 378 397 410
VHARB-N3 2 MuDR-13 526 370 526 474
Harbinger-1 2 Gypsy20 395 350 376 374
Copial 2 MuDR-8 361 349 407 373
VIHAT3 2 Gypsy9 379 340 332 350
Copia-35 2 VHARB4 344 326 349 340




Copial5 2 ENSPM2 421 321 541 427
Copia8 2 Gypsyl1l 427 314 317 353
Copia23 1 Gypsy18 291 277 276 281
Copiall 1 MuDR-9 301 266 301 289
Gypsy11 1 MuDR-9 324 249 279 284
Copial? 1 Gypsy3 260 230 311 267
Harbinger-3 1 EnSpm-13 239 228 270 246
VLINE6 1 MuDR-12 266 222 544 344
VLINE4 1 VIHAT3 209 221 366 265
Copia-32 1 Gypsy6 220 213 406 279
VIHAT2 1 MuDR-18 274 196 209 227
MuDR-18 1 Harbinger-1 200 196 215 204
Copial6 1 Gypsy2 193 189 221 201
Copia24 1 MuDR-4 185 188 166 180
Copia27 1 EnSpm-3 203 185 178 189
hAT-10 1 ENSPM-N3 207 182 219 202
MuDR-3 1 MuDR-3 219 181 186 195
Gypsy18 1 hAT-6 213 173 279 222
Copia25 1 ENSPM1 187 170 183 180
Copial8A 1 EnSpm-6 183 164 177 175
Copia3 1 hAT-7 173 154 179 169
EnSpm-3 1 VHARB-N2 155 146 155 152
Copial9 1 hAT-11IN 117 114 183 138
ENSPM-N3 1 Vine-1 119 113 169 134
hAT-6 1 Copia-31 109 99 109 106
CopialA 1 Gypsy16 118 92 145 118
ENSPM1 1 MuDR-5 87 79 75 80
Copia5 1 Copia-33 78 73 147 100
VLINE3 7 MuDR-11N 81 69 75 75
Gypsy7 6 Gretl 64 66 64 65
Gypsy22 6 Copia9 69 51 82 67
Gypsyl7 5 Copia26 41 44 117 67
Gretl 5 Copia23 49 43 49 47
VHARB-N1 5 Copia-29 37 35 82 51
Gypsy6 5 Copia22 38 31 50 40
Copial0 4 Copial?7 34 27 29 30
Gypsyl2 4 Helitronl 23 26 32 27
Gypsy2 4 Copia3 19 23 62 35
MUDRAVI2 4 Copiall 23 19 17 20
VIHAT1 4 MuDR-7 20 19 21 20
Gypsy3 4 Copial2 27 19 17 21
Gypsy19 3 Copial5 21 18 25 21
Copia-31 3 Copia5 16 17 25 19
GYVIT1 3 EnSpm-8N 17 16 35 23
Gypsy9 3 Twvl 18 16 35 23
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MUDRAVI1 3 Copial8A 11 11 15 13
VLINE2 3 Copial8 8 10 31 16
Copia26 3 Gypsyl 6 9 9 8
VLINES 3 Copia-34 7 8 22 12
VHARB4 3 Copia-32 7 8 7 7
Gypsyl4d 2 Copial 9 8 22 13
Cauliv-1 2 Copial6 7 6 19 11
Gypsy4 2 Copia28 3 5 9 6
Gypsy13 2 Copia29 3 5 8 5
VLINE1 2 Copia-35 6 4 14 8
Copia22 2 Copia7 3 4 9 5
EnSpm-5 2 Copia24 6 3 8 6

VHARB-N3 2 Gypsy8 3 3 9 5

Harbinger-1 2 Copia2 2 3 5 3
Copial 2 Copia25 3 3 9 5
VIHAT3 2 Gypsy15 2 3 5 3
Copia-35 2 Copia27 3 2 9 5
Copial5 2 Copial9 1 2 3 2
Copia8 2 Copia-30 2 2 4 3
Copia23 1 Copia20 2 2 6 3
Copiall 1 Gypsy5 1 1 4 2
Gypsyll 1 Copiab 1 1 4 2
Copial7 1 CopialA 0 1 2 1

Harbinger-3 1 Copial3 1 1 2 1
VLINE6 1 Copia8 1 1 1 1
VLINE4 1 Gypsy10 1 1 3 1
Copia-32 1 Copia2l 1 0 1 1
VIHAT2 1 Copiad 0 1 1 1
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Annexe-4 : Arbre d’homologie des différentes formes d’insertion de trois
¢léments transposables.

Supplementary Figure 5. Copia-10 phylogenetic tree.
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Supplementary Figure 6. Gypsy-19 phylogenetic tree.
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Annexe-5 : Liste cépages étudiées en S-SAP. Chaque couleur correspond a une

espece de Vitis.

Details of the S-SAP protocol

S-SAP was used to validate the polymorphism of mobile elements. To set up this protocol, we
referred to previous studies (Knox et al. 2009, Labra et al. 2004, Wegscheider et al. 2009). DNA
extracted from four Pinot noir clones (150 ng) was restricted with Msel (InvitroGen). Digestion was
performed for 10 h at 65 °C. DNA ligation of Msel adapter was prepared by adding (5X) Ligase
buffer, 400 U of T4 DNA ligase, 25 pMol of Msel adapter and incubated for 4 h at room temperature.
T4 Ligase was inactivated by heating at 65 °C for 10 min and samples were stored at 4 °C. Ligated
DNA was diluted 1;10 and pre-amplified with 10 mM of Msel primer (20 ng DNA, 1X PCR buffer, 3
mM MgCl12, 2.5 mMdNTPs and 1 U Taq DNA polymerase) with the following program: one
denaturation step at 94°C for 3 min, following by 30 amplification cycles (94 °C for 45 sec, 56 °C for
45 sec, 72 °C for 60 sec) and a final elongation step at 72 °C for 3 min. Selective amplification was
performed with 5 uL. of pre-amplified DNA, 1X PCR buffer, 3 mM MgCI2, 2.5 mMdNTPs, 10 pM
primer of retrotransposon fluorescent markers (FAM or HEX), 10 mM of specific primer of Msel at 3
selective bases (1/16 of the genome) (5° GAT GAG TCC TGA GTA ACG T) and 1U Taq DNA
polymerase. Using PCR program: a denaturation step at 94 °C for 3 min, followed by 30
amplification cycles using a touchdown from 65 to56 °C (94 °C for 45 sec, 65 °Cf or 45 sec with a
touchdown of -0.7°C per cycle, 72 °C for 60 sec) followed by 25 amplification cycles (94 °C for 45
sec, 56 °C for 45 sec, 72 °C for 60 sec) and a final elongation step at 72 °C for 3 min. A 1:10 dilution
of the fluorescently labeled amplified DNA fragments was run on the Applied Biosystem 3730 xI with
the ladder size standard set at 524 bases. The S-SAP profile was analyzed using GeneMapper®
(Applied biosystems). We considered there was a peak if the threshold exceeded 150 lux.
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Annexe-6 : Liste cépages étudiées en S-SAP. Chaque couleur correspond a une

espece de Vitis.

Nom d'introduction Espéce PaysOrigine Nom d'introduction

Vitis berlandieri Boutin B
Vitis berlandieri Chiendent
Vitis berlandieri n"1 Salomon
Vitis berlandieri n°5 Salomon
Vitis berlandieri Resseguier n°1
Vitis berlandieri Las Sorres n"9
Vitis berlandieri Mazade

Vitis berlandieri n®10

Vitis cinerea Arnold
Vitis cinerea Davin
Vitis cinerea lllinois

Vitis cinerea Canescens

berlandieri
berlandieri
berlandieri
berlandieri
berlandieri
berlandieri
berlandieri
berlandieri
cinerea
cinerea
cinerea
cinerea

Amérigues
Amérigues
Amérigues
Amérigues
Ameérigues
Amérigues
Amérigues
Ameérigues
Amérigues
Amérigues
Ameérigues
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Résumé

L’exploitation de la variation clonale est une des voies d’amélioration utilisée chez un grand nombre de
plantes d’intéréts agronomiques telles que la pomme de terre, le café et la vigne. En effet, apres plusieurs cycles
de reproduction végétative, des caractéristiques agronomiques stables apparaissent donnant naissance a une
diversité phénotypique remarquable, appelée « diversité clonale ». Chez la vigne, cette diversité clonale est
d’une importance majeure pour les viticulteurs puisqu’elle permet une amélioration variétale sans changer
d’identité de cépage en conformité avec la réglementation fixée par Appellations d'Origine Protégée.

L’hypothese la plus parcimonieuse expliquant cette diversité phénotypique clonale est I’accumulation de
mutations somatiques au cours des cycles de reproduction végétative. L objectif de cette thése a été de dresser un
panorama le plus exhaustif possible des différents polymorphismes moléculaires entre les génomes de plusieurs
clones. Dans un premier temps trois clones de Pinot ont été séquencés par la technique 454 GS-FLX puis dans
un second temps 11 clones de quatre cépages ont été séquencés la technique Illumina HiSeq 2000. Afin
d’analyser la grande quantité de données obtenues, nous avons construit un pipeline d’analyse (Bacchus
pipeline) permettant d’identifier tous les types de polymorphismes moléculaires entre les différents génomes.

Nos résultats permettent, pour la premiere fois un inventaire exhaustif des polymorphismes moléculaires
dans un contexte multiplication végétatif. L’ensemble des mutations polymorphes entre deux clones a pu étre
identifié¢, SNPs, indels (2,5 SNPs et 11,5 indels par Mb en moyenne) ainsi que des variations d’ordre structural
(larges insertions ou délétions) représentant la classe la plus fréquente (129 événements par Mb entre deux
clones en moyenne). Afin d’évaluer le polymorphisme d’insertion généré par ces ¢léments nous en avons étudié
quatre par une approche S-SAP sur plusieurs niveaux de diversité (inter-espéces, inter-cépages, inter-clones et
entre plusieurs tissus d’un méme individu). L analyse phylogénétique au niveau des espéces est conforme a celle
réalisée avec d’autres types de marqueurs moléculaires (SSR, SNP). Cependant, une forte instabilité¢ de ces
insertions a été confirmée entre les clones et entre les tissus d’un méme d’individu.

L’identification des clones par une méthodologie moléculaire serait d’une grande importance pour la filére.
Pour cet objectif, nos résultats indiquent que les mutations de types SNP et petits indels qui sont certes moins
fréquentes que les variations structurales mais qui sont plus stables semblent plus pertinentes pour la mise en
place d’une méthodologie d’identification des clones.

Abstract

Clonal variation is considered as an effective contribution to breeding programs of vegetatively
propagated species with major agronomical interest such as banana, potato, coffee and grape. Indeed, after
several propagation cycles, stable and heritable phenotypic variations appear giving rise to a phenotypic
variation termed “clonal diversity”. This clonal diversity is very important for wine-growers because it allows
preserving cultivars identity in the strict respect of Appellation (A.O.P) wines specifications

The most parsimonious hypothesis explaining clonal phenotypic diversity is the accumulation of
somatic mutations. The objective of my thesis was to provide a broad description of molecular polymorphisms in
the context of vegetative propagation. Three clones were first sequenced by 454 GS-FLX technology and eleven
clones were then sequenced with Illumina Hiseq2000 technique. To analyse the high quantity of data obtained,
we built a pipeline (Bacchus pipeline) allowing the identification of all existing molecular polymorphisms
between different genomes.

All polymorphism types were observed: indels and SNPs which have a low polymorphism frequency
(2.5 SNPs and 11.5 indels per Mb between two clones in average) and structural variations (large insertions or
deletions) which have a high polymorphism frequency (129 per Mb between two clones in average) but are
unstable. To evaluate stability and polymorphism level of these transposable elements, we have studied 4
elements using S-SAP method at different diversity levels (inter-species, inter-cultivars, inter-clones and
between organs/tissues of a single individual). Our interspecific phylogenetic analysis is similar to other
phylogenies performed with SSR or SNPs markers. However, we confirm the high instability of these elements
between clones and between tissues in single individuals.

Clone identification through molecular methods would be of high significance for the wine industry.

SNP or small indels mutations are less frequent but more stable than structural variation and could be used for
accurate clone identification.
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