DéBAT : Analyse de diversité d’un panel de pré-breeding de blé tendre

par une approche transcriptomique
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Introduction

Dans le cadre du projet DéBAT, nous avons produit un catalogue de I'ensemble des génes exprimés
dans les lignées d’un panel de 450 lignées représentatives de la diversité mondiale par la méthode
RNA-seq. Douze lignées représentatives ont été séquencées en forte profondeur sur 3 tissus (tige, épi
et feuille). Des niveaux d’expression différenciels ont été identifiés. Le reste du panel a été séquencé
sur le mélange des 3 tissus. Ceci nous a permis d’identifier la présence absence (PAV) d’isoformes de
pour 60K geénes annotés High Confidence sur la séquence de référence Chinese Spring et 83K génes
absents de cette séquence. Leur fonction a été prédite. Des analyses d’association ont été conduites
sur les PAV et les SNP obtenus avec les phénotypes évalués dans le cadre du projet compagnon Ex-IGE.

Echantillonnage des lignées (Figure 1)-

Volet 1 - 12 lignées représentatives du panel BWP3 du projet Breedwheat ont été sélectionnées
(Figure 1B) pour un séquencage RNA-seq forte profondeur (2 x 115 millions de reads, NovaSeq6000).
Volet 2 - Le transcriptome des 450 lignées du BWP3 (Figure 1A) a été séquencé en plus faible
couverture (2x25 millions de reads) .

A B

= Granit (RUS)

== MV33-86 (HUN)
—=s Solaris (CZE)

| —= Goncha (TKM)
—= Ajax (OEU)

—== Roma (ITA)

—= Stacy (USA)
—= Colt (USA)

L —= Danubius (AUT)
71%

Figure 1 - (A) PcOA de 4500 lignées du CRB, représentatives de la diversité mondiale. Les points noirs
correspondent aux 450 lignées du projet, aune luation en France; (B) g de
Ward des 450 lignées. D'aprés Balfourier et al. (Science Adv 2019)
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Pipeline d’analyses (Figure 2)-

Volet 1 - Le transcriptome des 12 lignées de reference a été sequencé dans trois tissus (tige, feuille,
épi). Un pan-transcriptome de reference avec 400K reads unique a été construit.

Volet 2 - Le transcriptome des 450 lignées du BWP3 a été séquencé en mélange. Les reads ont été
mappé sur le pan-transcriptome de référence construit dans le volet 1.
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Figure 2: Pipeline d’analyses
Analyse d’expression (Figure 3)-
Volet 1 - Les génes sont différentiellement exprimés selon les tissus.
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Figure 3 — Niveaux d’expression des génes dans 12 lignées de référence et 3 tissus ; (A) Dendogramme ; (B) ACP;
(C) Nombre de génes és dans les P situés en ligne

Mapping des transcrits -

Volet 1 — Un pan-transcriptome de 400 288 transcrits a été construit a partir des 12 lignées de
référence.

En moyenne, 300 millions de reads ont été séquencés par lignée de reference representant 400K
transcrits uniques. lls correspondent a 60K génes annotés chez CS (HC ou LC), soit 51% des génes
annotés (Figure 4A) et 84K nouvelles protéines dont nous avons prédit la fonction. Un nombre de reads
equivalent est exprimé dans tous les tissus.

Volet 2 — La plupart des 400K pan-transcrits de reference (99%) sont exprimés dans au moins une des
450 lignées (Figure 3B2). En moyenne, 186k transcrits sont exprimés dans chaque lignée (Figure 4B1).
Au total, 60K génes sont exprimés en moyenne par lignée (Figure 4B2).
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Figure 4 - (A) Assignation des reads RNA-seq
“Featurecount” sur le génome de référence IWGSC - Chinese spring.
Unassigned_Ambiguity: les 2 paires de reads ne mappent pas sur le méme chromosome; Unassigned_Overlapping_Length: les deux paires de reads se chevauchent (minimum de 100
s it sur des régi i Unassigned_Nofeatures: mappent sur des régions de Chinese-Spring non annotées;
Unassigned_Unmapped: ne mappent pas sur Chinese-Spring;
(B) Nombre de reads et de génes presents par zone géographique

Pan-transcriptome (Figure 5):-

Chaque transcrit a été attribué aux compartiments “core” (plus de 90% des lignées partagent
le transcript), “shell” (entre 10 et 90%) ou “cloud” (moins de 10%). Au total, 71% des transcrits
sont présents dans le “shell”, 17% dans le “core” et 11% dans le “cloud”. En moyenne, un
transcript est présent chez la moitié des lignées du panel.
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Figure 5 — Distribution du pan-transcriptome

Analyse fonctionnelle - La construction du pan-transcriptome a permis I'identification de 84714
nouvelles protéines pour lesquelles une fonction a été prédite (Transdecoder, eggNOG-mapper).
L'enrichissement en GO de ces protéines (R-topGO) a montré une prévalence pour les processus
adaptatifs (stress biotiques, abiotiques, lumiére, température, stress osmotique ...).

ePAVs et SNP calling—

Nous avons utilisé un seuil de 0,01 TPM pour déclarer un transcrit présent dans une lignée (Figure 6).
Les transcrits avec un TPM compris entre 0 et 0,01 ont été déclarés en données manquantes. Aprés
filtre sur données manquantes (<0,1) nous avons gardé 362 899 marqueurs ePAV.

Un SNP calling a été fait parmi les 400K transcrits. Aprés filtre sur données manquantes, nous avons
gardé 83K SNP.

Les Minimum Allele Frequency (MAF) sont équilibrées pour les ePAV. On observe un excés d’alleles
rares pour les SNP (Figure 7). En moyenne, les SNPs comptent 8% de données manquantes, et les
ePAV pré trés peu de d (au maximum 2% par marqueur).

Les SNP issus des ePAV discriminent les mémes groupes génétiques que les SNP Breedwheat (Figure
8). Par contre les ePAV discriminent des groupes différents.
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Figure 7 — Distribution des MAF

Figure 6 — Distribution des TPM Figure 8 — PCoA construite avec les SNP issus de ePAV
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Une analyse est en cours pour détecter automatiquement les introgressions. Par exemple
I'introgression de seigle 1BS/1R est déctectée chez Solaris avec une expression nulle des génes de
blé tendre sur le bras court (Figure 9).
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Perspectives —

Des études d’associations ont été conduites avec les marqueurs
produits dans ce projet et les phenotypes produits de le projet
compagnon Ex-IGE. En éliminant les marqueurs SNP avec
beaucoup de données manquantes, nous avons probablement
éliminé tous les marqueurs avec trois alléles (absence et
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presence avec SNP). Il serait intéressant d’exploiter toutes les
données Breedwheat et DEBAT pour valider notre méthode de
detection sur des introgressions connues. Nous regarderons
également si parmi les reads éliminés ou “unmapped”, certains
correspondent a des reads d’espéces apparentées (ventricosa,

thinopyrum, di 1, speltoides, seigle...).
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Figure 9 - Profil d'expression des génes
du chromosome 1B chez Solaris
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