14/10/2022

Offre de stage de Master 2 bioinformatique 2023 (6 mois)
CIRAD, UMR AGAP, équipe « Génome et sélection des pérennes »

Contacts : David Cros, david.cros@cirad.fr ; Xavier Argout, xavier.argout@cirad.fr

Contexte :

Les topologically associating domains (TADS) correspondent a un niveau d'organisation 3D du
génome a une échelle en dessous de la mégabase et représentent des zones privilégiées
d'interaction de la chromatine. lls sont essentiellement stables au sein des espéces et jouent un réle
clé dans la régulation des genes, avec des niveaux d’expression qui varient en fonction des tissus, des
conditions environnementales et des stades de développement (Long et al., 2020 ; Mota-Gomez et
Lupiafiez, 2019 ; Ouyang et al., 2020 ; Szabo et al., 2019 ; Wang et al., 2020). Les TADs sont un front
de recherche chez les végétaux, avec un nombre restreint d’études récentes, qui portent
essentiellement sur des espéces modeles, comme Arabidopsis (Feng et al., 2014), le riz (Dong et al.,
2020 ; Liu et al., 2017) et le mais (Dong et al., 2020). L'identification des profils de TADs se fait par
séquengage Hi-C (high-throughput chromosome conformation capture (Lieberman-Aiden et al.,,
2009). Le développement de cette technique rend aujourd'hui possible ce type d’étude chez les

plantes cultivées non-modeles.

Objectif :
L'objectif de ce stage est de :

1) comparer des outils bioinformatiques permettant de définir des profils de TADs et
d’identifier les plus performants en termes de répétabilité des résultats, de robustesse face
aux variations des parametres techniques d’appel des TADs, de temps de calcul, de flexibilité
d’emploi, etc.

2) caractériser les TADs et les comparer entre especes (nombre, taille, séquences
caractéristiques aux limites de TADs, type d’annotation intra- vs inter-TADs, etc.)

Le travail sera réalisé sur quatre espéces : cacaoyer, palmier a huile, eucalyptus globulus, eucalypus
gunnii et hévéa. Ce stage se déroulera dans la poursuite de travaux réalisés récemment par 2
stagiaires dans notre équipe.

L’Annexe ci-dessous présente la procédure suivie pour |'obtention des données Hi-C préalablement
au stage, ainsi que des détails concernant les étapes d’analyse des données prévues lors du stage (a
partir de I'appel des TADs).

Annexe :

La procédure de séquencgage Hi-C est résumée sur la Figure 1. Le formaldéhyde fixe les régions chromosomiques en contact,
en créant des liaisons covalentes entre les segments de chromatine spatialement proches (étape de crosslinking). L'ADN est
ensuite digéré par des enzymes de restriction pour ne garder que les régions de contact. Les extrémités des régions en
contact sont marquées a la biotine puis liguées entre elles. L’ADN est fragmenté puis les segments biotinylés sont ligués a
des amorces de séquengage. Ces fragments finaux, comprenant deux segments d’ADN physiquement proches dans le
noyau au moment de la fixation, séparés par un site de restriction modifié et encadrés par des amorces de séquencage,
sont nommés di-tags (Wingett et al 2015). lls sont séquencés pour obtenir des reads paired-ends. Pour la détection de TADs
haute résolution, la profondeur minimale de séquengage des librairies Arima-HiC (kit compatible avec les tissus des plantes)
est de 600 millions de paires de reads pour un génome de 3 Gbp. Ceci peut s’obtenir avec deux librairies préparées avec
deux répliques biologiques et séquencées chacune a 300 millions de paires de reads, ce qui permet d’évaluer la
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reproductibilité de la méthode entre répliques et de combiner ensuite les deux répliques pour une analyse TAD haute-
résolution.

Le traitement des données brutes de séquencage Hi-C requiert plusieurs étapes. Tout d’abord, il y a une étape de mapping,
ou les reads sont positionnés sur un génome de référence. La seconde étape consiste a filtrer les données sur la base de
leur qualité, cad a supprimer les artefacts (di-tags comprenant deux fragments d’ADN adjacents ou un seul fragment, di-
tags non mappés, etc) pour ne garder que les di-tags valides. Ceci permet d’obtenir une carte de contact sur le génome
entier, ou décompte d’interaction, correspondant a une matrice de dimension N x N, avec N le nombre de bins (régions
linéaires du génome) et les cellules de cette matrice contenant le nombre de fois que les deux bins correspondants étaient
physiqguement proches (nombre de reads) (MacKay et Kusalik, 2020). La troisiéme étape est la normalisation de la carte,
destinée a corriger les biais inhérents au Hi-C qui peuvent affecter les nombres de reads, sous I'effet de divers parameétres
techniques, tels I'efficacité de la PCR, la densité des sites de restriction, la longueur des fragments de restriction, des biais
de mapping, etc (Liu et al., 2017 ; Lyu et al., 2019 ; Zufferey et al., 2018). Les cartes de contact normalisées du génome
entier sont ensuite utilisées pour identifier (appeler) les TADs tout le long du génome. De nombreuses méthodes d’appel
existent (voir Dali et Blanchette, 2017 ; Forcato et al., 2017 ; Liu et al., 2022 ; Sefer, 2022 ; Zufferey et al., 2018 pour des
comparaisons). L'appel des TADs peut étre affecté par des aspects techniques, comme la résolution a laquelle sont
recherchés les TADs, la méthode de normalisation et la profondeur de séquengage. Les TADs identifiés peuvent aussi étre
filtrés sur la base de la qualité de leur appel (par exemple concordance entre répliques, profondeur des reads, etc (voir
Golicz et al., 2020). La recherche de motifs ADN associés aux limites/frontiéres de TADs peut se faire avec les programmes
MEME, Ame et TRAP (voir des exemples dans Liu et al., 2017 ; Ramirez et al., 2018).
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Figure 1 Résumé du protocole du séquengage Hi{Surce: Arima-HiC Kit User Guide for Plant Tissues, 2019)
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