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Plan

. Préambule

. Exemple de la manip transcriptomique - sécheresse sur Populus

euphratica

. Richesses et difficultés de la transcriptomique

. Conclusions



Génomique ... fonctionnelle

>

Génomique structurale : structure du génome, inventaire des

genes présents

Génomique fonctionnelle : étude de la régulation des géenes,
réseaux, interactions (biologie intégrative)
lien avec le phénotype, I'écophysiologie

Contient les outils :

transcriptomique,
protéomique,
métabolomique, ..

notion de haut-débit



Expérimentation Sécheresse EST-Ecophysio (Establish)

> Mettre en paralléle la réponse physiologique
(croissance, échange gazeux, statut
hydrique) et les variations du transcriptome
au cours d'une sécheresse d'intensité
croissante

> Populus euphratica, phréatophyte, non
résistant a la sécheresse...

> Question : genes impliqués dans la réponse a
la sécheresse de Populus euphratica?
= chronologie des perturbations physiologiques

= relier perturbations physiologiques et
expression des genes
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L ‘expérience
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Réponse écophysio : crofissance en diametre
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Réponse écophysio : échange gazeux
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Réponse écophysiologigue :

synthese

AY (droughted-control), MPa

Growth, gs, A (% controls)
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Réponse du transcriptome

puce contenant 7500 génes
séquences et annotations sur http://sputnik.btk.fi/
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Les transcrits surexprimés ... et sous exprimés

LEAF

GenBank ID Gene GO Slim Biological process Harvest 1 p-valu Harvest 2 p-valu Harvest 3 p-valu¢Harvest 4 p-valu Harvest5 p-valu
AJ777138 Asparagine synthetase Metabolism 2.18 0.03 5.50 0.02 2.20 0.01 20.99 0.00

AJ777261 Asparagine synthetase Metabolism 1.63 0.02 3.97 0.02 2.20 0.00 9.13 0.00

AJ768695 Alcohol dehydrogenase Metabolism 191 0.01 2.01 0.01 3.17 0.00 254 0.02

AJ779722 Cold-regulated LTCOR12 Response to abiotic or biotic stimulus 3.85 0.00 5.22 0.00 3.08 0.00 3.85 0.01

AJ779749 Expressed protein Biological process unknown 2.33 0.01 3.34 0.00 5.06 0.00 7.48 0.00

AJ775902 Thioredoxin H Electron transport 2.24 0.00 2.71 0.00 3.65 0.00 2.60 0.00

AJ780649 Sucrose svnthase Carbohvdrate metabolism 1.70 0.01 1.54 0.05 4.58 0.00

AFAD505 H1 p-value H2 p-value H3 p-value H4 p-value H5 p-value
AP RIYE HARAAGer protein TIAARREHRHAN 0.63  0.05 0.02 0.36  0.03 0.00

APTEYAS6 el iR TM&&lﬂo‘P{ﬁHéJEPEﬁJOuenase ”\ﬁ‘&lég(ggm and/or maintenance 0.710.04 0.57 g0 0.31 (@0 0.32 5 g@0 1.610.02
AP ﬁ’lﬂ}:{’}‘v@lﬁﬂ‘}iﬁﬁﬂh”o?&?én Biti8gkatprocess unknown 0.40 n@pL 0.46 ( §P2

AP IR ﬁdm%ﬂﬂhm%ﬁﬁhcnnnon factor  TRARigRloRrocess unknown 0.41 o @@ 0.02 0.40 ( gP2

AFTT6% EPRIiRTRIRASStde and calmodulin-reg Ife@ﬁ%ﬁ"s@?éaﬁﬂ%@or biotic stimulus 0.47 o ®P2 0.49 o P4 0.28 (B2

ATTTEOM  BRgiOT(RIBBY i@ EHER aimodulin-rea Ife@%iﬂ%/@%%ﬁouc or biotic stimulus 0.61 @84 0.02 0.35 o §@2

APTISHES @@fg@ﬁmﬂq’_fgm g%ﬁal process unknown 0.58 @2 0.00 0.39 7 B®3

AP R ﬁmmeﬂd&ﬁ??manchmu enzyme 41‘E§RJSEME%%%§§DBT|§HPW" 0.63 oG4 0.38 B3 0.24 7 BP2 0.02
AP  ExXpiphacdRiatetanching enzyme (EHAOHIRRRBIQARESOBNSAPWN 0.00 0.40 o pP4 0.24 5 B®2 0.03
ATTTERSY  Expipsecswiatetanching enzyme (CHJBRICRAREIARSSHENKAPWN 0.00 0.47 B3 0.17 081 1.69 0.00
ASTTRERE  eNifalesedyriaem Bristaodispocess unknown 0.50 o®EL 0.40 063 0.21 g fPL 0.04
ATTESSRS  BNipAtesedresm BYbsfolisplocess unknown 0.00 0.00 0.34 0003

AITTEE0A  Merelaibivprifetype 2b FeeRE DEecRIstimRAGIMIC stimulus 0.00 0.37 0.602

AITESIRE Merelatbiopriteiipe 2b FREeaRE SRS tIMRAGIMIC stimulus 0.00 0.00 0.26 @@L 0.01
AITETERS | Byfésseusshaeipubunit 3518 HNHI6EES s unknown 0.00 0.39 0602

ATTEORPB | EByRésseussRseipubunit B518EEHNPI66ESs unknown 0.01 0.01 0.31 0 9@

AITERED  BMstssed Prodei) kDa protein Bi61etHedNHI66Ess unknown 0.01 0.02 0.41 0.2

AFTORE8  Blisrkxsedgrolemaction center subunislefesnpieeEss unknown 0.03 0.01 0.32 0.2 0.65 0.03
AR  CARKIABRIKE *YSTEME PhbteindReRoRipsHERdERs m 0.01 0.41 0692

AJEOBRY  EYiosurientitecant warrotrilintedI_pe@tacstiotic or biotic stimulus 0.03 0.40 0.092 0.02
AJ780316 Putative imbibition protein Biological process unknown 1.88 0.04 3.19 0.00

AJ775404 Putative imbibition protein Biological process unknown 1.65 0.03 8.16 0.00

AJ770463 Putative imbibition protein Biological process unknown 18.24 0.00

AJ772019 Xylose isomerase Carbohydrate metabolism 2.54 0.00 1.35 0.05
AJ779386 Thaumatin-like protein PR-5b precurs Response to abiotic or biotic stimulus 3.39 0.00 2.01 0.00
AJ768450 Poly(A)-binding protein Protein biosynthesis 3.33 0.00

AJ772021 Kunitz trypsin inhibitor TI3 Response to abiotic or biotic stimulus 10.30 0.00

AJ779392 Kunitz trypsin inhibitor TI3 Response to abiotic or biotic stimulus 5.74 0.00

AJ779437 Kunitz trypsin inhibitor TI3 Response to abiotic or biotic stimulus 4.81 0.00

AJ777286 Kunitz trypsin inhibitor TI3 Response to abiotic or biotic stimulus 4.68 0.00

AJ770335 Formate dehydrogenase Metabolism 2.99 0.00

AJ769740 Expressed protein Biological process unknown 5.00 0.00

AJ769442 Expressed protein Biological process unknown 4.01 0.00

AJ769488 Expressed protein Biological process unknown 3.16 0.00

AJ780423 Cysteine protease Protein metabolism 13.13 0.00

AJ780552 Cysteine protease Protein metabolism 7.32 0.00 1.56 0.02
AJ780577 Cysteine protease Protein metabolism 5.84 0.00 1.52 0.04
AJ780851 Cysteine protease Protein metabolism 3.32 0.01

AJ772216 Callose synthase Carbohydrate metabolism 3.43 0.00

AJ780435 Aldehyde dehydrogenase Metabolism 9.67 0.00
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Les points forts de cette expérience

> Vue d'ensemble

= feuilles et racines
= 5 points : cinétique temporelle avec intensité croissante
= réhydratation (retour vers la normale)

> Pas de temps long: original
= Geénes impliqués en phase 'stable’ (/ phase de transition)

> Richesse de la banque d'ESTs (enrichie par soustraction)

> Association écophysio - transcripto - protéo - métabolo -mique

:..51:““ I.,; IRA .
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Quelgues autres expériences transcripto-sécheresse

Filter paper Mannital Filter paper paninilal

A
&) 1 (AR

Soll water deficit
Soil water deficit

Fig. 1. Venn diagram illustrating the number of genes that are induced
hetween three different microamay studies focusing on water-deficit-
induced gene expression in Arabidopsis. Only 27 genes were commonly
induced. Filter paper (Seki er al., 20028); mannitol (Keps ef al., 20027,
soil-water deficit (Kawagwchi er al., 2004

Fig. & Ven diagram of geres downemgulaed by de dree differes
waterdefick cond mors. Only thee gmes were commmonly repressad in
the three differrot microamay expedments (Keps of al, D002, monniiol;
el el DNIZh; filter paper, Kawaguackd eral, 2004, sodl saater deficr).

Bray, JEB, 2004

= 3 'types’' de sécheresse --> 3 profils avec en commun : 27 genes

surexprimés et 3 réprimes ..
- secheresse : difficile a définir, intensité, rapidité, durée
- réponse : adaptation (croissance) ou survie (protection cellulaire)
- moins variable pour un autre stress ?

iy 5~
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Des genes en communs

Cold
(total 53 genes)
(=five-fold induction)

Drought
(total 277 genes)
[=five-fold induction)

surexprimes

a
(total 124 genes)
(=five-fold induction)

Cold Drought
(total 71 genes) (total 79 genes)
(=two-lnld rrpr-.'h_hﬁl_rl) (=live fold repression)

e

o 5

NaCl /"ép/"lh’lé.S'
(total 89 genes)
(=five fold vepression)

= Beaucoup de genes communs a différents contraintes

= Tous les processus biologiques toujours représentés
- Ex: génes de la photosynthése dans les cellules cambiales ...

Génomique et écophysio, 5 avril 2005 -
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Richesses de la transcriptomigue

> Balayage tres large

= un maximum de genes en 1 seule fois
= Manip ‘altruiste’ : base de données

> Etablissement d'un grand ‘dictionnaire’

> Mise en évidence de réseaux de génes (clusters)
= Aide a la mise en évidence des cascades de régulations

> Une méthode pour l'identification de génes candidats :

= balayage large
= choix parmi des candidats 'sérieux’
- analyse dans des tissus ciblés, études soustractives



Difficultés de la transcriptomigue

> La banque d'ESTs : taille, qualité (type)
= ce qu'on trouve dépend de ce dans quoi on cherche ...

- avec/sans stress
- banques soustractives : enrichies
- qualité de I'annotation
= de moins en moins un probléme (peuplier séquencé)

> Le degré de précision de la question posée :
= Grand écart phénotype - profil de transcription
= Cibler : question-tissu-(banque)

> La dilution tissulaire
» nécessité de travailler sur des tissus ou des cellules ciblés

> Colit -> nombre de répétitions
= variabilité -> pertinence ?
= choix (pas de temps, seuils



Importance relative de /la transcriptomigue

> la sensibilité des mécanismes / sensibilité de détection des
transcrits

= taux de variation (fold change) : >2
= type de géne : facteur de transcription / géne standard

> toute la régulation post-transcriptomique

= polymorphisme : transcrits exprimés identiquement, protéine
légerement différente, affinité différente : réponse différente

> les mécanismes indépendants d'une régulation génique

= Ex: effet lié a une différence structurale établie avant I'application
du stress (densité stomatique, vulnérabilité a la cavitation)



Conclusion

» Outil tres puissant

= technique trés jeune, en évolution permanente

- informatique
- resolution (filtres, puces, oligo-, polymorphisme, etc ..)

> En 'démocratisation’ (coltN, répétitions)

» Transcriptomique = OUTIL (de débroussaillage)

= trouver des genes candidats

élucider un mécanisme de réponse
étudier la biodiversité intra-, inter- spécifique
suppose une suite en biologie moléculaire classique

= probablement 'préhistoire’ de ces techniques

> La génomique c'est aussi: protéomique, métabolomique
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