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Equipe « Physiologie moléculaire de la formation du bois »

Objectif général de l’équipe: Elucidation des mécanismes moléculaires impliqués dans la formation du bois 
et dans la définition de ses propriétés chimiques et mécaniques



Plan du cours

I. Introduction
Objectifs de la transcriptomique?
Définitions / Quelques rappels sur la transcription

II. Méthodes d’analyse du transcriptome
Historique
Evolution des méthodes
Importance de l’échantillonnage
Vers le séquençage Single Cell

III. Applications : apport de la transcriptomique
Expression de gènes
Transcript profiling
Découverte de nouveaux gènes 
Apport à la génomique structurale 
Détection de polymorphisme de séquences
eQTL

IV. Ressources disponibles



I. Introduction



Human Genome project https://www.genome.gov/10000202/fact-sheets/

Transcriptome = ensemble des 
ARN transcrits présents dans 
une population de cellules dans 
une condition donnée

Le transcriptome est multiple

Transcriptome = un instantané 
des transcrits présents dans 
l’échantillon considéré au temps 
t du prélèvement



Objectifs majeurs de la transcriptomique

Faire un catalogue des transcrits (ARNm, ARN non codants), si possible quantitatif, prenant 
en compte les transcrits alternatifs Découverte de nouveaux gènes

Suivre le changement de niveaux d’expression des transcrits au cours du développement / 
en fonction de différentes conditions Compréhension des processus physiologiques

Résoudre la structure des gènes (identification des régions 5’UTR et 3’UTR, épissage) 

Et beaucoup plus encore….



https://digitalworldbiology.com/blog/bio-databases-2014

= épissage
= traduction



Rôle des ARN non codants – une illustration

Bunch, 2018 



Structure et expression d’un gène eucaryote

Tagu et Moussard, 2003

Exons = segments d’un précurseur ARN qui sont conservés dans l’ARN après épissage et que l'on retrouve dans l'ARN mature dans le
cytoplasme. 
Introns = par opposition, les segments du précurseur ARN qui sont éliminés lors de l'épissage s'appellent des introns

Séquence de tête non 
traduite = 5’UTR

Séquence de queue 
non traduite = 3’UTR



Exons = segments d’un précurseur ARN qui sont conservés dans l’ARN après épissage et que l'on retrouve dans l'ARN mature dans le 
cytoplasme. 
Introns = par opposition, les segments du précurseur ARN qui sont éliminés lors de l'épissage s'appellent des introns

5'-UTR = 5' Untranslated Transcribed Region =  correspond à la portion de l'ARN messager (ARNm) placée en amont du codon 
d'initiation de la traduction. 

3’-UTR = en aval du codon stop

Human Genome project https://www.genome.gov/10000202/fact-sheets/

Structure et expression d’un gène eucaryote



Epissage alternatif

1 gène  potentiellement plusieurs transcrits alternatifs



II. Méthodes d’analyse du transcriptome



Historique

Apparition du terme « transcriptome »

Cieslik et Chinnaiyan, 2017 





Avant la transcriptomique … dans les années 80…

Transcriptase inverse : synthèse 
d’ADNc à partir d’ARNm, plus grande 
stabilité

Possibilité de construire des banques 
d’ADNc

Séquençage 
de type Sanger

Qques gènes étudiés à la fois

Extraction d’ARNm et Northern blot

Tagu et Moussard, 2003



Cieslik et Chinnaiyan, 2017 

Développement concomittant
de méthodes de biologie 
moléculaire, d’algorithmes 
pour traiter les données de 
séquences, de bases de 
données pour stocker les 
séquences, de sites 
conservant des données de 
référence

Banques d’EST

SAGE / CAGE

Microarrays

RNAseq

A partir des années 
90



Banques d’EST
Extraction d’ARNm provenant de tissus / traitements différents ADNc et construction de banques d’ADNc

EST = Expressed Sequence Tag = Etiquette de Séquence 
Transcrite

Tagu et Moussard, 2003





SAGE = Serial Analysis of Gene Expression Lowe et al., 2017

Enzymes de restriction particulières:
NlaIII qui coupe 13 pb en aval de son 
site de reconnaissance
MmeI qui coupe de 18 à 20 pb en 
aval de son site de reconnaissance



Microarrays ou puces à ADN



Microarrays ou puces à ADN Lowe et al., 2017



Rendu possible par le développement du séquençage NGS = Next Generation Sequencing

RNA sequencing = RNAseq

Wang et al., 2009

Séquences = reads = 50 – 150 pb

Banques ou librairies avec des 
fragments de taille identique

Alignement sur un génome de 
référence = mapping

ou assemblage de novo si pas de 
séquence génomique



RNAseq Lowe et al., 2017



Fig 1
Transcriptomics method use over time.
Published papers since 1990, referring to RNA sequencing (black), RNA microarray 
(red), expressed sequence tag (blue), and serial/cap analysis of gene expression 
(yellow)[12].

Lowe et al., 2017

https://journals.plos.org/ploscompbiol/article/figure?id=10.1371/journal.pcbi.1005457.g001#pcbi.1005457.ref012


Activité 1

Analyse de l’introduction de l’article Wang et al., 2009, Nature reviews, 10, 57 - 63



Méthodes Microarrays Banques EST SAGE RNAseq

Principe hybridation Séquençage Sanger Séquençage Sanger Séquençage NGS

Intérêts Pas cher
Résolution de qques bases à 100 
pb
Haut-débit pour applications en  
génotypage, moyen débit pour 
applications en physiologie

Méthode sans a priori 
qui peut permettre de 
trouver de nouveaux 
gènes
Pas besoin de génome 
de référence.
Assemblage de novo 
permet d’avoir un 
transcriptome de 
référence pour le cas 
des espèces dont le 
génome n’est pas 
séquencé.

Haut débit
Résultats précis et 
quantitatifs

Seule méthode qui 
donne vraiment accès 
au transcriptome
complet, à haut-débit et 
de façon quantitative
Pas besoin de génome 
ou transcriptome de 
référence.
Résolution à la base 
près.
A la fois adapté pour 
gènes faiblement et très 
fortement exprimés. 

Limites Besoin d’avoir la connaissance 
d’un génome / transcriptome de 
réfrence pour construire la puce 
: ne permet donc pas d’identifier 
de nouveaux gènes.
Problème de bruit de fond dues 
aux hybridations croisées, qui 
limite la détection des gènes 
faiblement exprimés
Problème de saturation du signal 
fluorescent, non linéaire, pas 
adapté pour gènes fortement 
exprimés.
La normalisation des 
expériences est complexe, il est 
difficile de comparer les 
expériences entre elles. 

Débit faible, cher, pas
quantitatif

Moyennement cher
Ne permet pas de 
détecter isoformes ou 
transcrits alternatifs
Besoin d’un génome ou 
transcriptome de 
référence



Wang et al., 2009



Lowe et al., 2017



Puissance du RNAseq pour découvrir de nouveaux gènes

Lister et al., 2008

Ex : Arabidopsis



Importance de l’échantillonnage



Gene expression patterning along the developmental stages 
of xylogenesis

Hertzberg et al., 2001

A: meristematic cells
B: early expansion
C: late expansion
D: secondary wall 
formation
E: late cell maturation. 



Cryosectioning of the vascular cambium 

Microarray based on a unigene set 
of 2,995 cDNA clones

Gene expression patterning along the developmental stages 
of xylogenesis

Hertzberg et al., 2001



Hierarchical cluster analysis of 1,791 selected genes with 
differential expression in the tissues 

A & B: cell fate and cell identity (ATHB-8 & 
ATHB-9 homologues)

A-C: 
- cell-cycle machinery
Cyclins, cyclin-dependent kinases (still 
expressed in late expansion zone)
- Cell expansion (pectin metabolism, protein 
synthesis and 6 MYBs transcription factors)

C-E: biosynthesis of secondary cell wall
Tubulins, 2 CesA, KOR, polygalacturonase
(pectins remodelling), Glycosyl-transferases, a 
specific SCW  UDP glucose dehydrogenase 
(hemicellulose synthesis)

Hertzberg et al., 2001



Lignin biosynthesis

Hertzberg et al., 2001



= Micro - méthode permettant de sélectionner dans un tissu complexe  des types cellulaires ou des groupes de cellules.

Plateforme Cytologie et Imagerie Végétale de Versailles

PALM Zeiss Le laser pulsé (355 nm) découpe sur commande la région 
sélectionnée puis catapulte la zone découpée vers le capuchon d'un 
tube positionné à quelques millimètres à l'aplomb des cellules. 

Extraction  ARN : mise au point sur des cryocoupes lyophilisées, manuellement macro-disséquées sous stéréomicroscope
RNAseq sur fibres et rayons de bois de peuplier
En cours d’analyse…

Echantillonnage de types cellulaires par microdissection 
laser



Apport du séquençage cellule unique / single cell
Plass et al., 2018

L'algorithme t-SNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) 
est une technique de réduction de dimension pour la visualisation 
de données = une méthode non-linéaire permettant de représenter 
un ensemble de points d'un espace à grandes dimensions dans un 
espace de deux ou trois dimensions, les données peuvent ensuite 
être visualisées avec un nuage de points.



Plass et al., 2018



Liu et Trapnel, 2016



Conclusions partielles / Partie 1

Analyse du transcriptome : génère des données de grandes dimensions, qu’il faut stocker 
et savoir traiter - Besoins en statistiques et en bioinformatique importants. Besoins de 
développer également des méthodes pour les représenter (ex: heatmap, voir Partie 2)

Les cellules / le tissu de départ sont / est primordial pour l’interprétation biologique des 
résultats.  Actuellement se développent des approches Single cell pour s’affranchir de 
l’effet « mélange de cellules » et permettant de prendre en compte les phénomènes de 
différentiation des cellules.

Ces données sont disponibles et partagées : Openscience / Opendata (voir Partie 2)
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III. Applications : apport de la transcriptomique



Apport à la génomique structurale

Genome browser : interface graphique qui permet de naviguer, faire des recherches, récupérer 
de l’information dans un génome donné.

Pour le modèle de gène Potri.001G00500, les données EST/ADNc et RNAseq viennent en appui 
en grande partie aux différents transcrits proposés.

Phytozome



Qu’apportent les données de transcriptome pour l’annotation structurale de Potri.001G002500?



Qu’apportent les données de transcriptome pour l’annotation structurale de Potri.001G005300?



Et ici?

L’analyse du transcriptome permet de:
- préciser les régions 5’UTR et 3’ UTR souvent mal prédites
- de préciser la structure exon/intron, voire de mettre en évidence des transcrits alternatifs
- d’identifier de nouveaux gènes (notamment pour les ARN non codants)



Fraisier sauvage, Fragaria vesca, génome séquencé en 2011
Annotation  : prediction modèles de gène ab initio, seulement les séquences codantes

Amélioration de l’annotation en utilisant les données de sequences d’une banque PacBio (SMRT = Single 
Molecule Real Time sequencing, longues séquences = long reads)+ 90 banques RNA-seq Illumina 
(sequences courtes, short reads) + 9 banques pour petits ARN



Li et al., 2018



Li et al., 2018



Découverte de nouveaux gènes

Ici, gène = unité fonctionnelle, dont la protéine qui en dérive a un rôle dans la cellule  

Méthodologie : RNAseq (ou EST par le passé) car identification du transcriptome sans connaissance a priori

Assemblage de novo ou alignement contre un génome de référence

Annotation fonctionnelle : à quoi correspondent les gènes identifiés?



Ijaq et al., 2015



Ijaq et al., 2015



BLAST = Basic Local Alignment Search Tool

Différentes variantes selon la nature de la séquence d'entrée, et de la base de donnée utilisée :

- blastn, de nucléotides, séquence nucléotidique contre une base de données de séquences 
nucléotidiques ;

- blastp, de protéines, séquence de protéine contre une base de données de séquences de protéines ;
- blastx, séquence nucléotidique traduite en séquence de protéine contre une base de données de 

séquences de protéines ;
- tblastn, séquence de protéine contre une base de données de séquences nucléotidiques traduites en 

séquences de protéines ;
- tblastx, séquence nucléotidique traduite en séquence de protéine contre une base de données de 

séquences nucléotidiques traduites en séquences de protéines.

Méthode développée par Altschul et al., 1990
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Elle permet de mettre en évidence des régions similaires au sein de séquences biologiques 
(ADN, protéines). Le programme compare des séquences nucléotidiques ou protéiques à des 
bases de données et calcule des tests statistiques de significativité. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi






Attention aux annotations 
automatiques en cascade!



Pfam

= base de données de familles de protéines qui classe diverses propriétés des domaines protéiques 
sur la base de leurs alignements de séquences multiples





KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

KEGG désigne un ensemble de 
bases de données relatives aux 
génomes, aux voies 
métaboliques et aux composés 
biochimiques. 



Attention aux classifications qui 
n’ont pas de sens biologique!



Gene Ontology (GO)

Gene Ontology est un projet bio-informatique destiné à structurer la description des gènes 
et de leurs produits dans le cadre d'une ontologie commune à toutes les espèces.

Une ontologie est l'ensemble structuré des termes et concepts représentant le sens d'un 
champ d'informations

Le vocabulaire est contrôlé : le même terme pour parler de la même chose

Dans le cadre de GO, les propriétés des produits géniques sont décrites selon trois axes :

- Cellular component : les composants cellulaires auxquels ils s'appliquent, qu'il s'agisse 
du milieu intracellulaire ou de l'environnement extracellulaire,

- Molecular function : la fonction moléculaire réalisée, par exemple une activité 
catalytique pour une enzyme

- Biological process : le processus biologique dans lequel il est impliqué



Bai et al., 2018





Un exemple d’identification de nouveaux gènes



Pervenche de Madagascar
Alcaloïdes indolo-monoterpéniques = 
composés naturels dérivés de certaines 
plantes qui ont des propriétés 
pharmacologiques

Traitement des cancers : camptothecine, 
vincristine, vinblastine

Anti-malaria : quinine

Secologanin = iridoid ou secoridoid





Activité 2 : A partir de l’article Miettinen et al., 2013:

Quelle stratégie mise en œuvre pour identifier les gènes manquant dans la voie de 
biosynthèse de la strictosidine?

Comment les auteurs démontrent-ils que le gène caros003452 est l’enzyme 8-
hydroxygeraniol oxydoreductase recherchée?











Expression de gènes et implication dans certains processus biologiques 
Gènes différentiellement exprimés

On compare deux conditions ou un traitement et une condition contrôle

Hypothèse sous-jacente : les gènes dont l’expression varie sont impliqués dans la réponse 
au traitement



Gènes co-exprimés

On compare plusieurs conditions, plusieurs traitements ou un processus de 
développement avec plusieurs étapes bien identifiées

Hypothèse sous-jacente : les gènes co-exprimés sont impliqués dans les mêmes grandes 
fonctions biologiques



Echantillonnage par préparation de coupes tangentielles



Activité 3 : A partir de l’article Sundell et al., 2017:

Etude de la figure 1

Qu’est-ce que présente la figure 1?









Réseaux de coexpression







Transcript profiling ou gene atlas
Avoir une carte / un atlas de l’expression des gènes selon l’organe, le tissu, etc…











Détection de polymorphisme de séquence et GWAS

GWAS : Genome-wide association study = étude d’association pangénomique

Sur des milliers d’individus, on cherche des associations entre variations génétiques (SNP) et 
variations de certains caractères étudiés

SNP = Single nucleotide polymorphism = polymorphisme d’un seul nucléotide (une base modifiée 
dans une séquence)













IV. Ressources disponibles



Liste non exhaustive…
Bases de données Génomes

Phytozome
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
10/2018 : 93 génomes de 82 espèces de plantes supérieures

Sites dédiés pour une espèce, généralement avec des 
données expertisées
Ex : Arabidopsis
TAIR = The Arabidopsis Information Resource
https://www.arabidopsis.org/ 

https://1001genomes.org/ 



Bases de données Stockage de données brutes Transcriptome

GEO 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/




Bases de données Intégration de données transcriptome

Ex : PopGenIE = Populus Genome Integrative Explorer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/


NB : Chaque année, la revue NAR sort un numéro spécial sur les bases de données de biologie moléculaire



Conclusions

Analyse du transcriptome : génère des données de grandes dimensions, qu’il faut stocker 
et savoir traiter - Besoins en statistiques et en bioinformatique importants. Besoins de 
mettre en œuvre des méthodes pour les représenter.

Les cellules / le tissu de départ sont / est primordial pour l’interprétation biologique des 
résultats.  Actuellement se développent des approches Single cell pour s’affranchir de 
l’effet « mélange de cellules » et permettant de prendre en compte les phénomènes de 
différentiation des cellules.

Ces données sont disponibles et partagées : Openscience / Opendata
On peut ré-analyser des données de séquence générées par des collègues avec une autre 
question de recherche. 

L’analyse du transcriptome permet de faire un catalogue exhaustif des gènes exprimés 
dans un organe / un tissu / une cellule donnée, d’identifier de nouveaux gènes, de mieux 
comprendre certains processus biologiques et peut également être utilisée pour des 
études de polymorphismes génétiques.  
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