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Chapitre 1.

Analyses transcriptomiques chez les coniféres

Le transcriptome est I’ensemble des ARN messagers ou transcrits produits dans un tissu ou un
organe. Le transcriptome se distingue du génome selon deux caractéristiques :

e Premiérement, la taille du génome peut étre trés différente selon les espéces (p.ex. 125 Mb
pour 1’Arabidopsis thaliana, GI [2000], 389-466 Mb pour le riz, Goff et coll. [2002], Yu et
coll. [2002], IRGS [2005] et 20 000 Mb pour I’épinette blanche ou Picea glauca [Moench]
Voss, Birol et coll. [2013]). Dans le cas du transcriptome, la taille varie beaucoup moins
(p-ex. 40 Mb pour I’4 thaliana, 49 Mb pour le riz et a 41 Mb pour 1’épinette blanche, Rigault
et coll. [2011]).

e Deuxiémement, le génome est plus stable, car il change trés peu a I’intérieur d’un individu.
Le transcriptome est trés dynamique, car il varie selon les tissus de I’individu (p.ex. Prasad et
coll., 2013; Downs et coll., 2013), au sein d’'un méme tissu selon les stades de développement
(p-ex. Li et coll., 2010; Mishima et coll., 2014) et au sein d’un méme type de tissu selon les

conditions biologiques (p.ex. Sato et coll., 2014; Mageroy et coll., 2015).

Le caractere dynamique du transcriptome fait qu’il est le reflet de I’activité de plusieurs genes dans
un tissu. C’est pourquoi I’analyse transcriptomique est utilisée depuis longtemps pour comprendre les
mécanismes moléculaires reliés aux phénomeénes biologiques chez les coniferes (Allona et coll.,
1998). Ces phénomenes biologiques qui incluent la formation du bois (p.ex. Porté et coll., 2002) et
les stratégies d’adaptation face aux fluctuations environnementales (p.ex. King et coll., 2011; Alberto
et coll., 2013), sont reconnus comme étant a I’origine de la grande taille et du mode de vie pérenne

des coniféres et autres arbres.

Dans ce chapitre, nous faisons un survol de I’origine, de I’importance écologique et économique des
coniféres, ainsi que des caractéristiques biologiques des coniféres et autres arbres. Ensuite, nous
passons en revue les analyses transcriptomiques chez les coniféres. L’analyse de transcriptome peut
étre qualitative ou quantitative. L’analyse qualitative identifie les génes exprimés et permet de
découvrir des génes qui pourraient étre spécifiques aux coniferes (p.ex. Mann et coll., 2013), de créer
des banques d’ADNc (p.ex. Ralph et coll., 2008) et de construire des transcriptomes de référence sur
des tissus a un stade de développement et a une condition biologique donnés (p.ex. Wanfeng et coll.,
2014; Canales et coll., 2014; Pinosio et coll., 2014). L’analyse quantitative, aussi appelée profilage
transcriptionnel, évalue le niveau d’expression des genes a I’échelle du génome. Dans ce chapitre,

nous portons notre attention sur les travaux de profilage transcriptionnel sur les coniféres.



1.1 Origine et importance économique et écologique des coniferes

Les coniféres forment le plus grand groupe des gymnospermes. Avec 68 genres et 600 especes, ils
représentent a eux seuls plus de la moitié de toutes les especes et plus des deux tiers de tous les
genres de gymnospermes (Christenhusz et coll., 2011). Les coniféres sont apparus il y a moins de 200
millions d’années (Lu et coll., 2014). On peut les regrouper en deux clades nord et sud selon leur
histoire évolutive (Leslie et coll., 2012). Le clade du nord, qui est composé des Pinaceae et des
Cupressoideae, est caractérisé par un temps de divergence plus récent et un taux de renouvellement
d’espéces plus élevé que le clade du sud (Araucariaceae, Podocarpaceae, Callitroideae). La plus
importante famille des coniféres est celle des Pinaceae qui comprennent 225 espéces et 11 genres
(Farjon, 2001). Bien que présentes dans des régions chaudes de la planéte comme 1’est de I’ Asie, le
nord de I’Afrique ou le sud des Etats-Unis, les membres de la famille des Pinaceae sont largement
confinés aux régions tempérées et boréales de I’hémisphere nord (Farjon, 2001). Les coniféres font
I’objet de plusieurs études scientifiques a cause de leur importance écologique et économique (p.ex.
Alberto et coll., 2013).

Les coniféres sont écologiquement importants dans les zones boréales et tempérées de la terre et ils
sont fortement représentés au Canada. Les genres Pinus, Picea, Abies et Larix des Pinaceae sont des
composantes principales des foréts et des zones boisées qui couvrent 55 % de la région boréale
canadienne (Brandt et coll., 2013). Cette derniére séquestre 208 milliards de tonnes de carbones;
I’équivalent de plus de 25 années d’émissions des industries du monde (Carlson et coll., 2009). Grace
a ’importance de sa forét, la région boréale canadienne offre des services écologiques non marchands
estimés a 703 milliards de dollars par année (Anielski et Wilson, 2009). Ces services incluent le
stockage du carbone, la purification de 1’eau, la protection contre les inondations et le contrdle des
ravageurs par les oiseaux. La forét boréale canadienne est aussi un habitat essentiel dont dépend la
survie de 325 espéces d’oiseaux, soit prés de la moitié des espéces d’oiseaux de 1’ Amérique du Nord
(Wells et Blancher, 2011). Elle abrite é¢galement des mammiferes, dont certains (caribou des bois ou
Rangifer tarandus L.; bison des bois ou Bison bison athabascae Rhoads; carcajou ou Gulo gulo L.)

sont classés comme étant des espeéces menacées d’extinction selon COSEWIC (2013).

Les coniféres sont économiquement importants. Ils fournissent différents produits incluant le bois
rond, le bois de chauffage, le bois de trituration, la grume de sciage et de placage (UNECE, 2013). En
2011, la production de bois ronds s’est élevée a 145 millions m* au Canada, dont 82 % provenaient
des coniféres (UNECE, 2013). Peu de ce bois a été utilisé pour 1’énergie; la plupart a servi a
ravitailler les industries (UNECE, 2013). L’industrie forestiére a rapporté environ 21 milliards de

dollars; I’équivalent de 1,25 % du produit intérieur brut du Canada en 2013. L’importance



¢conomique mondiale des coniféres se manifeste également par le grand nombre de programmes
d’amélioration de plusieurs pays repartis sur tous les continents (Mullin et coll., 2011). Au Canada,
les programmes d’amélioration forestiers intégrent le sapin de Douglas (Pseudotsuga menziesii) et
différentes espéces de pins (pin blanc ou Pinus strobus L., pin rouge ou P. resinosa Ait., pin gris ou
P. banksiana Lamb., pin rigide ou P. rigida Mill., pin tordu ou P. contorta Douglas et pin argenté ou
P. monticola Douglas), d’épinettes (épinette blanche, épinette noire ou Picea mariana [M] Britton,
épinette rouge ou P. rubens Sarg., et épinette de Sitka ou P. sitchensis [Bong.] Carriére) et de cypres
(cyprés de Nootka ou Chamaecyparis nootkatensis [D. Don.] Spach et cyprés du Portugal ou
Cupressus lusitanica Mill.) (Mullin et coll., 2011).

1.2 Biologie et caractéristique unique des arbres et des coniféres

La grande taille et le mode de vie pérenne sont deux attributs qui distinguent les arbres des autres
plantes. Ces attributs sont mis en place grace a des phénomenes biologiques tels que la différentiation
tissulaire liée a la grande production de bois, et les stratégies d’adaptation face aux agressions

causées par des facteurs abiotiques et biotiques.

1.2.1 Différentiation tissulaire et formation du bois

La différentiation tissulaire a été cruciale pour 1’évolution des premiéres plantes terrestres qui sont
apparues vers la fin de I’Ordovicien, il y a 450 millions d’années ou Ma (Garbaye, 2007). Elle a eu
lieu bien avant que les gymnospermes et les angiospermes ne divergent il y a environ 380 Ma
(Kenrick et Crane, 1997) et avant que les coniféres n’apparaissent il y a 200 Ma (Lu et coll., 2014).
Les arbres, comme toutes les plantes vasculaires, ont pu réaliser la conquéte du milieu terrestre grace
a des organes et des tissus bien différentiés et spécialisés (Garbaye, 2007). Ils posseédent trois organes
végétatifs dont les roles sont complémentaires : la feuille est un organe photosynthétique; la tige est
un organe de soutien qui porte le feuillage et les bourgeons aériens; et la racine est un organe
d’ancrage, d’absorption de 1’eau et des sels minéraux, et d’entreposage de réserves. Chacun de ces
organes possede des tissus avec un nom décrivant sa fonction. Il s’agit des tissus de revétement
(phelloderme et liege), des tissus vasculaires (xyléme et phloéme), des tissus fondamentaux
(parenchyme, collenchyme, sclérenchyme) et des tissus méristématiques.

Les tissus méristématiques peuvent €tre primaires ou secondaires selon leur mode de croissance.
Ainsi, les méristémes primaires qui se trouvent a ’extrémité des tiges et des racines (méristémes
apicaux) et au niveau des entre-nceuds de la tige (méristémes intercalaires) assurent la croissance en
longueur. Les méristémes secondaires se trouvent en position latérale dans les arbres et assurent la

croissance en épaisseur. Les méristémes secondaires sont au nombre de deux : le cambium et le



phellogene. Le phellogéne est un anneau de méristéme latéral qui produit le phelloderme vers
I’intérieur et le liége vers 1’extérieur. A P’intérieur, au-dela du phellogene, se trouve le cambium, un
anneau latéral qui produit les tissus vasculaires secondaires tels que le xyléme secondaire (vers le
centre) et le phloéme secondaire (vers 1’écorce). Chez les arbres, I’effet de la croissance secondaire,

plus particuliérement celle du xyléme secondaire ou bois, est remarquable.

La grande taille des arbres est due a la grande production des matieres ligneuses au niveau du xyléme
secondaire (bois). Le bois assure des réles de soutien mécanique, de protection et de transport de
I’eau et des sels minéraux. Il est particuliérement abondant dans les organes tels que les branches et le
tronc. Chez le pin maritime (Pinus pinaster Ait), le taux en bois est estimé a prés de 90 % la
biomasse totale de ces organes ligneux peu importe I’age de I’arbre (Porté et coll., 2002). Les troncs
renferment pres de 85 % de bois (le reste est constitué de I’écorce) selon une estimation basée sur des
relations allométriques établies sur des coniféres et des feuillus des foréts canadiennes (Lambert et
coll., 2005; Ung et coll., 2008). L’importance en biomasse de ces organes ligneux augmente avec
I’age de I’arbre. Par rapport a la biomasse aérienne totale, ’importance en biomasse que représentent
les branches et les troncs passe de 55 % dans des arbres dgés de 5 ans, a plus de 90 % dans des arbres
agés de plus de 25 ans (Porté et coll., 2002). Ces deux organes représentent environ 85 % de la
biomasse aérienne chez les coniféres et plus de 95 % chez les feuillus (Lambert et coll., 2005; Ung et
coll., 2008). En raison de grande production des matiéres ligneuses, les arbres sont un énorme puits

de carbone et doivent investir beaucoup d’énergie pour la synthése des constituants du bois.

Le bois est essentiellement composé de cellulose (45 %), d’hémicellulose (25 %) et de lignine (25 %)
(Sjostrom, 1993). Le bois des coniféres est différent de celui des angiospermes. Chez les coniféres, le
bois est composé des trachéides (a 90 %) et non de vrais vaisseaux ou de fibres comme chez les
angiospermes. De plus, chez les coniféres, la lignine est composée principalement des sous-unités
d’alcool coniférylique (G ou Guaiacyles) alors qu’elle est formée principalement du mélange des
sous-unités d’alcool coniférylique et sinapylique (S/G ou Syringyles / Guaiacyles) chez les
angiospermes (Donaldson, 2001). Aussi, ’hémicellulose des coniféres est composée d’un mélange
d’hétéromannanes (galactoglucomannane et arabinoglucuronoxylane) tandis que I’hémicellulose des

angiospermes est composée des xylanes (glucuronoxylane).

La formation du bois implique cinq processus de différenciation : la division des cellules cambiales,
I’expansion des cellules, le dépot de la paroi secondaire, la lignification de la paroi et la mort
cellulaire programmée (Hertzberg et coll., 2001). Le processus de la formation du bois qui est lié¢ a
I’activité cambiale est influencé par des facteurs reliés a I’environnement et aux stades de

développement. Ces facteurs peuvent laisser des empreintes permanentes dans la structure du bois et



générer différents types de bois. Chez les coniféres, il s’agit des bois initial et final, du bois de

compression et du bois opposé, ou des bois juvénile et mature.

Dans les régions tempérées et boréales, le bois initial et le bois final se forment pendant la saison de
croissance suivant le cycle de développement annuel des arbres. Leur formation est aussi influencée
par la variation des facteurs abiotiques qui peut étre trés marquée entre les saisons (Hertzberg et coll.,
2001). Ainsi, le bois initial se forme au début du printemps quand la température, la photopériode et
la pluviométrie sont favorables a la période active de croissance. La formation du bois final a lieu
vers la fin de la saison de croissance et quand les ressources hydriques s’amenuisent. Pendant cette
période, la division et I’expansion des cellules cambiales diminuent au profit du dépot et de la
lignification de la paroi secondaire (Uggla et coll., 2001). C’est ainsi que le bois final est différent du
bois initial sur le plan anatomique et chimique. Chez les coniféres, le bois final est composé de
trachéides généralement plus longues, a faible diametre, a faible angle d’inclinaison des
microfibrilles (donc plus dense), a paroi cellulaire plus épaisse et a teneur plus élevée en cellulose

(Uggla et coll., 2001; Barnett et Jeronimidis, 2003).

Le bois de réaction et le bois opposé se forment sur des arbres soumis a des forces gravitationnelles et
mécaniques (vent et pente) (Yamashita et coll.,, 2007). Les arbres qui se sont écartés de la position
verticale (perpendiculaire au sol) présentent un tronc incliné. Chez les coniféres, le bois opposé qui se
forme a la face supérieure des tiges inclinées a des caractéristiques chimiques et anatomiques
comparables a celles du bois normal. En réponse aux stimuli gravitationnels, le bois de réaction, qui
est appelé bois de compression chez les coniféres, se forme sur la face inférieure des tiges inclinées et
exerce une pression longitudinale tendant a dresser 1’axe. Le bois de compression posseéde des
caractéristiques chimiques et anatomiques différentes du bois opposé ou normal. Il a des trachéides
plus courtes, & angle d’inclinaison des microfibrilles plus important (par rapport a 1’axe vertical), a
paroi secondaire enrichie en lignine et a faible teneur en cellulose (Yamashita et coll., 2007;

Donaldson et coll., 2004).

La formation du bois juvénile, du bois de transition et du bois mature est reliée a I’age et a la
phénologie de I’arbre. Le bois juvénile se forme pendant la période végétative ou la croissance en
hauteur de I’arbre est forte. La formation du bois de transition débute au moment ou la croissance en
diamétre commence; tandis que la formation du bois mature se met en place avec la fin de la
croissance en hauteur (p.ex. Burdon et coll., 2004; Mansfield et coll., 2009). Les jeunes arbres sont
constitués seulement du bois juvénile alors que les arbres adultes peuvent contenir les trois types de
bois dans la partie inférieure dépourvue de branches vertes (Larson, 1969). Les cernes de croissance

témoignent de I’age du bois : au centre de ’arbre on trouve le bois juvénile (de la moelle) et le bois



mature vers l’extérieur de D’arbre (vers 1’écorce). Ces bois sont reconnaissables par leurs
caractéristiques différentes. Le bois juvénile des coniferes par exemple, a une densité plus faible, des
trachéides plus minces et plus courtes, et une teneur en cellulose plus faible que le bois mature (p.ex.

Larson, 1969; Jozsa et Middleton 1994).

1.2.2 Stratégies d’adaptation

Les arbres ont un mode de vie pérenne. Ils peuvent étre soumis a des agressions diverses et variables
a cause du changement des facteurs abiotiques (paramétres climatiques) ou biotiques (insectes et
agents pathogenes). Face a cette pression et devant 1I’impossibilité de fuir les conditions hostiles, ils
ont développé des stratégies d’adaptation durables qui ne devraient pas étre surmontées par des
variations climatiques, ou par des insectes et des agents pathogénes qui ont un cycle de vie court.
Cependant le cycle de vie court permet une adaptation rapides des agents pathogenes. En outre, ces
derniers peuvent produire rapidement des populations de grande taille par reproduction sexuée et

asexuée.

Les stratégies incluent les mécanismes de défense, la diversité génétique et la plasticité phénotypique.
Les mécanismes de défense peuvent étre préformés ou constitutifs et induits ou déclenchés en
réaction aux blessures causées par des facteurs biotiques. Les conifeéres semblent notamment avoir
investi dans le développement des défenses constitutives. Les mécanismes de défense constitutifs font
référence aux barrieres physiques et chimiques (métabolites secondaires). Par exemple, les cellules
sclérifiées qui contiennent des dépots de lignine et que 1’on retrouve dans le phloéme et 1’écorce des
coniféres interférent physiquement avec 1’alimentation du charangon du pin blanc (Pissodes strobi
(Peck)) sur I’épinette de Sitka (King et coll., 2011). Les canaux résiniféres remplis d’oléorésine et
préformés au niveau des aiguilles, de I’écorce et du bois constituent aussi une barriére constitutive
chimique contre les insectes et les champignons (Robert et coll., 2010; Hall et coll., 2011).
L’oléorésine est composée de terpénes qui sont des métabolites secondaires répulsifs ou toxiques
pour les insectes et les champignons (Zulak et Bohlmann, 2010; Hall et coll., 2011). Les mécanismes
de défense induits peuvent étre aussi physiques et chimiques. Le traitement au jasmonate de méthyle
a augmenté la quantité de résines terpénoides et le nombre des canaux résiniféres dans 1’écorce
d’épinette de Norvege (Picea abies [L.] H. Karst.; Zeneli et coll., 2006). Des résultats similaires ont
été obtenus chez des épinettes de Sitka traitées avec des charangons du pin blanc (Byun-McKay et
coll., 2006). Bien que distincts, ces deux mécanismes sont complémentaires. La défense induite se

met en place quand la défense constitutive échoue.

Une grande diversité génétique caractérise de nombreuses espéces forestiéres et permet a une

population ou a une espéce de mieux s’adapter aux changements des facteurs abiotiques et biotiques



dans I’environnement (St-Clair et Howe, 2011). La diversité génétique qui est nécessaire pour la
survie d’une population ou d’une espece est un parameétre de base des programmes de conservation
de la biodiversité (Ledig, 2012). La diversité génétique au sein de la population est significativement
plus grande chez les arbres forestiers que chez toute autre plante (Hamrick et coll., 1992). Chez les
coniféres, la diversité est plus grande chez les populations a large distribution de 1’hémisphére nord
que chez les populations fragmentées du sud (Alberto et coll., 2013). La grande diversité génétique
des coniféres du nord est en grande partie liée a leur vaste aire de répartition et au systeme
d’accouplement allogame favorisé par I’anémophilie (Hamrick et coll., 1992; Beaulieu et coll., 2001;
Alberto et coll., 2013).

La plasticité phénotypique est la capacité d’un organisme a exprimer des phénotypes différents a
partir d’un génotype, en réponse a un changement des conditions climatiques (Franks et coll., 2014).
A cause de leur mode de vie pérenne, les arbres ont une grande tolérance ou plasticité & différentes
conditions environnementales (Alberto et coll., 2013). La plasticité phénotypique peut se manifester
sous différentes formes. Chez les pins par exemple, en cas de sécheresse et d’accroissement de la
température, la plasticité phénotypique se manifeste par la réduction du feuillage pour limiter la perte
d’eau par évapotranspiration (Delucia et coll., 2000) ou par I’augmentation de la biomasse racinaire
pour maximiser 1’absorption d’eau (Richter et coll.,, 2012). La grande plasticit¢ des coniferes est
démontrée par la réussite des tests de provenances effectués sur plusieurs especes dans différentes
régions du monde (Mullin et coll., 2011). Chacun de ces tests comprenait des populations implantées
dans divers sites expérimentaux (Mullin et coll., 2011). Chaque population correspond aux individus
qui proviennent d’une localité géographique et climatique. La régulation de I’expression des génes et
notamment la réorganisation du transcriptome en réponse aux changements de I’environnement

biophysique sont a la base de la plasticité phénotypique (p.ex. Yeaman et coll., 2014).

Bref, la grande taille et le mode de vie pérenne des arbres sont liés aux phénoménes biologiques, dont
la différentiation tissulaire, la formation du bois et les stratégies d’adaptation aux facteurs abiotiques
et biotiques. Ces phénomeénes biologiques sont en partie gouvernés par plusieurs génes selon des
¢tudes effectuées sur d’autres organismes (Roff et Bradford, 2000; Schiff et coll., 2001; Downs et
coll., 2013; Porth et coll., 2013). Chez les coniféres, des travaux considérant plusieurs génes du
génome ont ét¢ menés afin de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces
phénomenes biologiques. La plupart de ces études se basent sur les geénes exprimés et le
transcriptome et non directement sur des génomes a cause de la grande taille et de la complexité du

génome de coniferes.



1.3 Caractéristiques du génome des coniféres

Les génomes nucléaires de trois espéces de coniféres soit 1’épinette blanche (Birol et coll., 2013) et
I’épinette de Norveége (Nystedt et coll., 2013) et le pin a encens (Pinus taeda L.; Zimin et coll., 2014),

ne sont séquencés que depuis 2013. Ces génomes sont énormes et complexes.

Les génomes dont la taille est d’environ 20 Gbp sont énormes comparés a ceux des autres plantes
revues dans Michael et Jackson (2013). Ils sont 160 fois plus grands que le génome d’A4. thaliana (GI,
2000), 43 fois plus grands que le génome du riz (Oryza sativa L.; Yu et coll., 2002) et environ 30 fois
plus grands que les génomes du peuplier (Populus trichocarpa [Torr. & Gray]; Tuskan et coll., 2006)
et de ’eucalyptus (Eucalyptus grandis Hill & Maiden; Myburg et coll., 2014) et 6 fois plus grands
que celui de ’humain (IHGSC 2004). Les geénes des coniferes ont des introns plus longs; les génes de
I’épinette blanche ont quatre fois plus de séquences introniques qu’A. thaliana et 2 fois plus que le
peuplier et le mais (Sena et coll., 2014). Neale et coll. (2014) rapportent que la longueur moyenne des
introns du pin a encens, qui a été évaluée a 2,7 kpb, correspond a plus du double de celle de la vigne
et a plus du septuple de celle du peuplier. Les introns ne contribuent pas de facon significative a
expliquer la grande taille des génomes de coniféres, car les genes dans lesquels ils se trouvent ne
représentent qu’une trés faible portion du génome. Les séquences similaires a des séquences codantes
représentent 3 % du génome (Morgante et De Paoli, 2011). Cette proportion tombera a moins de 1 %
si ’on enléve les pseudogenes et les séquences codantes a 1’intérieur des rétroéléments (séquences

qui servent uniquement a la transposition) selon Warren et coll. (inédit).

Les génomes des coniféres sont complexes, car ils sont riches en pseudogénes (Warren et coll.,
inédit). Leur grande taille s’explique par I’abondance des séquences répétées. Ces derniéres sont en
grande partie représentées par les ¢léments transposables a LTR des superfamilles des Ty3/Gypsy et
des Ty1/Copia, qui formeraient plus de 80 % du génome chez le pin a encens et plus de 60 % chez
I’épinette de Norvege (Nystedt et coll., 2013). La contribution des autres séquences est relativement
faible avec moins de 3 % du génome pour les éléments transposables sans LTR (LINE et SINE) chez
les pins (pin sylvestre ou Pinus sylvestris L. Wegrzyn et coll., 2013; pin a encens; Nystedt et coll.,
2013) et chez les épinettes (épinette blanche, épinette de Norvege; Nystedt et coll., 2013). La
méme portion a été rapportée pour les séquences répétées en tandem (satellites, minisatellites et

microsatellites) chez le pin a encens.

La fonction des geénes est moins bien connue chez les conifeéres que chez la plupart des plantes
modeles. Des études ont montré que prés de la moitié des séquences codantes identifiées dans les

aiguilles de méleéze de Dahurie (Larix gmelinii Rupr.; Men et coll., 2013) et dans différents tissus et



organes d’épinette blanche (Rigault et coll., 2011) n’ont pas d’annotation fonctionnelle. Par la
coexpression des geénes, le profilage transcriptionnel de plusieurs genes et a 1’échelle du génome peut

renseigner sur la fonction des génes (Allocco et coll., 2004; Prasad et coll., 2013).

1.4 Méthodes de profilage transcriptionnel

Le profilage transcriptionnel des genes a 1’échelle du génome peut étre effectué avec des méthodes de
séquencage ou la méthode d’hybridation, notamment grace au développement des puces a ADN

(aussi appelées biopuces).

Les méthodes de séquencage les plus connues sont I’analyse en série de I’expression des geénes
(SAGE ou serial analysis of gene expression) et le séquencage a ARN (RNA-seq). La SAGE
consiste a isoler les ARNm, a rétrotranscrire les ARNm en ADN complémentaires (ADNc), a
identifier de courtes séquences spécifiques pour chaque ADNc (10 — 14 pb) appelées étiquettes, a
concaténer les étiquettes en une longue molécule unique, a cloner et a séquencer la molécule. Le
RNA-seq porte sur I’analyse de courts fragments d’ADNc (30 a 250 pb) appelés lectures, en utilisant
une technologie de séquencage a haut débit. Les lectures sont positionnées sur un génome de
référence ou assemblées (assemblage de novo) pour reconstituer la totalit¢é ou une partie de la
séquence des transcrits. Pour ces deux méthodes, le niveau d’expression d’un gene correspond au

nombre d’occurrences des étiquettes ou de lectures qui lui sont associées.

La méthode d’hybridation utilise une puce a ADN qui est un support solide auquel sont greffées des
sondes. Une sonde est une séquence d’ADNc ou d’oligonucléotides représentant un géne connu et qui
est dans la mesure du possible spécifique a ce gene. Elle a pour role de détecter le niveau
d’expression de ce géne dans un échantillon. La méthode d’hybridation comporte différentes étapes :
les ARNm sont convertis en ADNc (simple brin); les ADNc sont marqués a ’aide de colorant(s)
fluorescent(s) et hybridés sur la puce qui est ensuite scannée et I’image produite est analysée pour
quantifier les signaux fluorescents d’hybridation. Le niveau d’expression d’un géne est proportionnel
a ’intensité des signaux d’hybridation de la sonde correspondante. La qualité d’une puce peut étre
jugée selon la taille des sondes et le nombre de geénes qu’elle contient. Les puces qui renferment un
grand nombre de génes ont une plus grande couverture du génome. Aussi, les sondes d’ADNc plus
longues (> 500 nucléotides) sont moins sensibles a 1I’hybridation croisée (Chou et coll., 2004), alors
que les sondes oligonucléotidiques de courtes séquences (moins de 25 nucléotides) sont trés sensibles

aux polymorphismes (Pullat et coll., 2007).

Ces méthodes ont chacune leurs avantages et leurs inconvénients. La méthode de séquencage la plus

utilisée de nos jours est le RNA-seq, car elle permet un séquengage direct sans passer par la lourde



étape du clonage bactérien comme c’est le cas pour la SAGE. Des études comparatives des méthodes
d’hybridation et de RNA-seq ont mis en évidence une concordance des résultats issus de ces
méthodes (Zhao et coll., 2014; Wang et coll., 2014). Comparé a la méthode d’hybridation, le RNA-
seq présente des avantages reliés a sa capacité de détection. Le RNA-seq permet de détecter de
nouveaux transcrits, car il n’utilise aucun a priori technique comme c’est le cas des sondes greffées
sur la biopuce. Il offre aussi une plus grande sensibilité¢ de détection pour une meilleure évaluation de
niveau des transcrits (Zhao et coll., 2014; Wang et coll., 2014). Cette technique qui s’est développée
avec les technologies de séquencage est plus récente que la technique d’hybridation. Elle est assez
dispendieuse pour plusieurs échantillons et relativement nouvelle pour les chercheurs (Zhao et coll.,
2014). Jusqu’a présent, le RNA-seq reste moins utilis¢é que la méthode d’hybridation chez les
coniféres. On peut cependant noter une tendance d’utilisation accrue du RNA-seq depuis quelques

années.

1.5 Profilage transcriptionnel chez les coniféres

Les travaux sur le profilage transcriptionnel des coniféres dont nous discutons dans ce chapitre sont
en grande partie répertoriés dans les tableaux 1.1 et 1.2. Dans ces études, les auteurs ont utilisé la
méthode de RNA-seq et la méthode d’hybridation par puce a ADN pour évaluer ’expression de
genes. Ils se sont penchés sur I’étude de la dynamique du transcriptome portant sur les phénomeénes
biologiques tels que la formation du bois et les stratégies d’adaptation aux perturbations biotiques et
abiotiques. Des études comparatives ont été menées afin d’identifier des génes qui ont un niveau
d’expression différentiel a travers les traitements considérés ou préférentiels a un traitement donné.
Le nombre ou la proportion de génes différentiels par rapport au nombre total des génes analysés ont
servi & mesurer ’ampleur de la dynamique du transcriptome (nombre ou proportion ¢élevé des génes
différentiels = grand changement du transcriptome). L’annotation fonctionnelle des génes
différentiels a été effectuée dans le but d’identifier des génes candidats impliqués dans un processus

biologique donné.
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Tableau 1.1 Etudes de profilage transcriptionnel sur la formation du bois chez les coniféres

(a) Formation du bois liée aux stades de développement

Especes Méthodes | Comparaisons Nbre de génes Critéres NPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%)
Pinus taeda Puce a Bois sur cinq dates pendant une saison de croissance 667 (19) p <0,0001 3512 Paiva et coll.
ADNc (2008)
Cryptomeria Puce a Bois initial (formation du bois initial) vs bois final 10 380 (57) p <0,05; pa 18 082 Mishima et
Jjaponica oligo (vers I’entrée en dormance) <0.2; |ratio coll. (2014)
(log2)| = 1
Cunninghamia | Seq a ARN | Cambium pendant la période d’activation vs période de 4415 (7,3) pa <0,001, 59 669 Qiu et coll.
lanceolata dormance lratio (logy)| (2014)
>2
- - Cambium pendant la période d’activation vs période de 883 (1,5) - - -
réactivation
- - Cambium pendant la période de réactivation vs période 4018 (6,7) - - -
de dormance
P. radiata Puce a Bois juvénile (5ans) : bois initial vs bois final 687 (21) p=<0,05 3320 Li et coll.
ADNc (2010)
B - Bois de transition (9ans) : bois initial vs bois final 995 (30) } B :
- - Bois mature (30 ans) : bois initial vs bois final 381 (2,6) - - -
P. taeda Puce a Bois a faible densité : bois initial vs bois final 87 (4) p<0,01 2171 Yang et
ADNc Loopstra
(2005)
- - Bois a forte densité : bois initial vs bois final 110 (5) - - -
- - Bois initial : bois a faible densité vs bois a forte densité 51(2,3) - - -
- - Bois final : bois a faible densité vs bois a forte densité 131 (6) - - -
P. radiata Puce a Bois initial : bois a forte rigidité vs bois a faible rigidité 112 (3,4) p <0,05 3320 Li et coll.
ADNc (2011)
- - Bois final : bois a forte densité vs bois a faible rigidité 295 (8,9) - - -




Tableau 1.1 (suite) Etudes de profilage transcriptionnel sur la formation du bois chez les coniféres

(b) Formation du bois liée aux stress environnementaux

Espéces Méthodes | Comparaisons Nbre de génes Critéres NPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%)
Pinus pinaster Puces a Bois de compression vs bois normal 496 (7,2) pa<0,001; 6841 Villalobos et
ADNc Iratio (logy)| coll. (2012)
>1,5
P. radiata Puce a Bois de compression vs bois opposé 970 (29) pa<0,05; 3320 Li et coll.
ADNc Iratio (logy)| (2013)
>0,6
Chamaecyparis Seq a ARN | Bois de compression vs bois normal 2875 (7,1) pa<0.05 40 602 t Sato et coll.
obtusa (2014)

Colonne des méthodes : Puce a8 ADNc ou Puce a oligo, méthode d’hybridation avec des puces a ADNc ou des puces a oligonucléotides; Seq a ARN, méthode de
séquengage & ARN; Colonne du NP de génes différentiels (%) : N, nombre; valeur entre parenthéses, la proportion (%) de génes différentiels par rapport au
nombre total de génes testés; Colonne des Critéres statistiques : p, valeur de probabilité p; pa, valeur de probabilité p corrigée; Colonne du NP de génes

testés : N*® nombre; t, transcrit unique.
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Tableau 1.2 Etudes de profilage transcriptionnel sur les stratégies d’adaptation chez les coniféres

(a) Plasticités phénotypiques liées aux facteurs abiotiques

Espéces Méthodes | Comparaisons NPre de génes Critéres NbPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%0)
Picea sitchensis Puce a Aiguilles au début (période de transition) vs a la fin de 2224 (10,2) pa <0,05; 21 840 Holliday et
ADNc I’automne (dormance) [ratio (logy)| coll. (2008)
>2
Pinus contorta Seqa ARN | Aiguilles des arbres soumis a sept conditions qui varient 11 658 (48,8) pa<0.01 23 889 Yeaman et
selon des facteurs environnementaux et des stades de coll. (2014)
développement
Picea glauca x - - 6413 (27,3) - 23519 -
P. engelmannii
Pinus sylvestris Puce a Hypocotyles soumis a la lumiere rouge clair vs rouge 644 (5,1) pa<0,05; 12 523 Ranade et
ADNc de sombre [ratio (logy)| coll. (2013)
Pinus taeda >0,95
Picea abies Seq a ARN | Cals embryonnaires soumis au froid (18 °C) vs chaud 1608 (1,1) [ratio (logy)| 143 723 t Yakovlev et

(30 °C)

>1

coll. (2014)
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Tableau 1.2 (suite) Etudes de profilage transcriptionnel sur les stratégies d’adaptation chez les coniféres

(b) Mécanismes de défense liés aux facteurs biotiques

Espéces Méthodes | Comparaisons NPre de génes Criteres NPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%)
Picea glauca x Puce a Ecorces des arbres non résistants vs résistants au 191 (1) pa <0.05; 17 825 Verne et
P. engelmannii’ ADNc charangon du pin blanc (Pissodes strobi) [ratio (logy)| coll. (2011)
>0,6
P. sitchensis’ Puce a Jeunes pousses terminales pourvues vs dépourvues de 610 (0,4) pa<0.01; 16 700 Friedmann
ADNc I’écorce [ratio (logy)| et coll.
>1 (2007)
P. glauca’ Puce a oligo | Aiguilles des arbres non résistants vs résistants a la 486 (2,1) pa<0.05 23 853 Mageroy et

tordeuse des bourgeons de 1’épinette

coll. (2015)

Pinus monticola’ Seq a ARN | Aiguilles des arbres résistants et non traités (contréles) vs 789 (3,4) pa<0,05; 23 000 Liu et coll.
traités au champignon responsable de la rouille [ratio (logy)| (2013)
vésiculeuse (Cronartium ribicola); >0,6

- - Aiguilles des arbres non résistants et non traités 562 (2,4) - - -
(controles) vs traités a C. ribicola

Larix gmelinii® Seqa ARN | Aiguilles des arbres non traités vs traités avec de I’acide 2383 (4,7) pa<0,001; 51157t Men et coll.
jasmonique [ratio (logy)| (2013)

>1
- - Aiguilles des arbres non traités vs traités avec du 2767 (5,4) - - -

jasmonate de méthyle
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Tableau 1.2 (suite) Etudes de profilage transcriptionnel sur les stratégies d’adaptation chez les coniféres

(b) (suite) Mécanismes de défense liés aux facteurs biotiques

Espéces Méthodes Comparaisons NPre de génes Critéres NPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%)
Pinus sylvestris® Puce a ADNc | Racines des arbres non traités vs traités avec un champignon 10 (0,5) pa<0,01; 2109 Adomas et
de Pinus taeda | saprophytique (Trichoderma aureoviride). Mesure aprés 15 [ratio (logy)| coll. (2008)
jours d’inoculation >0,3
- Racines des arbres non traités vs traités avec un champignon 16 (0,8) - - -
symbiotique (Laccaria bicolor). Mesure aprés 15 jours
d’inoculation
- Racines des arbres non traités vs traités avec un champignon 294 (13,9) - - -
pathogéne (Heterobasidion annosum). Mesure apres 15
jours d’inoculation
Picea sitchensis’ Puce 4 ADNc | Ecorces des arbres non traités (controles) vs traités au 2382 (24,5) pa<0,05; 9720 s Ralph et
charangon du pin blanc [ratio (logy)| (5500 geénes) | coll. (2006)
>0,6
- - Ecorces des arbres non traités (controles) vs traités. Le 3089 (31,8) - - -
traitement consiste a une blessure mécanique
- - Jeunes pousses terminales des arbres non traités (controles) 358 (3,7) - - -
vs traités pendant 3 heures a la tordeuse de I’épinette
(Choristoneura occidentalis)
- - Jeunes pousses terminales des arbres non traités (controles) 3490 (35,9) - - -

vs traités pendant 52 heures avec C. occidentalis
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Tableau 1.2 (suite) Etudes de profilage transcriptionnel sur les stratégies d’adaptation chez les coniféres

(b) (suite) Mécanismes de défense liés aux facteurs biotiques

Especes Méthodes | Comparaisons NPre de génes Critéres NPre de génes | Références
différentiels statistiques testés
(%)
Pinus radiata’ | Puce a oligo | Xyléme mucilagineux des arbres non traités (contrdles) vs 23084 (13) pa<0,01; 175 614 s Dubouzet et
de pins traités avec I’éthéphon. Mesure aprés 8 semaines de [ratio (logy)| coll. (2014)
traitement >1
- - Xyléme fibreux des arbres non traités (controles) vs traités 12 718 (7,2) - - -
avec 1’éthéphon. Mesure aprés 8 semaines de traitement
- - Ecorces des arbres non traités (contrles) vs traités avec 1761 (1) - - -
I’éthéphon. Mesure aprés 8 semaines de traitement

Colonne des espéces : ! mécanisme de défense constitutive; > mécanismes de défense induite; Colonne des méthodes : Puce 38 ADNc ou Puce a oligo, méthode
d’hybridation avec des puces a8 ADNc ou des puces a oligonucléotides; Seq a ARN, méthode de séquencage a ARN; Colonne des comparaisons : acide
jasmonique, jasmonate de méthyle et éthéphon sont des phytohormones impliquées dans la croissance et dans la signalisation de réponses de défense des plantes
(Schnurr et coll., 1996; Guo et Ecker, 2004; Wasternack, 2007); Colonne des N de génes différentiels (%) : N, nombre; valeur entre parenthéses, la
proportion (%) de génes différentiels par rapport au nombre total de génes testés; Colonne des Critéres statistiques : p, valeur de probabilité p; pa, valeur de
probabilité p corrigée; Colonne du N"¢ de génes testés : N, nombre; t, transcrit unique, s, sondes qui peuvent étre des génes ou d’autres types de séquences

(p.ex. sondes contréles, transcrits).
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1.5.1 Formation du bois

Les caractéristiques du bois sont relativement stables car une fois mises en place, elles
forment une sorte d’archive de la vie de I’arbre. Ainsi, on peut voir le bois initial et le
bois final qui sont les résultats des changements développementaux physiologiques
qui ont lieu au cours d’une saison de croissance. Ces changements physiologiques sont
observés surtout en régions tempérées et boréales. Ils sont influencés par les
changements des facteurs abiotiques (disponibilité hydrique, température et
photopériode) dans I’environnement. Il a été également possible de voir chez les
coniféres la formation du bois de réaction, appelé bois de compression, résultant de

contraintes mécaniques.

Des études transcriptomiques qui comparent le bois initial au bois final, et le bois de
compression au bois opposé€ (ou normal) ont été menées sur du pin a encens (Yang et
Loopstra, 2005; Paiva et coll., 2008), du pin de Monterey (Pinus radiata [D. Don.]; Li
et coll., 2010; 2011; 2013), du pin maritime (Villalobos et coll., 2012), du sapin de
Chine (Qiu et coll.,, 2013), du cédre du Japon (Cryptomeria japonica D. Don.;
Mishima et coll., 2014) et du cyprés du Japon (Chamaecyparis obtusa (Siebold &
Zucc.); Sato et coll., 2014). Les génes différentiels identifiés dans ces études montrent
la dynamique du transcriptome lors de la formation du bois (tableaux 1.1).

1.5.1.1 Dynamique du transcriptome a différents stades de développement : cas du bois
initial, bois initial et final, bois juvénile, bois de transition et bois mature.

Parmi les travaux ou ’on a étudié le bois initial et le bois final, on observe une
variation de la proportion des genes différentiels entre ces deux stades de
développement allant de 1,5% & 57 % du nombre total de geénes analysés
(Tableau 1.1a). Cette variation est attribuable aux variations techniques, dont le critére
de signification, le nombre et la spécificité des génes testés. La plus grande proportion
a été enregistrée par Mishima et coll. (2014) qui ont considéré des seuils de
signification plus permissifs (p-value corrigée 0,2; log ratio de 1) sur 18 082 genes. La
plus faible proportion a été obtenue par Qiu et coll. (2013) qui ont considéré un plus
grand nombre de geénes et des seuils de signification plus contraignants (valeur p
corrigée 0,001 et log ratio de 2) que Mishima et coll. (2014). Dans la plupart des cas,
la proportion est & moins de 10 %, mais elle peut s’élever a 30 % dans le cas des
études ou ’on a testé des genes identifiés a partir d’une banque d’ADNc de bois (Li et

coll., 2010).
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L’examen de chacune des études permet de constater une relation entre I’ampleur de la

dynamique du transcriptome et des variations biologiques associées au stade de

développement. Ainsi, plus il y a un nombre élevé de génes différentiels entre deux

conditions (ou de génes préférentiels a une condition), plus grand est le changement

transcriptomique associé a ces conditions. Par exemple :
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La formation du bois final entraine un plus grand changement du
transcriptome que la formation du bois initial. Une comparaison des bois a
faible et a forte densité¢ a identifié 2,5 fois plus de génes a expression
différentielle dans le bois final que dans le bois initial du pin & encens (Yang
et Loopstra, 2005). Un résultat similaire a été rapporté par Li et coll. (2011)
qui ont comparé le transcriptome des bois a faible versus bois a forte rigidité
dans le bois final et dans le bois initial du pin de Monterey. Le bois final est
un stade de développement qui est conditionné par des facteurs abiotiques
moins favorables, a savoir la diminution de la température, de la photopériode
et de la disponibilité hydrique.

Des phases de transitions vers le début ou la fin de la dormance dans le cycle
de vie annuel des arbres entrainent aussi un plus grand changement
transcriptomique dans le bois. Mishima et coll. (2014) ont trouvé 1,6 plus de
geénes préférentiels dans le bois au début de la dormance que pendant la
formation du bois du cedre du Japon. Apres avoir étudié I’activité du cambium
du sapin de Chine, Qiu et coll. (2013) ont trouvé un plus grand nombre de
genes différentiels vers le début (comparaison des cambiums en phase
d’activation versus phase de dormance) et la fin (comparaison des cambiums
en phase de dormance versus phase de réactivation) de la dormance. La
période de transition entre la réactivation et 1’activation est celle ou 1’on
retrouve le plus faible nombre de geénes a expression différentielle
(comparaison des cambiums en phase de réactivation versus phase
d’activation).

L’ampleur des changements du transcriptome dans le bois peut varier aussi
selon I’age de ’arbre. Ainsi, Li et coll. (2010), qui ont comparé le bois initial
versus le bois final, ont identifié un plus grand nombre de genes différentiels
dans le bois de transition des arbres dgés de 9 ans (30 %) que dans les bois
juvéniles (21 %; arbres agés de 5 ans) ou matures (2,6 %; arbres agés de

30 ans).



1.5.1.2 Dynamique du transcriptome en réponse aux stress environnementaux : cas du
bois de compression

Les proportions de génes différentiels identifiés dans des études ot I’on a comparé le
bois de compression versus le bois opposé¢ ou bois normal sont présentées dans le
tableau 1.1b. Toutefois, ces valeurs ne sont pas comparables entre elles a cause des
variations techniques (critéres de signification, nombre et nature des genes testés)
entre les études. La proportion des genes différentiels a été évaluée a 7 % selon
Villalobos et coll. (2012) qui ont analysé environ 6900 genes. Une valeur semblable a
été trouvée par Sato et coll. (2014) qui ont travaillé sur tous les génes a I’échelle du
génome (méthode de séquengage a ARN) avec un critére statistique moins
contraignant que celui rétenu par Villalobos et coll. (2012). La proportion s’¢leve a
30 % d’apreés Li et coll. (2013) qui ont utilisé des puces avec des sondes (genes) plus
spécifiques au bois. Ces sondes ont en effet été développées a partir d’une banque

d’ADNc du bois de pin de Monterey.

1.5.1.3 Fonctions des génes surexprimés dans la formation du bois

Les analyses d’annotation fonctionnelle ont permis d’identifier la fonction et les
processus biologiques auxquels sont associés les geénes surexprimés pendant la

formation du bois;

e Les génes impliqués dans la division cellulaire (p.ex. cyclin, profiling-1 et
cyclin-like F-box), 1’expansion cellulaire (p.ex. glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase, expansins, et xyloglucan endotransglycolase) et la transduction des
messages cellulaires sont surexprimés pendant la formation du bois initial (Li et
coll., 2010; Paiva et coll., 2008), pendant les périodes de réactivation et
d’activation du cambium (Qiu et coll., 2013) et dans le bois de compression
(Villalobos et coll. 2012; Li et coll., 2013). Des génes responsables de la
synthése de la paroi primaire (p.ex. pectinesterase, cellulase et pectate lyase)
peuvent étre préférentiels aussi bien dans le bois initial (Li et coll., 2010) que
dans le bois a faible rigidité (Li et coll., 2011).

e Les génes impliqués dans la formation de la paroi secondaire des trachéides sont
surexprimés dans le bois final (Yang et Loopstra, 2005; Li et coll., 2010), dans
le bois a forte rigidit¢ (Li et coll.,, 2011) et dans le bois de compression
(Villalobos et coll. 2012; Li et coll., 2013). Parmi ces genes, on peut citer des
genes responsables de la synthése de la lignine (p.ex. 4CL, C3H, CAD, LAC et
CCoAOMT), de la cellulose (p.ex. CesA, SUS et callose synthase-like), de
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I’hémicellulose (p.ex. protéines arabino-galactanes). Des genes responsables de
la formation de la paroi secondaire sont aussi surexprimés vers le début de la
période de formation du bois d’aprés Mishima et coll. (2014) qui ont évalué¢
I’expression des génes dans le bois a quatre dates différentes d’une saison de
croissance.

e Différents génes impliqués dans la réponse au stress (p.ex. dehydrin, LEA et
desiccation-related protein) sont surexprimés lors de I’entrée en dormance
(Mishima et coll., 2014) et pendant la formation du bois final (Yang et
Loopstra, 2005; Li et coll., 2010).

e Des genes qui se rapportent a la formation du cytosquelette (p.ex. actin related-
protein, microtubule-associated protein et firbin profiling) sont surexprimés
pendant la formation du bois (Mishima et coll. 2014). Ils sont aussi préférentiels
au bois initial (Li et coll. 2010), au bois final (Yang et Loopstra, 2005; Paiva et
coll., 2008), au bois a forte rigidité (Li et coll., 2011) et au bois de compression
(Villalobos et coll. 2012; Li et coll., 2013).

e Des facteurs de transcription qui sont reliés a la formation de la paroi secondaire
(p.ex. zinc finger, R2ZR3-MYB, autres MYBs, NAC, AP2/EREBP, Lim domain,
WRKY, bZIP) ont une expression différentielle entre le bois initial et le bois
final (Paiva et coll., 2008; Li et coll., 2010; Qiu et coll., 2013, Mishima et coll.,
2014). D’autres études ont également montré 1I’importance de certains MYBs
dans la formation de la paroi secondaire chez les coniféres. Ainsi, en se basant
sur I’analyse des séquences de I’épinette blanche et du pin a encens, Bedon et
coll. (2007) ont fait I’inventaire des MYBs dont certains, y compris MYB1 et
MYBS, sont potentiellement impliqués dans la synthése de la lignine et de la
formation du bois. Bomal et coll. (2008) ont montré 1’effet de la surexpression
de MYBI1 et de MYBS8 qui augmente I’expression des geénes responsables de la
formation de paroi secondaire. Des interactions entre ces deux MYBs et le
promoteur de certains genes de la paroi secondaire ont été validées grace & un

test fonctionnel (Duval et coll., 2014).

1.5.2 Stratégies d’adaptation

Les stratégies d’adaptation face aux perturbations abiotiques et biotiques ont aussi été
I’objet de différentes analyses par profilage transcriptionnel chez les coniféres tels que

I’épinette de Sitka (Ralph et coll., 2006; Holliday et coll., 2008), I’épinette de Norvege
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(Yakovlev et coll,, 2014), I’épinette de I’intérieur (I’hybride Picea glauca x P.
engelmanii; Verne et coll.,, 2011; Yeaman et coll., 2014), le pin tordu (Yeaman et
coll.,, 2014), le pin argenté (Liu et coll., 2013), le pin sylvestre (Adomas et coll.,
2008), le pin de Monterey (Dubouzet et coll., 2014) et le méléze de Dahurie (Men et
coll., 2013). Ces auteurs ont comparé¢ des tissus et des organes d’arbres soumis a des
facteurs climatiques, d’arbres non résistants versus résistants et d’arbres non traités
versus traités aux divers facteurs biotiques. Les tissus et les organes analysés
correspondent a ceux qui sont directement affectés par le stress causé par le facteur
étudié. Il s’agit des aiguilles, des jeunes pousses terminales, des tissus embryonnaires,
des écorces, des racines et des xylémes. Des génes différentiels identifiés dans ces
travaux montrent la dynamique du transcriptome reliée aux mécanismes de défense et

a la plasticité phénotypique des coniféres (tableaux 1.2).

1.5.2.1 Dynamique du transcriptome en réponse aux facteurs biotiques et abiotiques

Les résultats des études sur la plasticité phénotypique des conifeéres aux facteurs
abiotiques, dont la température, la photopériode, la disponibilit¢ hydrique et la
lumieére, sont présentés dans le tableau 1.2a. La proportion des génes dont I’expression
change en réponse a 1'un ou plusieurs de ces facteurs varie entre 1 et 49 % selon
I’¢tude. Cette variation s’explique par la fluctuation des parameétres techniques, a
savoir le nombre de génes et de conditions analysés. La proportion maximale a été
rapportée par Yeamen et coll. (2014) qui ont analysé I’expression de 23 889 génes
dans les aiguilles des pins tordus soumis a sept conditions différentes. Ces mémes
auteurs ont trouvé une proportion plus faible de génes différentiels (27,3 %) chez
I’épinette de I’intérieur a cause d’un nombre plus faible de répétitions de certaines
conditions testées pour cette espéce. La plus faible proportion a été obtenue par
Yakovlev et coll. (2014) qui ont travaillé sur des hypocotyles soumis seulement a deux
conditions de lumicre différentes, mais qui ont analysé un plus grand nombre de génes

que Yeaman et coll. (2014).

Les résultats obtenus par différentes études sur les mécanismes de défense face aux
facteurs biotiques chez les coniféres sont présentés dans le tableau 1.2b. Seulement
trois de ces études ont analysé le mécanisme de défense constitutif. Les auteurs y ont
rapporté une faible proportion (0,4 — 1 %) de genes différentiels entre de jeunes
pousses terminales pourvues d’écorce versus celles qui en étaient dépourvues chez
I’épinette de Sitka (Friedmann et coll., 2007), entre les individus résistants versus ceux

qui €taient non résistants au charancon du pin blanc chez 1’épinette de I’intérieur
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(Verne et coll. 2011) ou a la tordeuse des bourgeons de 1’épinette (Choristoneura
fumiferana [Clemens]) chez 1’épinette blanche (Mageroy et coll., 2015). Les autres
études ont porté sur le mécanisme de défense induit et ont rapporté une proportion de
genes différentiels variant de 0,5 a 36 % des genes testés. La variation de la proportion
des génes différentiels entre ces études peut étre associée aux variations techniques
(seuil de significativité et spécificité des génes analysés) et biologiques (nature du
traitement). La proportion maximale a été¢ rapportée par Ralph et coll. (2006). Ces
derniers ont utilisé des critéres de significativité moins restrictifs que les autres
(Adomas et coll., 2008; Men et coll. 2013). IIs ont aussi analysé des génes spécifiques
a la défense induite en utilisant des puces renfermant des sondes (geénes) développées
a partir d’une banque d’ADNc d’arbres soumis a des blessures d’origine mécanique et
entomologique (Ralph et coll., 2008). Liu et coll. (2013), qui ont considéré les mémes
criteres de significativité que Ralph et coll. (2006), ont rapporté des proportions plus
faibles (1,2 a 4,3 %) sur un plus grand nombre de genes testés (soit 2,4 fois plus élevé
que dans Ralph et coll., 2006). Les plus faibles proportions (0,5 et 0,8 %) peuvent étre
attribuées a une variation biologique (la nature du traitement). Elles ont été obtenues a
partir d’une comparaison de I’expression des génes dans les racines d’arbres traités
avec des champignons non pathogeénes (saprophyte et symbiotique) aprés 15 jours

d’inoculation (Adomas et coll. 2008).

L’examen de chacune des études a permis de constater I’existence d’un lien entre la
dynamique du transcriptome et les variations biologiques reliées aux stratégies de

réponse aux perturbations abiotiques et biotiques des coniféres;

e Le stress causé par des facteurs abiotiques et biotiques augmente I’ampleur de
la dynamique du transcriptome chez les conifeéres. Le nombre de génes
préférentiellement exprimés a la fin de [’automne est 1,3 fois plus élevé que le
nombre de génes fortement exprimés au début de I’automne dans les aiguilles
de I’épinette de Sitka (Holliday et coll., 2008). On sait que les conditions
climatiques sont plus contraignantes et causent un plus grand stress aux arbres
a la fin qu’au début de I’automne. Adomas et coll. (2008) ont aussi obtenu un
nombre de geénes différentiels de 18 a 29 fois plus élevé chez les arbres soumis
au champignon pathogéne que chez les arbres soumis aux champignons non
pathogénes (saprophyte et symbiotique) aprés 15 jours d’inoculation. Des

études sur les aiguilles du méléze de Dahurie ont également mis en évidence
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la surexpression de 63 a 75 % des geénes différentiels (contrdles versus non
traités) dans les arbres traités avec du jasmonate de méthyle et de 1’acide
jasmonique (Men et coll., 2013). Chez les coniféres, la réaction de défense
induite par 1’application exogeéne de jasmonate de méthyle est similaire a la
réaction de défense induite par des blessures causées par des insectes (Moreira
et coll., 2009).

L’arbre a une réponse transcriptomique différente selon le type d’interaction
avec les champignons auquel il est inoculé (Adomas et coll., 2008). La
réponse transcriptomique se traduit par une plus grande proportion de génes
différentiels (contrdles versus inoculés) pour le champignon pathogéne
(13,9 %) que pour les champignons non pathogenes (0,5 — 0,8 %). En cas de
stress, la réponse transcriptomique est différente selon les tissus d’un arbre.
Dubouzet et coll. (2014) ont comparé des arbres traités et non traités avec
I’éthéphon (une substance qui réduit la croissance en hauteur et en diamétre
des coniféres d’aprés Schnurr et coll., 1996). Ils ont constaté que la
dynamique du transcriptome est plus importante dans le xyléme mucilagineux
proche du cambium (13,1 %) que dans le xyléme fibreux (7,24 %) et que dans
I’écorce (1 %).

La dynamique du transcriptome devient plus importante avec la durée
d’exposition au stress. La proportion de génes différentiels passe de 1,6 %
aprés une journée a 6,2 % apres cinq jours et a 14 % apres 15 jours
d’inoculation du champignon pathogéne (Adomas et coll., 2008). Dubouzet et
coll. (2014), ont également découvert que la proportion de génes différentiels
augmentait avec le temps de traitement a [’éthéphon dans le xyléme
mucilagineux (de 0,4 % aprés une semaine a 13 % apres huit semaines de
traitement), dans le xyléme fibreux (de 0,8 % aprés une semaine a 7 % apreés
huit semaines de traitement) et dans I’écorce (de 0,07 % aprés une semaine a
1 % apres huit semaines de traitement).

Pour les arbres soumis au stress biotique, les arbres résistants ont une réaction
transcriptomique plus importante que les arbres non résistants. Lui et coll.
(2013) ont comparé le transcriptome des aiguilles d’arbres induits versus non
induits au champignon responsable de la rouille vésiculeuse (Cronartium
ribicola A. Dietr). lls ont trouvé que les genes différentiels sont 1,5 fois plus

nombreux chez les arbres résistants que chez les arbres non résistants.
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e L[’étude comparative d’épinettes blanches résistantes versus non résistantes a

la tordeuse des bourgeons de 1’épinette a identifié un géne (Pgfglu-1) dont le
différentiel d’expression était de 770 a 1000 fois supérieur chez les arbres
résistants (Mageroy et coll., 2015). Cette différence est beaucoup plus grande
que tous les autres génes testés, soit pres de 24 000 au total. Le gene identifié
a été soumis a des tests fonctionnels et il a ét¢ montré qu’il était responsable
de la synthése de composés phénoliques présents uniquement chez les arbres

résistants et qui diminue la survie des insectes (Delvas et coll., 2011).

1.5.2.2 Fonctions des génes différentiels liés aux stratégies d’adaptation

Les analyses d’annotation fonctionnelle de génes différentiels ont permis d’identifier

des fonctions de génes différentiels liés aux stratégies d’adaptation selon les

conditions biologiques ou les facteurs environnementaux étudiés;

e Des genes ont une expression préférentielle a certains facteurs qui causent le
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stress. Des génes qui se rapportent a la régulation épigénétique (p.ex. histone
methyltransferase, histone acetyltransferase et bromodomain-containing
proteins) sont surexprimés dans des tissus embryonnaires soumis a une variation
thermique (Yakovlev et coll.,, 2014). Bien que surexprimés dans 1’écorce des
arbres résistants au charangon du pin blanc (Verne et coll., 2011), certains génes
qui codent pour des protéines de chocs thermiques sont aussi induits en réponse
aux variations des facteurs climatiques (Yakovlev et coll., 2014; Yeaman et coll.,
2014). Un gene photorécepteur (cryptochromel) est surexprimé dans des
hypocotyles soumis a des lumiéres rouge clair et rouge sombre (Ranade et coll.,
2013). Des geénes qui codent pour des enzymes LOX, AOS et AOC sont induit en
réponse a une blessure mécanique, a I’attaque d’insectes et a 1’application
exogene de jasmonate de méthyle et d’acide jasmonique (Ralph et coll., 2006;
Men et coll., 2013). LOX, AOS et AOC sont des enzymes impliqués dans la
synthese de 1’acide jasmonique qui est une molécule de signal dans la défense.

Les génes impliqués dans la réponse au stress (p.ex. NBS-LRR, UBA, chitinases
et PB1) et dans le métabolisme secondaire (exemples pour la synthése des
phenylpropanoides: PAL, C3H et F5H; exemples pour le métabolisme des
terpénoides: zeatin O-glucosyltransferase, isopentenyl diphosphate isomerase et
GGPP synthase) sont surexprimés dans les arbres résistants non soumis (Verne et

coll. 2011) et soumis a des stress abiotiques (Holliday et coll., 2008; Ranade et



coll., 2013; Yakovlev et coll., 2014; Yeaman et coll., 2014) et biotiques (Adomas
et coll., 2008; Ralph et coll., 2006; Men et coll., 2013; Liu et coll., 2013). IIs ont
aussi une expression préférentielle dans 1’écorce des arbres (Friedmann et coll.,
2007).

e Certains facteurs de transcription sont préférentiellement exprimés dans les
hypocotyles soumis a la lumiére rouge sombre (Ranade et coll., 2013) et dans les
arbres blessés (Ralph et coll., 2006; Liu et coll., 2013). Ces facteurs de
transcription incluent ARF2, TAA, zinc finger homeodomain, NAC, PLATZ-
domain, dof-zinc finger, tubby-like F-box, WRKY, AP2-domain, bHLH et bZIP.

e Le niveau d’expression des génes impliqués dans le métabolisme primaire (p.ex.
la ferrédoxine et les protéines de la glycolyse, de la synthése du galactinol, du
photosystéme I et II, et de la liaison a la chlorophylle a et b) varie selon la nature
de la relation que les arbres ont avec les facteurs biotiques. Ils sont sous-exprimés
dans les arbres soumis a D’attaque d’insectes (Ralph et coll., 2006) et de
champignon pathogéne (Adomas et coll., 2008), mais ils sont surexprimés dans
les arbres traités avec un champignon symbiotique. L’expression de ces genes
peut étre différente selon le phénotype. Par exemple, des génes du métabolisme
primaire ont présenté un niveau d’expression relativement plus élevé chez les
individus résistants que chez les non résistants, les deux ont été soumis au

charangon responsable de la rouille vésiculeuse (Liu et coll., 2013).

1.5.3 Autres études chez des coniferes

Aucune étude préalable ne s’est penchée sur 1’étude du profil d’expression des génes
sur un grand nombre de tissus. Quelques-unes ont abordé la conservation du profil
d’expression (Pavy et coll., 2008; Yeaman et coll., 2014). Pavy et coll. (2008) ont
étudié I’expression des génes dans les aiguilles, le phloéme et le xyléme secondaire
afin d’identifier des génes candidats impliqués dans la formation du bois. Sur les
10 400 séquences testées, 3,5 % sont préférentielles au xyléme et 0,3 % ont des
séquences et des profils d’expression préférentiels au xyléme conservé entre des
gymnospermes et des angiospermes. Entre les coniféres, la proportion des génes ayant
une séquence et un profil d’expression conservés semble étre plus élevée. Yeaman et
coll. (2014) ont découvert que 74 % des genes orthologues ont un profil d’expression
conservé entre deux coniféres: pin tordu et épinette de 1’intérieur. Cette proportion est

assez ¢levée si I’on se référe au nombre de traitements (sept traitements versus trois
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traitements ou tissus dans Pavy et coll., 2008) sur lesquels se sont basés les profils

d’expression étudiés (Yeaman et coll., 2014).

1.6 Mise en contexte du projet

Cette thése s’inscrit dans le cadre du projet SMarTForests qui exploite la génomique
dans le but de développer des marqueurs génétiques diagnostiques pour des
programmes d’amélioration des coniféres. Les marqueurs serviront a identifier les
arbres et les semis démontrant une meilleure croissance, de meilleures propriétés du
bois et une forte résistance aux insectes. Un marqueur diagnostique est un géne ou une
séquence d’ ADN polymorphe qui est génétiquement lié a un phénotype d’intérét. Pour
étre utiles en amélioration génétique, ces marqueurs doivent avoir une valeur
prédictive du phénotype et de la valeur génétique des arbres. Etant donné la trés
grande taille des génomes des coniféres (p.ex. Nystedt et coll., 2013; Warren et coll.,
inédit) et le faible déséquilibre de liaison dans leurs populations (Namroud et coll.,
2010), plusieurs études réalisées chez les coniféres s’appuient sur une approche par
geénes candidats (p.ex. Dillon et coll., 2010; Beaulieu et coll., 2011; Eckert et coll.,
2012; Prunier et coll., 2013). Cette approche cible les génes pour lesquels il existe des
indications préalables d’une implication potenticlle dans la mise en place du
phénotype. Selon Pflieger et coll. (2001), un bon géne candidat est testé selon au
moins trois approches: étude d’expression, étude de polymorphisme et étude de
fonction. Dans cette thése, nous nous sommes intéressés a étudier 1’expression de
génes a I’échelle du génome (profilage transcriptionnel), ce qui permet entre autres de
développer des connaissances fondamentales nécessaires a 1’identification des geénes
candidats chez les coniféres. Ces connaissances ont été jumelées aux informations
disponibles sur les séquences géniques et contribuent au développement de marqueurs
génétiques et a la découverte des bases moléculaires de plusieurs types de caractéres

(p-ex. Rutledge et coll., 2013; Verta et coll., 2013; Mageroy et coll., 2015).

Les recherches sur les coniféres sont justifiées autant par leur importance économique
que leurs roles écologiques. A cause de leur grande taille et de leur complexité, les
génomes de conifeéres n’ont été disponibles qu’a partir de 2013 (Birol et coll., 2013;
Nystedt et coll., 2013; Neale et coll., 2014). Pour étudier les génes a I’échelle du
génome, les chercheurs ont depuis longtemps opté pour la méthode transcriptomique
(Allona et coll., 1998). Ils ont fixé des objectifs spécifiques dans lesquels ils

répondaient a des questions biologiques en lien avec la formation du bois (p.ex.
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Mishima et coll., 2014; Sato et coll., 2014), avec les mécanismes de défense (Verne et
coll.,, 2011; Men et coll., 2013) et avec 1’adaptation aux conditions climatiques des
coniféres (Ranade et coll.,, 2013; Yeaman et coll., 2014). Dans I’ensemble, leurs
travaux ne permettaient pas d’établir le profil d’expression des génes regroupant les
différents tissus et organes des conif@res, car ils ne considéraient qu’un seul type de
tissus dans la plupart des études, et au plus trois différents types de tissus. La variation
du transcriptome reliée a la différentiation tissulaire n’a donc pas été abordée.
Pourtant, des études chez des angiospermes ont mis en évidence la grande part de la
différentiation tissulaire dans la dynamique du transcriptome par rapport a d’autres
facteurs (Ma et coll., 2005; Downs et coll., 2013). Les études faites chez les coniféres
ont principalement identifié¢ et analysé les genes différentiels entre différents stades de
développement ou conditions biologiques, ce qui a permis de mettre en évidence la
dynamique du transcriptome et d’identifier des génes candidats selon I’expression.
Une autre déficience dans nos connaissances actuelles sur les coniféres est représentée
par les génes invariables; malgré leur role potentiel dans le maintien des mécanismes
cellulaires de base (Eisenberg et Levanon, 2013). Enfin, trés peu d’études ont examiné
I’évolution de la dynamique du transcriptome en comparant différentes espéces; les
seules exceptions sont les travaux décrits par Pavy et coll. (2008) et Yeaman et coll.
(2014). Des études comparant plusieurs tissus ou considérant plusieurs espéces
permettraient de créer une assise sur laquelle appuyer les connaissances déja acquises

et les développements futurs.

1.7 Objectifs

Pour cette thése, nous nous sommes fixés des objectifs a portée fondamentale qui ont
pour objet I’organisation, 1’évolution et la dynamique du transcriptome chez les
coniféres. Par le biais du profilage transcriptionnel sur plusieurs tissus, nous avons
analysé 1I’ensemble des geénes exprimés, autant les génes invariables que les génes
variables du transcriptome. Nous avons aussi étudié la variation spatiale (xyléme
secondaire et phelloderme) du transcriptome pour trois espeéces d’épinette (épinette
blanche, épinette de Sitka, épinette noire) et la variation temporelle pour deux espéces
d’épinette (épinette blanche et épinette de Norvege). Nous avons répondu a des

objectifs généraux et spécifiques dans les chapitres 2 et 3.

Le chapitre2 présente d’abord le développement de la premiére puce a

oligonucléotides pour 1’étude des profils transcriptomiques chez les coniféres, ainsi
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qu’une analyse de la conservation et la diversité du profil d’expression chez les

coniféres. Il comporte trois objectifs.

Objectif 2.1 Montrer 1’utilité¢ de la puce a oligonucléotide pour obtenir des
profils d’expression représentatifs du transcriptome. Nous présentons la
premiére puce a oligonucléotide développée pour les coniféres afin de
permettre des études plus précises. Cette puce contient les séquences de pres
de 24 000 génes distincts de 1’épinette blanche et présente la plus large
couverture du génome des coniferes a ce jour. L’avantage des
oligonucléotides est qu’ils sont fortement spécifiques et qu’ils permettent de
limiter I’hybridation croisée. Toutefois, ’utilisation de sondes suffisamment
longues permet de tolérer quelques polymorphismes et de faire des

comparaisons interspécifiques.

Objectif 2.2 Mettre en évidence et caractériser la conservation des profils
associés aux préférences tissulaires chez les coniféres. Des genes dont
I’expression est différentielle entre le xyléme secondaire et le phelloderme ont
été identifiés et la conservation de leur profil d’expression entre les espéces

d’épinette (épinette blanche, épinette de Sitka, épinette noire) a été étudice.

Objectif 2.3 Dresser un portrait de la variabilité de 1’expression entre les
tissus et les génes afin de dégager les tendances évolutives qui fagonnent leur
expression. Pour cet objectif, nous avons construit une base de données
appelée PiceaGenExpress a partir des données d’expression provenant de
diverses expériences. Pour permettre 1’intégration de ces résultats, les données
quantitatives d’expression ont ¢été transformées en rangs ou en variables

quantitatives discontinues.

Le chapitre 3 avait pour but de dresser un portrait de la dynamique du transcriptome et

de construire des réseaux d’expression. Le chapitre 3 comporte deux objectifs.
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Objectif 3.1 Etudier I’organisation du transcriptome des coniféres par le biais
des analyses des données d’expression du transcrit. Nous visions notamment a
grouper les génes selon différents profils de variations tissulaires (groupes de
coexpression tissulaire) et a déterminer la classification biologique des génes
appartenant a chaque groupe dans le but de montrer les relations

fonctionnelles qui existent a I’intérieur et entre les cohortes d’expression. Cet



objectif comporte aussi un regard évolutif au point de vue morphologique
(acquisition des différents tissus) et phylogénétique (comparant les coniféres

et autres especes végétales).

e Objectif 3.2 Construire des réseaux transcriptionnels de la formation du bois
(xyléme secondaire) d’aprés une analyse de coexpression qui montre les

relations entre les génes.

Dans le cadre de cette theése, des comparaisons de 1’expression génique entre plusieurs
types de tissus ont été réalisées pour 1’objectif 2.3 et 1’objectif 3.1. Ces comparaisons
ont été faites avec des objectifs distincts, et ont suivi soit une approche semi-
quantitative ou quantitative, respectivement. La conclusion générale de la thése
¢tablira une comparaison des deux approches, mettra en lumiére leurs buts respectifs
et raisons d’étre distinctes, ainsi que les retombées de chacune pour le développement
des connaissances et leurs possibilités d’utilisation lors du développement de

marqueurs pour la sélection génétique.
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Chapitre 2.

Transcriptome profiling in conifers and the
PiceaGenExpress database show patterns of
diversification within gene families and
interspecific conservation in vascular gene
expression

[Raherison E, Rigault P, Caron S, Poulin P-L, Boyle B, Verta J-P, Giguére |, Bomal C,
Bohlmann J & MacKay J (2012). Transcriptome profiling in conifers and the PiceaGenExpress
database show patterns of diversification within gene families and interspecific conservation in

vascular gene expression. BMC Genomics, 13:434]
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2.1 Résumé
2.1.1 Contexte

Les coniferes ont de trés grands génomes (13 a 30 Gigabases) qui sont pour la plupart
non-caractérisés bien que de nombreuses banques d’ADNc sont disponibles depuis
peu. Ce rapport présente un apergu général de la variation transcriptomique dans un
conifére d’une part, et la conservation et la diversité de profil d’expression des geénes

selon les tissus végétatifs majeurs d’autre part.

2.1.2 Résultats

Une puce a oligonucléotide a été développée a partir des bases de données d’ADNc de
Picea glauca et de P. sitchensis. Elle représente 23 853 génes uniques et convient
pour faire le profilage transcriptionnel de plusieurs espéces. Une comparaison des
tissus xylémes secondaires et phellodermes a démontré que 1’expression préférentielle
dans ces tissus vasculaires était hautement conservée entre les espéces de Picea. La
séquence a ARN a confirmé la préférence tissulaire par expression et fourni une
validation robuste de la conception de la puce. Une petite base de données des profils
d’expression appelée PiceaGenExpress a été développée a partir de 150 hybridations
couvrant huit types de tissus majeurs. Au total, les transcrits ont ét¢ détectés au moins
dans un tissu chez 92% des génes de la puce. Les génes non annotés se sont
généralement exprimés plus faiblement et dans peu de tissus que les génes a fonction
connue ou prédite. La diversité d’expression a I’intérieur des familles de génes peut
étre rapidement estimée a partir de PiceaGenExpress. Les dehydrines et les protéines
de régulation osmotique late embryogenesis abundant (LEA) sont de plus grandes
familles de génes chez les coniféres que chez les angiospermes. Un grand contraste et
une faible diversité ont été observés chez la famille des dehydrines tandis que divers

profils suggerent une plus grande diversification entre les génes de LEAs.

2.1.3 Conclusion

La puce a oligonucléotide et la base de données PiceaGenExpress représentent les
premicres ressources de ce genre pour les gymnospermes. Ce rapport sur ’analyse
transcriptomique de ’épinette est censé accélérer les études génétiques sur le vaste et

important groupe des coniferes.
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2.2 Abstract
2.2.1 Background

Conifers have very large genomes (13 to 30 Gigabases) that are mostly
uncharacterized although extensive cDNA resources have recently become available.
This report presents a global overview of transcriptome variation in a conifer tree and
documents conservation and diversity of gene expression patterns among major

vegetative tissues.

2.2.2 Results

An oligonucleotide microarray was developed from Picea glauca and P. sitchensis
cDNA datasets. It represents 23,853 unique genes and was shown to be suitable for
transcriptome profiling in several species. A comparison of secondary xylem and
phelloderm tissues showed that preferential expression in these vascular tissues was
highly conserved among Picea spp. RNA-Sequencing strongly confirmed tissue
preferential expression and provided a robust validation of the microarray design. A
small database of transcription profiles called PiceaGenExpress was developed from
over 150 hybridizations spanning eight major tissue types. In total, transcripts were
detected for 92% of the genes on the microarray, in at least one tissue. Non-annotated
genes were predominantly expressed at low levels in fewer tissues than genes of
known or predicted function. Diversity of expression within gene families may be
rapidly assessed from PiceaGenExpress. In conifer trees, dehydrins and late
embryogenesis abundant (LEA) osmotic regulation proteins occur in large gene
families compared to angiosperms. Strong contrasts and low diversity was observed in
the dehydrin family, while diverse patterns suggested a greater degree of

diversification among LEAs.

2.2.3 Conclusion

Together, the oligonucleotide microarray and the PiceaGenExpress database represent
the first resource of this kind for gymnosperm plants. The spruce transcriptome
analysis reported here is expected to accelerate genetic studies in the large and

important group comprised of conifer trees.
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2.3 Background

Microarray (MA) transcript profiling and RNA sequencing (RNA-Seq) represent
powerful approaches to rapidly gain functional information on a genome-wide scale.
Information on RNA transcript abundance is a key to assessing the biological role of
gene products and cannot be directly deduced from a gene’s sequence. This has lead
researchers to develop databases of RNA abundance profiles, first and foremost for
model organisms. For example, the AtGenExpress database was created for the
model-plant Arabidopsis from a host of tissue preferential and stress response
expression profiles [1]. Databases such as AtGenExpress are particularly useful for the
identification of groups of co-expressed genes. Other plant oriented databases include
the poplar PopGenlE made up of tissue, developmental and stress response profiles
[2]. Reflecting the value of gene expression data, public organizations and institutes
also maintain generic databases like the Gene Expression Omnibus or GEO (NCBI)
and ArrayExpress (EBI), among others, which host datasets from a wide array of

organisms.

Recent transcriptome-wide analyses underscore the importance of gene expression in
the genetic architecture of complex traits. Studies in fruit flies, mice, humans and
maize show that a proportion of the genetic variants underlying complex phenotypes
exert their effects through gene expression [3,4]; so, discovering the genetic basis for
the variation in transcript abundance is central to understanding phenotypic variation
[5]. Gene expression studies also provide insights into the molecular impacts of
natural selection. For example, expression profiling showed the differential action of
selection pressure on different tissues and organs in humans [6]. A comparative
analysis of mouse and human showed a high level of conservation in the expression of
orthologous genes, showing the stability of house-keeping genes and the variability of

tissue specific genes [7].

Transcriptome profiling is facilitated by the availability of a reference genome but
many studies have also been based on large-scale cDNA sequence datasets. In plants,
many angiosperm genomes have been sequenced, including the model plant
Arabidopsis thaliana [8], rice [9], poplar [10] and grapevine [11]; however, reference
genomes are still lacking for plant phyla belonging to the gymnosperms. The best

studied gymnosperms are conifers, which as a group have extremely large genomes
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(ranging from 18 to 30 Gb). In conifers including pines (Pinus spp.), spruces (Picea
spp.), Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) and Japanese cedar (Cryptomeria japonica)
over 1 million expressed sequence tags (ESTs) have been obtained from dideoxy
sequencing and assembled to infer putative unigenes or transcript sets (reviewed in
[12]). Large collections of cDNAs are available for white spruce (Picea glauca) [13]
and Sitka spruce (P. sitchensis) [14]. From 30% to 40% of conifer sequences cannot

be annotated because they lack sequence similarity to known genes ([13-16]).

This report describes a large-scale oligonucleotide microarray developed from the
extensive cDNA datasets available for spruce trees (P. glauca, P. sitchensis) to
achieve broad transcriptome coverage. Previously, microarrays were developed from
PCR amplicons (cDNA microarrays) primarily in pines and spruces (reviewed in
[12]). Many of the cDNA microarrays have ranged from a few hundred to several
thousand cDNAs, and a few of them have included over 20,000 spots, i.e. in Picea
sitchensis [17] and Pinus taeda [18]. They have essentially been used in comparative
experiments (using two-dye designs) to investigate transcriptome remodeling during
tissue differentiation, development, or in response to environmental cues [12], but a

general characterization of conifer transcriptomes has been lacking.

A major goal of the present study was to assemble transcript profiles from spruce trees
(Picea spp.) into a database called PiceaGenExpress, aiming to characterize the basic
features of a conifer transcriptome such as the number of transcribed genes in a variety
of tissues. The reference profiles in PiceaGenExpress enabled exploratory analyses of
the diversity of expression patterns within and among gene families and the expression
of retrotransposons. In addition, conservation of gene expression in secondary
vascular tissue was studied based on interspecific comparisons of tissue preferential
expression. The accuracy of microarray profiles and design was directly evaluated by
RNA-Seq analysis of the same samples as those used for one of the microarray

experiments included in PiceaGenExpress.
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2.4 Results and Discussion

2.4.1 Development of an oligonucleotide microarray for spruces (Picea
spp.)

A large-scale custom microarray containing 31,604 oligonucleotide probes was
designed for broad representation of the spruce (Picea spp) transcriptome. The 70
nucleotide probes were based on unique cDNA sequences from white spruce (P.
glauca) [13] and Sitka spruces (P. sitchensis) [14] (Table 2.1). Both of these conifers
have extensive ESTs and FL-cDNA sequence databases developed from dideoxy
sequencing (Sanger method); 454 ESTs (GS-FLX) were also available for P. glauca.
The probe design parameters and microarray manufacturing methods were
experimentally determined through hybridization experiments with a microarray of
3,900 oligonucleotide probes specifically designed for optimization tests (for details

see Supp. Mat. 2.1, Figure S2.1 and Figure S2.2).

Table 2.1 Development a large-scale oligonucleotide array for spruces (Picea spp.)

sequence information used to design oligonucleotide probes from Picea glauca and P. sitchensis sequences

Category Numberof % Probe designed!  Confirmation of P. glauca (Pgl) cDNA

probes clone or other
1 11,214 35% Pgl Confirmed in Pgl and Psi cDNAs
2 12,251 39% Pal Confirmed by Pgl 454 seqs or Psi cDNAs
3 4,840 15% Psi Confirmed by Pgl 454 seq
4 1,629 5% Pal Unconfirmed but Pgl clones = 2
5 1,670 5% Psi Psi full-length cDNA only (not found Pgl)
All 31,604

Each probe was designed based on the sequence of P. glauca (Pgl) or P. Sitchensis (Psi)

The high level of sequence identity in the Picea datasets enabled the design of a single
probe matching both P. glauca and P. sitchensis sequences, for most genes; however,
the datasets did not overlap entirely so that some probes were unique to one of the
species and could not be verified in the other. A level of 95.7% of sequence identity or
higher (3 mismatches or less) was obtained for nearly all of the probes relative to P.
glauca sequences, and for 59% of the probes relative to P. sitchensis (Table 2.2).
Preliminary experiments indicated that 3 mismatches had a small impact on the
hybridization signal intensity and the ability to detect differential expression (See

Supp. Mat. 2.1, Figure S2.1 and Figure S2.2). Analyses presented in this report are
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based on the set of 25,045 probes designed from P. glauca sequences, which match
23,853 unique cDNAs in the P. glauca gene catalogue of Rigault et al. [13].

Table 2.2 Analysis of probes: sequence similarity of probes aligned to Picea glauca and P.

sitchensis sequences
P. glauca P. sitchensis Number of probes %
67-70 (>95.7%) 67-70 (>95.7%) 17,279 54%
67-70 (>95.7%) NA 11,999 38%
67-70 (>95.7%) 63-66 (>90%;<95%) 923 3%
63-66 (>90%;<95%) 67-70 (>95.7%) 529 2%
NA 67-70 (>95%) 869 3%

The potential for utilizing this oligonucleotide microarray in other species and genera
of the Pinaceae family was evaluated by using comparative RNA hybridizations with
four different spruces (Picea spp.), two pines (Pinus spp.) and a larch (Larix laricina)
(Figure 2.1 and Figure S2.3). The hybridization outcomes were highly similar among
the spruces (Figure 2.1A-C). A large majority of the probe signal intensities varied
less than 2-fold among the spruces (Figure 2.1G). When compared to P. glauca, the
pines and larch gave more divergent results as shown by the number of common
positive probes (above background) and overall data correlations (Figure 2.1D-E).
Surprisingly, the pines and larch gave signals of equal or greater intensity than P.
glauca for most of the probes, and a decreased signal for 17% to 34% of the detected
probes. Taken together, these observations indicated that the microarray is suitable for
direct comparisons of transcript levels between spruces. For pines and larch, a subset
of the probes may not be informative. In general, the MA appears appropriate for

studies comparing data within the same genus.

2.4 .2 Differential expression in the vascular transcriptome is conserved
among Picea species.

Microarray transcript profiles compared two tissues that support secondary vascular
growth, i.e. diameter stem growth, as it is a key feature of the life habit of trees.
Secondary xylem is the wood forming tissue located on the internal side of the
cambial meristem. It was compared to a composite sample of phloem and phelloderm
tissues (referred to here as phelloderm) located on the outer side of the cambial
meristem in three spruce species. Identical analyses were carried out in three spruces:

P. glauca, P. sitchensis and P. mariana. The numbers of transcripts detected for these
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two tissue types were highly conserved in the three species,

14,513 in xylem, and 14,990 to 15,697 in phelloderm.

ranging from 13,744 to
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Figure 2.1 Interspecific comparison of hybridization intensities in secondary xylem
A-F: Pair-wise comparison of white spruce and six other species based on the number of shared positive probes

indicated in the plots. The squared correlation coefficients (r2) are as follows 0.86 (A), 0.85 (B), 0.89 (C), 0.29 (D),
0.22 (E) and 0.27 (F). G: Analysis of signal intensity variation between species; the fold change (FC) was determined
from the average normalized signal intensities (log2 scale). An FC of 1 or -1 represents a two-fold signal increase or

decrease, respectively. For phelloderm results, see Figure S2.3

A total of 5,407 genes were differentially expressed (DE) in all three species. Tissue
preferential transcript accumulation and the fold difference between the tissues were
very similar among the three species (Figure 2.2). The small number of genes that
varied in their tissue specificity (60 genes or 1.1% of the DE genes) indicated that
genes with small difference in expression between tissues were more prone to vary

between species or be less accurately determined.
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® Preferentially expressed genes in secondary xylem
Variable genes between species
@ Preferentially expressed genes in phelloderm

Figure 2.2 Preferential expression in secondary vascular tissues of three spruce species

The FC data in the plot represent genes with differential expression in all three spruces. The scale is the log2 fold
change

Different MA experiments comparing xylem and phloem tissues in angiosperms
including Arabidopsis [19,20] and poplar [21], and in P. glauca have helped to
delineate groups of genes whose expression was of particular relevance to secondary
vascular growth. A MA profiling study in Arabidopsis root-hypocotyl defined a set of
319 genes specifically regulated in secondary xylem compared to phloem or non-
vascular tissues [19]. In young spruce trees, 360 sequences were shown to be xylem
preferential compared to needles and phloem [22]. A core set of 52 xylem genes was
identified by Ko et al. [21] based on transcriptome analyses of secondary xylem in
Arabidopsis thaliana and poplar, and of cotton fibres. The expression patterns
reported here for three spruces indicated that tissue preferential expression for xylem
compared to phelloderm were conserved among spruces. These conserved patterns
could be the basis for comparative genomics of conifers and angiosperms trees. This
finding is also relevant for studying the genetic architecture of wood traits because it
was shown that xylem preferential expression was a feature of genes associated with

genetic variation in wood properties [23].
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2.4 .3 Validation of the microarray and profiling results by RNA-
Sequencing.

An RNA-Seq study P. glauca secondary xylem and phelloderm used the same RNA
samples as for the MA profiling, but the samples for each tissue type were pooled
before sequencing. A total of 59.5 M high-quality sequences were obtained and
mapped to the 27,720 cDNA clusters of the P. glauca gene catalogue as previously
described [13] (Table 2.3). The sequence frequency data were normalized by
transforming the data to reads per kilobase of exon model per million mapped reads
(RPKM) as described by Mortazavi et al. [24]. These authors estimated that an
RKPM > 1 represents one RNA molecule per cell; therefore, an RPKM > 1 was used

as a threshold for detection.

Table 2.3 RNA-Seq data

Xylem Phelloderm Total or Both
Total reads (HQ) (millions) 29.5 29.9 59.5
Reads mapped (millions) 17.3 204 37.7
Genes - RPKM'> 1 19,604 21,366 22,012
Genes - RPKM >3 16,168 18,297 19,108

T RPKM, Number of reads per kilobase of mapped sequences per megabase based on Mortazavi et al. [24]

Nearly all of the DE genes from the MA analysis (99%) were represented in at least
one of the RNA-Seq samples, and a large majority (84% to 88%) of genes with a 2-
fold difference on the MA, were also differentially represented in RNA-Seq (Table
2.4). These RNA-Seq data confirmed the tissue preferential expression (xylem vs.
phelloderm) of 99.3% of the genes determined to be differentially expressed with both
methods (Table 2.3). The cross-validations between the two methods were based on
differential expression in 2,171 to 4,181 genes depending on the fold difference
threshold; therefore, it represented a highly robust confirmation of the accuracy of the
MA results. The overlap in the number of genes varied depending on the fold
difference threshold, likely owing to differences in experimental design and technique;
however, the preferential expression (xylem vs. phelloderm) was highly congruent

between the analysis methods (Table 2.4).
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Table 2.4 Validation of microarray results by RNA-Seq

Criteria . RNA-Seq and MA? RNA-Seq only*

MA
P-value FC (log2) RPKM > 1 DE? Tissue pref.  DE Add

0.05 0.5 5666 5592 99% 4,181 75% 4,155 99% 776 19%
0.05 1.0 2614 2588 99% 2,265 88% 2253 99% 677  30%
0.01 0.5 5526 5466 99% 3,608 66% 3,585 99% 542 15%
0.01 1.0 2608 2582 99% 2171 84% 2,160 99% 491 23%

1 DE positive genes determined by MA

2 Number of DE genes detected by RNA-Seq among the DE genes found by MA hybridization; Tissue pref., indicates
that the tissue preference for xylem or phelloderm was the same

3 DE, differential expression in RNA-Seq, determined by a Chi-squared test (df =1) with Benjamini-Hochberg
correction for multiple testing

4 RNA-Seq results for non-DE genes from MA (considering genes represented on the MA only)

The RNA-Seq detected more transcribed genes than the MA analysis, i.e. close to
6,000 genes with an RPKM > 1 (Table 2.3). The number of DE genes determined by
RNA-Seq and not by MA ranged from 491 to 776 (Table 2.4), although these results
are only suggestive given the experimental design used for the RNA-Seq. In addition,
some of the genes shown to be tissue preferential by MA analysis were suggested by
RNA-Seq to be specifically expressed only in one of the tissue types (Table 2.5).
Interestingly, 50% to 65% of these putative tissue-specific sequences had no
annotation based on similarity to TAIR sequences or the detection of Pfam domains,
compared to less than 40% for the entire set of genes represented on the microarray
[13]. This observation is consistent with findings from animal research showing that
genes that have more specific expression patterns also tend to have less conserved
sequences among species [4]. In evolutionary terms, genes that are expressed only in
xylem or in phloem may either represent sequences that are unique or are more highly

diverged in conifers compared to other plants.

Table 2.5 Tissue specificity in RNA-Seq

Xylem Specific Phelloderm Specific

Total Annotated Total Annotated
Genes RPKM > 1 44 16 (36%) 186 79 (42%)
Genes RPKM >3 17 6 (35%) 81 41 (50%)
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2.4.4 PiceaGenExpress contains reference profiles that reveal patterns
of tissue preferential expression.

The PiceaGenExpress database was developed from over 150 MA hybridizations of
Picea spp. obtained for eight sample types representing different tissues and
experiments (Table 2.6) (for procedures, see methods). Detailed analysis of each of
the eight datasets will be presented elsewhere. In any given sample type, transcripts
were detected for 10,067 to 17,070 genes (hybridization signal above background
threshold); transcripts were detected for 21,939 different genes considering all of the
tissues, i.e. 92% of the P. glauca genes represented on the microarray. The
PiceaGenExpress is made available as a flat file (Table S2.2) for ease of upload and
access. Less than 10% of the genes were unique to one sample type. A simple ranking
procedure was applied, as a means to represent the relative expression and enable
qualitative comparisons across samples. The genes were ranked within each dataset of
PiceaGenExpress separately, based on average signal intensity in a sample type, and
then equally divided into 10 intensity categories (expression classes): from the lowest

10% (class 1) to the highest 10% (class 10) (Table S2.1, Figure S2.4).

The PiceaGenExpress database was used as a tool to rapidly assess tissue preferential
and invariant expression profiles (Figure 2.3). It allowed us to identify gene families
with diverse patterns of tissue preferential expression. For example, transcripts for
three cellulose synthase (CS) genes stood out as being strongly overrepresented in the
secondary xylem (both juvenile and mature) compared to all other tissues, where as
other CS transcripts were more ubiquitous (Figure 2.3A). This observation was
consistent with studies in pine [25] and poplar [26] showing that CesA genes that are
specialized in secondary cell wall formation occurred as triplets of genes. A different
type of pattern was observed with transcripts for photosystem I and II proteins, which
are generally strongly expressed in green tissues (Figure 2.3B). As might be expected,
transcripts of all of the genes in this class were detected at high levels and were co-
expressed in young needles, expanding buds, and phelloderm of young trees, and at
low levels in non-photosynthetic tissues including roots, immature embryos and
megagametophytes. For secondary xylem, the same transcripts were abundant in
young trees but low in the mature trees, which could be accounted for by differences
in exposure to light and bark thickness. Genes encoding house-keeping proteins like

ubiquitin did not vary between the tissues (Figure 2.3C). These observations relating
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to tissue preferential expression are rapid and simple within PiceaGenExpress. They
are also consistent with known expression and physiology, and suggest that the
methodology that was followed to develop the database is adequate for revealing key

patterns of gene expression.

Table 2.6 The PiceaGenExpress database: sample characteristics, hybridizations and detected

genes
Plant Material Microarrays Genes’
Tissuetype Sp' Source Genoty- Slide Ima-  Total Uniqu Non-
samplingz  pe? ging* e annotated
1 Embryogenic Pgl a,a 1 6 SQ 10,066 100 2,456
cells
2 Vegetative buds Pgl b, c 2 10 SQ 12361 128 3,216
3 Xylem (Mature) Pgl dd 60 60 SQ 14686 176 4,232
4 Xylem (juvenile) Pgl e f 30 20 SQ 13,807 56 3,701
5  Phelloderm Pgl e f 30 20 SQ 15803 214 4,391
6  Youngneedles Pgl e,f 30 10 SQ 12,819 167 3,025
7 Megagameto-  Pgl g,c 3 3 PA 17,056 1,111 5,205
phytes
8  Adventitious Pab h, ¢ 8 20 PA 15718 393 4,696
roots

Total detected 21,24 2,345
Not detected 2,61

1 Pgl: Picea glauca (White spruce); Pab: Picea abies (Norway spruce);

2 The source of materials and the sampling method are from the following studies: a, [43]; b, [37]; c, this paper, see
methods; d, [23]; e, O-P seedlot, this paper see methods; f, [22]; g, C2856 parent from [38]; h, [44]

3 Total numbers of genotypes analyzed (either individually or in pools).

4 Microarray Scanner and Image Processing: SQ, ScanArray Express (Perkin Elmer, Waltham MA, USA) and
QuantArray v3.0 (Packard BioChip Technologies, Billerica, MA, USA); PA, PowerScanner (Tecan Group Ltd.,
Ménnedorf, Switzerland) and ArrayPro Analyser v6.3 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA)

5 Total: number of genes above background (see methods); Unique: genes detected only in one tissue.

2.4.5 Non-annotated genes are expressed at low levels and in fewer
tissues

From 30% to 40% of cDNAs from non-model organisms such as conifers could not be
annotated by standard sequence similarity searches like BLAST [15, 16] or HMMER
[13]. We investigated whether insights into the role of non-annotated sequences could
be obtained by surveying their abundance and distribution among tissues in
PiceaGenExpress (Figure 2.4; Figure S2.5). First, we observed that non-annotated

sequences, i.e. sequences that lacked similarity to known plant genes, were more
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represented among low abundance transcript classes. On average, the non-annotated
sequences represented 37.1% of the expression class 1 genes and 22.4% in class 10
(not shown), and a same trend was observed in each of the tissue types (Figure 2.4A-
C; Figure S2.5A-E). These non-annotated sequences could be either unique to
conifers, owing to differential loss or acquisition of genes among taxa, or could be too
highly diverged to permit functional annotation. Their general low level of expression
may suggest that they were expressed in fewer cells or were tightly regulated in some

manner, perhaps playing a more specialized role in metabolism or development.
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Second, our data showed that annotated and non-annotated genes were strongly
contrasted in regard to the number of tissues in which transcripts were detected
(Figure 2.4D). The majority of the annotated sequences were detected in seven or
eight of the tissues. In contrast, the non-annotated genes were much more likely to be
found in few tissues. This observation is consistent with the idea that less conserved
(including non-annotated) sequences may generally play more specialized roles. It is
also consistent with findings from comparative expression studies of mice and humans
showing that house-keeping genes were more highly expressed and were more

conserved among species both in terms of their sequence and their expression [7].
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Figure 2.4 Expression classes and numbers of tissue of annotated and non-annotated sequences

A-C: Number of annotated and non-annotated sequences per expression class for xylem (A), roots (B) and young
foliage (C). Other tissues are shown in Figure S2.5. D: Number of tissues in which each annotated and non-
annotated sequence was detected. Frequency, number of genes in a given intensity class or detected in a given

number of tissues types
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2.4.6 Diversity of expression profiles varies within and among gene
families with related functions

A total of 28 different gene families were reported to be statistically overrepresented
in spruce compared to major angiosperms based on the occurrence of protein domains
of known function [13]. Approximately one fifth of them were related to stress
responses including osmotic regulation proteins like dehydrin and late embryogenesis
abundant protein (LEA) gene families. The two families are of similar size in the
white spruce gene catalogue, with 49 sequences each [13]. Expression profiles
(distribution of transcript abundance classes) within these families were examined in
PiceaGenExpress to gain insight into the extent of functional divergence or
redundancy that might be associated with gene family expansion. The expression of
49 different sequences containing a dehydrin protein domain indicated striking
differences between tissue types during normal development. Many more dehydrin
sequences were detected in roots (high expression classes), megagametophytes and, to
some extent, in the phelloderm than in the other tissues (Figure 2.5A). A large group
of the sequences seemed to be co-expressed, i.e. all were expressed either very

strongly (class 9—10) or more weakly (class <5).

Expression profiles of the 49 gene sequences containing a LEA domain also varied
between tissues and appeared more diversified than observed for dehydrins (Figure
2.5B). The extent of divergence among the members in each family was analyzed by
clustering and determination of Euclidean distances among the sequences (Figure
2.5C). Overall most of the nodes (38 out of 49) were separated by a greater distance in
the LEA family than in the dehydrin family, indicating that during normal
development, the regulation of the dehydrin family members is less diversified. This

observation may point at greater functional diversification among LEAs.

Both dehydrins and LEAs have been shown to be expressed during normal
development and to be water stress responsive in conifers [18, 27, 28]. Our study only
considered expression during normal development. Previous studies in conifers have
monitored the expression of a small subset of these large gene families. For example,
five and eight dehydrins transcript sequences were studied in foliage of maritime pine
[27] and vegetative buds of Norway spruce, respectively [28]. We detected 22 distinct

sequences by MA profiling in young foliage, strongly suggesting that a comprehensive
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view of this protein family in response to stress remains to be developed. The
expression profiles presented here indicated that osmotic-regulation during normal
development may involve more genes (especially dehydrin genes) and potentially
more varied functions in some of the tissues (megagametophytes, roots and
phelloderm) than others (foliage, embryos). This observation indicates that osmotic
response monitoring, whether it is related to drought conditions [27] or to normal
developmental processes [28] may be sensitive to tissue preference. In the
PiceaGenExpress dataset, several dehydrins were down regulated in vegetative buds
that were sampled at the time of bud flush in the spring, as was observed through
detailed time series analyses of Norway spruce dehydrins [28]. An interesting feature
of the data is that the two seed derived tissues, i.e. immature somatic embryos and
megagametophytes from germinating seeds, were highly contrasted in regard to the

expression of specific dehydrin and LEA sequences.

2.4.7 Expression of LTR retrotransposon sequences

Recent reports indicated that LTR retrotransposons represented a large fraction of the
conifer genome [29-31]. In addition, sequences traced to copia and gypsy-like
retroelements were reported as being very frequent in Pinus contorta ESTs [32] and
were overrepresented in a root xylem cDNA library [33], although some of these
sequences may represent genomic contaminations [13]. More evidence is needed to
show whether any of these elements are active or if activity may vary as a function of
development or environmental stresses. The PiceaGenExpress database was scanned
to obtain evidence of RNA transcript production, which is the first step for LTR
retrotransposon mobilization. A total of 83 ¢cDNA sequences represented on the MA
coded only for protein domains expected for LTR retroelements, such as RNAse H,
integrase core domain, retrotransposon gag protein and reverse transcriptase. Many of
the sequences were not detected at all; however, 46 sequences were detected in at least
one tissue, most of them were found in two tissues or more, and only a few
accumulated at high levels (expression class 10) (Figure 2.6A). Tissue preferential
accumulation was suggested by the fact that few sequences were detected in immature
somatic embryos and were present at low levels, where as many sequences were
detected and in higher expression classes in mature xylem, roots and

megagametophytes.
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Figure 2.5 Gene expression patterns in two osmotic regulation protein families based on the

PiceaGenExpress database

A: Dehydrins. B: Late Embryogenesis Abundant proteins. C: Distribution of Euclidean distances between the

members of each protein family. The order of the bars is not representative of the order of the genes in panels A and
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The MA sequences matching putative LTR were estimated to represent up to 78,520

unique copies in the P. glauca genome (Figure 2.6B) and a total of 1.18 Million

sequences (not shown) based on their occurrence in shotgun sample sequencing data

for P. glauca [13].
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correlated with the number of genomic copies

60



Data are not currently available to estimate what proportion of the genome these
sequences may represent; however, if the sequences were derived from an intact LTR
of 4000 bp on average, they would represent nearly 5 Gbp or 20% of the P. glauca
genome. In other words, such a large number of copies is expected to occupy a sizable
fraction of the genome. The number of predicted copies did not appear to correlate
with transcript accumulation, i.e. number of tissues in which they were detected or
relative levels (Figure 2.6A, see right panel; 2.6B). This observation indicates that the
data were more likely to result from transcription than genomic contaminations of the
RNA samples. It also shows that the number of copies accumulated in the genome is
not useful for predicting the level of transcript production. In fact, many of the high
copy sequences (>30,000 copies) were not detected at all in any of the tissues. These
results point to specific LTR sequences that have the highest potential for mobilization

in P. glauca.

2.5 Conclusions

An oligonucleotide microarray was developed from P. glauca and P. sitchensis
datasets. It represents 23,853 unique P. glauca genes or 85% of the recently reported
gene catalogue [13]. Single dye analysis and a ranking procedure were used to develop
PiceaGenExpress, a database of reference transcript profiles, based on 150
hybridizations in eight different tissue sample types. These data represent the first

resource of this kind for a gymnosperm plant.

The pine family comprises over two hundred species belonging to eight genera. It is
the largest and the most economically important of the conifers. Interspecific
comparison experiments presented in this report indicated that the microarray may be
applied to at least three of these genera. It could be a valuable tool for species where
cDNA resources are lacking or underdeveloped. Our findings also indicate that
expression profiles from P. glauca are likely to be representative of other conifers.
RNA-sequencing has become a method of choice for transcriptome profiling but the
analysis of RNA-Seq data can be complex owing to factors such as sequence
polymorphisms, gene paralogs, and alternate splicing. Therefore, successful
application of RNA-Seq depends on the availability or the development of a good
quality reference genome or gene catalogue [24], and both are lacking in many non-

model species. By mapping P. glauca RNA-Seq and microarray data back to the same
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cDNAs sequences, we were able to show that the two methods were highly congruent.
New sequencing technologies promise to generate high quality sequences in addition
to very large volumes of data. Given the large size of conifer genomes, it may be
advantageous to use these technologies to develop high quality gene catalogues rather
than attempt to assemble entire genomes. Once a gene catalogue is produced, these
high throughput sequences represent a powerful methodology for unrestricted gene

expression studies [24].

Conifer genomes have a number of characteristics that make them unique, most
prominently their enormous size which can reach or even exceed 30 Gbp [30] and
their highly repetitive sequences [31]. They are also known to have high levels of
heterozygocity and are believed to harbour many gene paralogs, at least in some gene
families [12]. For the MA described here, the empirical tests of probe specificity
(Figure S2.1) and the probe design parameters appeared sufficient to discriminate
between paralogs that are known in the P. glauca catalogue of 27,720 genes [13]. The
very high level of congruence observed between MA and RNA-Seq results, 99.3% of
confirmation of tissue preference from over 2100 genes, also suggest that the MA
results accurately reflect the expression of the target sequences. In contrast, issues of
cross-hybridization between gene paralogs with different expression patterns would

have likely resulted in a lower validation rate.

The tools and methods presented in this report may lead to diverse applications for
fundamental discovery in forest genetics and evolutionary biology, such as
understanding phenotypic variation in economic and adaptive traits. The genetic
architecture of complex phenotypes in plants and trees is routinely probed by scanning
the genome for DNA sequence polymorphisms through QTL mapping and association
studies [34]. However, Huang et al. [5] summarized several recent studies by stating
that discovering the genetic basis for the variation in transcript abundance was central
to understanding phenotypic variation. Examining the genetic architecture of gene
expression can provide functional insights into physiology and metabolism, for

example by revealing the organization of gene networks [35,36].
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2.6 Methods

2.6.1 Evaluation of array design and manufacture parameters with test
oligonucleotide microarray.

A custom MA comprised of 3,900 oligonucleotide probes was developed to evaluate
the impact of design parameters (for details see Supp. Mat. 2.1, Figure S2.1 and
Figure S2.2). It contained multiple probes for 929 distinct genes as well as cDNA
amplicons for 96 of those genes. The parameters tested include oligonucleotide
lengths of 50, 60 and 70 nucleotides, the position of probes within the transcript, the
impact of SNPs and indels. The presence of one or three SNP mismatches (distributed
throughout the oligonucleotide probes) had a small effect on hybridization signal
intensities and in many cases the expression ratio between tissues was largely
conserved (See Figure S2.1). In contrast, the presence of seven SNP mismatches in the
probe had a large effect on intensities and expression ratios. Based on these data, 70-
mer probes that vary by up to three SNPs distributed throughout the probe (95.7%
sequence identity) are expected to hybridize to the same RNA and on average produce
a signal of similar strength, whereas probes with seven SNPs or more (less than 90 %
sequence identity) give very little cross hybridization. These observations establish
thresholds of sensitivity to sequence variation, i.e. up to three mismatches have little
impact on sensitivity, and specificity, i.e. specificity is achieved with seven
mismatches or more to other sequences. The cut-off is situated between four and six
SNPs, i.e. between 95% and 91% sequence identity. The presence of short insertions
and deletions (up to six nucleotides) located at the center of the 70-mer probes had a
small impact on probe performance. The impacts of other parameters tested were

generally small and less predictable.

The impact of different spotting buffers and surface chemistries used to manufacture
the microarray were also assessed in regard to image quality and data reproducibility.
For details on methods and findings, see Supp. Mat. 2.1. We found that the optimum
conditions were obtained by using aminosilane coated slides and 3X SSC without

betaine as a spotting buffer.
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2.6.2 Microarray design and manufacture

The sequences included in the microarray were selected on the basis of reproducible
sequence quality from all of the ESTs and FL-cDNA described for P. glauca in
Rigault et al. [13] and P. sitchensis in Ralph et al. [14] (Table 2.1A). To obtain a
robust probe set, we selected sequences that were either detected in the two species,
verified with two technologies (Sanger and 454) or were derived from a FL-cDNA
(Table 2.1A). The probes were 70 nucleotides in length, and were designed to
minimize similarity with other sequences in the dataset. Sequence similarity between
the probes and known sequences in P. sitchensis and P. glauca was determined from
sequence alignments. The microarray contains 25,045 probes that match with known
P. glauca sequences; however, they represent 23,853 unique genes based on the most

recent clustering [13], such that 1,017 genes are represented by more than one probe.

The microarray consists of 33,984 spotted features including 33,024 sample spots
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 240 negative buffer spots, and 480 Spot Report
Alien Oligos (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Oligonucleotides
were consolidated into 384-well plates, lyophilized by speed-Vac, and resuspended in
3X SSC to a printing concentration of 30 pM. Oligos were printed on aminosilane
slides (Erie, Hudson, NH, USA) with a QArrayMax microarray printer (Genetix
Limited, Hampshire, UK) using 946MP2 microarray pins (Arraylt Corp, Sunnyvale,
CA, USA) in a 48-pin tool depositing ~0.5 nL per spot onto the slide. The resulting
microarrays had a 4 x 12 subgrid layout with 708 spots per subgrid, each spot having
approximate diameter and pitch of 90 um and 160 pum, respectively. A 280-bp GFP
(green fluorescent protein) oligonucleotide was printed in subgrid corners to assist in
grid alignment during image processing. The slides were crosslinked in a UV
Stratalinker 2400 (Agilent Technologies, Inc.) at 300 mJ. Array quality was assessed
by visual inspection and hybridization of representative slides from a print run by dye-
labeled random 9-mer oligonucleotides. The quality control images were acquired via
the GenePix 4200AL scanner (Molecular Devices, CA, USA) at a 10 micron
resolution and quantified with the Imagene 8.0 software suite. Oligonucleotide library
management, printing of microarrays and quality control was performed by the

Genome BC Microarray Platform (Vancouver, BC, Canada).
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The array design details are available in the Gene Expression Omnibus (accession No.
GPL15033). All of the transcript profiling data is also deposited in GEO (available

upon acceptance of this manuscript for publication).

2.6.3 Plant materials

The origin, genotypes and method of collection of each type of material are described
in Table 2.6, except for details described here. All of the tissue samples were frozen in
liquid nitrogen immediately after removal from the trees, the seed or tissue culture

vessels, and stored at —80°C until further use.

* Vegetative Buds: Buds were collected from branches of several clonal
replicates of 9-year-old trees of P. glauca regenerated from two genetically
distinct somatic embryogenesis lines as described [37] during the mid-Spring
when the buds were just beginning to grow. For each genotype, five biological
samples each consisting of 6 buds (approximately 80 mg fresh weight) were
used for analysis.

» Secondary xylem, phelloderm (including phloem), young needles of juvenile
trees: Nursery planting stock (from open-pollinated seed lots) were obtained
as 3-year-old seedlings of Picea glauca, Picea mariana, Picea abies, Picea
Sitchensis, Pinus strobus, Pinus resinosa and Larix laricina, were transferred
to 8-inch pots and grown in a greenhouse under natural light conditions.
Sampling of tissues was timed with the ending of primary shoot elongation,
i.e. after 6 to 8 weeks of growth, and was as described [22]. For each tissue
type five biological samples were prepared by pooling 6 independent trees
within each species. These materials were used for interspecific comparisons
(all 6 species) and for the development of PiceaGenExpress (P. glauca only).

*  Megagametophytes: Control-pollinated seed (cross C962856) were obtained
from P. glauca tree (80112) described in [38], were surface-sterilized for 1
minute in 70% EtOH and 10 minutes in 3% Na-hypochlorite, washing the
seeds with sterile water three times between and after treatments. The seeds
were then immersed in 4°C sterile water for 24 hours and stratified at 4°C for
28 days. Next, the seeds were moved to 26°C on petri dishes with a moist
paper and kept in the dark to start the germination process. After 4 hours of

incubation the seeds were opened and the embryo was separated from the
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megagametophyte under a dissecting microscope. A total of 3 biological
samples comprised of a single megagametophyte were used for analysis.

* Adventitious roots: Norway spruce (P. abies) seedlings were grown in the
experimental nursery of Finnish Forest Research Institute for about one and a
half years before sampling. They were grown in standard nursery growing
media, light Sphagnum peat, and fertilized with mineral nutrients. Roots were
washed under tap water to remove surrounding peat and approximately 1 cm
of the root ends was collected for analysis. Between two and four biological
samples comprised of several root ends were analyzed for each of eight

different genotypes.

2.6.4 RNA extraction, labelling and hybridization

Total RNA was extracted following Chang et al. [39] as described in Pavy et al. [22]
for all of the sample types, except for megagametophytes where poly A + RNA was
extracted directly by using polyT coated magnetic beads (Dynal). One pg of total
RNA was amplified for each sample replicates, except for the megagametophyte
samples where 10 ng of poly A + RNA was used, with the Amino Allyl MessageAmp
I aRNA Amplification Kit (Applied Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) according to manufacturer’s instructions. Five pg of amplified RNA (aRNA)
was then labelled with Alexa Fluor 555 or 647 dyes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and purified as per the manufacturer’s instructions. Dye incorporation efficiency was
determined by using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s instructions. Depending on the
experiment, each microarray was hybridized with one labeled aRNA sample or two
samples labelled with different dyes. The sample(s) to be hybridized to a microarray
were mixed and the volume was reduced to ~10 pl by evaporating excess water in a
DNA 120 speedvac (Thermo Fisher Scientific). Labelled aRNAs were fragmented for
15 minutes at 70°C using Ambion’s "RNA Fragmentation Reagents (Applied
Biosystems), placed on ice for 1 minute, denatured for 2 minutes at 95°C, put on ice
for 2 min and resuspended in 120 pl hybridization buffer (50% formamide, 5X SSC,
0,1% SDS, 0,1 mg/mL Herring sperm DNA) preheated to 55°C. Samples were kept in
a heating block at 50°C until hybridization.
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Hybridizations were performed in HS400Pro hybridization stations (Tecan Group
Ltd., Ménnedorf, Switzerland). The slides were heated at 80°C for 10 minutes, then
washed once at 37°C with 0.5X SSC, 0.1% SDS for 20 seconds and once at 50°C with
2X SSC, 0.5% SDS for 20 seconds, and prehybridized for 1 hour at 65°C in 5X SSC,
0.1% SDS, 0.1 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml Herring Sperm DNA. Next the slides were
washed at 55°C with 2X SSC, 0.5% SDS for 1 minute with a 30 second soak and
washed again at 45°C for 1 minute with the same solution. The resuspended labeled
targets were injected into the chambers and hybridized for 16 hours at 45°C with
sample agitation. The slides were then washed as follows: 2 times 1 minute 30
seconds at 45°C with 30 seconds soaking in 2X SSC, 0.5% SDS, 1 time 1 minute at
45°C in 2X SSC, 0.5% SDS, 2 times 1 minute 30 seconds at 45°C with 30 seconds
soaking in 0.5X SSC, 0.1% SDS, 1 time 1 minute at 37°C with 20 seconds soaking in
0.5X SSC, 0.1% SDS, 1 time 1 minute at 23°C with 20 seconds soaking in 0.5X SSC,
0.1% SDS, 1 time 1 minute 30 seconds at 23°C with 30 seconds soaking in 0.1X SSC,
1 time 30 seconds at 23°C in 0.1X SSC and 2 times 30 seconds at 23°C in milliQ
filtered water. Finally slides were dried for 2 minutes 30 seconds with nitrogen gaz.

Slide scanning and image processing were performed as described in table 2.6.

2.6.5 Microarray data processing and analysis

A procedure was developed to process and analyze microarray intensity data from
single dyes, as opposed to fold change methods routinely used for spotted arrays. Data
analyses were performed using customized scripts for R and Bioconductor
(http://www.r-project.org and http://www.bioconductor.org). Spots that were flagged
as presenting abnormal morphology during the image processing were replaced by
mean value of the remaining spots of the same probe from the other slides from the
same sample type. Background intensities were subtracted from the foreground
intensities. Background-subtracted data were log2-transformed and normalized using

quantile correction approach.

A filtering step was applied to select positive genes to be used for further analysis. The
mean intensity of spots containing buffer only was calculated for each row of sub-
grids, and was taken as the minimum intensity of probes for that subgrid. A probe was
called positive (detected above background) when its signal intensity was above the
buffer intensity on at least 50% of slides within a given sample type. When

determining differential expression, positive probes were probes that were detected
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according to this criterion in at least one of the tissues (e.g. phelloderm and xylem
juvenile). Mean probe intensity was determined for genes represented by more than
one positive probe. All microarray experiment data has been submitted to the Gene
Expression Omnibus (GEO) under accession numbers GSE35624, GSE35847 and
GSE35922.

Statistical testing for differential gene expression used the linear modeling approach
and the empirical Bayes statistics [40]; the p-values were adjusted for multiple testing
according to Benjamini and Hochberg [41]. Differential genes were those meeting an

adjusted p-value <0.01, unless stated otherwise.

2.6.6 The PiceaGenExpress database

The PiceaGenExpress database was developed from transcript profiles obtained for
eight different tissue types coming from five independent experiments (see Table 2.6).
For this, the average signal intensity was determined from all of the slides available
for a sample type. The genes were then ranked based on their average signal
intensities within a tissue type and equally divided into 10 separate classes according
to their signal intensity. Genes from class 1 or class 10 were the 10% with lowest and
highest signal intensities, respectively (for the number of genes per class in each type,
see Table S2.1 and Figure S2.5). Functional annotations were based on the matches
with Arabidopsis proteins (TAIR 9 release) with E-value < le-10 and on the detection
of Pfam domains as described [13]. PiceaGenExpress is made available as a flat file
(Table S2.2), which may be uploaded to any type of data processing or spreadsheet

platform.

Agglomerative hierarchical clustering with the complete linkage method was
performed using hclust function in R [42] on the expression levels for two gene
families, i.e. dehydrins and LEA proteins. This approach used a similarity matrix
based on Euclidean distance. A smaller distance means that two genes or clusters have
more similar expression levels in the tissues analyzed. First, the clustering analysis
placed each gene into its own singleton group or cluster. Second, the closest clusters
were iteratively joined together until all genes were merged into a single cluster based
upon similarity/distance measures between clusters. Dendrograms showing clusters of

genes were drawn (Figure S2.6).
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2.6.7 RNA-Seq data processing and analysis

Two composite samples were analysed by RNA- Sequencing for validation and
comparison to MA results. Samples were prepared by combining equal molar amounts
of the P. glauca RNAs isolated from secondary xylem (juvenile trees) and phelloderm.
These samples were also used in the MA profiling of each of the tissues. RNA-
Sequencing, filtering of quality reads and mapping of reads onto the cDNA clusters
were described [13]. The number of sequences matching each ¢cDNA cluster was
normalized by transforming the data to the number of reads per kilobase of exon
model per million mapped reads (RPKM) following the method of Mortazavi et al.
[24]. Unless specified otherwise, an RPKM >1 was used as a minimum threshold of
detection for RNA-Seq. Differential expression of genes was determined by using the
Chi-squared test corrected for multiple testing according to Benjamini and Hochberg

[41].
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2.9 Additional files

Supplemental Materials 1 Experimental tests of optimal oligonucleotide design and manufacture
methods

Introduction

A test microarray was developed and utilized to assess the impacts of oligonucleotide design
parameters and manufacturing methods. The key parameters that were tested are
oligonucleotide probe length (affecting Tm), the impact of SNPs at different positions on the
oligonucleotide, impact of insertions or deletions of up to 6 nucleotides. The manufacturing
characteristics were those expected to affect spot morphology and signal quality such as slide
surface chemistry and spotting buffer. The results reported here are from a tissue comparison
experiment was carried out with RNAs isolated from needles (foliage) and secondary xylem of
young white spruce trees (P. glauca) that previously studied by using an 11k cDNA microarray
[1].

Materials and methods
Genes used for test chip development

A set of 1,000 cDNAs were selected based upon differential expression between needles and
xylem according to Pavy et al. [1], on their expression level secondary xylem in mature trees
(this report). See Table S2.1. The sequences were mapped to 929 cDNA clusters or full-length
cDNA described in P. glauca [2]. The full-length cDNAs or the longest representative cDNA
clone from each cluster were used to design and analyse the oligonucleotide probes. In
addition, 96 of the cDNAs were also amplified by PCR as described in Pavy et al. [1] and

amplicons were spotted along side with the oligonucleotides (Table S2.3).

Oligonucleotide design parameters

Variations of probe designs and control probes were as follows:

. Perfect match probes 70-mer oligonucleotides probes (1093 probes, representing
929 cDNAs) with one or two probe per gene. These probes were used as reference
probes.

. Truncated probes: one 60-mer oligonucleotide and one 50-mer oligonucleotide was
designed to overlap with the 70-mer reference probe for comparison purposes, for 50
genes.

. Sets of probes with equidistant SNP mismatches distributed throughout the
oligonucleotide (N=1, 3, 7, 10, 14, 21) (%id=98, 95, 90, 85, 80, 70), for 50 genes.

. Probes with mismatching ends: 70-mers designed to match with the corresponding

reference probe over 60 or and 50 nucleotides and dangling ends, for 50 genes.

74



. Sets of probes with insertions and deletions of (1, 2, 3, 6) nucleotides in the middle of
a probe, for 50 genes.

. Position controls (50 genes): probes located in the 3', middle and 5' parts of the same
gene, as defined by 500-base intervals

. Synthesis controls (50 probes): same oligo synthesized twice

. Negative controls (50 alien control probes)

Microarray manufacture

The oligonucleotides were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). The microarray
printing was carried out at the Genome BC Microarray Platform (Vancouver, BC, Canada)
using 4 x 12 spot sub-arrays. Glass slides with two types of surface chemistry were tested and
compared: aminosilane coated slides (Erie, Hudson, NH, USA) and epoxysilane coated slides
(Erie, Hudson, NH, USA). In addition, variations of the spotting buffer were used to resuspend
the oligonucleotides: 3x SSC or 3x SSC with 1M betaine spotted side-by-side on the

microarray.

Biological material

For this experiment, 2 year-old white spruce seedlings produced from open-pollinated seed lots
were obtained from a commercial nursery (CPPFQ nursery, Ste-Anne de Beaupré, QC,
Canada). Seedlings were transferred to 8” diameter pots, and allowed to grow under
greenhouse conditions with standard watering and fertilizing as applied for optimal growth, but
no artificial lighting or heating. After eight weeks, most of the plants had completed their
primary growth for the season and formed a small terminal but. At that time, young needles
(formed during the same season) and secondary xylem tissue were collected from the main
stem of 30 trees. To minimize uncontrolled variability between samples, individual samples
were randomly mixed to form pools of five trees. Each pool was considered as a biological
replicate, and five replicates were analysed for each tissue. Total RNA was extracted as

described in Pavy et al. [1].

RNA amplification and labelling

One pg of total RNA was amplified for each replicate with the Amino Allyl MessageAmp 11
aRNA Amplification Kit (Applied Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
following manufacturer’s instructions. Five pg of amplified RNA (aRNA) was then labelled
with Alexa Fluor 555 or 647 dyes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and purified as described
in the manual. Incorporation efficiency of the dyes was evaluated using a Nanodrop
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The two samples to be
hybridized together were mixed and volume was reduced to ~10pul in a DNA 120 speedvac

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Labelled aRNAs were fragmented for 15
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minutes at 70°C using Ambion’s «RNA Fragmentation Reagents» (Applied Biosystems by
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), placed on ice for 1 minute, denatured for 2 minutes at
95°C, put on ice for 2 min and resuspended in 120 pl hybridization buffer preheated to 55°C.
Samples were kept in a heating block at 46°C until hybridization. Hybridizations were

performed in HS400Pro hybridization stations (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Switzerland).

Results
Assessment of microarray manufacture methods

When processed with our standard hybridization protocol (see materials & methods),
aminosilane coated slides were clean, with low background, high spot signal intensity and good
spot morphology. On the other hand, epoxysilane coated slides presented high background, low
spot intensity and significant spots bleeding all over. We also tested the addition of betaine to
the 3X SSC spotting buffer to reduce the occurrence of donut-shaped spots. We observed that
the addition of betaine had an unexpected effect: spots which contained betaine showed a
systematical effect of “bleeding” causing the spots appear as long streaks. We concluded that
the optimum conditions were obtained by using aminosilane coated slides and 3X SSC without

betaine as a spotting buffer.

Impacts of probe design.

The impact of probe design parameters was assessed in terms of probe specificity and assay
sensitivity based on hybridization signal intensities (Fig. S2.1A, C, E), differential transcript
accumulation ratios when comparing different tissues (secondary xylem and phloem, see
methods) (Fig. S2.1B, D, F), and detection of differential transcript accumulation with oligo-
nucleotide probes compared to ¢cDNA amplicons (Fig. S2.2). The data presented here are
primarily for 70-mer oligonucleotides unless specified as being different.

The presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs) had a most strong and consistent
effect on the microarray hybridization outcomes. These findings were based on signal
intensities and ratios and by comparing probes with SNPs to reference probes with no
mismatches. Figure S2.1 shows that a single SNP mismatch in a 70-mer probe had a small
effect on probe intensities (Fig. S2.1A). Similarly, the ratio of expression when comparing two
tissues, secondary xylem and young needles in the present study, was largely unaffected (Fig.
S2.1B). Because the SNP was positioned at the center of the oligonucleotide probe, its impact
on hybridization intensity was assumed to be maximal, as SNPs that are closer to one end of
the probe would result in longer stretches of perfect match sequences. We were able to infer
that SNP near the end of the probes would have very little impact, because we observed that
70-mer probes with degenerate ends gave results that were comparable to the reference (not

shown).

76



Probes were also designed with 3, 7, 10, 14, or 21 SNP mismatches, representing 95% to 70%
sequence identity. In each case the SNPs were equidistant from one another and distributed
throughout the probe. The presence of three SNP mismatches (distributed throughout the
oligonucleotide probes) had a small to moderate effect on hybridization signal intensities (Fig.
S2.1C) and in many cases the expression ratio was not largely altered (Fig. S2.1D). In contrast,
the presence of seven SNP mismatches in the probe had a large effect on intensities and
expression ratios (Fig. S2.1E, F). Based on these data, 70-mer probes that vary by up to three
SNPs distributed throughout the probe (95.7% sequence identity) are expected to hybridize to
the same RNA and on average produce a signal of similar strength. Probes with seven SNPs or
more, on the other hand, give very little cross hybridization. These observations establish a
threshold of sensitivity to sequence variation and for specificity with a cut-off between four

and six SNPs, i.e. between 95% and 91%.

These findings on the impacts of SNPs were compared to independently obtained results for
the same genes based on analyses using an amplicons cDNA microarray and comparing the
same tissue samples as those analysed here from secondary xylem and young needles [1]. A
total of 93% probes with no mismatches gave the same differential expression response
(significant DE at p<0.01, with correction for multiple testing) as found for the same gene by
using cDNA microarray (Fig. S2.2). The presences of 1 or 3 SNP mismatches decreased the
agreement of results slightly to 87% and 78% respectively. In contrast, almost no agreement

was found with 7 SNPs or more.

The presence of single insertion or deletion of 1, 2, 3, or 6 nucleotides positioned at the center
of the probe had little effect on the microarray hybridization outcomes. Fig. S2.2 show that the
despite these insertions and deletions, tissue preferential expression was highly congruent with
the cDNA array results (85%-90% of genes) found in Pavy et al. [1].

Both SNPs and indels are frequent in many conifer coding sequences and represented potential
sources of variation that were expected to influence the outcomes of microarray in spruce
coding sequences. The data obtained from these probe comparisons are sufficient to model

their effects and minimize their impacts in global probe design and microarray experiments.

The other factors we examined had minor and less predictable effects on hybridization
outcomes. There was little variation across different high quality 70-mer probes designed at
different position within the same gene. The variation appeared random and had a minor
impact on the detection of differential expression; the data did not suggest a significant bias of
probes located near the 3’ or the 5’ of the cDNA sequence (not shown). The different probe
lengths (50-mer, 60-mer and 70-mer) also had an effect on hybridization signal intensities. As
might be expected, the 60-mer and 70-mer oligonucleotides gave slightly more robust results

and generally produced stronger hybridization signals than the 50-mers.
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Figure $2.1 Effect of SNPs on hybridization signal intensities and differential expression ratios

Hybridization data were based on five biological replications of each white spruce tissue tested, and two technical
replicates (dye swaps) were used for each sample. Each data point represents the mean value for the five biological
replicates. For probe intensities (A, C, E), the data are based on hybridizations with total RNA from secondary xylem;
each point represents the mean value data for Alexa Fluor 555 (green) or Alexa Fluor 647 (red). The ratios (B, D, F)
were obtained from pair-wise comparisons of secondary xylem and young needles; each dot represents the mean

ratio obtained from the dye-swaps of all five biological replicates.
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Figure $2.2 Comparison of differential expression results from a cDNA microarray and the test
oligonucleotide microarray

Hybridization data were based on five biological replications of each white spruce tissue tested, and two technical
replicates (dye swaps) were used for each sample. Tissue preferential expression was determined as described
(Pavy et al. 2008) for secondary xylem and young needles. The outcomes of the two types of arrays were compared

by assessing the presence or absence of statistically significant tissue preference.
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Figure S2.3 Interspecific comparison of hybridization intensities in the phelloderm
A-F: Pair-wise comparison of white spruce and six other species based on the number of shared positive probes

indicated in the plots. The squared correlation coefficients (r2) are as follows 0.83 (A), 0.84 (B), 0.90 (C), 0.18 (D),
0.30 (E) and 0.18 (F). G: Analysis of signal intensity variation between species; the fold change (FC) was determined

from the average normalized signal intensities (log2 scale). An FC of 1 or -1 represents a two-fold signal increase or

decrease, respectively.
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Figure $2.4 Hybridization signal intensities of genes in each of the 10 expression classes in each
tissue in PiceaGenExpress transcript profiles

Vegetative buds (A), megagametophytes (B), xylem from mature trees (C), phelloderm from juvenile trees (D), xylem
from juvenile trees (E), embryogenic cells (F), needles (G) and roots (H). RPKM values from RNA-sequencing of

phelloderm (1) and xylem (J) of juvenile trees are also presented
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Figure S2.5 Expression classes and numbers of tissue of annotated and non-annotated
sequences
A-E: Number of annotated and non-annotated sequences per expression class for embryogenic cells (A),

megagametophytes (B), xylem from mature trees (C), phelloderm (D) and vegetative buds (E).
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Figure S2.6 Hierarchical clustering dendrograms of gene expression within two osmotic
regulation protein families.

A) dehydrins, and B) late embryogenesis abundant (LEA) proteins. Each leaf node of the dendrograms corresponds
to an individual gene, and each node (horizontal line) represents a gene cluster. A gene cluster is composed of
individual genes or existing gene cluster with the fusion point. Each gene cluster was placed at a height level as

shown on the vertical axis. Height values refer to the similarity/distance measures between genes and gene clusters.
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Table S2.1 and Table S2.2 are not shown here but available in xls format at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3534630/

Table S2.1 PiceaGenExpress transcript profiles.

Table $2.2 Summary statistics of PiceaGenExpress transcript profiles.
Table $2.3 Expression of cDNA selected for test microarray

Tissue preferential Intensity of transcripts detected in

transcript accumulation  secondary xylem of mature trees

Sequences selected from cONA  Needle  Xylem  None  Total Strong Moderat  Low

microarray studies e

Total number of cDNAs selected 295 295 410 512 109 126 217
% 30% 30% 41% 51% 21% 25%  54%

cONA represented by an amplicon
on test microarray 29 29 38 50 11 12 2

)\ o7
|8
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Chapitre 3.

Modular organization of the white spruce (Picea
glauca (Moench) Voss) transcriptome reveals
functional organization and evolutionary
signatures

[Raherison E, Rigault P, Giguere I, Caron S, Mebarek Lamarg & MacKay J (2015). Modular

organization of the white spruce (Picea glauca (Moench) Voss) transcriptome reveals functional

organization and evolutionary signatures. New Phytologist] doi : 10.1111/nph.13343]
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3.1 Résumeé

e Le profilage transcriptionnel a montré les bases moléculaires de plusieurs
processus biologiques dans les plantes mais rares soient les études qui ont
développé une compréhension sur la variation transcriptomique globale. Nous
avons ¢étudié la structure du transcriptome de 1’épinette blanche afin de délimiter
I’organisation modulaire, la fonction et les caracteres évolutifs du transcriptome.

e Des analyses utilisant des puces a ADN ont été effectuées afin de i) faire
I’identification et la caractérisation fonctionnelle des groupes de genes co-
exprimés; ii) faire 1’étude de la diversité de profils et de fonctions des génes dont
la préférence d’expression au tissu vasculaire est conservée entre les espéces des
Picea; iii) faire ’identification des réseaux d’expression reliés a la formation du
bois.

e Nous avons class¢ par profilage sur plusieurs tissus végétatifs 22 857 génes
comme variables (79%, 22 groupes de coexpression) ou invariables (21%).
L’organisation modulaire et la restructuration complexe du transcriptome entre
les génes préférentiels des tissus vasculaires ont été révélées par 1’attribution a
des groupes de coexpression qui ont des profils qui se chevauchent partiellement
et des fonctions partiellement distinctes. Des analyses intégrées sur des tissus et
des profils spatialement et temporellement variables ont identifi¢ des réseaux de
geénes du xyléme secondaire, montré leur changement pendant une saison de
croissance et identifi¢ le facteur de transcription PgNAC-7 (facteur de
transcription no apical meristerm (NAM), Arabidopsis transcription activation
factor (ATAF) et cup-shaped cotyledon (CUC) 007 dans P. glauca) comme un
gene central majeur spécifique a la formation du bois initial.

Le profilage référentiel a identifié des groupes de coexpression complets et
statistiquement robustes qui révélent que 1’organisation modulaire est a la base de

la conservation évolutive de la structure de transcriptome.
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3.2 Abstract

Transcript profiling has shown the molecular bases of several biological
processes in plants but few studies have developed an understanding of overall
transcriptome variation. We investigated transcriptome structure in white spruce
(Picea glauca (Moench) Voss) aiming to delineate its modular organization and
associated functional and evolutionary attributes.

Microarray analyses were used to: i) identify and functionally characterize groups
of co-expressed genes; ii) investigate expressional and functional diversity of
vascular tissue preferential genes which were conserved among Picea species; iii)
identify expression networks underlying wood formation.

We classified 22857 genes as variable (79%, 22 coexpression groups) or invariant
(21%) by profiling across several vegetative tissues. Modular organization and
complex transcriptome restructuring among vascular tissue preferential genes was
revealed by their assignment to coexpression groups with partially overlapping
profiles and partially distinct functions. Integrated analyses of tissue-based and
temporally variable profiles identified secondary xylem gene networks, showed
their remodelling over a growing season and identified the transcription factor
PgNAC-7 (no apical meristerm (NAM), Arabidopsis transcription activation
factor (ATAF) and cup-shaped cotyledon (CUC) transcription factor 007 in P.

glauca) as a major hub gene specific to earlywood formation.

Reference profiling identified comprehensive, statistically robust co-expressed
groups revealing that modular organization underpins the evolutionary

conservation of the transcriptome structure.
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3.3 Introduction

Transcriptome analysis is among the most widely used large-scale experimental
approaches to investigate genome function and to help annotate genome sequences
(e.g. Pickrell et al., 2010; Prasad et al., 2013; Ellison et al., 2014). The transcriptome
as a whole is highly dynamic owing to quantitative variations over spatial and
temporal scales. The observed changes in transcript levels result from the
combinatorial action of genetically encoded regulatory pathways that orchestrate
development and responses to environmental stimuli. The accumulation of individual
genes transcripts may be viewed as a bridge between the genotype and the phenotype
and as such, may be acted upon through natural selection (Romero ef al., 2012; Prasad

etal.,2013).

The fundamental interest in and application of transcriptome analysis are reflected by
its broad application in non-model organisms including many taxa such as conifer
trees where large genome size or complexity represents a technical barrier to genomic
investigation. Conifer tree genomes are highly repetitive and with sizes of 18 to 30
Gb, they are several folds larger than most angiosperm plant genomes sequenced to
date including Arabidopsis thaliana (GI, 2000), black cottonwood (Populus
trichocarpa; Tuskan et al., 2006), maize (Zea mays, Schnable et al., 2009), and
eucalyptus (FEucalyptus grandis; Myburg et al., 2014) as well as animal genomes such
as Human (IHGSC, 2004). Three conifer genomes were recently sequenced and
include white spruce (Picea glauca; Birol et al., 2013), Norway spruce (P. abies;
Nystedt et al., 2013), and loblolly pine (Pinus taeda; Neale et al., 2014). In contrast,
cDNA and transcriptome sequencing in conifers has been ongoing for over 15 years
(e.g. Allona et al., 1998), has led to many functional investigations, and produced
outcomes that enable genetic mapping research, association studies and investigations
of evolutionary adaptation (MacKay et al., 2012). Despite this extensive body of
work, a general framework describing transcriptome organization in conifers is

lacking and would help to develop a more unified understanding of genome function.

Conifer transcriptome studies have been conducted to gain insight into the molecular
underpinnings of growth, development and stress responses. Conifers are long lived
and need to cope with diverse biotic and abiotic stress factors over time, which has led
to a number of studies on the theme of resistance and acclimation. For examples, Sun

et al. (2011) identified genes responsive to fungal elicitation in scots pine (Pinus
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sylvestris) while Verne et al. (2011) identified up and down regulated genes in white
pine weevil resistant individuals in interior spruce (P. glauca x Picea engelmannii). In
the context of global environmental change, Yeaman er al. (2014) investigated
patterns of gene expression related to acclimation across environmental conditions in
lodgepole pine (Pinus contorta) and interior spruce; and Baldi ef al. (2011) identified
candidate genes for cold tolerance in cypress (Cupressus sempervirens). Considering
the ecological and economic importance of conifer woods, another area of interest is
transcriptome variation and reorganization during secondary xylem growth. Genes
with significant changes in expression between earlywood and latewood formation
were identified in loblolly pine trees from two seed sources (Yang & Loopstra, 2005),
in maritime pine (Pinus pinaster) during a growing season (Paiva et al., 2008), and in
radiata pine (P. radiata) at different stages of developmental aging (Li et al., 2010). A
few studies have addressed related evolutionary aspects by identifying genes that are
conserved in expression patterns and sequence between species such as white spruce
and A. thaliana (Pavy et al., 2008), among different spruce species (Raherison et al.,

2012) and between pine and spruce (Yeaman et al., 2014).

A majority of transcriptome profiling experiments in conifers and plants in general
have aimed to identify and functionally describe expression variations in subsets of
genes associated with biological processes or genotypic differentiation (e.g. Lorenz et
al., 2011; Palle et al., 2011). Genes whose transcript levels do not vary across samples
have been less investigated, despite their potentially key housekeeping roles (Aceituno
et al., 2008; Chang et al., 2011; Eisenberg & Levanon, 2013). Furthermore, many
studies have focused on a single or a few tissues or organs; however, recent studies in
flowering plants show that tissue differentiation is the major driver of transcriptome
reorganization in species such as A. thaliana (Ma et al., 2005), maize (Downs et al.,
2013), barley (Hordeum vulgare; Downs et al., 2013), and tobacco (Nicotiana
tabacum; Druka et al., 2006). The conservation of tissue-specific gene expression
patterns is also well-established in vertebrates including mammals (Prasad et al.,
2013) and non-mammals (Chan et al., 2009). Taken together, these observations
indicate that studies considering several tissues are a powerful approach to delineate
transcriptome organization across a whole organism. Furthermore, the rate of gene
expression evolution can differ depending on tissue or organ sources in angiosperms

(Yang & Wang, 2013) and in mammals (Brawand et al., 2011).
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We investigated transcriptome structure by interrogating 23853 genes on a custom
designed microarray profiling platform (Raherison et al., 2012) in two different
controlled experiments with biological replications. We have previously shown a high
level of concordance between results obtained with this microarray and RNA-Seq data
(Raherison et al., 2012). Other recent studies used RNA-Seq profiling (e.g. Yeaman et
al., 2014) and were able to interrogate nearly identical numbers of genes (23889 in

spruce and 23519 in pine).
Our objectives were threefold:

- Characterize the organization of the white spruce transcriptome based on
multiple tissue data generated from a single experiment enabling statistical
model analyses and the identification of high-confidence coexpression groups.
This led us to define and functionally analyze expressional groups including
invariant and variable genes across vegetative tissues of white spruce;

- Investigate expressional and functional diversity of vascular tissue preferential
genes which were conserved among Picea species

- Delineate gene coexpression networks and identify genes involved in
secondary cell wall development during wood formation, and study network

reorganization over the course of a growth season.

3.4 Materials and methods

We used microarray datasets from two independent experiments (experiments 1 and 2)
using the same microarray platform described in Raherison et al. (2012). These
experiments are described in the plant material section. We also used gene expression
results in shoot secondary xylem and phelloderm tissues of white (Picea glauca
(Moench) Voss), black (P. mariana (M) Britton) and Sitka (P. sitchensis (Bong.)
Carriére) spruces previously described in Raherison et al. (2012). Unless specified
otherwise, all statistical analyses were performed using the base R packages; the
Benjamini and Hochberg method was employed where appropriate to correct sets of
P-values for multiple comparisons (Benjamini & Hochberg, 1995) using the multtest

R package; and hypergeometric test for under or overrepresentation analysis.

3.4.1 Plant material
We used young spruce trees from open-pollinated seed lots that were grown for 6 — 16

wk in a greenhouse under natural light conditions. Tissue samples were collected
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either at one (experiment 1) or at four different time points (experiment 2) in a
growing season. In experiment 1, in July we collected from three-year-old seedlings of
white spruce seven vegetative tissues: shoot apex, needles of young branches (young
foliage), shoot or root secondary xylems, shoot or root phelloderms, and root tips

(Fig. 3.1a).
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Fig. 3.1 Classification of collected tissues based on gene expression
(a) Tissue sampling (image provided by Dr A Séguin); (b) hierarchical clustering of white spruce (Picea glauca)
tissues based on microarray data (logz2 scale). Analysis used the hclust function of R with Ward’s method (Ward,
1963) and based on expression data of detected genes. A, shoot apex; X, shoot secondary xylem; Y, root secondary
xylem; P, shoot phelloderm; H, root phelloderm; F, young foliage; and R, root tips; each tissue was replicated four
times (labelled 1-4)
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The shoot apex sample was about 1 cm in length and contained the shoot tip with the
apical bud as well as primary needles. Secondary xylem and phelloderm tissues lied
inside and outside of vascular cambium, respectively (Raherison et al., 2012). Four
biological replicates were used for each tissue sample, and each replicate was a pool
of samples from five independent trees. In experiment 2, shoot secondary xylem
tissues of four-year-old seedlings of Norway and white spruces were sampled on June
22, July 13, August 17 and September 21. Samples were collected from six individual
trees for each time point. All of the samples were immediately frozen in liquid

nitrogen and stored at -80°C until RNA isolation.

3.4.2 RNA isolation, labelling and hybridization

Total RNA was isolated from tissue samples by using the CTAB extraction method of
Chang et al. (1993) as described in Pavy et al. (2008). Total RNA of each sample
replicate was amplified using the Amino Allyl MessageAmp II aRNA amplification
kit (Ambiom by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s
instructions. In experiment 1, dye-swap technical replicates for each biological
replicates were performed. Each sample of amplified RNA (aRNA) were paired and
labelled with Alexa Fluor 555 and 647 dyes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). In
experiment 2, aRNAs were labelled with Alexa Fluor 555 dye. RNA amplification,
aRNA labelling, hybridization, array scanning and image processing were performed

as described in Raherison et al. (2012).

3.4.3 Microarray pre-processing and statistical analyses

In Experiment 1, intensity data from single dyes of the two-dye experiment were
analyzed separately. Replacement of abnormal or flagged spots, data normalization,
and identification of positive probes and detected genes were performed as described
in Raherison et al. (2012). A total of 24 850 probes corresponding to 23 623 unique
white spruce genes were detected at least in one tissue (Table 3.1, Table S3.1). Using
the nlme R package, we applied to detected genes a mixed analysis of variance
(ANOVA) model with tissue, dye and interaction tissue x dye as fixed effects; and
interaction tree x tissue as a nested random effect. A set of 846 genes were not
included in the ANOVA because their expression levels were non-normally
distributed (Anderson-Darling’s test; nortest R package), had non-homogenous
variances (Levene’s test; car R package), or were affected by the factor dye or

interaction tissue x dye. We identified genes that had changes (variable genes,
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adjusted P-value < 0.05) or were unchanged (invariant genes, adjusted P-value > 0.05)
across expression tissues from the remaining detected genes. These remaining
detected genes were also used for further analyses. In experiment 2, flagged spots of
expression data were removed from analysis. Data normalization and identification of
positive probes were carried out as described in Raherison et al. (2012). A two-way
ANOVA with species and time as factors was performed to identify the 1366
temporally variable genes or genes differentially expressed in secondary xylems
across time points in a growing season. Temporally variable genes were those with
one or more statistically significant probes (adjusted P-value < 0.05). The average
expression values in two dye technical replicates for each tissue samples (experiment
1) or six replicates in two species of each time point (experiment 2) were used for
Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA R package; Langfelder & Horvath,
2008), template matching (Harris et al., 2009), correlational and hierarchical
clustering analyses. In WGCNA, we used soft-thresholding power values of 14 and 18
for the experiments 1 and 2, respectively to identify expression modules. An
expression module is a cluster of highly (positively and negatively) correlated genes.
It reveals two negatively correlated expression profiles. Each expression profile is
associated with a group of genes that we referred to as a coexpression group in
experiment 1 or temporally variable cluster in experiment 2 (Table S3.1). The
WGCNA script used is included in the Method S1. The raw and preprocessed data
have been deposited in the National Center for Biotechnology Information - Gene
Expression Omnibus (NCBI - GEO) with accession numbers GSE60277 and
GSES51884 for experiments 1 and 2, respectively.

3.4.4 Functional annotation analysis

The cDNA sequences from which the oligonucleotide probes were designed
(Raherison et al., 2012) were annotated against the A. thaliana protein dataset (The
Arabidospis Information Resource 10) using the BLASTX (E-value < 107,
Functional classes presented on Table S3.2 were developed as follows: firstly, we
identified and clustered enriched biological process gene ontology (GO) terms using
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,
enrichment at P-value < 0.05, Huang et al., 2009); secondly, enriched GO terms were
classified into functional categories of plant GO slim using cateGOrizer (Hu et al.,

2008); and finally based on the GO term itself, its cluster and its functional category,
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each GO term was manually assigned to a consensus functional class. Six sequences
that we analyzed represented P. glauca MYB proteins. These sequences were named
in this report: BT112255: PgMYB29; BT117714: PgMYB30; BT119291: PgMYB31;
DR571012: PgMYB32; BT108182: PgMYB33; and BT106711: PgMYB34.

Table 3.1 Numbers of genes detected and classification as variable and invariant based on
transcript levels

Category Total genes Annotated genes (%)?
Interrogated genes 23 853 15 724 (66)
Detected genes' 23623 15 586 (66)
Statistically tested genes (ANOVA)? 22 857 15 096 (66)
Invariant genes 4805 2410 (50)
Variable genes 18 052 12726 (70)
(acjustod Pualus < 0.0001) 10 548 7651 (73)
Low-confidence genes 7504 5075 (68)

(0.05 < adjusted P-value > 0.0001)

Transcripts were detected above background levels in at least one tissue of white spruce (Picea glauca); 2Genes
that met assumptions for ANOVA testing (for details, see methods); 3Genes that matched an Arabidopsis
sequence (BLASTX, E-value < 10-19).

3.4.5 Reverse transcription quantitative PCR (RT-gPCR)

We performed RT-qPCR on 28 genes to verify results from microarray analyses
(Table S3.3). Gene specific primers were designed with Primer3Plus (Untergasser et
al., 2007), evaluated with OligoCalc (Kibbe, 2007) and checked for uniqueness in the
white spruce gene catalog (Rigault et al., 2011). The same RNA samples that were
used for microarray experiments were used for reverse transcription and RT-qPCR as
described in Boyle et al. (2009) by using the QuantiFast SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Carlsbad, CA, USA) with 5 ng of cDNA in a final volume of 15 pL. The
number of molecules was determined following the method of Rutledge & Stewart
(2008) with modifications described in Boyle et al. (2009). A one-way ANOVA (for
thefactor tissue) and the template matching method were used to determine if results
from microarray and RT-qPCR analyses were statistically matched with regard to

gene category and expression profile, respectively.
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3.5 Results

3.5.1 The expression of most white spruce genes vary significantly
across vegetative tissues

We analysed transcripts levels of 23 853 unique genes in seven vegetative tissues
during normal development of white spruce (experiment 1). These tissues represent
above-ground (apex, young foliage or needles, shoot secondary xylem, and shoot
phelloderm) and below-ground (root secondary xylem, root phelloderm and root tips)
organs. Microarray analysis of each tissue sample comprised four biological replicates
that were analysed separately. Dye-swap technical replicates were also used. We
identified 18 052 genes whose expression level varied significantly across tissues
(variable genes) and 4805 whose expression level did not vary across tissues (invariant
genes) (Table 3.1, Table S3.1, S 3.4). A total of 10 548 variable genes were identified
as high confidence (adjusted P-value < 0.0001) and 7504 genes (0.0001 < adjusted P-
value < 0.05) as low confidence (Table 3.1, Table S3.1, S3.4).

3.5.2 The white spruce transcriptome is organized into coexpression
groups classifying tissues based on their types or physiological
functions

As a first step to explore expression data and transcriptome organization, we used
hierarchical clustering. Biological samples of each tissue were clustered within a
single unique group, thus indicating high repeatability of transcript level
determinations as well as uniformity among samples of each type (Fig. 3.1b). Identical
results were obtained when analysing either the whole set of detected genes (Fig. 3.1b)
or only the set of variable genes (Fig. S3.1). The clustering clearly formed groups
according to tissue type. Root xylem clustered closely with shoot xylem, and root
phelloderm with shoot phelloderm, thus indicating a strong similarity between tissues
from above- and below-ground organs. The cluster mostly similar to foliage (i.e.

needles) was the shoot apex, an organ that contains primordial leaves.

To further characterize the organization of the white spruce transcriptome, we
clustered variable genes and identified 22 coexpression groups or sets of genes sharing
a similar expression profile ranging in size from 48 to 1929 genes (Fig. 3.2a,
Fig. S3.2, Table S3.1, Table S3.4). Gene clustering to delineate the coexpression
groups proceeded in two steps: i) we clustered high-confidence genes into 11 modules

each containing two coexpression groups with the WGCNA package of R and defined
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the expression profile associated to each of the groups; ii) we used the resulting
average expression level within each of the 22 groups as templates to determine
membership of low-confidence genes within the coexpression groups (adjusted P-
value < 0.05). In this study, expression modules (M1-M11) are comprised of genes
whose expression was positively or negatively correlated, whereas members of a
coexpression group had only positively correlated profiles (M1a-M11b, 22 groups in
total), as shown in heatmaps (Fig. 3.2a, Fig. S3.2a-j). A principal component analysis
(eigengene modules) was used to show the differentiation of tissues within each
expression module (Fig. 3.2, Fig. S3.2). Eigengene groups were used to study
correlation between groups and tissues (Fig. 3.2b, Fig. S3.2k) and between tissues

(Fig. 3.2¢).

Our results indicate a modular organization of the transcriptome that is linked to
differentiation between tissue types or physiological functions (Fig. 3.2a, b, Fig. S3.2,
Table S3.4). For example, four coexpression groups containing 42% of the variable
genes were positively correlated with a single tissue (average Pearson correlation
coefficient » > 0.7, shoot apex in M4a, M8b, M9a and M11b; and needles in M5b) or
tissue type (»> 0.6; secondary xylem from shoots and roots in M2a, M7b and M9b;
and phelloderm from shoots and roots in M6a and M10a). The profile of M1a group
comprising 11% of the variable genes was positively correlated with photosynthetic

tissues (r = 0.8).

The identification of coexpression groups also supports a strong similarity between
tissues from above- and below-ground organs. For example, fourteen profiles
comprising 70% of variable genes closely clustered xylem samples from the shoot and
the root, and similar phelloderm samples from the shoot and the root (M2-M7 and
M10). In contrast, only 21% of variable genes were separately clustered for vascular
tissues from the root and the shoot (M1 and M11). Analysis based on eigengene
groups revealed highly positive correlation between vascular tissues from the shoot

and the root (Fig. 3.2¢).

To confirm microarray analysis results, we determined and statistically analyzed
transcript levels of selected genes using RT-qPCR, including 24 variable genes and
four invariant genes (Table S3.3). Results were strongly consistent between the two
methods, with 92% of tested genes having similar expression profile and similar

category (invariant and variable genes) (Table S3.3).
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3.5.3 Gene ontology term enrichments show functional diversity among
coexpression groups

Functional analysis was performed for the 22 coexpression groups and invariant genes
based on annotations and enrichment for biological process gene ontology (GO) terms
for genes. Most of the detected genes (66%) were similar to an A. thaliana gene
sequence (Table 3.1) and were annotated accordingly. The proportion of white spruce
sequences that matched an A. thaliana sequence was somewhat higher among variable
genes (70% for the high-confidence group) than for the invariant genes (50%; Table
3.1). We found 4324 genes associated with enriched GO terms, representing 50% of
the genes with assigned GO term annotations (Fig 3.3a, Fig. 3.3, Table 3.2).

The GO term enrichment results showed that the dominant enriched biological
processes varied across the coexpression groups (Fig. 3.3b). In addition, strong or
preferential expression in a tissue type may be associated with several coexpression
groups from different modules, and thus with enrichment of different processes. For
example, group M6a with genes strongly expressed in phelloderm tissues compared to
all other tissues was enriched for stress response. Group M10a was also highly
expressed in phelloderm tissues but contrasted with M6a through stronger expression
in needles; it was enriched for terms related to lipid/carbohydrate metabolic process.
Observations such as these show how assignment to a coexpression group is a useful
first step for developing hypothesis for different groups of phelloderm preferential
genes. Other similar examples were observed for groups of genes with strong
expression in apex tissue (M4a, M8b, M9a and M11b), or in xylem tissues (M2a, M7a
and MO9b). These findings revealed the diversity of functions among genes

preferentially expressed in a tissue type.
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Fig. 3.2 Expression module and coexpression groups across tissues in white spruce (Picea
glauca)

(a), Heatmaps show transcript abundance (logz scale) of high-confidence variable genes in the M2 expression
module and M2a-M2b coexpression groups determined with the WGCNA package of R; Number in parentheses,
number of high-confidence (HC) variable genes in the coexpression group; Total and low-confidence variable gene
numbers are listed in Table S3.4; Rows (Y axis), genes which are listed in Table S3.1; Columns (X axis), each of the
four replicates of tissues (A1-4, shoot apexes; X1-4, shoot secondary xylems; Y1-4, root secondary xylems; P1-4,
shoot secondary phelloderms; H1-4, shoot secondary phelloderms; F1-4, young foliages; and R1-4, root tips); Bar
plots display the eigengene modules (or the first principal components); See Fig. S3.2 for graphically representation
of other expression modules and coexpression groups; (b), Correlation between coexpression groups (M1a-M11b)
and tissues based on eigengene groups; (c) Correlation between tissues based on eigengene groups.
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3.5.4 Conifer-specific genes are more strongly associated with
secondary meristematic tissues

Functional and structural differences have been extensively documented in secondary
vascular tissues when comparing conifer and angiosperms trees. For example,
functions of water transport and mechanical support are attributed to a single cell type
in conifers (tracheids) and to two distinct cell types in angiosperms (vessels and
fibers); in addition, different types of hemicelluloses and lignins make up their
secondary cell walls. We thus explored to what extent genes that are identified as
unique or specific to conifers may be more represented in coexpression groups with
strong expression in these tissue types. We used results of searches for sequence
similarity to 4. thaliana sequences (this work) and to Sitka spruce and loblolly pine
sequences (Rigault et al, 2011) to identify putative conifer specific genes and
analyzed their distribution across coexpression groups. We found that conifer-specific
genes were overrepresented in groups with a preference for expression in secondary
vascular tissues (M2a, Mé6a), and underrepresented in groups without a clear
preference in any tissue (M1b, M3a) or with high expression in tissues more closely

derived from shoot meristem (M1a, M8b) (Table S3.5).

3.5.5 Highly conserved invariant genes are associated with high
expression and cell basic functions

We observed that invariant genes spanned a broad range of expression levels
(Table 3.2) and that fewer of them had functional annotations compared to the variable

genes (Fig. 3.3a, Fig. S3.3).

Overall, the 596 invariant genes within enriched GO terms were predominantly
associated to basic cellular activities and to a lesser extent to transport, cell
communication/transduction, cell/organ development, and stress response (Fig. 3.3b),
suggesting an overrepresentation of housekeeping genes. We analysed the group
further with the aim of uncovering relationships between expression levels and

functional annotations or sequence similarities.
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Results showed that genes that were conserved between conifers and A. thaliana were
more strongly expressed as they were overrepresented among the high expression
classes. Inversely, the putative conifer- specific genes were overrepresented in low
expression classes (Table 3.2). Genes associated with the major enriched functions
were distributed in similar proportions in all expression level classes except for stress
response category which was statistically overrepresented in the lowest expression
class. This latter group likely represents genes whose expression may vary in response

to a stress factor and had a low basal level in tissues grown in permissive conditions.

Table 3.2 Function and cross-species conservation of invariant genes according to their
expression levels

Cross-species sequence conservation? Functional classes?
Conifers - White spruce- A B c D

Expression Total  Conifers  arabidopsis  arabidopsis (%) (%) (%) (%)
classes'
Low (<Q1) 1202 142* 225 110* 79 7 16* 11
Low to moderate
(Q1-Q2) 1201 147* 227 89* 94 6 8 10
Moderate to high
(Q2-Q3) 1201 109 419* 134* 94 10 7 13
High (>Q3) 1201 82 686" 397" 90 9 10 20
Total in number 4805 480 1557 730

Based on their mean expression from all tissue samples of white spruce (Picea glauca), invariant genes were
divided into four equal classes delimited by the first, second and third quartiles (Q1, Q2, or Q3); 2Conifers: number of
genes with conserved sequences between white spruce (P. glauca), sitka spruce (P. sitchensis) and loblolly pine
(Pinus taeda); Conifers—Arabidopsis thaliana: number of genes with conserved sequences between one of the three
conifer species and A thaliana; and White spruce-A. thaliana: number of genes with conserved sequences between
white spruce and A. thaliana based on sequence similarity approach (this work, Rigault et al., 2011; BLASTX, E-
value < 10-9); 3Frequency (number in %) of genes associated with each of the functional classes; A, basic cellular
activities; B, celllorgan development; C, response to abiotic and biotic factors; D, transport, cell
communication/transduction; the sum of percentages per row exceeds 100% because a gene may be involved in
one or more functional classes; 2 3Hypergeometric tests performed for expressional classes by column: *statistically

significant (adjusted P-value < 0.05), for over (bold numbers) or underrepresentation (italic numbers).
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Fig. 3.3 Functional analysis of invariant genes (InvG) and coexpression groups (M1a-M11b) in

white spruce (Picea glauca)

(a) X axis, frequency (number in %) of genes associated with each of the two annotation categories: enriched and

non-enriched biological process gene ontology (GO) terms; Number inside bars, number of genes per category; (b) X

axis, Frequency (number in %) of enriched GO terms associated with consensus functional classes; Number inside

bar, number of enriched GO terms per consensus functional class.
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3.5.6 Expressional and functional diversity among conserved secondary
xylem and phelloderm preferential genes

We used the defined coexpression groups to characterize sets of genes that we
previously identified as preferentially expressed in shoot secondary xylem (2537
genes) and phelloderm (2800 genes) tissues and were conserved in white, black and
sitka spruces (Raherison ef al., 2012; Table S3.1). We found that 95% of the
conserved xylem and phelloderm preferential genes were distributed among all
coexpression groups, indicating that their modular organization is represented by
diverse expression profiles (Fig. 3.4). Their respective distributions among
coexpression groups were highly contrasted and matched closely with the profiles of
the coexpression groups with regard to expression in xylem and phelloderm tissues;
except for group Mla (with similar expression levels in both xylem and phelloderm
tissues). The two tissue types are derived from different but neighbouring secondary
stem meristems; the xylem is derived from the cambial zone (located more internally)
and the phelloderm is derived from the phellogen (located more externally). Our
results show the extent of transcriptome reorganization resulting from differentiation

pathways from these two meristems.

3.5.7 Distinct expression patterns characterize wood formation at
different stages during a growth season

Secondary vascular development and growth in woody plants follow an annual cycle
that is characterized by an initial rapid growth phase (earlywood formation), followed
by a slower phase that transitions to dormancy (latewood formation). We carried out a
time-course microarray profiling experiment (experiment 2) and identified 1366 genes
with significant temporal variation in white and Norway spruces (adjusted P-value <
0.05). The genes were clustered with WGCNA into six temporal coexpression groups
of 41 to 507 genes (Fig. 3.5a, Table S3.1). Overall, transcript levels did not change
between June and July, remained stable (Fig. 3.5a; cluster T1, 726 genes) or varied
progressively (Fig. 3.5a; cluster T2, 547 genes) in August and changed dramatically
from August to September. Transcripts accumulating preferentially during June-July
and September represented 51% and 43%, respectively of the genes (Fig. 3.5a). In

contrast, only 3% of the genes were preferentially expressed in August.
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Fig. 3.4 Distribution of secondary xylem or phelloderm preferential genes conserved among Picea
species across coexpression groups. Vascular tissue preferential genes in white (Picea glauca),
Norway (P. abies) and black (P. mariana) spruces were identified in Raherison et al. (2012).
Dashed grey vertical lines represent the expected frequency based on chance alone (%) of preferential genes across
coexpression groups. Overrepresentation of xylem or phelloderm preferential genes compared to chance alone
(hypergeometric test; adjusted P-value < 0.05) is shown by grey-colored bars and underrepresentation of xylem or
phelloderm preferential genes is shown by open bars with an asterix (hypergeometric test; adjusted P-value < 0.05).
Each of the over and underrepresentations of xylem and phelloderm preferential genes closely matched with the

expression profiles of the corresponding coexpression groups as shown in Fig. 3.2a and S 3.2a-j
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Next, we analyzed the temporally variable gene clusters for membership in the 22
coexpression groups derived from our comparison of vegetative tissues in white
spruce (Fig. 3.5b). We found that June-July preferential genes (average Pearson
correlation coefficient »=0.6) were overrepresented in groups exhibiting high
expression in xylem tissues (M2a, M10b); these genes are called earlywood genes.
This observation is consistent with the fact that the secondary xylem tissues used to
define the tissue-based coexpression groups were sampled in July during earlywood
formation (Fig. 3.5b). Inversely, September preferential genes (r = 0.8) were
overrepresented in groups with a strong preference in phelloderm tissues or in other
tissues than xylem (M2b, M6a, and M10a); these genes are referred as latewood genes
(Fig. 3.5b). These observations indicate that many of the earlywood genes were
specific to xylem tissues at the start of the growing season while latewood genes were
more active in other parts of the trees during early phases of the growth season.
Analysis of functional annotations indicated that basic cellular activities,
lipid/carbohydrate reserves and secondary metabolic process were specific to
earlywood genes and that stress-responsive genes were specific to latewood genes.
Cell/organ development is a common function with a higher representation in

latewood genes (Fig. 3.5¢, Table S3.2).

3.5.8 Variation in secondary cell wall regulatory network hub genes is
associated with xylem transcriptome reorganization during the growth
season

We developed three unweighted and signed networks targeting two xylem preferential

modules (M2 and M7), June-July and September preferential genes. In these analyses,
two genes whose expression profiles have an absolute Pearson correlation coefficient
above 0.9 were connected. We computed the number of genes connected to each gene
(i.e. degree) to identify hub(s), which represent(s) the most connected gene(s). We
identified the enriched pathways for M2-7 network in Table S3.6. Among the enriched
pathways, we investigated the branch of phenylpropanoid biosynthesis pathway
leading to lignin biosynthesis (Fig. 3.6). Based on gene expression and sequence
similarity, twelve of the 23 presented genes were preferentially expressed in xylem
tissues and candidate genes for lignin biosynthesis. The remaining genes may

contribute to other branches of the phenylpropanoid metabolic pathway.
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Fig. 3.5 Distribution of temporally variable xylem expressed genes across coexpression groups

(a) Expression profiles of temporally variable genes in secondary xylem of white (Picea glauca) and Norway (P.
abies) spruces; Number in brackets, number of genes within temporally variable clusters (T1a-T3b); (b) Number of
temporally variable genes across tissue-based coexpression groups (M1a-M11b); Grey and blue/yellow background,
under and overrepresentation (hypergeometric test, adjusted P-value < 0.05), respectively; Blue and yellow
background, earlywood and latewood genes, respectively i.e. June-July (T1b and T2a) and September (T1a and
T2b) preferential genes that were overrepresented in M2a and M10b; and in M2b, M6a and M10a, respectively; (c)

Functional annotation analysis based on GO term enrichment of earlywood (blue-colored histogram) and latewood

(yellow-colored histogram) genes
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Xylem preferential (M2-7) network was scale free (Fig. S3.4) and had PgNAC-7 (no
apical meristerm (NAM), Arabidopsis transcription activation factor (ATAF) and cup-
shaped cotyledon (CUC) transcription factor 007 in Picea glauca) as the most
connected hub gene (Table 3.3a). A sub-network containing common interactions
(connections) and genes between xylem (M2-7) and June-July preferential networks
also had PgNAC-7 as the most connected hub gene (Table 3.3a; Table S3.1). PgNAC-
7 was recently identified as a key regulator of secondary cell wall development in
white spruce, which is functionally analogous to VND6/7 (vascular-related NAC-
domain 6/7; Duval et al., 2014). Functional annotation analysis was carried among
genes positively and negatively connected to PgNAC-7. Genes positively connected to
PgNAC-7 were specifically enriched for basic cellular, development and reserve
metabolisms, whereas stress response and secondary metabolism terms were enriched

in both negatively and positively connected genes (Fig. 3.7a,b).

We present a network showing PgNAC-7 and genes involved in secondary cell wall
formation as reviewed in Mizrachi et al. (2012) or shown to be transactivated in
conifers by regulators of secondary cell wall formation including MYB transcription
factors (Bomal et al., 2008, Duval et al., 2014, Fig. 3.7c, Table S3.7). The network
includes temporally variable and non-variable genes (Fig. 3.7c). Temporally variable
genes included PgNAC-7, five of the 10 MYBs and seven of the 22 enzymes,
indicating that the network may vary over the course of a growth season. We observed
that all of the earlywood genes were positively connected to PgNAC-7 and the

latewood genes were negatively connected to PgNAC-7.

A network was constructed for September preferential genes. The most connected hub
genes were three stress-responsive genes, i.e. a nucleotide-binding-site-leucine-rich-
repeat- or NBS-LRR-encoding gene (activated disease resistance 1 (ADRI1)), a
dehydrin-enconding gene (DHR), and a tubby-protein-encoding gene (TUB)
(Table 3.3b, Table S3.1). Several other dehydrins were also co-regulated in this
network (Table S3.1). These findings are consistent with changes in environmental
factors including water deficit and temperature decrease that occur at the end

(September) of a growth season and influence latewood formation in conifers.
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Fig. 3.6 Phenylpropanoid pathway leading to lignin production

Boxes, metabolite; Arrows, enzyme reactions; enzymes are reported with three letter code: PAL, phenylalanine
ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate-CoA ligase; HCT/C3H, shikimate/quinate
hydroxycinnamoyltransferase / p-coumarate 3-hydroxylase; CCoAOMT, caffeoyl-CoA O-methyltransferase; CCR,
cinnamoyl-CoA reductase; CAD, cinnamoyl alcohol dehydrogenease; Heatmaps next to enzyme name indicate
expression value of genes (a1-4, b1-2, ¢1-3, d1-9, e1-3, f1-2) across tissues (X, Y, P, H, A, F, R); Each expression
value is the average of four the biological replicates per tissue; a1-4, BT112211, BT106538, BT119163, BT114680;
b1-2, BT116118, BT117086; c1-3, BT106671, BT116171, DR551141; d1-9, BT106698, BT106398, BT101243,
BT117977, BT110631, BT102905, BT112333, BT104804, BT114515; e1-3, DR573886, BT111802, BT112289; f1-2,
BT112280, BT116920; X, shoot secondary xylem; Y, root secondary xylem; P, shoot phelloderm; H, root phelloderm;
A, shoot apex; F, young foliage; R, root tips.
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Table 3.3 Functional annotation of the top ten most connected genes (hubs) of the networks

GenBank
Accession Cluster ID' Degree?  Rank? e . .
4 5

Number PFAM description Functional annotation
(@)
BT102049 GQo0165_B14 53 1 No apical meristem (NAM) protein PgNAC-7, NAC 007
0235762 WS0021_112 43 2
BT117400 GQ03818_L16 40 3 Subtilase family Subtilase family protein
DR591085 WS00830_F12 40 3
BT108414 GQ03121_H22 39 5 Myb domain protein PgMYB2*
BT106274 GQ02906_F17 36 6
BT107150 GQ03103_E24 35 7 Xyloglucan endo-transglycosylase (XET) C- xyloglucan

terminus;Glycosyl hydrolases family endotransglucosylase/hydrolase
BT107836 GQO3113_F02 34 8 Aldehyde dehydrogenase family aldehyde dehydrogenase 3F1
DR594044 WS00839_J22 33 9 Subtilase family;protease-associated domain;Peptidase Subtilisin-like serine endopeptidase

inhibitor 19 family protein
BT106749 GQ03009_M04 32 10 Ring/U-box superfamily protein
(b)
BT105806 GQ02828_L20 496 1 Tubby C 2 (TUB) Protein of unknown function (DUF567)
BT112527 GQ03316_N22 496 1 Leucine Rich Repeat ADRH1, Disease resistance protein

(CC-NBS-LRR class) family
BT117952 GQ03918_F10 496 1 Dehydrin (DHR)
BT103744 GQ02801_H14 495 4 ThiF family ubiquitin-activating enzyme
BT109195 GQ03205_L14 494 5 Glycosy! hydrolase family, N-terminal domain glucuronidase
BT113137 GQ03326_D07 494 5 Dehydrin
BT114680 GQ03519_E06 494 5 Aromatic amino acid lyase phenylalanine ammonia-lyase 4
BT104565 GQ02811_009 493 8 Embryo-specific protein 3, (ATS3) Embryo-specific protein 3, (ATS3)
BT115870 GQ03707_L13 493 8 Glycosy! hydrolase family beta glucosidase
BT101047 GQ0065_L03 492 10
BT104876 GQ02816_C10 492 10 Hsp20/alpha crystallin family heat shock protein 17.4
BT104881 GQ02816_D12 492 10 sucrose synthase 3
EX329848 GQ02830_C21 492 10 Dehydrin (DHR)
BT114833 GQ03603_F10 492 10 Dehydrin (DHR)
BT116286 GQ03715_F15 492 10 Pyruvate phosphate dikinase, PEP/pyruvate binding domain  Pyruvate phosphate dikinase,
PEP/pyruvate binding domain

DR574449 WS00737_M23 492 10 Cox19 family protein (CHCH motif)

(a), Sub-network (Xylem (M2-7) and June-July preferential network) which contains 185 genes (see Table S3.1 for
details); (b), September preferential network which contains 691 genes (see Table S3.1 for details); 'From by Rigault
et al. (2011); 2The number of genes connected to each gene within the network; SThe rank of genes based on their
degree within the network, genes with similar degree have the same rank; “PFAM, the protein families database;
ATS3, Arabidopsis thaliana seed gene 3; PEP, phosphoenolpyruvate; SFunctional annotation based on TAIR10 (The
Arabidopsis Information Resource version 10); NAC 007, no apical meristerm (NAM), Arabidopsis transcription
activation factor (ATAF) and cup-shaped cotyledon (CUC) transcription factor 007; PgNAC-7, name of the NAC 007
gene in white spruce (Picea glauca) according to Duval et al. (2014); DUF, Domain of unknown function; ADR1,

activated disease resistance 1; CC-NBS-LRR, coiled coil-nucleotide-binding-site-leucine-rich-repeat.
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Fig. 3.7 Functional, network analysis and temporal expression patterns of PgNAC-7 connected

PgNAC-7, no apical meristerm (NAM), Arabidopsis transcription activation factor (ATAF) and cup-shaped cotyledon
(CUC) transcription factor 007 in Picea glauca; (a,b) Venn diagrams show distribution of PgNAC-7 negatively (a) and
positively (b) connected genes among functional classes; (c) Upper panel, an unweighted and signed network shows
connections of PgNAC-7 with MYB transcription factors (oval-shaped nodes) and putative genes (rectangle-shaped
nodes) associated with secondary cell wall formation (Duval et al., 2014; Mizrachi et al., 2012); PgNAC-7 / MYB
transcription factors and genes are listed in Table S3.1. Edges or connections are coexpression between genes with
a Pearson correlation coefficient < -0.9 (dashed line) or = +0.9 (solid line). Lower panel, temporal variation of genes;

node and graph colors, temporal expression of genes in secondary xylem tissue of white (P. glauca) and Norway (P.

abies) spruces during a growing season:

T T T L T T T
July August | September June July August ' seplember

genes

blue and yellow, highly expressed genes in June, July or August

(earlywood genes) and in September (latewood genes), respectively; grey, temporally invariable genes.
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3.6 Discussion

Our findings described the modular organization of white spruce transcriptome which
we divided into invariant genes and coexpression groups of variable genes across
tissues. We assigned 18 052 genes to 22 coexpression groups that are statistically
robust and 4805 genes as being invariant across tissues. We also showed the
complexity, conservation and reorganization of the transcriptome associated with
secondary vascular tissue formation in spruces. These findings relating to
transcriptome organization are discussed in the context of plant evolution, gene

functions and expression networks.

3.6.1 Evolutionary signatures of tissue differentiation

We measured transcript levels in seven vegetative tissues of above- and below-ground
organs of white spruce using a microarray platform and found that a large proportion
of genes were differentially expressed across tissues with strong (10 548 high-
confidence genes) or moderate statistical support (7504 low-confidence genes). Tissue
differentiation has generally been linked to deeper transcriptome reorganization than
developmental stages or environmental conditions in plants and animals. Our results
from the comparison of white spruce tissues identified a much larger proportion of
variable genes than comparisons of biological conditions or developmental stages in
conifer trees including interior hybrid spruce (Verne et al, 2011), maritime pine
(Paiva et al., 2008), radiata pine (Li et al., 2010) and white spruce (this work). Similar
findings have been reported in other plants including 4 thaliana (Ma et al., 2005),
tobacco (Edwards et al., 2010) and maize (Downs et al, 2013). In A4 thaliana,
Aceituno et al. (2008) indicated that tissue types were a more influential variable for
transcriptome variation than any of the tested experimental conditions. In mammals,
tissue affiliation explained generally at least 10 times more expression variance than
perturbations or diseases (Prasad et al., 2013). In mouse, Su et al. (2002) identified
78% of genes with differential expression across tissues versus 9-10% across time
points (Kwon et al., 2012) or 1-7% between influenza-infected lungs and control
(Pommerenke et al., 2012). Tissue differentiation is evolutionarily ancient and has
been linked to transcriptome signatures that are conserved across species (Prasad et
al., 2013). In our previous work, we found that only 60 of the 5407 vascular tissue
differential genes have different expression patterns when comparing three spruce

species (Raherison et al., 2012). These findings showed how transcriptome signatures
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highlighted the ancient evolutionary origins of tissue differentiation (~380 Mya;
Kenrick & Crane 1997).

In light of these observations and the high level of genomic conservation among
spruces (Ritland et al., 2011), expression profiles may be regarded as a fundamental
property of genes and their orthologs across the genus. It is also to be expected that
profiles extend to other genera within the Pinaceae by extrapolation from comparison
of white spruce and loblolly pine showing a high level of conservation in gene coding
sequences (Rigault et al, 2011) and in genome structure (Pavy et al., 2013). The
response to abiotic stress factors is also well conserved between pine and spruce as
shown by Yeaman et al. (2014) who reported that the expression pattern was

conserved for 74% of genes identified as sequence orthologs.

3.6.2 Modular transcriptome organization underpins tissue
differentiation

The features of sequences that make up the different tissue transcriptomes largely
overlap but their quantitative variations in transcript amounts reveal the underlying
transcriptome reorganization. These quantitative changes are underpinned by a
complex modular organization that was represented here by coexpression groups
(Fig. 3.2, Fig. S3.2, Table S3.3, S3.4). The modular organization may be illustrated by
considering secondary xylem and phelloderm from the stem. Transcripts were
detected for 22 970 and 23 296 genes in xylem and phelloderm, respectively, and were
distributed among invariant genes and all of the 22 coexpression groups (Table S3.8).
This modular organization showed the expressional diversity of gene profiles in a

given tissue.

Tissue preferential expression has been used to classify genes and to carry out
functional studies and evolutionary investigations of tissue differentiation (Ma et al.,
2005; Pavy et al.,, 2008; Yang & Wang, 2013; Duval et al., 2014). We analyzed xylem
and phelloderm preferential genes conserved in three spruce species and found that
they were distributed among all coexpression groups as well as being differentially
represented in many of them (Fig. 3.4). These observations show the diversity of
expression profiles among genes identified as preferentially expressed in a given

tissue.
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3.6.3 Coexpression is associated with functional similarity

We report a high rate of GO term enrichment among coexpression groups. Almost
50% of the genes with assigned GO terms were associated with GO term enrichment
in the different groups (Fig. 3.3a, Fig. S3.3). Coexpression groups were for the most
part very distinct in regard to predominant enriched biological functions. Taken
together, these observations indicated that several members within coexpression
groups shared functions in addition to expression profiles, which support the notion
that members of coexpression groups participate in similar or common processes. For
example, enriched terms for photosynthesis, stress response and lipid metabolic
processes were largely observed in the group of genes highly expressed in foliage and
shoot apex tissues (Mla in Fig. 3.3b, Table S3.2).The shoot apex requires lipids to
support intense cell division activity and rapid growth rate (Jordy, 2004). Both shoot
apex and needles are photosynthetic tissues and regularly exposed to stress conditions.
In turn, cell division, cell/organ development and cell transduction were the
predominant enriched functions in profiles with higher expression in root vascular
tissues (M1b in Fig. 3.3b, Table S3.2). Root tips contain a meristematic zone in active
state of cell division (Reddy & Chary, 2003; Verbelen et al., 2006); root growth and
development are controlled by cell signal transduction pathways (Perrin et al., 2005;

Grieneisen et al., 2007; Laskowski et al., 2008).

Coexpression groups with opposite profiles within an expression module may have
contrasted GO term enrichments (Fig. 3.2a, Fig. S3.2). For example, group with strong
expression in secondary xylem tissues (M2a) had higher representation of terms
related to cell/organ development than group with low expression in secondary xylem
(M2b). The opposite was observed for the terms related to carbohydrate/lipid reserves
and defense mechanisms. Coexpression groups with high (M7a) and low (M7b)
expression in root tips and xylem were enriched for secondary metabolic processes
and for basic cellular mechanisms, respectively; and both were enriched for stress

responsive genes.

Considering these observations, enriched GO terms may represent indirect information
on the biological function of co-expressed genes which lack GO terms or functional
annotations (i.e. guilt by association). Genes highly co-expressed have a greater
chance of sharing a common regulatory mechanism and therefore have similar

functions (Allocco et al., 2004). In this regard, a few of the coexpression profiles had

17



a relatively low proportion of genes with associated GO terms (e.g. M3b and M11b)
where less than 25% of genes with assigned GO terms were associated with enriched
GO terms. Genes without predicted functions are numerous in conifers (Rigault et al.,
2011) and represent significant numbers even in model organisms. Coexpression
groups may help not only to functionally annotate these genes but also to improve
inference of gene function across species. According to Prasad er al. (2013), an
analysis combining tissue expression profiles with sequence similarity provides a
better prediction of functions of homologous genes across species than using sequence

information alone.

We identified 4805 genes that did not vary across tissues (invariant genes) and thus
could be designated as housekeeping genes according to Chang et al. (2011) and
Eisenberg & Levanon (2013). The number of putative housekeeping genes decreases
to 1201 when using expression level criteria (moderate to high expression genes,
Table 3.2) defined by Aceituno et al. (2008) in A. thaliana. We found about the same
number of housekeeping genes in white spruce as reported for humans (Chang et al.,
2011) and three-fold more than reported for 4. thaliana (Aceituno et al., 2008), both
of which studies considered many more tissue types and biological conditions. As
relevant for housekeeping functions, the majority of invariant genes had a biological
function related to basic cellular activities, in agreement with previous reports (Chang
et al., 2011; Eisenberg & Levanon 2013). Based on sequence similarity analysis, we
also found that most of the highly expressed invariant genes were conserved between
A. thaliana and white spruce (Table 3.2). This finding is consistent with previous
reports indicating high expression of the majority of genes conserved between closely
(mouse and Human; Liao & Zhang, 2006) or distantly related species (mouse and fruit
fly; Tamura et al, 2004). Highly expressed genes were shown to have lower
evolutionary rates of change in protein sequences (Tamura et al., 2004; Liao & Zhang,

2006) and to be under stronger selection for mRNA folding (Park et al., 2013).
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3.6.4 Temporal reorganization of gene expression networks in the
vascular transcriptome

Network analysis identified PgNAC-7 as a network hub that is positively connected to
several genes involved in secondary cell wall formation. These findings are consistent
with the role of PgNAC-7 and downstream MYB genes (PgMYBI, 2, 4 and 8) shown
in white spruce to act as secondary cell wall regulators in transient assays (Duval et
al., 2014) and in transgenic trees (Bomal et al., 2008). This network is functionally
similar to that regulated by class IIB NAC proteins VND4, VNDS5 and VND6 of 4.
thaliana (Duval et al., 2014) and several downstream genes of MYBs (Zhong & Ye,
2009; Zhong et al., 2010), which is also conserved in woody angiosperms including
poplar (Populus trichocarpa) and eucalyptus (Eucalyptus gunnii) (Zhong & Ye, 2009;
Zhong et al., 2010; Hussey et al., 2013).

Temporal analysis in white spruce indicated that PgNAC-7 and three of the spruce
MYBs had expression profile strongly related to earlywood, while no temporal
variation was observed for other MYBs and most of the downstream genes encoding
enzymes involved in secondary cell wall assembly. These observations indicate that
the regulatory network may be reconfigured over the course of a growth season. A
scan of the latewood preferential cluster (Table S3.1) identified one other NAC
sequence and four other MYBs but these sequences have not been tested functionally.
In turn, they represent candidate genes to be investigated for involvement in the

regulation of members of this network.

Remodeling of the regulatory network in latewood was supported by the finding that
the most connected hubs are stress responsive genes, i.e. ADRI1, a tubby gene and a
dehydrin gene. ADRs encode NBS-LRR proteins involved in receptor-mediated
signaling (Bonardi ef al., 2011). The network also contained many other co-regulated
dehydrin genes. ADRI, tubby protein and dehydrin proteins enhance drought
tolerance in plants (Chini et al., 2004; Puhakainen et al., 2004; Wardhan et al., 2012).
Our findings are consistent with the transition to dormancy that is initiated during
latewood formation and involves several cellular changes including shifts in osmotic
processes (Paiva et al., 2008). Differences between earlywood and latewood formation
in terms of biological function and transcriptional regulatory network indicate
transcriptional changes associated with seasonal network reorganization during a

growing season in conifers.
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3.7 Concluding remarks

We classified expressed white spruce genes into coexpression groups that are
indicative of the modular organization of the transcriptome. Our results showed that
deeper transcriptome reorganization is associated with tissue differentiation than with
developmental stages or environmental conditions, and that patterns are conserved
between spruce species as might be expected given the ancient evolutionary origins of
tissue differentiation. Time-course analyses of wood formation indicated network
reorganization and a transition from cell wall formation toward defense related genes.
This report extends previous work on the PiceaGeneExpress database (Raherison et
al., 2012) by statistical modeling of transcriptome organization leading to network
analysis. We have developed a framework of information for spruce genes and an
approach that could be readily applied to any number of tree and other plant genomes.
Combined with other types of information, coexpression groups may enable basic
discoveries relating to genome function, regulatory networks, biomarkers and
candidate genes in addition to supporting the development of applications for breeding

and the conservation of genetic diversity.
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3.10 Supporting information

METHOD S 3.1 Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA) script

# WGCNA is an R package that can be briefly described as follow. A pair-wise Pearson correlation matrix was

# computed and then transformed into an adjacency matrix using a power function: adjacency value of two genes =
# | correlation between two genes| B, where B is the weight. The adjacency matrix was transformed into a distance
# matrix using the topological overlap measure (Li & Horvath, 2007). A hierarchical clustering analysis was applied to
# the dissimilarity matrix (1 - distance matrix). Dendrogram leaves were cut and separated genes into distinct

# expression modules using the dynamic tree cut algorithm (Langfelder et al,. 2008). An expression module can be
# defined as a cluster of highly (positively and negatively) correlated genes (Langfelder & Horvath, 2008). It reveals
# two negatively correlated expression profiles. Each expression profile is associated with a group of genes that we
#referred to a co-expression group in experiment 1 or temporally variable cluster in experiment 2 (Table S3.1).Below
# is the WGCNA script we used.

# Loading expression data

# Expression data is a matrix with genes in rows and tissues in columns

getwd();

workingDirectory="C:/Users/...";

setwd(workingDirectory);

library(WGCNA);

options(stringsAsFactors = FALSE);

datExp=read.table("ExpressionData.txt")

# Transposing data and removing unnecessary data

datExpr0 = as.data.frame(t(datExp[,]));

names(datExpr0)=datExpr0[1,]

datExprO=datExpr0[-1,]

# Detecting outlier samples with hierarchical clustering analysis

# no sample of experiments 1 and 3 was removed after the outlier verification

sampleTree = flashClust(dist(datExpr0), method = "average");

plot(sampleTree)

# Choosing the soft-thresholding power: analysis of network topology

powers = ¢(c(1:10), seq(from = 12, t0=20, by=2));

sft = pickSoftThreshold(datExpr0, powerVector = powers, verbose = 5);

plot(sft$fitindices[, 1], -sign(sft$fitindices[,3])*sft$fitindices[,2],

xlab="Soft Threshold (power)", ylab="Scale Free Topology Model Fit,

signed R*A2" type="n", main = paste("Scale independence"));

text(sft$fitindices(, 1], -sign(sft$fitindices,3])*sft$fitindices[,2],

labels=powers,cex=cex1,col="red");

abline(h=0.86,col="red")

plot(sft$fitindices[,1], sft$fitindices[,5],

xlab="Soft Threshold (power)",ylab="Mean Connectivity", type="n",

main = paste("Mean connectivity"))

text(sft$fitindices[, 1], sft$fitindices],5], labels=powers, cex=cex1,col="red")

# Identifying expression modules

# We used power = 14 and 18 to identify modules across tissues (Experiment 1)

# and times (Experiment 3), respectively

net = blockwiseModules(datExpr0, power = 14, minModuleSize = 30,

maxBlockSize=12000, reassignThreshold = 0, mergeCutHeight = 0.25,

numericLabels = TRUE, pamRespectsDendro = FALSE, saveTOMs = TRUE,

saveTOMFileBase = "TOM1", verbose = 3)

# Calculating eigengene of modules

MEs = moduleEigengenes(datExpr0, moduleColors)$eigengenes

MET =orderMEs(MEs)

# References

# Langfelder P, Horvath S. 2008. WGCNA: an R package for weighted correlation network
# analysis. BMC bioinformatics 9: 559.

# Langfelder P, Zhang B, Horvath S. 2008. Defining clusters from a hierarchical cluster tree:
# the Dynamic Tree Cut package for R. Bioinformatics 24: 719-720.

#Li A, Horvath S. 2007. Network neighborhood analysis with the multi-node topological
# overlap measure. Bioinformatics 23: 222-231
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Fig. $3.1 Hierarchical clustering of white spruce (Picea glauca) tissues based on variable genes;

Analysis was performed using the hclust function of R with Ward’s method (Ward, 1963) and microarray data (logz
scale) of variable genes; A, shoot apex; X, shoot secondary xylem; Y, root secondary xylem; P, shoot phelloderm; H,
root phelloderm; F, young foliage; and R, root tips; each tissue was replicated four times (labelled 1-4).

Reference
Ward JH. 1963. Hierarchical grouping to optimize an objective function. Journal of the American statistical
association 58: 236-244.
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Fig. S3.2 Representation of co-expression groups and their correlation to white spruce (Picea
glauca) tissues

(M1, M3-M9), expression modules; (M1a, M1b, M3a-M9b), co-expression groups; (a-h), Heatmaps show transcript
abundance (log2 scale) of high-confidence (HC) variable genes in expression modules and co-expression groups
determined with the WGCNA package of R; Number in parentheses, number of high-confidence variable genes in
the co-expression group; Total and low-confidence variable gene numbers are listed in Table S3.2; rows (Y axis),
genes which are listed in Table S3.1; columns (X axis), tissues (A, shoot apex; X, shoot secondary xylem; Y, root
secondary xylem; P, shoot phelloderm; H, root phelloderm; F, young foliage; and R, root tips); Each tissue was
represented by four biological replicates (labelled 1-4); bar plots display the module eigengenes (or the first principal
components). ); (k), Heatmap shows the Pearson correlation coefficient between co-expression groups and tissue
samples.
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Fig. $3.2 (suite) Representation of co-expression groups and their correlation to white spruce
(Picea glauca) tissues

(M10-M11), expression modules; (M10a-M11b), co-expression groups; (i-j), Heatmaps show transcript abundance
(log2 scale) of high-confidence (HC) variable genes in expression modules and co-expression groups determined
with the WGCNA package of R; Number in parentheses, number of high-confidence variable genes in the co-
expression group; Total and low-confidence variable gene numbers are listed in Table S3.2; rows (Y axis), genes
which are listed in Table S3.1; columns (X axis), tissues (A, shoot apex; X, shoot secondary xylem; Y, root secondary
xylem; P, shoot phelloderm; H, root phelloderm; F, young foliage; and R, root tips); Each tissue was represented by
four biological replicates (labelled 1-4); bar plots display the module eigengenes (or the first principal components);
(k), Heatmap shows the Pearson correlation coefficient between co-expression groups and tissue samples.
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Fig. $3.3 Functional annotation of invariant genes and co-expression groups

Inv, invariant genes; M1a-M11b, co-expression groups; X axis, frequency (number in %) of genes that were
associated to each of the four annotation categories: i) non-annotated genes to The Arabidopsis Information
Resource version 10 (TAIR10, www.arabidopsis.org), ii) annotated genes to TAIR10 but without gene biological
process gene ontology terms (GO terms), genes within iii) enriched and iv) non-enriched GO terms; Numbers inside
each bar, numbers of genes in each category; Enrichment test was performed using DAVID tool (Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery; http://david.abcc.ncifcrf.gov, Huang et al., 2009)

Reference

Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. 2009. Bioinformatics enrichment tools: paths toward the comprehensive

functional analysis of large gene lists. Nucleic acids research 37: 1-13.
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Fig. S3.4 Gene degree distribution in a double log scale of the xylem (M2-7) preferential network

The M2-7 network had a scale-free topology since its gene degree distribution fitted to a power-law distribution (i.e.
few hubs hold together numerous small-degree nodes; Barabasi et al., 2001). Figure as output directly from the
Cytoscape software (Assenov et al., 2008). June-July and September preferential networks were not scale free.

References
Assenov Y, Ramirez F, Schelhorn S, Lengauer T, Albrecht M. 2008. Computing topological parameters of
biological networks. Bioinformatics 24: 282-284.

Barabasi AL, Erzsebet R,Vicsek T. 2001. Deterministic scale-free networks. Physica A 299: 559-564.
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Tables S3.1, S3.2 and S3.3 are not shown here but available in xIs format at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3534630/

Table S$3.1 Compilation of gene expression results from experiments 1 and 2 and gene network
analysis and annotation summary

Table S3.2 Functional annotation analysis of gene groups

Table $3.3 RT-qPCR primer sequences and microarray validation by RT-gPCR

Table S3.4 Number of genes per co-expression group in white spruce (Picea glauca)

Co-expression High- L?w-
group confidence confidence Total
gene gene

M1a 1787 142 1929
M1b 947 861 1808
M2a 1418 282 1700
M2b 628 243 871
M3a 1019 815 1834
M3b 334 401 735
M4a 973 553 1526
M4b 358 318 676
M5a 720 333 1053
M5b 381 373 754
M6a 649 193 842
M6b 213 318 531
M7a 334 305 639
M7b 250 348 598
M8a 153 1 154
M8b 27 441 468
M9a 127 128 255
M9b 40 603 643
M10a 91 125 216
M10b 42 158 200
M11a 36 23 59
M11b 15 33 48

High- and low-confidence genes are genes differentially expressed across tissues at adjP-value<0.0001 and 0.05 <
adjP-value > 0.0001, respectively; (M1a-M11b) are tissue-based co-expression groups that are graphically presented
in Fig. 3.2a and Fig. S3.2a-}.
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Table S3.5 Under or overrepresentation of conifer specific genes across co-expression groups

Co-expression N.umber of ] . .

group conifer specific Underrepresentation Overrepresentation
genes

M1a 154

M1b 171

M2a 203 X

M2b 107

M3a 162

M3b 81

M4a 148

Mdb 86

M5a 138

M5b 101

M6a 158 X

M6b 58

M7a 60

M7b 72

M8a 8

M8b 36

M9a 32

M9b 49

M10a 24

M10b 30

M11a 6

M11b 7

Conifer specific genes are Picea glauca (Moench) Voss genes whose sequence has significant match with a P.
sitchensis (Bong.) or Pinus teada L. sequence (BLASTX, E-value<10-19 ) but has no significant match with any
Arabidopsis sequence; x indicates co-expression groups where conifer specific genes were over or

underrepresented at adjP-value < 0.05
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Table S$3.6 Enriched pathways in xylem (M2-7) preferential network

Gene adjP-
Enriched pathways' number Genes? val’<0.05
_ , AT5G05340, AT3G18080, AT4G36220, AT5G51890,
ﬁ}gg%ﬁ%g:e”y'pmpano'd 03 AT1G15950, T4G36430,AT1G65060, AT2G41480, 6.881E-6
AT4G16270, AT3G21240, AT1G26560,
AT4G34050,AT1G44970, AT2G44480, AT2G37040,
AT1G05260, AT2G30490, AT3G53260,
AT4G34230, AT2G18150, AT5G06720, AT1G71695,
AT5G66390
AT3G06350, AT5G05340, AT1G61720, AT1G48030,
ath01061:Biosynthesis of AT5G66120, AT4G33510, AT2G45300, AT4G36430,
phenylpropanoids 40 AT5G13420, AT2G37040, AT1G05260, AT2G18150, 1.07E-4
AT4G34230, AT5G06720, AT1G43670, AT3G29200,
AT4G22870, AT3G51240, AT5G51890, AT4G36220,
AT1G15950, AT5G49460, AT5G07990, AT2G42790,
AT2G41480, AT1G65060, AT1G48850, AT4G16270,
AT1G44970, ATAG34050, AT3G21240, AT2G30490,
AT3G53260, AT3G55120, AT5G13930, AT2G16370,
AT4G22880, ATAG27070, AT1G71695, AT5G66390
. , AT5G07990, ATAG34050, AT5G42800, AT1G61720,
ooymthege e 10 AT3G51240, AT2G30490,AT3G55120, AT5G13930, ~ 341E-4
AT4G22880, ATAG22870
ath00460:Cyanoamino acid 9 AT4G39640, AT1G26560, AT2G44480, AT3G18080, 0.00587
metabolism AT5G22300, AT3G61440, AT1G73050, AT4G13930,
AT3G07990
, AT5G05340, AT5G51890, ATAG36430, AT2G41480,
ath00360:Phenylalanine 15 AT4G16270, AT1G44970, AT2G37040, AT1G05260, 0.0092
metabolism AT2G30490, AT3G53260, AT2G18150, AT2G42490,
AT5G06720, AT1G71695, AT5G66390
ﬁﬁg?aofjg‘r':‘"etha”e 14 AT2G44160, AT5G05340, AT5G43940, AT5G51890, 0.02720

AT4G13930, AT4G36430, AT2G41480, AT4G16270,
AT1G44970, AT1G05260, AT2G18150, AT5G06720,
AT1G71695, AT5G66390

tidentified using DAVID tool (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery;
http://david.abcc.ncifcrf.gov; Huang et al., 2009); 2 Gene identifiers according to TAIR (The Arabidopsis Information
Resource); 3 Benjamini-Hochberg correction (Benjamini & Hochberg, 1995)

References

Benjamini Y, Hochberg Y. 1995. Controlling the false discovery rate: a practical and powerful approach to multiple
testing. Journal of the Royal Statistical Society. Series B (Methodological) 57: 289-300.

Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. 2009. Bioinformatics enrichment tools: paths toward the comprehensive
functional analysis of large gene lists. Nucleic acids research 37: 1-13.
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Table S3.7 Members of the secondary cell wall gene network shown to be transactivated by
PgNAC-7 or MYB transcription factors in white spruce (Picea glauca)

Trans ;
GenBank . Gene . - PgNAC-7  PgMyb8 Co- Temporal  Preferential
Acc. Nbr Cluster ID name? Function act|v3at|0n (RX0.9)  (R>09)¢  expression  clusters  expression
group in spruces®
BT102049  GQO165_B14 PgNAC-7  NAC-domain X M2a T2a Xylem
transcription
factor
BT108136 GQ03117_E18  PgMYB8  myb domain ab X M2a None Xylem
protein
BT108631 GQ03124_J09  PgMYB1 myb domain a b M3b T2a Xylem
protein
BT108414 GQ03121_H22 PgMYB2  myb domain b X M2a T2a Xylem
protein
BT107883 GQ03113_N22  PgMYB4  myb domain b X M2a T2a Xylem
protein
BT116706  GQ03805_C07  PgDHS-2  3-deoxy-d- ab X M2a None Xylem
arabino-
heptulosonate
7-phosphate
synthase
BT115945  GQO03709_D11  PgCM-3 Chorismate b X M2a None Xylem
mutase-1
BT112280 GQ03312_011  PgCAD cinnamy! alcohol ab X X M2a None Xylem
dehydrogenase
BT106671  GQ03007_K12  Pg4CL 4- a b M2a None Xylem
coumarate:CoA
ligase
BT111802 GQ03303_N02  PgCCR-1  cinnamoyl coa b X M2a None Xylem
reductase
BT111350 GQ03236_G10  PgPRR-2  pinoresinol b X X M2a None Xylem
reductase
BT116976  GQ03810_K09  PgCesA-3  Cellulose ab X M2a T1b Xylem
synthase family
protein
BT106155 GQ02904_A20  PgTUA-1  tubulin alpha-4 ab M6a None None
chain
BT116258 GQO03714_M12  PgXTH8-1  xyloglucan ab M4a T1b Phelloderm
endotransglucos
ylase /
hydrolase

1 From by Rigault et al. (2011); 2 From Duval et al. (2014); 3 Functional evidence of transcriptional control was
obtained from a, transient co-transfection with PGNAC-7, PgMYB-8 or both (Duval et al., 2014) or b, stable over-
expression of PgMYB8 (Bomal et al., 2008); 4 Correlations with PgNAC-7 and PgMYB-8 from network analyses; 5
Temporal cluster T2a and T1b were highly and moderately June-July preferential genes, respectively; None indicates
no temporal variation detected; § From Raherison et al. (2012); conserved preferential expression in three spruces
(Picea glauca, P. abies, P. sitchensis) comparing stem secondary xylem and phelloderm tissues determined by
microarray

References

Bomal C, Bedon F, Caron S, Mansfield SD, Levasseur C, Cooke JE, Blais S, Tremblay L, Morency M-J, Pavy
N. 2008. Involvement of Pinus taeda MYB1 and MYBS8 in phenylpropanoid metabolism and secondary cell wall
biogenesis: a comparative in planta analysis. Journal of experimental botany 59: 3925-3939.

Duval |, Lachance D, Giguére I, Bomal C, Morency M-J, Pelletier G, Boyle B, MacKay JJ, Séguin A. 2014.
Large-scale screening of transcription factor—-promoter interactions in spruce reveals a transcriptional network
involved in vascular development. Journal of experimental botany 65: 2319-2333.

Raherison E, Rigault P, Caron S, Poulin P-L, Boyle B, Verta J-P, Giguére I, Bomal C, Bohimann J, MacKay J.

2012. Transcriptome profiling in conifers and the PiceaGenExpress database show patterns of diversification within
gene families and interspecific conservation in vascular gene expression. BMC genomics 13: 434.
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Table S3.8 Distribution of detected genes across invariant gene and co-expression groups

Shoot Shoot Shoot Root Root Root

Foliage apex phelloderm xylem phelloderm xylem tips

Inv 4554 4414 4638 4511 4606 4375 4492
M1a 1928 1925 1908 1882 1892 1818 1840
M1b 1797 1791 1807 1808 1807 1806 1806
M2a 1675 1671 1686 1700 1685 1696 1661
M2b 871 869 868 849 868 838 860
M3a 1807 1824 1834 1816 1833 1810 1831
M3b 734 733 730 732 726 728 715
M4a 1469 1472 1492 1472 1512 1471 1524
M4b 675 675 672 669 672 661 654
M5a 1042 1049 1052 1051 1053 1048 1032
M5b 754 748 743 733 738 725 749
M6a 831 839 842 830 842 819 822
M6b 524 519 526 521 522 523 530
M7a 623 632 631 609 633 594 636
M7b 591 591 596 598 597 597 584
M8a 139 154 145 136 134 105 124
M8b 467 465 467 467 467 467 468
M9a 249 255 254 247 254 237 252
M9b 637 633 641 641 640 642 634
M10a 215 212 216 210 216 210 210
M10b 196 196 196 198 196 191 199
M11a 57 54 58 53 59 57 59
M11b 48 48 48 48 47 46 46
Unclassified 500 502 506 496 497 487 492
Tested_genes 22383 22271 22556 22277 22496 21951 22220
Detected_genes 23104 22951 23296 22970 23225 22608 22913

Inv, invariant genes; M1a-M11b, co-expression groups; Unclassified, variable genes that could not be classified to
any co-expression groups using WGCNA or template matching methods; Tested genes, detected gene that met
assumptions for ANOVA testing (for details, see methods); Detected genes, genes whose transcript levels were
detected above background levels in the tissue
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Chapitre 4.

Conclusions générales et perspectives

Dans ce chapitre, nous revenons sur les résultats majeurs que nous avons obtenus et
nous en discutons. Nous cernons ensuite les limites de nos résultats et suggérons des
¢tudes complémentaires qui pourraient étre envisagées pour combler des lacunes.
Enfin, nous citons des retombées pratiques potentielles découlant de nos résultats et
expliquons brievement les enjeux forestiers que devraient saisir les recherches dans le

futur.

4.1 Discussion des résultats majeurs

Motivées par I’importance économique et écologique des coniféres, des études
génomiques ont été menées afin de comprendre les mécanismes moléculaires pouvant
expliquer des phénomeénes biologiques reliés a la formation du bois et aux stratégies
d’adaptation face aux facteurs environnementaux chez ceux-ci. Plusieurs chercheurs
se sont mis a étudier 1’expression de génes ou a analyser les profils transcriptionnels.
Ils se sont fixés des objectifs spécifiques pour lesquels ont été identifiés des génes a
expression différentielle entre les stades de développement et les conditions
biologiques (arbres stressé€s versus non stressés; arbres résistants a une maladie versus
non-résistants). IIs ont étudié un petit nombre de tissus ou d’organes, mais n’ont que
d’effleurer la variation de I’expression de geénes dans différents tissus de I’arbre. En
outre, peu d’auteurs ont trait¢ de 1’aspect évolutif de I’expression de genes en

comparant différentes especes.

Pour nos travaux, nous nous sommes fixés des objectifs a portée fondamentale se
rapportant a I’organisation, a 1’évolution et a la dynamique du transcriptome chez les
coniféres. Nous avons construit la premicre puce a oligonucléotide et nous avons
utilis€ la méthode d’hybridation dans nos expériences. Nous avons réalisé
principalement deux analyses pour étudier la variation du niveau d’expression des
geénes sur plusieurs tissus. Ces deux analyses sur plusieurs tissus différent par leurs
objectifs respectifs, la nature des données et les analyses statistiques effectuées. Nous
avons également réalisé une expérience sur des tissus vasculaires de trois especes
d’épinette pour étudier la conservation des profils d’expression de genes entre les

espéces.
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4.1.1 La premiére puce a oligonucléotide
Nous avons développé la premiére puce a oligonucléotide pour le profilage
transcriptionnel chez les coniféres. Quand on la compare a la plupart des puces

utilisées dans les travaux antérieurs, cette puce présente deux avantages :

e Premicrement, elle est parmi celles qui présentent une plus grande couverture
du génome. Elle comporte pres de 24 000 genes; ce qui représente environ
80 % du nombre total de génes de 1’épinette blanche selon I’estimation de
Rigault et coll. (2011). Le nombre de genes que contient la puce est aussi
comparable au nombre de genes analysés a 1’échelle du génome selon la
méthode de séquencage & ARN chez le pin tordu et 1’épinette de 1’intérieur
(Yeaman et coll., 2014).

e Deuxiemement, cette puce a oligonucléotide de 70 nucléotides de longueur
permet également d’obtenir une plus grande spécificité en limitant les
hybridations croisées, contrairement aux puces constituées d’amplicons
(ADNCc), qui sont généralement plus longs et moins spécifiques en hybridation

(Chou et coll., 2004).

De plus, par rapport aux puces a oligonucléotides plus courts (moins de 30 nucléotides
de longueur [Pullat et coll., 2007]), notre puce est tolérante. Bien que composée des
séquences d’épinette blanche, elle est compatible avec d’autres épinettes. Compte tenu
de la conservation des séquences codantes chez les coniferes (p.ex. 80 a 86 % selon
Rigault et coll., 2011; 83,5 % selon Chen et coll., 2012; 82 % selon Mann et coll.,
2013; 99 % selon Niu et coll., 2013; 85 % selon Liu et coll., 2013; 87,5 a 99 % selon
Canales et coll., 2014; 94 % selon Wanfeng et coll., 2014; et 84 % selon Li et coll.,
2014), la puce pourrait étre utilisable pour d’autres genres de coniféres en éliminant
par exemple les génes dont la séquence diverge relativement peu de celle de 1’épinette

blanche.

4.1.2 Etude sur plusieurs tissus: construction d’une base de données
d’expression

La premiére étude sur plusieurs tissus présentée dans cette thése (chapitre 2) a compilé
et intégré des données issues de plusieurs expériences pour créer une base de données
d’expression chez 1’épinette. Les données utilisées dans cette étude sont moins
contrdlées. Les tissus sont représentés par un nombre de répétitions différent allant de

3 a 60. IlIs ont été aussi récoltés sur des arbres d’dges différents, introduisant un
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échantillonnage de plusieurs stades de développement. Toutefois, pour pallier les
variations techniques entre les expériences, nous avons appliqué la transformation en
rang aux données et avons établi des profils basés sur des classes d’expression semi-
quantitative (données quantitatives discontinues). Ces résultats d’expression tissulaire
de pres de 24 000 genes forment la premicre base de données d’expression construite

chez les coniféres.

Cette base de données d’expression tissulaire que nous avons appelée
PiceaGenExpress a servi de référence a d’autres études. Par exemple, Mageroy et coll.
(2015) ont trouvé que Pgpglu-1 a une expression préférentielle dans les aiguilles et
chez les arbres d’épinette blanche résistants contre la tordeuse des bourgeons de
I’épinette. En étudiant la structure de génes, Sena et coll. (2014) ont pu vérifier que les
genes d’expression élevée et ubiquitaire ont plus de séquences introniques que les
genes préférentiels a des tissus. Enfin, Pavy et coll. (2013) ont rapporté que les génes
avec des déficits de substitutions non synonymes présentent une expression ¢élevée et
ubiquitaire alors que les génes avec exces de substitutions non synonymes sont

préférentiellement exprimés a un seul ou deux tissus.

PiceaGenExpress représente moins de tissus et de conditions quand on le compare aux
bases de données d’expression établies sur des espéces modéles. A titre de
comparaison, AtGenExpress est une base de données d’expression d’Arabidopsis qui
contient, entre autre, des profils selon des tissus et aussi des profils selon des stades de
développement et des conditions biologiques. De plus, AtGenExpress a été le fruit
d’une collaboration entre des équipes de recherche de divers pays (Japon, Suisse,
Angleterre, Allemagne et Etats-Unis).
(https://www.arabidopsis.org/portals/expression/microarray/ATGenExpress.jsp).

BioGPS est une des bases de données développées sur I’humain et la souris
(http://biogps.org/#goto=welcome) et contient 1’expression de génes sur 17 fois plus

de tissus que PiceaGenExpress.
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4.1.3 Etude sur plusieurs tissus: organisation du transcriptome et
réseaux transcriptionnels

La deuxiéme étude sur plusieurs tissus avait pour objectif d’étudier 1’organisation du
transcriptome et de construire des réseaux (chapitre 3). Les tissus proviennent d’un
seul groupe d’arbres du méme age, qui ont été cultivés ensemble et échantillonnés en
méme temps. Les données sont équilibrées (méme nombre de répétitions pour tous les
tissus analysés) et générées a partir d’'une méme expérience. Ce design expérimental a
permis de faire des analyses statistiques quantitatives, dont un test ’ANOVA et un
test de corrélation de Pearson, a I’instar de la base de données PiceaGenExpress qui
permettait des analyses semi-quantitatives. L’ANOVA a servi a identifier les génes
dont le niveau d’expression varie significativement (génes variables) ou non (génes
invariables) selon les tissus. Le test de corrélation de Pearson a été utilisé pour
identifier I’interaction dans les réseaux transcriptionnels des genes.

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence plusieurs phénomenes /conclusions;

e La différentiation tissulaire est évolutivement ancienne (environ 380 Ma selon
Kenrick et Crane, 1997) et donc profonde chez les coniféres. Environ 80 %
des geénes analysés ont vari¢ significativement suivant les tissus. Cette
proportion de génes variables entre les tissus est plus grande que ce qui a été
trouvé par rapport a d’autres facteurs (stade de développement et condition
biologique) selon les travaux de Paiva et coll. (2008), de Li et coll. (2010) et
de Verne et coll. (2011). Une plus grande dynamique du transcriptome
associée aux tissus a également été rapportée chez I’ Arabidopsis (Aceituno et
coll., 2008) et la souris (Su et coll., 2002; Pommerenke et coll., 2012).

e Le transcriptome de I’épinette blanche posséde une organisation modulaire.
Cette organisation se manifeste par la répartition des génes en groupes de
coexpression. Un groupe de coexpression est 1’ensemble des génes qui
partagent le méme profil d’expression tissulaire. La subdivision des génes en
groupes de coexpression selon des tissus a été aussi rapportée chez d’autres
plantes dont le tabac (Nicotiana tabacum L., Edwards et coll., 2010) et le mais
(Zea mays L., Downs et coll., 2013) et chez des mammiféres tels que ’humain
et la souris (Su et coll., 2002; Onorati et coll., 2014).

e [’analyse des annotations fonctionnelles, qui se base sur les génes avec des
fonctions connues, a été effectuée pour chacun des groupes de coexpression.

Cette analyse a permis d’identifier les fonctions moléculaires ou les processus
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biologiques surreprésentés au sein de chacun des groupes. Par inférence, les
résultats de coexpression permettent de reconnaitre les processus biologiques
dans lesquels seraient impliqués plus de 7500 geénes non annotés selon
I’approche de similarité des séquences. Ce chiffre représente environ les 60 %
de génes dont les fonctions prédites restent inconnues d’aprés Rigault et coll.
(2011). Cette méthode d’annotation fonctionnelle basée sur la coexpression de
geénes a ¢été utilisée par d’autres auteurs (p.ex. Summers et coll., 2010;
Mabbott et coll., 2011). La méthode d’inférence selon 1’approche de coupable
par association se base sur les propos d’auteurs incluant Allocco et coll.
(2004) et Mabbott et coll. (2011). Ainsi, selon Allocco et coll. (2004), les
geénes coexprimés sont potentiellement corégulés et interviennent dans les
mémes processus biologiques. Et d’aprés Mabbott et coll. (2011), les genes
qui codent pour des protéines impliquées dans une voie métabolique donnée
sont souvent coexprimes.

La coexpression des génes a été utilisée depuis plusieurs années pour
construire des réseaux transcriptionnels (p.ex. Stuart et coll., 2003; Zheng et
Zhao, 2013; Zhao et coll., 2015). Dans ces réseaux, deux genes présentent une
interaction quand leurs profils sont corrélés selon un certain seuil du
coefficient de Pearson. Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé la
coexpression tissulaire et nous avons identifié un réseau transcriptionnel dans
le xyléme. Plusieurs des génes qui composent ce réseau interviendraient dans
des voies métaboliques secondaires d’apres leurs annotations fonctionnelles
(p-ex. voie de phénylpropanoide, voie de flavonoide). Comme plusieurs
réseaux biologiques (p.ex. Barabasi et coll., 2001; Lorenz et coll., 2011;
Netotea et coll., 2014), notre réseau est invariant d’échelle (scale fiee), c’est-
a-dire qu’il contient peu de geénes fortement connectés (hub) et plusieurs génes
faiblement connectés. Le facteur de transcription NAC-7 de I’épinette blanche
(PgNAC-7) a été identifié comme étant le plus important hub ou le géne le
plus fortement connecté du réseau. Des études fonctionnelles ont montré
I’implication des orthologues de PgNAC-7 chez I’ Arabidopsis (Kubo et coll.,
2005) et le peuplier (Zhong et coll.,, 2010) dans la synthése de la paroi
secondaire cellulaire. De récents travaux ont rapporté que PgNAC-7 agirait
aussi comme un régulateur transcriptionnel dans la synthése de la paroi

secondaire (Duval et coll.,, 2014). L’interaction de PgNAC-7 avec le
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promoteur de certains génes, dont PeMYBS, PgCAD et PgDHS a été indiquée
par une analyse de transactivation (Duval et coll., 2014). Dans le cadre de
cette thése, nous avons également réalisé une expérience ou nous analysions la
dynamique temporelle du transcriptome. Cette expérience a permis de préciser
que PgNAC-7 est actif dans le xyléme pendant la formation du bois initial au
cours de la saison de croissance. La méme expérience a également permis la
construction d’un réseau impliqué dans la formation du bois final. Les génes
hubs de ce deuxiéme réseau sont des geénes de réponse au stress. Cette
découverte indique que le réseau de coexpression change lors de la formation
du bois final. Les changements observés reflétent 1’apparition de stress
associés aux conditions environnementales prévalant vers la fin de la saison de
croissance, soit une disponibilité réduite en eau et des températures ambiantes

plus froides

4.1.4 Conservation de profil d’expression

Nous avons analysé la conservation des profils d’expression de génes entre le xyléme
secondaire et le phelloderme chez trois espéces d’épinettes, soit I’épinette blanche,
I’épinette de Sitka, et 1’épinette noire. Ces especes ont un temps de divergence de
7 a 27 millions d’années ou Ma (Lockwood et coll., 2013). Nous avons découvert que
99 % des genes différentiels ont un profil d’expression conservé chez les épinettes
étudiées. Cette proportion est plus grande que celle (74 %) rapportée par Yeaman et
coll. (2014), qui ont comparé des profils de geénes orthologues en réponse a des
changements de conditions environnementales entre deux espéces plus éloignées (pin
tordu et épinette de 1’intérieur; 140 Ma). Le nombre de génes préférentiels au xyléme
secondaire conservés entre les épinettes est environ 80 fois plus grand que celui
rapporté par Pavy et coll. (2008). Cette différence n’est pas surprenante étant donné
que ces derniers ont analysé moins de geénes et comparé 1’épinette blanche et
I’ Arabidopsis; deux espéces qui sont phylogénétiquement beaucoup plus éloignées
(gymnosperme versus angiosperme; 300 Ma) et morphologiquement différentes (arbre
versus plante herbacée). Des travaux effectués chez des vertébrés ont montré la
conservation des profils d’expression tissulaire de plus d’un tiers des genes
orthologues analysés seulement (Chan et coll.,, 2009). Cette faible proportion est
attribuable au fait que les auteurs ont analysé un plus grand nombre de tissus

(provenant du cerveau, des yeux, du cceur, des muscles, de I’intestin, de I’estomac, du
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foie, du rein, de la rate et des testicules) et d’espéces (quatre especes éloignées dont
I’humain, la souris, la volaille Gallus gallus L. [310 Ma], la grenouille Xenopus
tropicalis G. [360 Ma] et le poisson Tetraodon nigroviridis Marion de Procé [450
Ma)).

En bref, nous avons développé la premicre puce a oligonucléotides. Cette puce a été
utilisée pour mesurer 1’expression génique lors d’expériences réalisées dans le cadre
de cette é¢tude. Des analyses des données d’expression nous ont donné la possibilité de
créer une base de données permettant d’explorer le transcriptome des coniféres.
D’autres ont permis d’étudier 1’organisation du transcriptome et sa conservation entre
des especes et de construire des réseaux de genes. Par rapport a ces réalisations,
d’autres questions méritent d’étre creusées a 1’aide d’études complémentaires. Pour
ces dernicres, 1’utilisation de I’approche de séquencage (RNA-seq) représente une

méthodologie de recherche particuliérement prometteuse.

4.2 Etudes complémentaires

4.2.1 L’approche RNA-seq pour les études complémentaires

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé¢ la méthode d’hybridation dont les
résultats ont été validés a I’aide de méthodes indépendantes telles que le qPCR et le
RNA-seq. Toutefois, les résultats issus de cette approche présentent certaines limites
quant au nombre de geénes ou de transcrits analysés. Les puces 8 ADNs sont reconnues
pour avoir une plage de dynamique d’expression moins élevée que le RNA-seq (p.ex.
Zhao et coll., 2014). Elles sont sujettes a une saturation d’hybridation pour détecter les
génes trés fortement exprimés. A cause du bruit de fond, elles ont une faible sensibilité
pour détecter les transcrits rares.

Comparée au RNA-seq, la méthode d’hybridation posséde une capacité de détection
plus faible. On sait qu’un géne peut produire différents transcrits selon 1’épissage
alternatif. La méthode d’hybridation ne permet pas de détecter le niveau d’expression
des genes et des transcrits dont la séquence n’est pas imprimée sur la puce. Notre puce
comporte plus de 25 000 séquences de transcrits réparties dans prés de 24 000 génes
d’épinette blanche. Certains auteurs ayant utilisé le RNA-seq ont pu découvrir un
nombre de génes plus élevé que ce que nous avons sur la puce. Bien que plus élevés,
les chiffres peuvent étre trés différents a cause des variations d’origine technique entre

les études, notamment la méthodologie bio-informatique qui est mise en ceuvre pour
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traiter les données. Par exemple, Liu et coll. (2013) ont utilisé I’assemblage de novo et
ont identifié¢ prés de 40 000 geénes d’une longueur moyenne d’environ 1300 pb dans
les aiguilles du pin argenté. Avec la méme technique d’assemblage, Wang et
coll. (2013) ont rapporté un nombre de geénes 1,5 fois plus ¢élevé que Qiu et coll.
(2013), mais avec une longueur moyenne de séquences de seulement 497 pb dans les
tissus cambiaux de Cunninghamia lanceolata (L.) Hook. Li et coll. (2014) sont les
rares auteurs ayant utilis€é un génome de référence et qui ont trouvé un nombre de
geénes comparable au noétre dans Picea balfouriana (Rehd. Et Wils.) Hillier. Leurs
résultats semblent raisonnables grace a une grande proportion des séquences (85 %)
alignées aux séquences d’épinette de Norvege.

Le RNA-seq est relativement nouveau et ne dispose pas nécessairement de techniques
d’analyse aussi standardisées que la méthode d’hybridation. Mais avec 1’amélioration
de I’assemblage et I’annotation de génomes de références des coniferes, ce probléme
d’analyses diminuera sans doute. Par ailleurs, grace au progres de la technologie de
séquencage a haut débit qui réduira son cott, et compte tenu des avantages qu’il offre,
le RNA-seq remplacerait a terme la méthode d’hybridation. L’utilisation de cette
technique pour I’é¢tude des coniféres requiert I’amélioration des techniques d’analyse
et l'utilisation d’un génome de référence pour réduire les erreurs au niveau de

I’assemblage des séquences.

4.2.2 Des questions pour les etudes complémentaires

Au terme de notre étude, des questions biologiques restent sans réponses et méritent
d’étre creusées. Ces questions touchent d’une part 1’aspect évolutif de la
différentiation tissulaire et des réseaux de génes et d’autre part 1’aspect fonctionnel des
genes.

e En utilisant D’expression génique, nous avons démontré la divergence
profonde des tissus chez les coniféres. Pour arriver a cette conclusion, nous
avons déterminé le nombre de geénes a expression différentielle entre les tissus.
Ce nombre a été comparé a des chiffres provenant d’autres études. Il serait
intéressant de confirmer cette profonde divergence tissulaire a 1’aide
d’analyses plus robustes. Ces analyses devraient étre effectuées sur des
données issues d’une expérience dans laquelle seraient considérées différentes
sources de variation biologique dont le tissu, le stade de développement, la

condition biologique et I’espéce.
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e Dans le cadre de cette étude, un grand réseau transcriptionnel du bois de
I’épinette blanche a été construit. Des groupes de coexpression qui permettent
de construire des réseaux préférentiels a d’autres types de tissus
(phellodermes, tissus photosynthétiques) ont été également identifiés. L’aspect
évolutif qui consiste a étudier la conservation et la divergence des réseaux
entre les espéces de coniféres et d’autres plantes n’a pas été abordé. La
conservation des réseaux serait intéressante dans la mesure ou elle montre la
régulation des genes potentiellement conservés entre les especes et permettrait
d’¢lucider la fonction des genes (p.ex. Stuart et coll.,, 2003). L’¢étude de la
divergence des réseaux est justifiée notamment par le fait que selon certains
auteurs, la divergence au niveau de la régulation des génes contribue plus au
phénoméne de spéciation que la divergence des séquences codantes (p.ex.
Romero et coll., 2012).

e L’analyse d’annotation fonctionnelle a permis d’identifier les processus
biologiques dans lesquels seraient impliqués les groupes de coexpression. En
se basant sur la coexpression, des fonctions peuvent étre hypothétiquement
attribuées a des genes qui n’ont pas été annotés selon la méthode basée sur la
similarité¢ de séquences. Ces fonctions nouvellement attribuées devraient étre
vérifiées a 1’aide des études de perte ou de gain de fonction (p.ex. suppression,
surexpression; Bomal et coll., 2008) ou d’interaction moléculaire. A titre
d’exemple, les résultats sur les réseaux suggéraient des interactions
potentielles entre des facteurs de transcription et des génes. Ces interactions
pourraient étre testées grace a la méthode de retard sur gel afin de montrer la
liaison aux séquences régulatrices et grace a I’expression transitoire afin de

montrer ’activation de la transcription tel montré dans Duval et coll. (2014).

4.3 Retombées pratiques et enjeux forestiers

Notre étude porte sur I’organisation, 1’évolution et la dynamique du transcriptome
chez les coniferes et peut servir de référence dans I’interprétation des résultats d’autres
études (p.ex. Pavy et coll., 2013; Sena et coll., 2014). Elle reléve plus de la recherche
fondamentale, mais peut néanmoins permettre d’identifier des génes qui sont de bons

candidats pour servir de marqueurs diagnostiques pour des programmes
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d’amélioration. Par exemple, le géne Pgfglu-1 a été découvert par Mageroy et coll.
(2015) en utilisant PiceaGenExpress (chapitre 2) et peut étre considéré comme un
marqueur d’expression pour identifier des arbres résistants contre la tordeuse des
bourgeons de 1’épinette dans les foréts. Les variations phénotypiques liées a la
résistance contre la tordeuse ont pu étre seulement reliées avec des variations au
niveau de 1’expression, mais non au niveau des séquences de ce gene (Mageroy et
coll.,, 2015). De la méme fagon, des marqueurs d’expression ont été identifiés et
suggérés pour diagnostiquer la maladie d’ Alzheimer a un stade précoce chez 1’humain
(Lunnon et coll, 2013). Un autre exemple est 1’utilisation des génes candidats par
expression (chapitre 3) dans 1’étude de polymorphismes pour identifier des marqueurs
diagnostiques. Les génes candidats par expression peuvent é&tre utilisés comme
données d’entrée dans les études d’association qui identifient des SNPs, ou marqueurs
génétiques, reliés a un phénotype d’intérét (Lamara et coll., inédit). Les marqueurs
génétiques peuvent étre utilisés dans le processus de sélection assistée par marqueurs
(SAM). Cette technique permet d’identifier des leur bas age les arbres qui possedent
des genes d’intérét sans devoir passer par des cultures expérimentales. Par rapport aux
méthodes conventionnelles d’amélioration, la SAM permet entre autres une réduction

considérable de la longueur des cycles d’amélioration (Neale et Kremer, 2011).

Parmi les grands enjeux forestiers que les chercheurs doivent aborder, on retrouve les
changements climatiques ainsi que les insectes ravageurs et maladies. Face aux
changements climatiques, les arbres peuvent s’acclimater, s’adapter et migrer. Le
rythme des changements est beaucoup plus rapide que la capacité d’adaptation
naturelle des arbres (2 cause de leur longévité; Savolainen et coll., 2007). C’est
pourquoi les foréts sont particuliérement sensibles aux changements rapides des
conditions climatiques. Des simulations ont par exemple montré que plus de 60 % des
essences forestiéres des régions boréales et tempérées s’ajusteraient difficilement au
réchauffement climatique prédit en 2085 (Hamann et Wang, 2006). Le réchauffement
climatique entraine des perturbations qui incluent la sécheresse et la pullulation
d’insectes ravageurs ainsi que de certains agents pathogeénes. Une sécheresse sévére a
causé la perte d’un million d’ha de peuplier faux-tremble (Populus tremuloides
Michx.) en Saskatchewan et en Alberta (Hogg et coll., 2008). La prolifération de petits
scolytes a entrainé la mortalité de plus d’un million d’ha d’essences d’épinettes en
Alaska (Dendroctonus rufipennis [Kirby]; Berg et coll., 2006) et plus de 10 millions

d’ha de pin tordu en Colombie-Britannique (Dendroctonus ponderosae Hopkins; Kurz
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et coll., 2008). A cause de la mondialisation des échanges commerciaux, un oomycéte
(Phytophthora ramorum W., De Cock & Man in’t Veld) qui infectait initialement les
feuillus (chéne vert ou Quercus ilex L., chéne a tan ou Lithocarpus densiflora [Hook
& Arn.] R.) aux Etats-Unis se retrouve en Angleterre depuis 2009 et s’adapte a un

conifére (méléze du Japon; Brasier et Webber, 2010).

Face a ces enjeux, les études transcriptomiques devraient contribuer dans le futur a la
compréhension des mécanismes moléculaires de base d’adaptation aux contraintes
abiotiques et biotiques des arbres. Ces informations s’avéreront utiles lors du
processus décisionnel dans la gestion des volets santé et production des foréts

existantes.
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