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Contexte international

{
Arabidopsis thaliana séquencée en 2000, plante modele chez les brassicacées
Mise a jour de son génome tous les ans

En 2007, Ma et al. (Genome Research) étudient le réseau de régulation.
* GGM avec estimation par la méthode de Schaffer et Strimmer.

* Données utilisées : 22 000 genes a l'aide de 3000 expériences Affymétrix
(environ 150 conditions expérimentales différentes).

Depuis 2008, quelques articles sur l'inférence de réseaux de co-expression.

— Exploitation des données Affymétrix déposés a GEO ou ArrayExpress
— Utilisation de la corrélation de Pearson ou Spearman

— Un article de review de Usadel et al. Plant, Cell & Environment
en 2009




URGV: Transcriptomes et autres applications
(ChIP-chip, CGH....) i

La plate-forme produit les puces, conseille pour les plans d’expériences, fait les
hybridations et fournit les premieres analyses statistiques . Elle dispose également de

la base de données CATdb (Gagnot et al., 2008, NAR)

CATMA : puce Arabidopsis

2003-2010 : 200 collaborations : ANR/GnP Programmes, EU + nombreuses collabs avec INRA , CNRS, CEA,
Univ. et labo étrangers (Bra, Sin, Cz, Ge, Be, UK, Sp, Swe) > 4300 swaps, 50 publications

[ SAP: puce promoteurs Arabidopsis h
2 Programmes GnP 53 hybridations, Benhamed et al. 2008 Plant J. )

[ Plate-forme Affymetrix (pour les plantes cultivées)

L 2 Programmes GnP, 55 collaborations > 1000 hybridizations, 9 publications )

TAG : puce tiling-array Arabidopsis (Nimblegen)
1 Programme GnP

CATseq et BIOS : RNA-seq
AIP bioressources GAP et AIP bases de données




Démarche de la plate-forme

Choix de la puce
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Analyses statistiques
Stockage dans CATdb
CATdb a Complete Avabidopsis: Transcriptome daiabase Aide a la lecture des résultats
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Au niveau statistiques

Planification expérimentale

Normalisation mono, bi-couleurs et plus (Bioinformatics 2005,
BMC bioinformatics 2008)

Analyse différentielle (Package R anapuce)
Seuil d’hybridation (BMC Genomics 2007)

Analyse de données de chlP-chip (Plos Genetics 2007, Plant Journal
2008, Bioinformatics 2008)

Analyse de données tiling-array (these de Caroline Bérard)

Classification non-supervisée avec sélection de variable (these de
Cathy Maugis, Biometrics et CSDA 2009)



FLAGdb**: intégration autour des génomes végétaux
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Outils de génomique

o ——
S aul I .II I 'II'I'I'I : daal
e
L2z o= Zozazzos 2o W -
W0 oo sl M0
-
W BN il 0
=i =] = ||
T E— - T e —

Fro ] [

ﬁ
xm':'ul m:;uu 501 el oo 00

P —
SAP o . i S e i i
L) ) 0 wLo 000
—
) ) w01 el o) b0

TAG



CATdb et FLAGdb**: intégration pour le transcriptome

export S NCBI
automatique
pour
publication .
Genevestigator
Investigating gene networks
intégration et interactions
(en cours)
Types de puce TRANSCRIPTOME GENOME
< —
Meo A . N e A
e CATMA relations sondes/genes

e SAP CATdb
e AFFYMETRIX T

< > FLAGdb
e TILING-ARRAY el

e1,2et3 COULEURS sk interprétation biologique &
’ W des listes de génes J/\Y/

* Projets e Annotation structurale

e Plans d’expérience e Annotation fonctionnelle

e Extraits, échantillons * Ressources génomiques

e Marquage » Classifications

® Données brutes e Données biologiques

e Données normalisées e Prédictions bioinformatiques
+ 8000 hybridations + 18 millions

d’enregistrements



Les spécificités de la ressource transcriptome
CATMA

Sondes spécifiques et gestion dans FLAGdb**

Homogeénéité en terme d’acquisition des données et de traitement
statistique

Puce 2 couleurs pour une étude de la dynamique de réponses des
genes

Description des échantillons et plan d’expérience pour chaque
projet

6000 genes exclusifs a CATMA, absents de la puce Affymetrix:
- 5000 genes TAIR non représentés sur ATH1
- 500 genes EUGENE
- 500 prédictions originales de miRNA



Bioinformatique pour la génomique prédictive
a I'aide de I'analyse globale du transcriptome

- . ()
BMC Genomlcs Published: 2 Mevember 2007 Bioed Contral

BMC Genomiies 2007, 8:401

Research article

Analysis of CATMA transcriptome data identifies hundreds of novel
functional genes and improves gene models in the Arabidopsis
genome

Sébastien Aubourg*!, Marie-Laure Martin-Magniette!-2, Véronique Brunaud!,
Ludivine Taconnat!, Frédérique Bitton!, Sandrine Balzerguel,

Pauline E Jullien3, Mathieu Ingouff3, Vincent Thareau*, Thomas Schiex?,
Alain Lecharny!# and Jean-Pierre Renou*!



FLAGAb™
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MixThres : mélange de
Gaussiennes tronquées pour
construire un seuil d’hybridation
discriminant les sondes ayant un
signal significatif



Les nouveaux genes ont des spécificités

Validation par RT-PCR

% of new genes

(88%)

RACE PCR (TIGR)
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Analyse globale
du transcriptome

4616 genes d’Arabidopsis thaliana
dont 1430 genes orphelins

* 33 swaps concernant des stress
biotiques.
* C(lassification non-supervisée par

melange Gaussien avec sélection des
swaps informatifs.

Maugis et al. 2009
La revue Modulad
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Description des classes

Taille variable des classes et les orphelins sont bien réparties
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Muméro de classe 1 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19§ 20 21 22 23 24 25 26 Total

MNombre de geénes

133 113 277 87 78 303 67 221 151 70 320 255 602 214 80 127 45 60f1200 165 333 123 156 109 264 116 4616

140 103 57 2 313 1¢ 5 37 «
: 2 ! 21

MNombre de génes orpheling 34 3! 4 4 5 120 103 A 4 ! : ! : TE 30 1430
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Inférence de fonction par profilage

transcriptomique
SONATA : Stress, Orphan, Network And Transcriptome in Arabidopsis

Coordinateur : Sébastien Aubourg
Financement INRA-AIIEnvi (2010-2013)

Réseau MIA-GAP en 2010 :SONATA-Stat
Contexte :

- Plus de 4000 genes orphelins de fonction
- Environ 500 genes nouvellement identifiés et 500 genes a ARN prédits

Modele biologique : La réponse des plantes aux stress

Obijectifs :

- liste complete des genes régulés par les stress biotiques et abiotiques

- leur classification par homologie, profil phylogénétique, nature des stress et
profils d’expression

- ébauche de réseaux de genes impliqués dans les réponses aux stress

- transfert de connaissance vers les plantes d’intérét agronomique
Collaborations : URGV, MIA, INRIA, IMT, X, Université Paris X




I. Définition des génes régulés par les stress

~4000 swaps

3
CATdb

stress

~450 swaps

Génes de fonction inconnue

Genes publiés impliqués
dans la réponse aux
stress

II. Clustering

~450 swaps ~19 000 génes
— diff exprimés

Clusters de génes co-transcrits et
caractére explicatif des
expériences

. J

III. Sélection de clusters d'intérét par intégration

FLAGdb™"

o Nature des génes connus présents et des stress biotiques concernés
o Contenu des promoteurs en TFBS relatifs a la réponse aux stress (bottes WRKY, whirly, GCC)
o Homogénéité du cluster en terme de profils phylogénétiques et de classification fonctionnelle

(apres une recherche d'homologues lointains via les structures secondaires prédites)
o Taille des clusters compatible avec I'approche expérimentale
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hybridizations ‘stress’
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IV. Analyse fonctionnelle des mutants :
Enrichissement des clusters

V. Du cluster au réseau de genes

CATdb ~6000 ) Modeéle de

idati raphiques
hybridations graphiq Prédiction des

gaussiens !
, relations entre
> les genes du
genes du cluster Clustering des cluster

(partenaires) hybridations

Projet similaire sur la graine sans la partie IV : 4D Virtual Seed (soumis, coord V. Fromion)




Inférence de réseaux:
contexte favorable a ''URGV

Les ressources disponibles
— FLAGdb++ : annotation structurale et fonctionnelle
— CATdb : ressource transcriptome
— Interactome : matrice 9K testée en double hybride
— Données sur des lignées recombinantes
— A venir : 100 000 mutants TILLING d’Arabidopsis

Collaborateurs identifiés
- Les acteurs de la plate-forme
- L'équipe bioinformatique
- Des utilisateurs avertis de CATMA

- Des biologistes motivés pour la validation biologique des
prédictions
- Des collegues statisticiens




... et évolution de la demande

e Sur la plate-forme, volonté d’accompagner encore
plus les utilisateurs pour exploiter globalement les
données transcriptomes

* Les biologistes souhaitent aller vers des analyses plus
globales, révent de réseaux |

* Les besoins: développements de méthodologies et
outils pour inférer des réseaux chez Arabidopsis



Questions de biologie

Quels réseaux est-il possible de construire avec les données
disponibles ?

— Dans la littérature, beaucoup de co-expression pour
identifier tous les acteurs du réseau avant de le construire

— Peu de réseaux de régulation
Comment intégrer les différents types de données

Est-il possible de construire un réseau a partir de petits
réseaux ?



Perspectives

* Encore du travail en classification non-supervisée
* Inférer un réseau de genes

= Gérer la grande dimension (en genes), les expériences transcriptomes
non i.i.d.

= |ntégrer plusieurs types de données (type et quantité différents)
= Absence d’acteurs du réseau

e Caractériser un réseau déja disponible
= |nteractome
= Réseau de de co-expression a partir de la corrélation

Renforcer les discussions bio/bioinfo/méthodo
Echanger sur les données

Appel a collaborateurs pour constituer un projet méthodologique pour
répondre aux demandes des biologistes
— Discussion pour préciser les questions biologiques
— Identifier les questions méthodologiques associées
— Vérifier 'existence de données adaptées et la motivation des partenaires




