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RESUME

La bioinformatique constitue un outil de choix dans ’étude des plantes. Lors-
qu’utilisées efficacement, la gestion ainsi que I’analyse informatique des données biolo-
giques permettent de réduire considérablement la durée des expériences ainsi que les
colts liés & la recherche tout en élargissant le spectre d’analyses pouvant étre effectuées.

L’objectif de cette recherche est de définir un protocole efficace utilisant les outils
actuels et mettant en ceuvre de nouvelles approches, dans le but de faire le prétraitement,
le clustering et ’assemblage d’un ensemble d’EST. Ce mémoire traite des algorithmes
et des techniques informatiques utilisés dans I’étude de ’expression différentielle & par-
tir des EST. Les particularités du projet de FGAS sont présentées et une attention
particuliére est portée sur la maniére dont les résultats ont été analysés. A travers la
classification en sous-groupes fonctionnels et de I’analyse différentielle digitale, I'identi-
fication des génes potentiellement impliqués dans le phénomene d’acclimatation du blé
au froid est effectuée.

Mots clés : Bioinformatique, clustering, assemblage, Expressed Sequence Tags, tolérance
au froid.



INTRODUCTION

Durant la derniére décennie, les domaines de la biologie et de la biochimie ont vécu un
essor remarquable, di principalement au progres scientifique et a l’avancement tech-
nologique accomplis dans des domaines connexes, notamment dans le séquencage de
génomes et dans I'étude de structures des protéines. Ce progrés a eu pour conséquences
la production d’une avalanche de données, dont ’analyse manuelle s’avérait une téche
imposante, voire méme impossible. Pour relever ce défi, le domaine de la bioinforma-
tique a été mis en place dans le but de rassembler, gérer, ainsi que pour analyser les
données disponibles. En facilitant I’analyse des données et I'extraction d’informations
pertinentes, la bioinformatique permet parallelement de réduire les couts reliés a la re-
cherche en permettant d’explorer a faible colt, des avenues exigeant autrefois plus de
ressources.

Dans le domaine de 'agriculture, par exemple, la bioinformatique s’est avérée d’une
grande utilité dans I’étude des plantes, aidant ainsi I’amélioration des récoltes et des
conditions de croissance et réduisant la durée des expériences en séparant préalablement,
les expériences susceptibles de produire des résultats intéressants de celles ayant un
moindre impact sur la recherche menée.

Ce mémoire traite des problémes bioinformatiques liés & la comparaison des différents
niveaux d’expression d’'EST dans deux types de blé, le premier possédant une résistance
au froid et le deuxieme requérant des conditions de croissance normales. Les étabes
préalables & ce genre d’analyses sont cruciales dans tout projet de génomique comparée,
car toute mauvaise préparation ou mauvaise interprétation des données brutes peut
biaiser les résultats obtenus. Malgré cela, les étapes préalables sont rarement détaillées
dans la littérature scientifique et demeurent souvent un obstacle & la réussite de tout

projet relatif aux EST.



Dans le présent document, ’emphase est principalement mise sur les types d’artéfacts
susceptibles de corrompre les analyses et la technique utilisée pour les éviter. Pour
chacune de ces étapes, les algorithmes les plus utilisés dans le prétraitement des données
sont analysés. Les forces et faiblesses de chacune des approches sont discutées et la

maniere d’interpréter ou de corriger les aberrations obtenues est proposée.

Les étapes abordées dans le document sont les suivantes :

— Le prétraitement des séquences : discute I'impact de la contamination ou de régions de
basse complexité sur les étapes conséquentes et propose un protocole efficace, utilisé
dans le cadre du projet FGAS, pour détecter et supprimer ces régions.

— Le clustering : introduit les deux approches majeures utilisées dans le clustering de
séquences, a savoir, celle utilisant la fréquence de mots et celle se basant sur I’ho-
mologie entre séquences. Les résultats de deux outils implémentant chacune de ces
approches sont analysés dans le cadre du projet FGAS. L’assemblage et ’annotation
des séquences sont brievement introduits puisque ces deux étapes sont abondamment
détaillées dans la littérature.

— L’analyse des résultats : traite de la maniére dont les résultats ont été analysés et les
outils utilisés pour interpréter les données obtenues.

Les protocoles de controle de qualité dans ces types d’expériences se basent généralement

sur la comparaison des résultats obtenus avec les résultats connus et publiés. Or, dans

le cas présent, peu de choses sont connues sur le blé de maniére générale et sur les
processus impliqués dans son acclimatation au froid ou & tout autre type de stress. Pour
s’assurer de la justesse des résultats obtenus, la comparaison avec les résultats obtenus
avec d’autres especes proches est effectuée pour chaque étape majeure du projet. Les
résultats obtenus ont fait I'objet d’un article conjoint avec 1'équipe du projet FGAS

(Houde et al. 2006), et qui est joint en annexe. De plus, une base de données publique

a été élaborée pour consolider toute 'information spécifique au projet et sera bientdt

disponible en acces libre. Cette base de données constitue un apport majeur et une

importante ressource dans ’étude de la tolérance du blé au froid.

Les contributions bioinformatiques issues du projet peuvent étre énumérées comme suit :



1. La premiere contribution consiste en la préparation de séquences d’EST de haute
qualité, vides de toute contamination. Ces séquences ont été obtenues suite a un
nettoyage itératif, utilisant deux implémentations distinctes dont 'ordre et les

parametres ont soigneusement été choisis.

2. La maltrise des algorithmes utilisés par ces approches a permis de développer un
protocole efficace et unique permettant de résoudre les aberrations de larges clus-
ters. Cette technique, semi-automatique, utilisant les graphes d’adjacences pour
détecter les chimeéres putatives a grandement facilité le processus de correction

d’aberrations sans compromettre la qualité ni le temps d’exécution.

3. L’utilisation d’organismes similaires et des méthodes d’annotations complémen-
taires a permis d’obtenir un pourcentage de séquences annotées hautement supérieur
a tout ce qui a été produit jusqu’a présent. La bonne qualité des annotations a
permis de détecter, a travers 'analyse d’expression digitale, un grand nombre de

génes associés avec la tolérance du blé au froid et a d’autres conditions de stress.

Le présent document est divisé en quatre chapitres. L.e premier introduit de maniere
bréve les bases biologiques nécessaires a la compréhension du probléme. Une définition
chronologique du processus de génération des EST est présentée et la problématique
biologique est définie.

Le chapitre deux discute du processus de prétraitement des séquences. Les étapes de
décontamination, de détection de basse complexité et de suppression des répétitions
sont toutes définies et les outils utilisés dans chacune de ces étapes sont abordés. L’im-
portance de ces étapes dans les phases subséquentes du projet est développée a travers
des exemples sommaires.

Le chapitre trois définit le processus de clustering du point de vue biologique pour en-
suite introduire les deux algorithmes utilisés en pratique pour effectuer cette tache. Une
premiere structure de données, proposée dans I'implémentation du calcul de fréquences
de mots et une seconde, proposée dans la jointure de clusters sont présentées et leur

complexité brievement discutée.



Le chapitre quatre est une application, dans le cadre du projet FGAS, des méthodes
présentées dans les chapitres précédents. A chacune des étapes, les particularités du pro-
jet, le ou les logiciels utilisés ainsi que les résultats obtenus sont présentés. Le schéma de
la base de données, créée dans le but de consolider I'information et les résultats finaux,

est brievement décrit.

Pour conclure, nous discuterons des résultats et conclusions obtenus et publiés dans ’ar-
ticle et expliquerons les contributions du projet FGAS, du point de vu bioinformatique,

a la recherche sur la résistance du blé au froid.



CHAPITRE I

PRINCIPES FONDAMENTAUX EN BIOLOGIE ET EN
BIOINFORMATIQUE

Dans le présent chapitre, nous allons introduire les principes fondamentaux de la biologie
et de la bioinformatique, nécessaires a la compréhension des chapitres subséquents. Dans
un premier temps, une bréve présentation des notions fondamentales en biologie sera
effectuée. Ceci permettra d’expliciter les principes d’encodage de 'information dans un
génome ainsi que les méthodes par lesquelles les genes sont transcrits et traduits en
protéines. Dans un second temps, les principales notions bioinformatique nécessaires &

la compréhension de 'assemblage des séquences, seront brievement abordées.

1.1 Principes fondamentaux en biologie
1.1.1 Structure de PADN

Le matériel génétique est ce qui confére a une espeéce les caractéristiques qui lui sont
propres et les fonctions de bases nécessaires dans son cycle de vie (Brenner et al., 01).
Cette substance, appelée génome, représente la totalité de ’ADN (Acide desoxyribonu-
cleique) présent dans une cellule & un moment donné. L’ADN est une longue molécule
constituée d’une suite de quatre petites sous-unités, appelées nucléotides ou bases, qui
sont : ’Adénine (A), la Thymine (T), la Guanine (G) et la Cytosine (C). Au niveau
moléculaire, les paires de bases consécutives sont fixées entre elles par des liaisons chi-

miques ol le carbone 5’ d’un nucléotide est relié au carbone 3’ de l'autre pour former



5 3'es Btsl BB §m§' 3 =B Vbl B—=5 3
NSNS NS NS NS NS NN
A G c G T c A

G

E}thmumhebcuhme?e%bcuhmeydhnmmMMMemmm.

5" -AGGCTGATGGATATTG- 3’
3" -TCCGACTACCTATAAG- 5

Figure 1.1 Les liaisons de carbones entre les nucléotides d’une chaine d’ADN et sa

forme double brin

de longs filaments d’ADN. La molécule est toujours lue, de maniere traditionnelle en

biologie, du carbone 5’ libre vers le carbone 3’ libre ( Figure 1.1).

L’ADN de la Figure 1.1.a sera raccourcie en supprimant, dans la chaine d’ADN, les
positions de carbone 5’ et 3’ et ne gardant que les nucléotides le composant. Le brin peut
alors étre codé par AGCGGTCA, offrant ainsi la possibilité de traduire I'information

biologique sous forme de mots et d’en permettre le traitement informatisé.

La structure de ’ADN a été résolue par Watson et Crick comme étant une double hélice
ou le filament d’ADN est apparié avec son complément inverse. Cette complémentarité,
due & lattraction entre les nucléotides A et T et les nucléotides G et C, confére ’aspect

double-brin sous lequel PADN du génome existe dans la cellule (Figure 1.1.b)

Lorsque apparié, chaque nucléotide est attaché a son complément Watson-Crick par
un lien chimique d’hydrogene. Le résultat est appelé paire de bases, noté pb. Puisque
I’appariement est bien défini, seule I'information provenant d’un brin noté de 5’ vers 3’

est utilisée, l'autre étant facilement déductible a partir de ce dernier.



Dans le cas de la Figure 1.1.b, I'information sur ’ADN double-brin est représentée par

le mot ACGTAGTAGCTGCTGA.

L’utilité de ’ADN a été définie, au début des années 40, comme étant le “Livre d’ins-
truction”donnant les directives sur la maniere de produire et de réguler les protéines.
Certaines des régions de cette longue molécule, appelées genes, possedent I'information
nécessaire pour synthétiser des protéines, tandis que d’autres régions sont impliquées,
directement ou indirectement, dans des processus de régulation ou, en d’autres termes,

le controle des niveaux de production individuels.

Alors que certains génes sont constitués de chaines continues, d’autres sont constitués
de plusieurs mots, appelés ezons, séparés par des zones tampons appelées introns et

dont l'utilité n’est pas encore complétement connue (Brenner et al., 01).

Les génomes possédent une taille imposante. Par exemple, le génome de la plante Ara-
bidopsis thaliana -une mauvaise herbe - est de 160 millions de paires de bases, réparties

en cing chromosomes, c’est-a-dire en cing molécules différentes.

1.1.2 Transcription et ARN messagers

Deux étapes majeures sont impliquées dans la génération de TARN messager (ARNm),

considéré comme étant le précurseur de la protéine finale. Ces étapes sont :

1. Le processus de transcription, qui permet de copier la région codante pour une
protéine & partir de PADN. La copie résultante, appelée ARNm posséde deux
différences significatives avec I’ADN original.

— Les nucléotides de Thymine (T), sont remplacés par leur équivalent, I'Uracile
(U).
— Un atome d’oxygene est ajouté a toutes les bases, rendant 'ARNm plus actif

et lui permettant d’exister sous une forme simple brin.

2. L’ARNm subit des éditions & ’intérieur du noyau avant d’étre transféré a I’extérieur

de ce dernier pour étre traduit. Le processus d’édition permet entre autre :



— L’épissage de 'ARN, qui consiste en la suppression des introns de 'ARNm
et la concaténation des exons. Les combinaisons d’excision d’introns pour des
messagers provenant d’un méme gene initial peuvent différer produisant ainsi
transcrits distincts.

- L’ajout d’une coiffe, composée d'une suite de nucléotides codants pour la loca-
lisation cellulaire ou la protéine finale sera envoyée.

— L’ajout d'une queue polyA, composée d’une suite de nucléotides d’adénosine,
servant a identifier la fin de TARNm (Wu et al., 03).

I’ARNm résultant sera ensuite transporté a I’extérieur du noyau pour étre traduit.

1.1.3 Génération de protéines

Dans la Figure 1.2, 'ADN est transcrit en son ARNm complémentaire. Ce dernier sera
ensuite édité pour supprimer les introns, représentés par des bases en gras, ainsi que
pour ajouter la coiffe et la queue polyA au début et & la fin de PARN respectivement.
A partir de PARNm édité, seule la région codante sera traduite. Chaque acide aminé

de la protéine est représenté par sa transcription courte de trois lettres.

La machinerie cellulaire utilise PARNmM comme modele pour synthétiser les protéines.
Au fur et & mesure que le modele est lu, chaque suite consécutive de trois nucléotides,
appelée codon, est transformée en son acide aminé équivalent. La concaténation des
acides aminés issus de la traduction de ’ARNm, permet de générer la protéine finale. Il
est & noter que la coiffe et la queue polyA, ajoutées durant 1’édition de PARNm, ne sont
pas traduites. De ce fait, un ARNm ayant une région codante de 30 bases génere une
protéine composée de 10 acides aminés, aa (Figure 1.2). Il existe 4°> = 64 codons pos-
sibles tandis qu'il n’existe que 20 acide aminés connus. Cette redondance est expliquée
par la dégénérescence du code génétique qui permet d’utiliser des triplets différents pour
coder un seul acide aminé. Par exemple, les triplets GGU, GGC, GGA et GGG codent

tous pour ’acide aminé Glycine ( Wu et al., 03).



ADN ACTGATGATGTACATGCATGATGCGCGGCTATTACTTAAGTCATTGCCAGGAAGGAACT

ARNm UGACUACUACAUGUACGUACUACGCGCCGAUAAUGARUUCAGUAACGGUCCUUCCUUGA

ARNm édité

Coiffe Région Codante Queue polyA
ACTGATGATG AUG GCG CCG AUA AUG ACG GUC CUU CCU UGA ARARARDDA
protéine Met Ala Pro Ile Met Thr Val Leu Pro STP

Figure 1.2 Syntheése d’une protéine & partir d’une région codante

Une premiere théorie proposait que chaque géne code pour une seule protéine. Cepen-
dant, la découverte des phénomenes d’épissage alternatifs ou certains exons de I’ARNm
peuvent aussi étre supprimés selon des principes combinatoires et moléculaires com-

plexes, a permis de conclure qu'un géne peut coder pour plusieurs protéines.

Il a été postulé que chaque protéine est définie, en termes de réle et de structure, par

la composition et I’arrangement de ses acides aminés.

1.2 Principes fondamentaux en bioinformatique

Dans le but de mieux de comprendre 'organisation du génome et d’élucider les méca-
nismes par lesquels les génes sont régulés et exprimés, la disponibilité de la séquence
d’ADN d’un organisme est capitale. Les technologies actuelles ne permettent pas de
séquencer plus de 1 000 nucléotides consécutifs. Pour déduire la séquence génomique
d’un organisme, souvent composée de plusieurs millions de paires de bases, les labora-
toires utilisent une technique nommée shotgun sequencing. Cette approche brise ’ADN
nucléaire en plusieurs petits fragments qui sont subséquemment séquencés et ensuite as-
semblés pour reconstituer la séquence initiale du génome. L’assemblage fait ici référence
a un processus permettant de générer la chaine parent initiale, appelée super-chaine,
contenant tous les fragments séquencés. 1l existe, en théorie, plusieurs super-chaines
possibles et on pourrait penser a celles obtenues par la simple concaténation de tous

les fragments dans des ordres différents. Par contre, en pratique il n’existe qu’une seule
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SéquenceAa | A | C | T | T | . A|G | T|T]| . C|lA | G|C
SéquenceB | A | - T|T|T Al G CcC |G T| C|T A |G

Figure 1.3 Alignement des deux séquences A et B

super-chalne représentant I’ADN initial. La meilleure approximation de celle-ci a été
définie comme étant la plus courte des toutes les super-chaines possibles (Jones et al.,
05). Le probléeme d’assemblage reviendrait donc & chercher la plus courte chaine conte-
nant tous les fragments obtenus par cassure de I’ADN initial. Pour mieux comprendre
les algorithmes utilisés dans la recherche de la plus courte chaine commune entre deux
fragments, nous allons introduire d’abord la notion d’alignement et de similarité entre
deux séquences avant de revenir plus tard sur une définition plus formelle du probleme

d’assemblage.

1.2.1 Similarité entre séquences

Un alignement entre deux séquences A, de longueur n, et B, de longueur m, ou m
peut étre différent de n, consiste en la matrice & deux lignes, tel que la premiére et
deuxieme ligne contiennent tous les caractéres de A et de B respectivement. Des espaces,
représentés par le caracteére ‘-’, peuvent étre introduit a n’importe quelle position dans
I'une ou 'autre des séquences sous la seule condition qu’une colonne doit contenir au

moins un nucléotide (Figure 1.3).

On appelle identité une colonne ayant le méme nucléotide aux deux lignes, tandis qu’une
colonne contenant deux caracteres différents est appelée substitution. Lorsque la colonne
contient un espace ou gap, elle est nommé indel, faisant référence & I'insertion d’un ca-
ractére lorsque la ligne du haut contient I’espace ou a la délétion ayant eu lieu lorsque
I’espace se trouve sur la ligne du bas. L’exemple de la Figure 1.3 contient selon cette
définition, six indentités, cing substitutions et trois indels. Il existe de nombreux aligne-
ments possibles, ou le nombre d’identités, de substitutions et d’indels peut différer.

La valeur de chacun des ces alignements est déterminée grace a une fonction qui attribue
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SéquenceA | A | C T|T - A|G - T T|C| - A|G |C
Séquence B | A - T|T T A |G C|G T|C|T A|G

Figure 1.4 Alignement altérnatif des deux séquences A et B

& chaque matrice un score S déterminé. Par exemple, cette fonction pourrait attribuer
un score de +1 aux identités, tandis que les colonnes inégalités ou indels recevront un
score de 0. Le score global de I’alignement est ensuite calculé en additionnant les scores

spécifiques a chaque colonne. Ainsi, le score de la Figure 1.3 est :
S=4+14+0+14140+14+14+04+0+0+1404+0+0=6

Le but ultime de l’alignement est d’évaluer le niveau de similarité entre deux séquences.
Etant donné qu’un plus grand score est synonyme d’une plus grande similarité, un bon
alignement est représenté par le plus haut score susceptible d’étre obtenu par 'algo-
rithme utilisé. Dans le cas de ’exemple 1.3 le meilleur alignement posseéde un score de

neuf et est représenté a la Figure 1.4.

De maniére simplifiée, la différence entre les algorithmes d’alignement dépend de deux

critéres :

1. La fonction de score utilisée : varier celle-ci permet de résoudre une multitude de
problemes d’alignements (Gusfield, 97). Par exemple, en donnant un score élevé
aux gaps, on peut forcer I’alignement & se produire tout le long de la séquence,
produisant ainsi un alignement dit global. Par contre, lorsque la similarité entre
les séquences est spécifique & une sous-région, l'alignement mettant en évidence
cette homologie ne doit pas pénaliser les indels, surtout celles se trouvant aux
extrémités des séquences. Ce type d’alignement est dit local.

2. Le type de recherche effectuée :

— Les alignements de type exacts se basent sur des algorithmes utilisant la pro-
grammation dynamique. Les résultats obtenus par ces approches sont optimaux

au dépend d’une complexité élevée, surtout lorsque de longues séquences sont
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alignées. Parmi les algorithmes de programmation dynamique les plus reconnus,
on retrouve ceux de Smith-Waterman (Smith et Waterman, 81) et Needleman
and Wunsch (Needleman et Wunsch, 70).

— Les alignements de type inexacts utilisent des heuristiques pour détecter les
meilleurs alignements. Cette stratégie sacrifie la garantie d’optimalité pour une
amélioration significative du temps d’exécution, estimée entre 10 et 100 fois
plus rapide que la recherche utilisant la programmation dynamique. Les heuris-
tiques d’alignement les plus utilisées sont BLAST (Altchul et al., 97) et FASTA
(Pearson, 04).

1.2.2 Assemblage des fragments

Tel que défini précédemment, le probléme de I’assemblage revient & trouver la chaine la
plus courte contenant toutes les séquences obtenues par la fragmentation de I’ADN ini-
tial. Ce probleme, connu aussi sous 'acronyme S.C.S, (Shortest Common Superstring),
est conﬂu pour étre NP-Complet (Gallant et al., 80). Du fait des importantes impli-
cations de cette problématique dans les domaines de la compression de données et de
I’assemblage génomique, plusieurs heuristiques ont été proposées pour produire une so-
lution approchée. Parmi celles-ci, une approche simpliste vorace consiste en la fusion de
deux fragments ayant le plus d’homologie jusqu’a obtention d’une seule séquence finale

(Figure 1.5)

L’ADN initial de la Figure 1.5 est brisé en six fragments distincts provenant tous du
brin 5’. Dans le cas du fragment f4, une erreur s’est produite lors du séquengage a la
premiére base du fragment. Les deux fragments ayant le meilleur score d’alignement se-
ront ensuite fusionnés, générant ainsi une nouvelle chaine contenant les deux fragments
initiaux. Lorsqu’une colonne contient plus qu’un nucléotide, celle-ci sera corrigée par
consensus majoritaire sur les autres nucléotides de la colonne lors de I’alignement final.
Le fragment, ou contig, f12 obtenu a la derniere étape de ’assemblage constitue une

représentation fidéle du brin 5’ de I’ADN initial.



a) ADN source ATGATCGACAGTA
TACTAGCTGTCAT
b) Un ensemble de fragments d’ADN obtenus par brisure

de 1’ADN source et susceptibles aux artefacts. On suppose
que les fragments proviennent tous du meme brin.

£1 ATGA £2 TCGA £3 ATCG
f4 TCAGTA £5 ATGATC £6 GACAGTA
c} Reconstruction du brin d’ADN original par la fusion des
fragments ayant le plus grand score d’alignement
Etape 1 Etape 4 )
f6 G A CAGTA 8 ATGATC
£4 - CAGTA £9 ATCGA
f7 G AT CAGTA f1I0 ATGATCGA
Etape 2 Etape 5
f5 ATGATC f1I0 ATGATCG A
f1 ATGA £7 GA/TCAGTA
FEATGATLC f12 ATGATCGA CAGTA
Etape 3

f3 ATCG
£2 TCGA

f9 ATCGA

Figure 1.5 Assemblage de fragments d’ADN en utilisant un algorithme vorace

13
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“Bien que l'assemblage de fragments semble étre trivial, ce procédé est compliqué par

de nombreux facteurs exacerbants” (Kececioglu et Myers, 95).

1. Les fragments pourraient ne pas produire la chaine initiale si les fragments produits

ne couvrent pas la totalité de la chaine.

2. Les séquences produites contiennent des erreurs de séquencgage. Ces erreurs peuvent
survenir sous plusieurs formes et biaiser la production de la super-chaine. Les
différents types d’erreurs ainsi que leurs effets seront détaillés dans le prochain

chapitre.

3. L’assemblage de fragments identiques mais provenant de deux endroits différents
dans ’ADN initial est toujours problématique puisqu’on ne posséde aucun indice

sur la région d’ou ces régions parasites sont issues.

4. Puisque les fragments sont obtenus a partir du brin 5’ ou 3’ de ’ADN, L’orientation

du fragment n’est pas préalablement connue (Kececioglu et Myers, 95).



CHAPITRE II

GENERATION DES SEQUENCES (JEUX DE DONNEES)

Sur la base des connaissances définies plus t6t, le présent chapitre a pour but de décrire
les procédés, d’abord biologiques et ensuite bioinformatiques, utilisés pour extraire et
préparer les séquences d’EST. I’emphase sera spécialement mise sur les artéfacts sus-
ceptibles de corrompre la qualité des EST et les techniques utilisées pour détecter ces
artéfacts et les corriger lorsque cela est possible. Une bréve description de chacune des
sous-étapes utilisées pour générer et nettoyer les séquences produites dans le cadre du

projet FGAS sera exposée.

2.1 Utilité des EST

Le blé représente la céréale la plus importante dans la production alimentaire ainsi
qu’une espéce idéale pour étudier la tolérance au froid et a d’autres stress. Malgré
I’engouement scientifique et commercial pour cette plante, son génome n’a pas encore
été séquencé, du principalement & sa taille gigantesque, estimée & 16 700 million de

bases, ou 127 fois la taille de la plante Arabidopsis (ornl).

Une alternative utilisée par plusieurs laboratoires de génomique consiste & obtenir un
grand nombre d’EST (Expressed Sequence Tags), courtes séquences provenant ’ARNm,
donnant ainsi un acces direct a la partie exprimée du génome. Dans le cas du blé, la partie
exprimée est estimée de maniére conservatrice & 30 000 génes ou approximativement 1%

de la totalité du génome dont la taille a été approximée a 13,5 milliards de bases. Par
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ACGUGAUGAGGUAGAAAAAA ARNm

Synthése du brin complémentaire

ACGUGAUGAGGUAGAAAAAA ARNm

TGCACTACTCCATCTTTTTT ADNc

Dégradation de 'ARNm et génération de
I'ADNc double brin

ACGTGATGAGGTAGAAAAAA

ADNc double brin
TGCACTACTCCATCTTTTTT

i Intégration de la molécule dans le vecteur

Séquengage 5' Séquengage 3

_—»
Séquengage de I'ADNc
geénere IEST

Figure 2.1 Processus de génération des ADNc et des EST

comparaison, les génomes de ’humain et de la souris possedent respectivement 3 et 2,7
milliards de bases et contiendraient un nombre de genes similaire a celui contenu dans

le blé (ornl).

En plus d’étre une approche de plus en plus privilégiée lors de I’étude d’espéeces dont
le génome n’a pas encore été résolu, tel que dans le cas de l'orge (Close et al., 04), la
tomate ( Fei et al., 04) et le peuplier (Sterky, 04), les EST sont considérés comme étant
la commodité la plus produite dans le monde de la génomique des plantes en termes de

séquences et du nombre de nucléotides générés (Rudd, 03).
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2.1.1 Génération des EST

L’ARN utilisé dans la préparation des EST est hautement instable & I'extérieur de la
cellule. Pour cette raison, une enzyme est utilisée pour générer le brin complémentaire
de PARNm, le transformant ainsi en ADNc (Figure 2.1) possédant une plus grande
stabilité & I'extérieur de la cellule. L’ ADNCc est ensuite inséré dans une séquence circulaire
artificielle, appelé un vecteur de clonage, pour permettre sa sauvegarde et sa réplication
a l'intérieur de bactéries. L’ensemble des clones obtenus représente alors une librairie.
Le séquencage de la librairie consiste en la sélection de clones de maniére aléatoire et

leur séquencgage d’une ou 'autre des extrémités 3’ ou 5’°, générant ainsi des EST.

Puisque les EST proviennent de séquences exprimées dans la cellule sous forme d’ARNm,
leur utilisation va au deld du gain de I'information de nature génétique extraite par le
séquencage. En effet, lorsque les librairies produites proviennent de conditions expérimen-
tales différentes, la variation dans le taux d’expression d’un méme géne d’une librairie &

une autre peut étre un bon indice sur 'effet de la condition expérimentale sur la cellule.

D’autre part, les EST sont considérés comme une alternative non dispendieuse au
séquencgage complet. Au dela du colit inhérent au nombre de séquences nécessaires pour
reproduire le génome de I'organisme avec fidélité, ’assemblage des EST nécessite moins
de temps et certainement moins d’expertise qu'un projet d’assemblage génomique. De
plus, leur nature peu répétitive, ainsi que leur courte séquence, facilitent grandement le
processus de reproduction des ARNm initiaux et réduisent significativement les possi-

bilités d’erreurs.

Lorsque utilisés comme complément a ’assemblage génomique, 'utilité des EST réside
dans la partie spécifique a ’annotation. En plus de servir comme données d’apprentissage
pour les outils de prédiction, ils sont souvent utilisés pour la détection et la correction
des génes prédits. Chez Arabidopsis, le recours aux EST a permis de détecter 240 génes
qui avaient été “oubliés” par les algorithmes de modélisation de genes (Haas et al.,

02). L’approche utilisant les ADNc a aussi largement été utilisée dans ’annotation des
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régions non traduites des ARN messagers, ainsi que pour définir ou corriger les limites

introns-exons ou dans la détection de phénomenes d’épissage alternatif.

2.2 Survol du projet FGAS

Le projet FGAS (Functional Genomics of Abiotics Stress) est un projet qui regroupe des
laboratoires de recherche de plusieurs universités canadiennes, notamment au Québec a
travers I’Université du Québec & Montréal. Ce projet a pour but de découvrir les effets
de I'exposition du blé aux stress environnementaux, dits abiotigues, tels que la chaleur,
le froid, la sécheresse ou la salinité, afin de mieux connaitre la réponse de cette plante

et les étapes de son acclimatation aux conditions hivernales canadiennes.

Le processus d’acclimatation est gouverné par un systeme génétique induit par expo-
sition graduelle de la plante & de basses températures. Simplement dit, le blé doit étre
exposé a des températures de plus en plus froides dans le but d’acquérir la résistance qui
lui permettra de survivre a I’hiver. Sous des conditions normales, telles qu'une bonne
température du sol, la bonne profondeur de la tige, etc., ce processus dure entre 8 et 12
semaines. Durant les quatre premieres semaines de cette période, le blé est soumis & une
température moyenne de +9°C tandis que la température moyenne durant la deuxiéme
période est généralement aux alentours de +3°C. Le blé acclimaté peut ensuite endurer

des températures allant jusqu’a —20°C (umanitoba).

Les connaissances acquises du projet FGAS ont permis d’améliorer la résistance de cer-
taines plantes face au froid et a d’autres types de stress, augmentant ainsi la productivité
et la qualité des récoltes. Le blé représente une espéce de choix pour étudier l'effet du
stress abiotique sur les plantes vu son importance économique et la tolérance naturelle
de cette plante. Cependant, la taille imposante de son génome et 'existence de six co-
pies de ce dernier dans chaque cellule, rendent son séquencage utilisant les technologies

actuelles, laborieux et onéreux.

Pour évaluer leffet du stress appliqué par ’environnement et la tolérance du blé au

froid, le projet FGAS a choisi d’utiliser ’approche des EST comme premiére étape
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dans la sélection des génes régulés a la hausse ou a la baisse dans un blé acclimaté au
froid et pouvant survivre a des températures au-dessous du point de congélation, pour,

ans un uxieme étape, confirmer leur implication dans le processus imatation.
d e de tape, confirmer 1 lication dans 1 d’acclimatat

Les données relatives au projet FGAS proviennent de 11 librairies ADNc préparées a
partir de plantes acclimatées & de basses températures. Le séquencage des ces ADNc a
donc permis de générer un total de 110,544 ESTs spécifiques & la tolérance au froid. Le
jeu de données généré localement a été enrichi par 280,000 séquences obtenues a partir
de différents tissus de plantes de blé, dans des conditions normales dans les projets du
NSF et DuPont, deux projets d’EST, utilisant un blé n’ayant subi aucun stress et et

dont les données sont publiques.

2.3 Artéfacts de séquencage ou d’origine biologique

Le but de I'assemblage d’EST est de réduire la complexité de la librairie en dérivant
un consensus du gene parent par alignement de toutes les séquences transcrites & partir
de ce dernier. Pour ce faire, les algorithmes de clustering et d’assemblage se basent
sur ’homologie pour regrouper les séquences similaires ensemble. Par conséquent, toute
similarité die au hasard ou a des artéfacts de séquencage, entre des séquences transcrites

a partir de geénes différents peut biaiser les processus de clustering ou d’assemblage.

Les artéfacts d’EST peuvent étre subdivisés en deux catégories :

Artéfacts biologiques

e Les queues polyA ou leur complément polyT constituent une caractéristique principale
des EST. Ces séquences homo-nucléiques représentent un biais naturel hérité des
ARNm dont les séquences ont été dérivées. Bien que la présence des queues polyA/T
ne soit pas garantie, leur occurrence est généralement détectée vers le début ou la fin
d’'un EST.

e Des phénomenes peu connus peuvent causer la fusion de deux séquences durant la

préparation d’EST et ainsi produire une chimére. Par définition, une chimeére est
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une séquence provenant de la concaténation d’au moins deux EST indépendants. Les
chimeres sont généralement d’une longueur supérieure a la taille moyenne d’un EST
et peuvent contenir plus d’une queue polyA/T provenant de chacun des séquences

ayant servi dans la concaténation.

Artéfacts de séquencage

e Durant le séquencage de clones, la réaction biochimique responsable de la production
de I’ordre nucléique ne fournit aucune garantie sur la taille de la séquence générée.
De ce fait, la réaction peut se poursuivre méme dans le vecteur de clonage et générer
ainsi des séquences contaminées par le vecteur. La contamination ne se limite pas au
vecteur mais peut aussi étre de nature bactérienne, humaine ou tout autre type de
contamination externe.

e On appelle basse complezité, toute région dans une séquence ou la composition en
terme de nucléotides ou acides aminés semble étre non aléatoire ou biaisée. La basse
complexité peut étre réelle i.e. le géne contient un taux élevé de répétition et de
redondance, ou artificiellement générée par le séquenceur. Lorsque artificielle, la basse
complexité peut étre présente vers le début ou la fin de la séquence, ou se poursuivre
tout le long de la séquence, signe que la réaction de séquencage a échoué (Chou et al.,
01). La basse complexité constitue une part de biais non négligeable dans le clustering
des séquences.

e Le produit de la machine & séquencer est appelé chromatogramme. Ce dernier est
composé de quatre courbes de différentes couleurs (Fig. 2.2), chacune d’entre elles
étant assignée a un nucléotide particulier.

Lors de la prédiction de la séquence, les logiciels d’identification de nucléotides at-
tribuent une qualité & chaque base prédite en se basant sur plﬁsieurs critéres, tels
I’amplitude des courbes, le bruit de fond, ainsi que sur d’autres parameétres.

La qualité d’un nucléotide @ est un nombre entier variant entre 0 et 99. Ce parametre

peut étre transformé en probabilité d’erreur P. selon la formule suivante :
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Figure 2.2 Chromatogramme généré par le séquengage d’un EST

]
P —
T

Ex. : Selon la formule 2.1, la probabilité d’erreur d’un nucléotide m ayant une qualité

(2.1)

@ =20 est P, =0,01. Ainsi, la probabilité que le nucléotide m ait été mal prédit est
seulement 1%. Quoi que le critére de bonne qualité varie d’un projet & un autre, une
valeur de () supérieure a 20 est généralement considérée comme étant acceptable.

Le taux d’erreurs de séquencage se situe entre 2% et 3% de nucléotides erronés dans
un projet de séquengage ne contenant pas d’aberrations majeures (Hiller et al., 96).
Ces erreurs de séquencages se produisent majoritairement au début et vers la fin de
la séquence ou la réaction est la moins efficace et prennent la forme de mutation,

insertions ou délétions (Fwing et al., 98).

2.4 Prétraitement des séquences

Plusieurs stratégies de nettoyage et de controle de contamination des séquences ont
été élaborées. Ces stratégies se basent toutes sur quatre étapes majeures. A savoir :
1-Décontamination, 2-Nettoyage de queues polyA /T, 3-Supression des régions de basse

qualité et 4-Détections de chimeére et de régions de basse qualité.
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Dépendamment de la sensibilité désirée, d’autres tests ou criteres de sélection peuvent

étre rajoutés au processus de contrdle de qualité.

2.4.1 Décontamination de la séquence

Pour effectuer cette étape, les logiciels utilisent des algorithmes d’alignements sensibles
aux différences entre séquences, pour détecter les occurrences de contamination dans les
EST (Sanbi_2). Cross-Match (phrap) est un outil développé par Phil Green et utilise
une implémentation de 'algorithme de Smith-Waterman pour trouver des identités entre
une base de données de vecteurs et les séquences passées en entrées. L’occurrence de ces

identités est ensuite remplacée dans la séquence par le caractére “X”.

Le logiciel Lucy (Chou et al., 01) utilise une autre approche pour pallier au probléme de
contamination. Pour détecter la présence de vecteurs, Lucy utilise un fichier contenant
les sites d’épissage (splice sites) des vecteurs devant étre détectés. Les sites d’épissage
sont des séquences dont la taille varie entre 100 et 150 nucléotides et qui représentent
le préfixe et le suffixe de la séquence du vecteur, ainsi que de son complément inverse.
Lucy utilise cette information pour détecter la présence de contamination dans le début
et vers la fin de la séquence sans prendre en considération le vecteur dans sa totalité.
Ceci a pour résultat de réduire significativement le temps consacré pour repérer les

occurrences de vecteur dans les séquences.

Puisque les sites d’épissage sont plus susceptibles de se trouver vers le début et vers
la fin de 'EST, ou la basse qualité ne permet pas de détecter I’occurrence de maniére
exacte, Lucy utilise trois fenétres distinctes ou 'identité minimale nécessaire pour inférer
la contamination est différente. Cette approche suppose que plus on avance dans la
séquence, meilleure est la qualité et donc, meilleure est 1’identité entre la séquence et le
vecteur (Fig 2.3). Il est & noter que cette approche ne peut étre utilisée pour détecter la
contamination externe puisque cette derniére peut se produire & n’importe quel endroit

de la séquence.

Lucy utilise une premiére fenétre de 40 bases et recherche toute occurrence exacte du
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Région Région Région
-%0 SR 100pb. 400-800 p.b. =

I Occurrence exacte minimale de 8 p.b.

Occurrence exacte minimale de 12 p.b.

| Occurrence exacte minimale de 16 p.b.

Figure 2.3 Les étapes de recherche de fragments par Lucy

vecteur composée d’au moins huit bases. Dans une deuxiéme fenétre de taille 60, Lucy
essaye de détecter une occurrence minimale de 12 bases. En cas de succes, Lucy passe
alors & la fenétre suivante de taille 100 ou une occurrence minimale de 16 nucléotides

est nécessaire pour inférer la présence du vecteur.

A priori, le probleme de décontamination semble étre trivial et les outils utilisés a cette
étape se basent sur des algorithmes peu complexes pour détecter les occurrences du
vecteur de clonage. En réalité, la présence d’erreurs provenant du séquencage ou de
I’étape d’extraction de bases altére 'occurrence du vecteur dans la séquence. Ainsi les
logiciels tels que Lucy et Cross-Match, qui utilisent des regles définies de maniére em-
pirique, voient leur tiche grandement compliquée lorsque le probleme de contamination
est amplifié par la basse qualité des nucléotides. Ceci est le cas du projet FGAS qui
souffre particulierement du probléme de basse qualité, indiquant la présence d’un grand

nombre de nucléotides erronés.

Une solution simpliste au probléeme de contamination pourrait consister en la sup-
pression d’un nombre z de bases & partir des extrémités. Ceci pourrait s’avérer un
choix intéressant pour tester I’effet hypothétique de la contamination sur les étapes
subséquentes dans un projet d’assemblage. Ainsi, si de meilleurs résultats sont obtenus

a étape de clustering aprés suppression des extrémités de toutes les séquences, ceci
2 q )
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pourrait étre un indice suffisant sur la contamination des séquences. Cette alternative
menerait cependant & la perte d’informations pertinentes lorsque les extrémités sup-
primées représentent de la séquence réelle et ne constitue donc pas une option sérieuse

au probléme de décontamination.

Dans le cadre du projet FGAS, les séquences ainsi que leur qualité ont été extraites
a partir des chromatogrammes disponibles, grace au logiciel PHRED utilisé avec les
parametres par défaut. Un examen superficiel des données, s’appuyant sur le calcul du
pourcentage de bases ayant une qualité supérieure a 20, a permis de constater que la
qualité moyenne des séquences était relativement basse. Pour réduire le biais introduit

par la qualité des séquences, un processus de prétraitement rigoureux a été élaboré.

Pour détecter et masquer la contamination externe, ainsi que les occurrences du vec-
teur dans la séquence, les logiciels Cross-Match et Lucy ont été utilisés pour traiter
les séquences de maniére indépendante. Pour valider la qualité des résultats, deux
échantillons aléatoires, le premier contenant des séquences nettoyées par Lucy et le
deuxiéme constitué de séquences obtenus par nettoyage avec Cross_Match ont été générés.
La comparaison des EST de chaque échantillon contre eux-mémes a permis de déceler
une région commune chez un bon nombre de séquences. Cette région, située soit vers
la fin ou au début des séquences contaminées et dont la taille moyenne fit estimée a
70 bases a été identifiée comme étant de la contamination par vecteur, non détectée
par Lucy ni par Cross-Match. L’alignement de cette région avec le vecteur utilisé (Fi-
gure 2.4), a permis de découvrir la présence de mutations, délétions et insertions dans
I’occurrence du vecteur chez la majorité des séquences contaminées. Ces modifications
sont supposées provenir principalement de l'inefficacité de la réaction de séquencage et

cela a pu étre confirmé par la basse qualité de la majorité des bases en question.

L’alignement des séquences, numérotées de 1 & 7 avec la séquence du vecteur met
en évidence plusieurs mutations, insertions et délétions qui compliquent la tache de
détection du vecteur. Ces différences entre le vecteur et les EST sont principalement

dues a des artéfacts de séquencage confirmés par la qualité des bases en question.
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Vecteur TTATAATACGACTCACTATAGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACGC-GTARGCTT
TTATAATACGGCTCCCTATAGGGCCCCCTTTGTTCAAGARAACTGGGTCCGC-GTARACTT
TTATARRACCACTCCCTATAGGGGCCCCTTTGTACAAARAAAARCTTGGTACGC-GTAACTTT
T-ATACACCTCACAATAGGGCCCACCTTGTACCACAARAATCTGGTACGC-CTAARATT
TAATACGACTCCCCATAGGGCCCACT TTGTAACAARAAARCCGGGTAAGCCGTAAGCCT
ACGACTCACCATTGGGGCCCCTTTGTACCAGTAAGCCGGGTACCCGTARA-CCT
CGACTCCCAATAGGGACC-CCTTGTACAAGAAA-CTGGGTACGC-TTAAG-TT
ATTGGGCCCACATTTTACAACAAAACCGGGTACGG-GTAAGGTT

N W~ o 01

Vecteur GGGCCCCTCGAGGGATACTCTAGAGCGGCCGCC
GGGCCCCTCGGGGGATACTT TAGA
GGCCCCCTCG-GGGATAT TCTAGEGCGGC
GGGCCCCTCAAGGGATACTATAGATCGGCCGLC
GGGCCCCTCGAAGGATACTTTAGAGCGGCC
GGGCCCCTTGAGGGATAATTTTGAGCGGCCGCC
GGCCCCCTCGAGGGAAAC TCTAGAGCGCCCGCC
CGGCCCCTCCAGGGATACT

N W~ on & D1

Figure 2.4 Alignement de la séquence du vecteur utilisé avec un ensemble d’EST

contaminés ayant un taux d’erreur élevé

Alors que la variation des parameétres de sensibilité ne semblait pas améliorer le net-
toyage des séquences en utilisant Lucy, les séquences nettoyées par Cross-Match sem-
blaient bénéficier de parametres plus restrictifs. Il a cependant été noté que, lorsque
I’homologie requise est trop élevée, Cross-Match a tendance & supprimer des régions
non contaminées mais pouvant avoir une légeére similarité avec le vecteur. Ceci est un
effet secondaire signalé dans la documentation (phrap) et la seule solution consiste en
la variation des parametres jusqu’a obtention de résultats satisfaisants. Apreés plusieurs
expérimentations, les séquences nettoyées par Cross-Match semblaient s’étre défait de la

contamination sans oter les séquences réelles ayant une légere homologie avec le vecteur.

2.4.2 Nettoyage de la queue polyA/T et détections de chimeéres

Cross-Match n’offre aucun moyen direct de nettoyer les queues polyA/T. Pour effec-
tuer cette tache, il est possible d’ajouter une séquence de A/T dans la base de données
de vecteurs que Cross-Match prend comme étant un contaminant. L’inconvénient de
cette approche est que le nettoyage des queues polyA/T ne se limite pas aux régions

de début ou de fin de séquence, ol ces suites sont le plus susceptibles de se produire,
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mais peut aussi bien se produire ailleurs dans la séquence. L’approche utilisée par Lucy
se résume dans ce qui suit. Lucy trouve d’abord une premiere suite minimale de dix
nucléotides consécutifs “T” se trouvant dans les 50 premiéres bases de la séquence
décontaminée et ensuite essaie de rallonger ces suites en trouvant toutes les autres oc-
currences consécutives de 10 nucléotides “T” séparés entre eux par un maximum de
trois erreurs. Pour trouver les queues polyA, Lucy effectue la méme opération, mais en

cherchant a partir de la fin de la séquence et en remplagant les nucléotides “T” par “A”.

La présence de plusieurs polyA /T dans un EST peut étre parfaitement naturelle. Cepen-
dant dans plusieurs cas, les séquences possédant de tels motifs représentent des chimeres
formés par la concaténation de deux EST indépendants contenant chacun un polyA/T.
La taille d’'une séquence peut aussi servir d’indicateur sur la qualité de la séquence.
Lorsque la séquence est anormalement longue, il peut s’agir d’une chimeére. Pour valider
si une séquence est une chimeére ou non, un utilisateur peut effectuer une recherche des
deux extrémités sur une base de données de séquences et examiner la cohérence des
résultats. Encore une fois, ceci n’est pas une garantie que la séquence soit une chimere

car il pourrait s’agir de domaines différents appartenant a la séquence.

Dans le cas des séquences FGAS, Lucy s’est avéré tres efficace pour trouver les oc-
currences de queue polyA/T, bien définies, ne contenant pas plus que les deux erreurs
allouées par cet outil. L’inspection visuelle d’un échantillon aléatoire de séquences a
permis de repérer un bon nombre de polyA/T non détectées par Lucy, principalement
pour les mémes raisons que celles rapportées dans la section précédente, a savoir, des

erreurs dles a la basse qualité.

Pour détecter ce genre d’aberrations, un script se basant sur un algorithme similaire &
celui adopté par Lucy mais utilisant une approche moins permissive a été développé.
L’outil permet a l'utilisateur de spécifier la longueur minimale d’une occurrence po-
lyA/T recherchée par défaut ainsi que la taille minimale d’une région pouvant séparer

deux polyA/T. La poly-queue recherchée est supposée se trouver selon les expériences
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empiriques obtenus par Lucy dans les 50 premieres bases. Cependant, lorsqu’une poly-
queue est localisée apres une occurrence de vecteur non détectée, celle-ci peut se trouver
au dela des 50 premieres bases. Pour cette raison, la recherche réalisée par le script est
effectuée dans les 250 bases de chaque extrémité. Lorsqu’une occurrence polyA/T est
détectée, seule la plus longue des sous-séquences parmi celle se trouvant en amont de
la queue et celle se trouvant en aval, est retenue. L’autre est automatiquement rejetée

puisque selon la théorie biologique, elle est considérée comme de la contamination.

En ce qui concerne les chimeres contenues dans les données de FGAS, le script permet-
tant de détecter les queues polyA/T a été modifié pour parcourir la séquence complete
et non seulement les extrémités afin d’indiquer les séquences possédant plus qu’une oc-
currence de queue polyA/T. Ces séquences ont été automatiquement comparées avec
les protéines de la base de données publique 'nr’ et les résultats ont été manuellement
analysés, pour confirmer, lorsque cela était possible, quelles séquences représentaient de
vraies chimeres. Toutes les chimeres ne possédant pas plus qu’un site polyA/polyT ne

pouvaient étre retirées & cette étape.

2.4.3 Nettoyage des régions de basse qualité

Le but de cette étape est de trouver la plus longue région de chaque séquence ayant
une qualité moyenne suffisamment élevée, permettant 'utilisation de la séquence avec

conflance.

Le début et la fin des séquences sont particulierement déficients en termes de qualité
puisque c’est & ces endroits que la réaction enzymatique est la moins efficace (Ewing
et al., 98). Lorsqu’on inspecte les chromatogrammes, on remarque que vers les deux
extrémités de la séquence générée, les quatre courbes de couleur, ont une basse am-
plitude et que leurs pics se situent sensiblement aux mémes niveaux. Typiquement la
valeur de qualité obtenue pour ces régions est inférieure & 20. Une approche simpliste
pour supprimer ces régions de basse complexité consiste & supprimer n bases de chaque

extrémité de la séquence et de s’arréter lorsque la séquence a atteint une qualité moyenne
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Séquence
Représentation graphique de la
qualité de la séquence

a

»

Etape i

Figure 2.5 Premiére étape de décontamination de Lucy

supérieure ou égale & @, ou typiquement, n = 10 et @ = 20.

Lucy utilise une approche plus sophistiquée et plus stricte. La sensibilité implémentée
par cette approche se base sur le fait que les nucléotides de basse qualité peuvent se
trouver dans une région donnée a une plus haute concentration et biaiser le consen-
sus a cet endroit. Pour détecter ces régions, Lucy emploie les étapes illustrées aux

Figures 2.5, 2.6, 2.7.

1. Supprimer la mauvaise qualité se trouvant aux extrémités : & cette étape, il s’agit
de trouver deux fenétres de taille L, au début et vers la fin de la séquence, ayant
une qualité minimale @ définie par I'usager. La séquence délimitée par ces deux
fenétres et représentée par la région “a” de la Figure 2.5 est ensuite passée &

I’étape suivante.

2. Trouver les zones ayant des taux d’erreurs inacceptables : deux fenétres de tailles
différentes sont utilisées. Une grande fenétre, 50 nucléotides par défaut, est passée
sur la séquence et seules les régions ou la qualité moyenne de la fenétre est suffi-
samment élevée seront gardées. Ceci a pour effet de générer les régions “b” de la
Figure 2.6. Une autre itération est effectuée en utilisant une fenétre de plus basse
taille, idéalement 1/5 de la taille de la fenétre initiale avec un seuil de qualité
moindre. Le but de la fenétre de grande qualité est d’exclure de larges régions de

basse qualité. La deuxiéme fenétre est utilisée pour détecter les régions de tres
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L] Séquence

Représentation graphique de la
qualité de la séquence

Etape 2

Figure 2.6 Seconde étape de décontamination de Lucy

Séquence

Représentation graphique de la
qualité de la séquence

Etape 3

Figure 2.7 Troisieme étape de décontamination de Lucy

basse qualité qui pourraient étre ignorées par la premiere fenétre. La région “c”

de la Figure 2.6 est obtenue.

3. La derniére étape consiste a trouver la plus longue sous-séquence ayant une qualité
moyenne supérieure au minimum spécifié par 'utilisateur. La séquence “d” de la

Figure 2.7 est obtenue.

Pour extraire la région de plus haute qualité dans chaque séquence du projet FGAS,
Lucy a été utilisé avec les parametres par défaut de maniere réursive. A chaque itération,
des séquences ont été rejetées et le processus a été arrété quand aucun rejet de séquence

n’a été obtenu.
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2.4.4 Régions de basse complexité

La basse complexité peut étre divisée en deux catgories :

1. Artificielle : ce type de basse complexité se caractérise par une basse qualité Q et

est souvent supprimée de la séquence (section 2.4.3).

2. Basse qualité due a des répétitions : pour traiter ce genre d’artéfact, 'utilisation
d’une base de données de répétitions spécifique a l'organisme est de mise. Dans
le cas d’organismes non completement séquencés, les répétitions de ’organisme le
plus proche peuvent étre utilisées. RepBase (girinst) est une base de données de
répétitions continuellement mise a jour offrant la possibilité de scanner le jeu de
données contre des répétitions connues dans d’autres espeéces et ainsi, supprimer

les EST susceptibles de biaiser ’assemblage.

Dans le but de détecter les régions de basse complexité, les séquences du projet ont
d’abord été comparées en utilisant ’outil BLAST, avec la base de données de répétitions
RepBase, spécifique aux plantes. La encore, la basse qualité des séquences fit un in-
convénient majeur dans la détection des répétitions.

Plusieurs seuils de similarité ont été utilisés pour détecter les répétitions entre un
échantillon de séquences choisies manuellement par les biologistes et les répétitions de
la base de données RepBase. Les résultats des comparaisons ont été manuellement ins-
pectés pour déterminer la pertinence des résultats et le niveau de sensibilité de chacun
des seuils utilisés envers le bruit introduit par la basse qualité des séquences. Les résultats
obtenus suggéraient qu’un seuil de 1¢~ '8 détectait de maniére plus efficace que les autres

seuils testés les occurrences de répétitions dans les données.

Les répétitions artificielles ont di étre examinées en utilisant une autre approche. Dans le
but de formaliser la notion de répétition artificielle dans le cas du projet FGAS, plusieurs
dizaines de séquences soupgonnées de contenir de la basse complexité artificielle ont été
examinées manuellement. Les séquences ont d’abord été comparées avec les bases de
données publiques et toutes celles ne possédant aucune similarité avec les bases de

données publiques ont été examinées davantage. Ces séquences semblaient contenir des
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mm  S¢quence nucléique

mm  Répétition (Ex. AATAA, AAMAAA, AAAGAAA, efc...

Figure 2.8 Détection de basse complexité dans deux séquences A et B

répétitions de tailles différentes avec une taille de répétition minimale de quatre pb et
un maximum de une erreur. Une répétition & alors été définie comme étant un mot de

taille minimale de quatre bases identiques contenant, au maximum, une erreur .

Toutes les séquences ont été ensuite inspectées et toutes celles contenant plus que 50%

de répétitions ont été filtrées( Figure 2.8).

Les régions en vert dans la séquence représentent les basses complexités ou répétitions
telles que définies dans le cadre du projet FGAS. Dans le cas de la séquence B, la basse
complexité couvre plus que la moitié de la séquence tandis que la séquence A contient
moins que 50% de répétitions. Pour cette raison, La séquence A est gardée tandis que

la séquence B est rejetée.

A la fin de toutes les étapes de nettoyage, les séquences dont la taille était inférieure &
100 bases ont été rejetées. Seulement 271,226, parmi les 390,000 séquences initiales ont

passé 'étape du prétraitement.



CHAPITRE III

CLUSTERING ET ASSEMBLAGE DES EST

Dans ce chapitre, nous allons définir, dans un premier temps, les processus de clustering
et d’assemblage considérés comme deux étapes primordiales dans tout projet ayant
trait aux EST. Dans la seconde partie de ce chapitre, nous présenterons deux méthodes,
I’'une se basant sur la fréquence de mots et l'autre sur la similarité par alignement de
séquences, pour effectuer le clustering des séquences et nous discuterons des forces et
faiblesses de chacune des méthodes. Pour conclure le chapitre, les deux approches les

plus utilisées dans ’assemblage des séquences seront brievement abordées.

3.1 But du clustering et de ’assemblage

Durant les derniéres années, les EST ont été utilisés & des téches aussi diverses que
I’étude d’expression a grande échelle ou la construction d’une carte physique de ’humain
(Hudson et al., 95). Les EST ont permis d’obtenir des résultats intéressants avant méme
que les efforts de séquencage de certaines especes soient achevés. Ce succes inattendu a
conduit & une montée fulgurante du nombre de séquences disponibles. Les seuls obstacles

& une utilisation plus efficace des EST sont les suivants :
1. La quantité et la qualité des séquences disponibles,

2. Le manque de structure permettant de classifier les données de maniére & pouvoir

en tirer le maximum d’informations.

3. Enfin, la nature fragmentaire des données disponibles (Haas et al., 02).
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3.1.1 Définition du clustering et de 1’assemblage

Pour pallier aux obstacles restreignant ’utilisation efficace des EST, plusieurs projets
de classification sont en cours. La classification des données se fait en clusters, appelés
aussi index, contenant toutes les séquences appartenant & un seul et méme geéne. Cette
étape de clustering permet d’effectuer une fragmentation physique des données et de

diviser I’ensemble initial en plusieurs sous-groupes, ou clusters, homogenes.

Pour atténuer des effets de la nature fragmentaire des données, les séquences apparte-
nant & un méme cluster sont ensuite assemblées. Cet assemblage a comme résultat la
génération de la séquence consensus de ’ARNm parent, ou contig et la mise en évidence,

lorsque cela, s’applique, des autres formes d’épissage, appelées isoformes, du géne.
) ? [

A titre d’exemple, le clustering des séquences présentées a la figure 3.1(b), a permis
de générer quatre clusters distincts. Les séquences de chaque cluster sont représentées
avec une méme couleur pour mettre en évidence le lien d’homologie attendu entre ces
séquences. Le cluster 4 représente un cluster singleton, constitué par une seule séquence
tandis. Les assemblages des 4 clusters en (c), a permis de générer les consensus des
ARNm parents, ou chaque contig est représentés pas les lignes en pointillés dans chaque
cluster. Le cluster 2 a permis de générer deux isoformes différents, prouvant ainsi que

le géne représenté par le cluster 2, subit un épissage alternatif (Figure 3.2).

L’inspection des deux séquences de I'isoforme 1 et de l'isoforme 2 provenant du cluster
2 permet de constater que la région en gras dans Pisoforme un n’existe pas dans la
deuxieme séquence. Cette région représente un exon utilisé dans la fabrication de la
protéine codée par l'isoforme 2 et omise dans la génération de l'isoforme un. Il s’agit 14

d’une forme d’épissage alternatif simple appelée omission d’exons ‘Exon skipping’.

Les deux étapes de clustering et d’assemblage sont aussi importantes dans la réduction
du niveau de redondance des données que dans I’amélioration de la qualité des consensus
générés. Les clusters produits permettent aussi d’organiser les données de maniére a

faciliter l’extraction d’une multitude d’informations, allant des taux d’expression de
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Figure 3.1 Processus de clustering et d’assemblage

>Isoforme 1

ACGGATGCTGATCGAATCGATCGATTCGATGCTTATGCTAGCTACG
ATAGTCGCTGAATGACTGCGCATGCATGATGCGATCGATGCATGCA
ATGCATGCATGCAATGCGATCGAGCTGGCTAGGCATGCTGTCGATC
ATGATGAGTCTAACTAGAGTAGAGTCTCGTAGCTAGCTGATGCTAG
CATGCTGACTGATCGACGTAGCTGATCGTAGTCGATGCTGTGTGAC
ATATTATGCCCCTAGGATGCTGCATCGTAGCTGATCGTGCTAGCTG
CTAGCGATCGTAGCTGATCGTAGCTAGCTGTGTAGCTGATCGTAGC
CATGATCGTAGCTTCGTTTTTTTTTAGTCGATGCTAGCTGATGCTG
CTAGCTAGCTGATCTAGCTGATCGTAGCTGACTGATGTGCTGTGAC
CATGCTGAAATCGTAGCTGACTGATCGTAGCTAGCTATATATGCTG
TTTCGATGCTAGTCGATGCTGATGCTGTGTAGCTGATCGTGTGCTA

>Isoforme 2

ACGGATGCTGATCGAATCGATCGATTCGATGCTTATGCTAGCTACG
ATAGTCGCTGAATGACTGCGCATGCATGATGCGATCGATGCATGCA
ATGCATGCATGCAATGCGATCGAGCTGGCTAGGCATGCTGTCGATC
ATGATGAGTCTATGTAGTCGTAGCTAGCTGTGTGTCGTAGCTGARA
CATGTGATGCTAGCTGATCGTGCTAGCTGATCGTGTGTGTGTATCG
CTAGTATTATATTGCGGTACTAGCTGATGTCGTAGCTAGTCGATTG
CTAGCTAGCTTTTTCATGCATGTAGCTGTATTATTAGCTGATAGCG
ACGTACTGGTGACARACTAGAGAGTCT CGTAGCTAGCTGATGCTAG
CATGCTGACTGATCGACGTAGCTGATCGTAGTCGATGCTGTGTGAC
ATATTATGCCCCTAGGATGCTGCATCGTAGCTGATCGTGCTAGCTG
CTAGCGATCGTAGCTGATCGTAGCTAGCTGTGTAGCTGATCGTAGC
CATGATCGTAGCTTCGTTTTTTTTTAGTCGATGCTAGCTGATGCTG
CTAGCTAGCTGATCTAGCTGATCGTAGCTGACTGATGTGCTGTGAC
CATGCTGAAATCGTAGCTGACTGATCGTAGCTAGCTATATATGCTG
TTTCGATGCTAGTCGATGCTGATGCTGTGTAGCTGATCGTGTGCTA

Exon 1
Isoforme 1 E N EER
Exon 1 Exon 2
Isoforme 2 (S —

Figure 3.2 Epissage alternatif d’un géne

Exon 3
|

Exon 3
ee— ——
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certains genes a la détection de la diversité en termes d’isoformes en passant par la
mise en évidence des sites de polymorphisme simples (SNP)(Stoneking, 01) et d’autres
résultats intéressants. Par abus de langage, il est courant de faire référence par le terme

“assemblage” aux deux processus distincts de clustering et d’assemblage des données.

3.2 Techniques de clustering

Tel que mentionné précédemment, le but du clustering est de rassembler les données
d’EST disponibles, de maniére & regrouper en ensembles tous les EST provenant d’un
méme geéne. Ce regroupement repose sur le principe que la distance, ou similarité, entre
les membres d’un méme groupe est minimale tandis que la distance entre 2 groupes

différents est maximale. Aucun état intermédiaire ne devrait étre toléré.

Plusieurs algorithmes et outils peuvent étre utilisés pour calculer le taux de similarité
entre deux séquences, notamment, pour n’en citer que les plus connus, Smith-Waterman,
BLAST, Fasta. Le cout computationnel de ces outils dépend en grande partie de leur
sensibilité a détecter des similarités faibles, ainsi que de la taille du jeu de données &
traiter. Dans des projets de moindre envergure (quelques centaines & quelques milliers
d’EST), I’étape de classification peut grandement bénéficier de I'utilisation d’outils stan-
dard de détection d’homologies. Le vrai défi se manifeste quand le nombre de séquences
& traiter est grand, rendant le calcul des distances deux & deux trop long. D’autre part,
la sensibilité envers les faibles similarités, telle qu’implémentée par les outils standards,
n’est pas essentielle dans la classification. Deux séquences descendent généralement d’un
méme parent si ’homologie entre les deux est flagrante, malgré la tendance a des in-
consistances dues aux artéfacts de séquengage et aux régions de basse qualité. Lors
du traitement d’un nombre élevé de séquences, les processus d’extension de gaps et
d’évaluation des régions ayant peu d’homologie sont moins importants tandis que la

vitesse d’exécution devient alors un critére majeur.

Pour classifier des séquences, deux approches majeures sont utilisées. La premiere utilise

la fréquence de mots entre deux séquences pour inférer une distance, tandis que la
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deuxiéme utilise la notion d’alignement pour détecter la similarité entre deux EST.

La premiere approche abordée dans cette section sera celle se basant sur la fréquence
de mots pour établir la distance entre les deux séquences. La deuxiéme détaillera la
technique de clustering par homologie de séquences. Ces méthodes sont celles les plus
implémentées dans les outils de clustering actuels, tels TGICL ou d?_cluster. Bien qu’a
priori ces procédés semblent tres similaires, ils divergent cependant dans le choix d’al-
gorithmes utilisés pour évaluer la similarité, ainsi que dans la méthode de jointure de

séquences semblables.

3.2.1 Clustering par fréquence de mots

Pour calculer la distance entre deux vecteurs de données numériques, une multitude de
formules peuvent étre utilisées. On peut spontanément penser a la distance euclidienne,
la distance de Manhattan ou autres. Les séquences d’ADN sont des suites de nucléotides
ayant des propriétés spécifiques telles que leur longueur, le pourcentage de nucléotides du
guanine ou cytosine, communément appelé tauz de GC, le nombre de chaque nucléotide
et autres parametres. Ces parametres, utiles dans certains domaines, le sont moins
pour estimer la distance entre deux séquences. Pour déterminer si les séquences se
ressemblent, on peut rechercher la constitution en termes de facteurs de chaque séquence.
L’idée est la suivante : si deux séquences sont assez similaires pour étre deux produits
d’'un méme géne ou d’'un méme transcrit, ces deux séquences devraient conserver assez

de facteurs de taille w, en commun. Un exemple simple est présenté au Tableau 3.1 .

On constate ainsi au tableau 3.1 que la similarité entre les séquences A et B est plus
élevée que celle entre A et C. Cette similarité est détectée par la présence de sept facteurs

communs & A et B, contre seulement trois facteurs partagés entre les séquences A4 et C.

La fréquence pour chaque mot peut alors étre vue comme un parametre du vecteur passé
a la formule Euclidienne ou 4 la formule de Manhattan. Le nombre total de parameétres

du vecteur est alors le nombre de mots possibles de taille w, soit 4% éléments.



37

Séquence A ACTGATGATTCGCA
Séquence B ACTCATGATTCGTA
Séquence ¢ ACTCGCTCATCGAA

Facteur de longueur trois | Fréquence dans A | Fréqunce dans B | Fréquence dans C
ACT 1 1 1
CTG 1 0 0
CTC 0 1 2
TGA 2 1 0
TCA 0 1 0
GAT 2 1 0
CAT 0 1 1
ATG 1 1 0
ATT 1 1 0
TTC 1 1 0
TCG 1 1 2
CGC 1 0 1
CGT 0 1 0
GCA 1 0 0
GTA 0 1 0

Tableau 3.1 Le nombre de facteurs de longueur trois en commun entre les séquences

A, Bet C
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Par exemple, la valeur de la distance en terme de fréquence de mots, notée dfm, entre
A et B, notée dfm(A, B) de l'exemple précédent peut étre calculée & partir du ta-
bleau 3.1 en utilisant la distance euclidienne, pour ’ensemble de mots contenus dans

ses séquences, comme suit :

dfm(A, B) =+v/(freq(A) — freq(B))? pour tout mot i de taille 3
dfm(AB) =/0+1+1+1+1+1+14040+0+0+1+1+1+1=+10

3.2.2 Clustering par homologie de séquences

L’homologie fait référence au taux d’identité entre deux séquences 4 et B, calculé a I'aide
d’un alignement et qui a pour but de décrire la similarité entre deux séquences. Lorsque
suffisamment élevée, ’homologie permet d’inférer que deux séquences proviennent d’un
méme geéne ou de rejeter ’hypothése que que les séquences sont reliées lorsque aucune

ressemblance n’existe entre elles.

L’alignement de la Figure 3.3(a) met en évidence ’homologie entre une séquence A
et une séquence B. Cet alignement est défini par la région L, chevauchante entre les
deux séquences et dont la longueur est de 2 bases. Le taux d'identité H de cette région
chevauchante est de 18 bases sur 22, soit 81%. L’alignement (b) de la méme figure
indique ’inclusion complete de C' dans A. Ceci signifie que la taille de I’alignement L
est égale a la taille de la séquence C dont la longueur est de 22 bases alors que le taux

d’identité H est de 17 bases sur 22, soit 77%.

Pour effectuer le clustering d’un ensemble de séquences, le clustering par homologie
de séquences effectue une comparaison 2 a 2 des séquences devant étre traitées .Les
résultats sont ensuite filtrés pour ne garder que les alignements qui respectent une taille

L et une homologie A minimales.

Les alignements sont par la suite triés par ordre décroissant de qualité, en commencant
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L
(a) Séqeunce A AACTTTCGTGATTGATTGA-TCGATGATG
Séqeunce B AGT-ATTGAA-GATTCGATGATGTCGA
(b) Séqeunce A AACTTT-CGTGATTGATTGA-TCGATGATG
Séqeunce C TCGACGTATTGAATTGATTAGAAG

L

Figure 3.3 Alignements représentant ’homologie entre séquences

par les plus longs alignements ayant les meilleures homologies. Contrairement a la tech-
nique de jointure utilisée avec la distance de fréquence de mots, 'approche se basant
sur I’homologie de séquences s’effectue en choisissant les premiers alignements de la liste
triée pour initier et diriger le clustering. Lors de 'inspection d’un alignement de la liste,

impliquant deux séquences S; et S;, trois cas sont possibles :

1. Les deux séquences impliquées dans I’alignement n’appartiennent pas & un cluster,
dans quel cas un nouveau cluster C;, o 4 = nombre de clusters existant + 1, est

créé et les séquences S et S; y sont ajoutées.

2. Seulement la séquence S; appartient au cluster C;. Dans ce cas, la séquence S; est

insérée dans le cluster C;.

3. Les deux séquences S; et S; appartiennent a deux clusters distincts, C; et Cj.
Une opération UNION(4, 5), qui effectue la jointure des deux clusters, est alors
effectuée. Les détails de I'opération de jointure seront discutés ultérieurement. Si
S; et S; appartiennent toutes les deux a C;, alors 'alignement est évidemment

ignoré.
Clustering par inclusion

Le clustering par inclusion est un cas particulier du clustering par homologie de séquences.
Cette technique, utilisée surtout dans les bases de données biologiques telles NCBI ou
ENSEMBL, consiste a supprimer les séquences qui sont incluses ou approximativement
répétées dans d’autres séquences. Ceci a pour effet de réduire le temps de recherche

sur la base de données, ainsi que de limiter la redondance dans les résultats obtenus.
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Le clustering par inclusion ressemble au clustering standard mais se distingue par la
présence, dans chaque cluster, d’'une séquence parent qui couvre, ou contient, d’une
maniére quasi-complete, toutes les autres séquences du cluster. Utilisée dans le cadre
des projets d’EST, cette approche a pour but de faciliter la détection d’artéfact en
réduisant la taille des données devant étre indexées lorsque des clusters de grande taille
sont obtenus. Pour savoir si une séquence A est parent, ou contenant, de la séquence
B, deux parametres doivent étre spécifiés, a savoir : le pourcentage d’identité minimal
PID et le débordement maximal, OVHANG.

Le parametre de débordement indique la taille maximale permise de la partie non che-
vauchante (Figure 3.3), tandis que le PID spécifie le pourcentage d’homologie minimal
requis entre les séquences A et B. L’algorithme ayant pour but d’effectuer le clustering
par inclusion est celui méme utilisé dans le clustering par homologie de séquences. Ce-
pendant, sachant qu’une séquence B ne peut étre contenue dans une autre séquence A
st |B |+ OVHANG <|A |, le nombre de comparaisons peut étre réduit seulement aux

séquences susceptibles d’étre incluses 'une dans 'autre.

3.3 La jointure de clusters

Une autre divergence entre les méthodes de clustering repose sur le choix de la technique
de jointure utilisée pour former les index finaux. Le clustering par fréquence de mots est
souvent apparié a un algorithme utilisant la jointure minimale, appelée aussi jointure
simple. Dans la littérature d’analyse de séquences, ce processus est nommé clustering

agglomératif.
La jointure utilise les trois opérations fondamentales suivantes pour générer des clusters
de génes :
1. CREER_CLUSTER(A) : une opération qui crée un nouveau cluster contenant une
séquence passée en parametre.

2. UNION_CLUSTER(A,B) : effectue I'union de deux clusters, le premier contenant

la séquence A et le deuxiéme contenant la séquence B.



41

A

lgorithme 1 (Algorithme de Clustering utilisé avec la distance de fréquence de mots)

1
2

3:

10:
11:
12:

13

© % 2 G

: dfm(A,B)
: for ¢ allant de 1 an do
CREER.CLUSTER_1(S;)
end for
: for j allant de 1 &an—1do
for i allant de 5+ 1 an do
if TROUVER_CLUSTER-1 (5;) '= TROUVER_CLUSTER_1 (S;) then
if dfm(S;,S;) <seuil then
UNION_CLUSTER(S;, S5)
end if
end if
end for

: end for

L)

3. TROUVER_-CLUSTER(A) : retourne ’identificateur, qu’'on appellera étiquette,

du cluster auquel la séquence A appartient.

Algorithme 1 retrace les étapes parcourues pour effectuer la jointure en clusters.

Toutes les séquences sont placées dans des clusters indépendants.

On traite en premier la séquence Sj.

Pour toutes les n — 1 séquences appartenant aux n — 1 clusters restants, on effectue
une opération de jointure entre T_cluster[1] et T_clusterfi] si df m(S1,S;) <seuil.

A la deuxidme itération de j, les n — 2 séquences restantes sont parcourues et on joint
le cluster auquel S; appartient avec le cluster contenant S si dfm(Sy, S;) <seuil.
L'étape précédente est répétée pour les n — 3 séquences restantes en utilisant la
séquence Sy. On ne peut évidemment pas effectuer une opération de jointure sur
deux séquences appartenant déjd au méme cluster.

Les étapes précédentes sont répétées pour toutes les séquences Sj avec j allant de 3

an.

Note : Puisque le calcul de distance est effectué apres vérification de I’appartenance des
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deux séquences examinées, ceci a pour conséquence d’éviter le calcul de la distance dfm
pour toutes les séquences S; appartenant déja a un méme cluster. Pour le meilleur cas,
toutes les séquences sont incluses dans le cluster C; et aucun autre calcul n’est ensuite

effectué. Au pire cas, n clusters singletons sont générés et n? opérations sont effectuées.

Etant donné que le clustering par fréquence de mots utilise la fermeture transitive dans
la génération de clusters, deux séquences A et B peuvent se retrouver dans un cluster

méme si dfm(A4, B) >seuil . Ceci se produit lorsqu’il existe une séquence C tel que :

dfm(A, C) <seuil et dfm(B, C) <seuil.

La fermeture transitive peut ainsi causer des artéfacts d’assemblage et forcer des trans-

crits de genes distincts & se retrouver dans le méme index.

3.4 Structures de données pour le calcul de la distance en utilisant la

fréquence de mots

Une approche efficace pour le calcul de la distance de fréquence de mots consiste en
I'utilisation d’une structure de données, telle un arbre de mots clés, modifiée de maniere &
permettre la mémorisation de fréquences au fur et & mesure de la construction de arbre.
On verra que la construction d’une telle structure de données pour deux séquences A et
B, sera réduite a une complexité O(mw + nw) ol m et n sont les tailles des séquences

A et B respectivement et w est la longueur des facteurs.

Un arbre de mots clés est une structure proposée par Aho et Corasik (Aho et Corasick,
75), permettant de résoudre plusieurs problémes de recherche de motifs de maniére
efficace et élégante. Dans son application standard, un arbre de mots clés représente
tous les motifs susceptibles d’étre cherchés dans un texte. La Figure 3.4 représente

’arbre des mots clés pour I'ensemble de motifs {ACGC, ACT, GAGAC, TTG, CA}.

De maniere formelle, un arbre de mots clés pour I’ensemble de k motifs p1,pe, . .., Dk



43

F i’
D - .J_‘\ R
c / & T -
S R
4 ™
A A G
‘b_ﬂ'_. S ™

Figure 3.4 Exemple d’arbre de mots clés pour I'ensemble {ACGC, ACT, GAGAC,
TTG, CA}

est un arbre enraciné satisfaisant les conditions suivantes. (On suppose par soucis de

simplicité qu’aucun des motifs n’est le préfixe d’un autre motif).

— Chaque branche de I'arbre est étiquetée par une lettre de ’alphabet.

— Deux branches provenant d’un méme nceud possedent des étiquettes distinctes.

— Chaque motif p;(1 <4 < k) parmi ’ensemble des motifs est épelé sur un chemin de
la, branche allant de la racine a une feuille.

Puisque tous les motifs sont épelés dans l'arbre, le nombre de branches est au pire

cas égal a la somme de toutes les lettres composant les motifs. La construction de

I'arbre posséde donc une complexité O(N), ou N est la taille du mot résultant de la

concaténation de tous les motifs.

Dans le cas du calcul de fréquence de mots, les motifs recherchés sont les facteurs de
taille w existant dans une des deux séquences traitées. Pour optimiser la performance de
notre calcul, la fréquence de chaque mot existant dans I’une ou 'autre des séquences sera
sauvegardée au fur et & mesure de la construction de I’arbre. Pour ce faire, les feuilles

sont utilisées pour garder la fréquence du mot épelé par les branches remontant jusqu’a
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Figure 3.5 Calcul des fréquences dans un arbre de mots clés M, pour la séquence A

la racine. L’exemple de la Figure 3.5 représente ’arbre de mots clés, M., pour I’ensemble
de tous les facteurs de taille w = 3 de la séquence A =“ACTGATGCTGAT”. I’ensemble
des facteurs de longueur trois contenus dans cette séquence sont {ACT, CTG, TGA,

GAT, ATG, TGC, GCT, CTG, TGA, GAT}.

Les fréquences des facteurs de A sont stockées dans les feuilles de I'arbre M,. A partir
de la Figure 3.5 on remarque par exemple que les facteurs TGA, CTG, GAT ont une

fréquence de deux et que tous les autres facteurs ont une fréquence de un.

De la méme maniére et en utilisant la méme structure de données, les facteurs de taille
w appartenant a la séquence B sont insérés dans le méme arbre M, construit pour la
séquence A. La structure des feuilles est modifiée pour stocker les fréquences relatives
a la séquence B. Ainsi, en rajoutant la séquence B = “GATGATGAG”, ou ’ensemble
de facteurs de taille w est {GAT, ATG, TGA, GAT, ATG, TGA, GAG}, on obtient
I’arbre de la Figure 3.6. Au niveau des feuilles, la cellule de gauche donne les résultats
relatifs & la séquence A, tandis que la cellule de droite représente les résultats obtenus
pour la séquence B. Pour permettre ’acces direct aux feuilles de ’arbre sans effectuer
un parcours de ce dernier, une file de feuilles est maintenue au fur et & mesure que

ces derniéres sont créées dans l’arbre M,. Ceci permet de parcourir les résultats pour
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Figure 3.6 Calcul des fréquences dans un arbre de mots clés M, pour les séquences A

et B

calculer la distance de fréquence de mots en un temps O(m + n) au pire cas. Pour
alléger la compréhension de la Figure 3.6, seulement quelques références de la file ont

été représentées.

Dans le but de calculer la complexité de cette structure de données dans le calcul de la
distance de fréquence mots, supposons :
Ny, le nombre de lettres composant les motifs de A,

Ny, la nombre de lettres composant les motifs de B.

On a:
N <(m—w+w
Ny <(n—w+ Lw

La construction de I’arbre M, posséde au pire cas une complexité O(Ny+ Na) = O(mw+

nw).

La somme de toutes les fréquences peut étre effectuée en temps O(m + n).

Notons que le choix d'un arbre de suffixes, modifié pour inclure les fréquences de ses
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Séquence A ACTGATAGCTGATATCGATAGT

Séquence B ACTGGTAGCTATATCGATTGT

Facteurs de | Fréquence | Fréquence | Facteurs de | Fréquence | Fréquence
longueur 2 dans A dans B longueur 2 dans A dans B
GA 3 1 GT 3 3

AC 1 1 GC 1 1

AG 2 0 TC 1 1

AT 2 3 GT 1 2

CG 1 1 TG 2 1

CT 2 2 TG 0 1

Tableau 3.2 Calcul de la distance df m pour les séquences A et B avec un facteur w = 2

suffixes, implique une complexité quadratique (Nuallain etl., 04). Cette implémentation
utilise une version modifiée de I’algorithme de Ukkonen [Ukkonen, 95] pour garder dans
chaque nceud, ainsi que dans les feuilles, la fréquence de chaque étiquette. La complexité
du calcul de la distance de fréquence de mots dans une telle structure de données serait

alors O(m? +n?).

De par la nature fragmentaire des EST, I’homologie entre deux séquences A et B peut
ne pas étre globale. Le chevauchement de deux séquences avec un degré de similarité
élevée peut étre un indice suffisant sur I'appartenance des deux EST au méme transcrit.
Les régions non chevauchantes peuvent étre dues a une différence de taille entre les deux
EST et non pas nécessairement & une divergence entre les séquences. Dans ce cas 14,

I'inclusion des ces régions non chevauchantes biaiserait le calcul de la distance.

La Figure 3.7 présente un exemple de calcul de la distance dfm sur toute la longueur
de séquences chevauchantes et le calcul effectué sur la région du chevauchement. Ala
Figure 3.7(a) le calcul de la distance est effectué sur la partie chevauchante. Les mots
communs partagés par les deux séquences, représentés par les carrés de méme couleur,

indiquent une forte homologie entre A et B sur la partie chevauchante. Le nombre de
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[Séquence A

Séquence B

Fenaetre partielle

Fenctre zlobhale

Figure 3.7 Exemple de similarité sur a) la partie chevauchante ainsi que sur b) la

globalité des deux séquences A4 et B

carrés de couleur différente entre les séquences représente les mots différents entre A et
B. Selon la figue 3.7.b, aucun mot commun n’existe sur les parties non chevauchantes.
Ceci a pour effet de réduire ’homologie, lorsque celle-ci est calculée sur la globalité de

la séquence.

L’utilisation de la distance de fréquence de mots pour évaluer la similitude entre deux
séquences, transcrites a partir d’un méme gene, mais ayant des extrémités non chevau-
chantes est inefficace. Pour améliorer I'efficacité du calcul de la distance, I'utilisation
d’une fenétre glissante permettant de limiter la région ou le calcul est significatif, peut
étre introduite. La distance de fréquence de mots devient alors le score dfm minimal

entre toutes les fenétres de taille k& entre deux séquences.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1111|1666 999 9,99

Figure 3.8 Représentation sous forme de tableau de trois clusters d’un ensemble de 14

séquences

3.5 Structures de données utilisées dans la jointure de clusters

Les structures d’ensembles disjoints se prétent bien aux opérations fondamentales uti-
lisées dans ’algorithme de jointure (Algorithme 1) et représentent une maniere efficace

de I'implémenter.

Supposons que chaque séquence est étiquetée par sa position dans la liste des séquences.
La premiére séquence aura ainsi ’étiquette 1, la deuxiéme 2,.. .et la derniére possédera
Pétiquette n, on n est le nombre total de séquences. On suppose aussi qu’un cluster est

identifié par la plus petite étiquette qu’il contient.

Une maniere simpliste de représenter la structure de données utilisée par le clustering
par fréquence de mots serait d’utiliser un tableau T_clusters de taille n, ou les indices
du tableau représentent les étiquettes des séquences et les cases du tableau contiennent

I’étiquette de ’ensemble auquel les séquences appartiennent.

Le tableau de la Figure 3.8 représente un ensemble de 14 séquences, étiquetées de 1 a
14 et regroupées en quatre clusters dont les étiquettes sont les séquences 1, 6, 9.
Note : Le choix d’un tableau est justifié par le nombre, préalablement connu, de séquences

a traiter.

Pour faciliter la lecture des algorithmes, la notation suivante sera utilisée.
— 5, représente la séquence ayant 1’étiquette i.
— seutl est la distance dfm maximale permettant d’inférer si deux séquences sont simi-

laires.
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Algorithme 2 (Créer un cluster & partir d’une Séquence A)
1: CREER_CLUSTER_1(A)

2: {Initialiser la case représentant la séquence A avec la valeur de son étiquette}
3: 1 = étiquette de A
4: T_clustersfi] =1

Algorithme 3 (Trouver le cluster contenant la Séquence A)
1: TROUVER_CLUSTER-1(A)

2: {Trouver ’étiquette du cluster contant la séquence 4}
3: 1 = étiquette de A
4

: retourner T_clustersfi]

Ainsi, les opérations CREER_CLUSTER_1, UNION_CLUSTER_1, TROUVER_CLUSTER.1

( 1) peuvent étre définies par les algorithmes 2, 3 et 4 respectivement.

Les opérations CREER_CLUSTER_1 et TROUVER_CLUSTER_1 sont des opérations
simples qui n’exigent que la consultation d’un seul élément du tableau. Ces opérations
peuvent étre exécutées en un temps constant. L’opération d'union prend, quant a elle,

un temps de 'ordre de n.

En utilisant deux heuristiques et une structure de données alternative, 'opération
UNION_CLUSTER-1 (Aho et Corasick, 75) peut étre implémentée de maniére plus
efficace. Cette implémentation se base sur les foréts d’arbres enracinés pour représenter
les clusters et ne suppose plus qu’un cluster est représenté par la séquence ayant la
plus petite étiquette. De maniere plus formelle, les foréts possédent les caractéristiques

suivantes :

— Chaque cluster est représenté par un arbre enraciné,

L’étiquette d’un ensemble est ’élément contenu a la racine,

Chaque nceud contient un élément de l’ensemble et une référence a son pere.

La racine possede une référence vers elle-méme,

Un tableau de références vers chaque élément est gardé pour ainsi faciliter I’acces aux

séquences.
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Algorithme 4 (Union de deux clusters contenant les séquences A et B respectivement)
1: UNION_CLUSTER.1(A4,B)

{Modifier les éléments du cluster ayant la plus petite étiquette}

v

1 = étiquette de A

j = étiquette de B

if 1 <j then
interchanger i et j

end if

for k allant de 1 & n faire do

if T_clustersft] = j then
10: T_clusters[j] =i
11:  end if

12: end for

Figure 3.9 Représentation sous forme de foréts de trois clusters

La Figure 3.9 montre les foréts obtenues pour trois clusters ayant comme racines les

séquences dont les étiquettes sont 7, 6 et 10.

En utilisant cette structure de données, 'implémentation des opérations de création, de
recherche et d’union different du cas précedent. Les opérations sont redéfinies comme
suit :

1. CREER_CLUSTER_2(A) : requiert la création d’un arbre & un seul nceud qui fait

référence & lui-méme.

2. TROUVER_CLUSTER_2(A) : retourne la racine de ’arbre dans lequel la séquence

A est contenue.
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3. UNION_CLUSTER.2(A4, B) : Crée une référence entre I’arbre contenant une des
séquences passées en parametre et ayant la plus petite racine vers la racine parent

de lautre séquence.

Selon la définition de 'opération UNION_CLUSTER_2, si toutes les séquences appar-
tiennent & un seul cluster, ce dernier sera alors représenté par un arbre dégénéré formé
par une liste de séquences. Ceci a pour conséquence d’alourdir 'exécution des opérations
TROUVER_CLUSTER.2 et UNION_CLUSTER_ 2 qui requiérent de remonter jusqu’a
la racine. Pour pallier & ce probleme, deux heuristiques peuvent étre utilisées pour

améliorer la performance des opérations de recherche et d’union.

1. L’union par rang : elle a pour but de réduire la hauteur, ou rang, de ’arbre.
L’'union par rang fait pointer, lors de 'union de deux arbres, la racine de 'arbre
de moindre rang vers la racine de l'arbre ayant le rang le plus élevé. Lorsque deux
arbres possedent le méme rang, le choix de la racine pointée est alors aléatoire et

le rang de ’arbre est ensuite incrémenté.

2. La compression de chemin : 'opération TROUVER_CLUSTER_2 requiert le par-
cours de tous les nceuds internes en partant de la feuille jusqu’a la racine. Pendant
le parcours des nceuds internes, I’heuristique de compression de chemin requiert
que chaque nceud parcouru par la recherche fasse directement référence & la racine.
Ceci a pour conséquence de réduire la profondeur de chaque branche sur laquelle

une opération de recherche est effectuée.

La notation suivante sera utilisée dans les algorithmes des opérations sur les clusters.
— La référence d’un nceud z est notée p|x],

- Le rang d’un nceud z est noté rang[z],

— Le tableau T contient des références vers toutes les séquences S & traiter.

Voici les algorithmes de chaque opération.

La fonction TROUVER_CLUSTER 2 parcourt tous les nceuds intermédiaires, de maniére
récursive, entre ’élément passé en parametre et la racine. Tous les éléments consultés du-
rant le processus sont modifiés pour faire référence directement a la racine. La procédure

LIER change la référence de la racine de 'arbre ayant le plus petit rang pour pointer
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Algorithme 5 (Créer le cluster contenant la Séquence A)
1: CREER_CLUSTER_2(4)

{Créer un racin faisant référence & elle-méme}
Créer nceud étiqueté par A

T[A] = A

PX]=A

Rang[X] =0

Algorithme 6 (Trouver le cluster contenant la Séquence A)
1. TROUVER_CLUSTER(T[A])

{Remonter de maniére récursive jusqu’a la racine}
A =T[4A]

If Al=p[A]

5: p[A] = TROUVER_CLUSTER_2(p[A])

rang(A) =0

- Y

Retourner p[A]

vers la racine de ’arbre ayant un rang élevé. Si les deux rangs sont similaires, alors une

racine est choisie comme parent et son rang est incrémenté.

Selon un théoréme de R. Tarjan ( Tarjan, 75), une séquence de z opérations CREER_CLUSTER.2,
TROUVER_CLUSTER 2 et UNION_CLUSTER _2, dont y opérations sont des opérations
CREER_CLUSTER._2 peut étre exécutée sur une forét d’ensemble disjoints grace a
I'union par rang et a la compression de chemins en un temps O(z.c(z,y)) dans le pire

cas. a(z,y) fait, dans ce cas, référence & l'inverse de la fonction d’Ackerman ou :
a(z,y) = min{t >=1: A(z, EJ) > log(n)}

On estime «(z,y) < 4 pour tous les cas pratiques. Par exemple pour tout y < z < 1089

Un exemple mettant en ceuvre les opérations d’ensembles disjoints en utilisant les foréts
est donné & la Figure 3.10. A 1état initial a), les trois clusters de la Figure 3.10 sont
représentés. Le rang est indiqué en gras pour chaque élément de ’arbre. Le tableau de

référence est omis dans le but de réduire la complexité de la figure.
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Algorithme 7 (Union de deux clusters contenant les séquences A et B respectivement)
1: UNION_CLUSTER_2(A,B)

2: {Appelle la fonction LIER sur la racine de Parbre contenant A
3: et la racine de ’arbre contenant B}

4: LIER(TROUVER_CLUSTER-2(T[A]), TROUVER.CLUSTER 2(T[B]))

Algorithme 8 (Lier les clusters auxquels les séquences A et B appartiennent)
. LIER(A,B)

—

2: if rang[a] >rang[b] then

33 pBl=A

4: else

5. plA]=B

6: end if

7. if rang[A] >rang[B] then
8:  rang[B| = rang[B] + 1

9: end if

L’opération b) effectue I'union du cluster contenant la séquence Sy dont la racine a un
rang de un et le cluster contenant la séquence Sg dont la racine possede un rang deux.
La racine ayant le moindre rang est ajoutée comme enfant de la racine ayant le rang

deux.

Durant l'opération TROUVER_CLUSTER._2 & ’étape c), la référence des éléments ins-
pectés est modifiée pour pointer sur la racine et leur rang est incrémenté. La derniére
opération fusionne deux clusters ayant tous deux un rang de 2. La racine est choisie

comme parent et son rang est incrémenté de un.

Cette structure d’ensembles disjoints peut étre utilisée avec I’algorithme global de join-
ture, proposant ainsi une implémentation plus efficace que la recherche exhaustive ou

les ensembles disjoints utilisant les tableaux.
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) Clusters de départ

b) UNION_CLUSTER (4, 8)

¢) TROUVER_CLUSTER{1)

d) UNION_CLUSTER (7, 1)

Figure 3.10 Exemple d’opérations sur une structure d’ensemble disjoint implémentée

par des foréts



CHAPITRE IV

LE PROJET FGAS

Le présent chapitre est divisé en quatre sections. La premieére présente les résultats de
clustering obtenus dans le cadre du projet FGAS en utilisant les méthodes de clustering
définies au chapitre précédent. Dans la deuxiéme partie, une méthode de résolution des
artéfacts de gros clusters est proposée et les résultats de cette derniere sont analysés.
L’assemblage de chacun des clusters résultant est ensuite effectué a 'aide des deux
méthodes d’assemblage abordées précédemment et les détails en sont donnés dans la
troisieme partie du chapitre. Pour conclure, les processus d’analyse et d’extraction d’in-
formation des contigs et singletons produits par I’assemblage sont abordés et les apports

des résultats bioinformatiques au projet FGAS sont discutés.

4.1 Clustering des séquences

Dans le but d’effectuer le clustering des séquences, les deux logiciels, d>_cluster (Burke
et al., 99) et TGICL (Pertea et al., 03) ont été employés. Le choix de ces deux outils
s’est fait & la lumiere de la crédibilité dont ils disposent, puisque ces derniers sont les
plus fréquemment utilisés dans les cadres de projets d’assemblage. Le logiciel d?_cluster
emploie la distance calculée sur la fréquence de mots pour effectuer de maniére rapide le
clustering d’un ensemble de séquences. Le logiciel TGICL s’appuie en revanche sur une
version modifiée de BLAST pour détecter I’homologie entre les séquences devant étre
traitées. Les résultats sont par la suite utilisés dans le cadre d’un algorithme agglomératif

pour effectuer la jointure de clusters.
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Bien que plusieurs publications (Hide et al., 94, Liang et al., 00) se soient attardées sur
la validation des résultats obtenus par d?_Cluster et TGICL, la complexité de la tiche
de clustering et le manque de moyens pour confirmer la diversité des résultats restent
un obstacle important dans ’évaluation de I’efficacité de chacun de ces outils. Le choix
d’utiliser 'une ou I'autre de ces approches reste ambigu et semble &tre instinctif plus que
fondé sur un critere quelconque. Pour cette raison, nous avons décidé dans un premier
temps d’effectuer le clusering des séquences en utilisant ces deux outils et de comparer,
en un second temps, la taille des clusters obtenus par les deux assemblages avec les
tailles de clusters dans Unigene. L’ensemble Unigene désigne les résultats publiés par
le NCBI et obtenus en utilisant un protocole spécifique dans ’assemblage de tous les
499,104 EST publiques de blé. Les clusters Unigene sont en constante curation et de
nouvelles versions sont publiées sur une base réguliere. La version 44 a été utilisée dans

la présente comparaison.

La comparaison des résultats obtenus avec des données d’Unigene aura pour but d’ap-
puyer le choix de 'une ou l'autre des méthodes ainsi que de détecter les artéfacts d’as-

semblage.

Le groupement des séquences en clusters fit d’abord effectué par d?_cluster. Les pa-
rametres ont été modifiés pour que deux séquences soient considérées similaires et ainsi
mises dans un méme cluster si elles contiennent, au moins une fenétre de 100 pb avec
une distance dfm maximale de 2 = 0, 1. Pour traiter les 271 226 EST disponibles, 31
heures d’exécution furent nécessaires sur une machine possédant 2 processeurs Pentium
4 2.8 GHZ avec 2 (fig de mémoire vive. Les données ont aussi été assemblées en utilisant
le logiciel TGICL avec les parametres par défaut. L’exécution du programme a pris 28

minutes en utilisant la méme machine utilisée dans de ’assemblage précédent.

4.1.1 Comparaison des résultats de clustering

Le tableau 4.1 représente les fréquences de tailles de clusters, en termes du nombre de

séquences contenues, pour chacune des trois méthodes d’assemblage.
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Taille du cluster Unigene | d®_cluster | TGICL
en séquences 499,104 271,226 | 271,226
4097+ 0 1 1
2049-4096 9 1 0
1025-2048 17 3 3
513-1024 47 9 11
257-512 168 38 38
129-256 322 113 133
65-128 682 243 282
33-64 1394 620 667
17-32 2360 1208 280
9-16 3480 2005 2144
5-8 5713 3351 3590
3-4 9758 4906 5194
2 , 3584 7746 7886
1 7729 33 822 33 635
Nombre total de clusters | 35 263 54 066 55 864

Tableau 4.1 Nombre de clusters, de différentes tailles, propres aux méthodes UNI-

GENE, TCGICL et d*>_Cluster
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Le nombre total de clusters est sensiblement similaire pour TGICL et d?_cluster mais il
est beaucoup plus élevé que celui obtenu en utilisant 'approche Unigene. Selon Burke
et al. (Burke et al., 99), approche utilisée dans Unigene fait appel & d’autres critéres,
tels 'annotation des séquences, l'inclusion de séquences compléetes d’ARNm, ainsi que
I'utilisation d’information 3’ et 5 pour faire le clustering. De plus, la curation continuelle
des clusters Unigene a pour effet de réduire significativement le nombre d’erreur et
d’artéfact de clustering dans chaque nouvelle version. Ceci pourrait se révéler une raison
suffisante quand a la disparité de nos résultats avec ceux du NCBI. La premiere version
d’Unigene aurait pu valider une telle hypotheése, cependant cette version n’a pas pu étre

obtenue.

Deux différences majeures, en termes de résultats entre I’approche du NCBI et les deux

autres approches, ont pu étre constatées :

1. Le nombre de clusters singletons ou duplets est clairement plus élevé chez TGICL

et d?_cluster.

2. Le nombre de clusters dont la taille est supérieure & deux est plus élevé chez

Unigene.

Plusieurs raisons pourraient expliquer la présence d’un nombre si élevé de singletons

selon la méthode utilisée. Ces différences sont selon Burke et al. (Burke et al., 99) :

— L’échec de la méthode a trouver de ’homologie utilisant ses propres criteres de simi-
larité.

— L’introduction de fausses jointures par une séquence (chiméres, multidomaines, etc.)
dans une méthode et non pas dans 'autre.

— L’utilisation de critéres différents pour décider de I'appartenance d’une séquence & un
cluster. Par exemple, le fait qu’Unigene utilise les données d’annotation tandis que
d?_cluster se base seulement sur ’homologie inter-séquences.

On pourrait aussi penser & d’autres raisons triviales, telles que :

— Le nettoyage stringent a supprimé plusieurs séquences pouvant se regrouper avec les
singletons ou les clusters de taille deux.

— Le nombre de singletons est effectivement réel et représente le nombre de transcrits
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rares dans les conditions de stress abiotique ayant permis de générer les librairies
initiales.
- Les séquences d'EST seraient bruitées et auraient ainsi généré un nombre élevé de

faux singletons.

4.1.2 Conséquences de la qualité des données et de la sensitivité entre

d?_cluster et TGICL sur I’assemblage

Selon Liang et al. (Liang et al., 00), le taux de singletons est un bon indicateur sur
le nombre de transcrits rares ayant été exprimés. D’aprés la méme source, les logiciels
de clustering sont grandement affectés par les erreurs de séquengage et les données de
mauvaise qualité. Pour vérifier si la nature des données corrobore, dans notre cas, cette
hypothese, une inspection de 100 séquences, aléatoirement choisies dans des clusters

singletons ou duplets, a été effectuée.

Parmi ces séquences, 37% représentaient des artéfacts biologiques putatifs, telles la
présence de peu de CG, la présence de longs patrons répétés d’une maniére inexacte,
etc. Ce pourcentage élevé semble alors soutenir ’hypothése corrélant la basse qualité

des séquences au nombre élevé de singletons et de clusters formés de duplets.

Pour ce qui est du nombre de clusters de taille supérieure a deux. Il a été démontré
par Burke et al. (Burke et al., 99) que 'algorithme utilisé par d?_cluster engendre un
nombre de clusters estimé & 13% moins élevé que celui d’Unigene, principalement di
a la différence en termes de spécificité des algorithmes utilisés par les deux méthodes.
Cette différence en termes de spécificité n’est cependant pas un indicateur de la qualité
des clusters générés car ce que d?_cluster considere comme étant des isoformes et met
dans un méme cluster, pourraient étre en réalité des paralogues et devraient, comme

effectué par Unigene, étre séparés. L'inverse pourrait bien entendu aussi étre vrai.

En comparant les résultats du tableau 4.1, on constate que le nombre de clusters ob-
tenus par d’_cluster est plus élevé que celui obtenu par TGICL. Une inspection plus

approfondie permet de constater que plusieurs des clusters de TGICL ont été séparés
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Figure 4.1 Fusion de deux clusters distincts par TGICL

en deux (ou plus) clusters distincts par d?_cluster. L’exemple de la figure 4.1 illustre ce

cas de fusion.

Le CL105* de TGICL contient 171 séquences. Ces mémes séquences ont été séparées
en deux clusters disjoints par d?_cluster, soient Cluster_329 de 109 séquences et le

Cluster_1814 de 64 séquences.

Dans le but d’évaluer la dissemblance détectée par d?_cluster, un représentant de chacun
des clusters obtenus a été comparé a la base de données de ’ensemble de séquences de
protéines publiques, nr. La séquence BE422565 provenant du Cluster_329 démontre une
homologie, soutenue par une e-value de 3¢~%, avec la protéine “grain softness protein-
1”7, tandis que la séquence BE425307 du Cluster 1814 posséde une similarité dont la

e-value est de 575 avec la protéine “cytochromec — oxidasesubunit”.

Dans un deuxiéme temps, la comparaison de la séquence de la protéine “grain softness”,

1d?_cluster utilise la nomenclature Cluster_XX tandis que TGICL utilise la nomenclature CLXX,

ou XX fait référence au numéro de cluster.
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a été réalisée en utilisant ’algorithme de BLAST, avec tous les EST membres du Clus-
ter.829 ce qui a permis de constater, en analysant les alignements, que les séquences
de ce cluster provenaient toutes du méme géne. Utilisant la méme méthode, les trans-
crits du cluster 1814 ont tous été déterminés comme provenant du géne “cytochrome

c-ozidase subunit”.

L’identification de ces deux clusters comme représentant deux génes indépendants,
illustre Pefficacité supérieure de 'algorithme utilisé dans d®_cluster au détriment d’étre

beaucoup plus lent que TGICL.

4.1.3 Artéfact du gros cluster

La taille du plus gros cluster produit par Unigene est de 3664, alors que TGICL et
d?_cluster ont produit deux clusters dont les tailles sont 39 247 et 25 311 respectivement.
11 est évident que ces deux derniers clusters sont les produits d’un artéfact d’assemblage
puisque, & moins d’une erreur de manipulation majeure, il est biologiquement impossible

d’avoir un pourcentage aussi élevé de transcrits d’'un méme gene.

Pour analyser, en terme de contenu, les deux gros clusters (CLI du TGCIL et Cluster_18
de d*_cluster) une comparaison des séquences contenues dans chacun des clusters a été

effectuée. La figure 4.2 représente les résultats obtenus.

Selon la figure 4.2, 14 966 des séquences du cluster CLI ont pu étre classifiées par
d?_cluster tandis que 1030 séquences du Cluster_18 ont été placées dans des clusters
par TGICL. 1l y a cependant 24 281 séquences présentes & la fois dans Cluster_18 et
CL1.

La différence entre les tailles des plus gros clusters obtenus par chacune des méthodes
peut étre due & la sensibilité des deux logiciels et & la tendance de TGICL de fusionner
des clusters distincts, comme cela a été observé précédemment. Pour investiguer cette
hypotheése, des séquences ont été choisies de maniére aléatoire, parmi 14 966 séquences

mises dans le CL1. Bien que choisie aléatoirement, une de ces séquences, représente une
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Figure 4.2 Distribution des séquences appartenant aux gros clusters générés par

TGICL et par d?_Cluster

protéine trés importante de la tolérance au froid (gi—1657854 Triticum aestivum cold

acclimation protein WCOR413 (Wcorf13)).

Cette séquence a été placée par d?_Cluster dans Cluster_3527 contenant un total de
184 séquences. La comparaison de la séquence de la protéine Wcor{18 contre tous
les membres du Cluster_3527 a permis d’observer que 183, parmi les 184 séquences
appartenant a ce cluster, possedent une forte homologie avec le géne Weor. Seule une
séquence ne possédait pas une homologie suffisante pour conclure qu’elle constituait un
transcrit de ce géne. TGICL a pu placer seulement 60 des 184 séquences dans un cluster,

les autres ont été mises dans CL1.

Certaines séquences de ’échantillon n’ont obtenu aucun hit significatif avec les protéines
de la base de données “nr” en utilisant I'outil BLASTX. D’autres séquences ont obtenu
des hits diversifiés, avec des protéines hautement divergentes, confirmant la différence

entre les séquences appartenant a ce cluster.

La méme démarche a été effectuée pour les séquences uniques au gros cluster de d?_cluster

et celles communes aux gros clusters des deux méthodes. I’analyse des résultats de
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BLAST n’a permis de trouver aucune cohérence entre les séquences de chaque échantillon.
La conclusion logique est donc que les gros clusters représentent un artéfact de cluste-

ring amplifié entre autres par la tendance a fusionner des clusters distincts dans le cas

du logiciel TGICL.

La suite des analyses se base uniquement sur les résultats obtenus par la méthode

d?_cluster, étant donnée la meilleure qualité de ces résultats.

4.2 Résolution des artéfacts d’assemblage

Il est possible de représenter les liens de similarité entre les différentes séquences d'un
méme cluster par un graphe valué. Les sommets du graphe représentent les EST et une
aréte de poids w relie deux sommets si w < min_val. min_val représente la similitude

minimale requise entre deux EST provenant d’un méme geéne.

Le poids w entre deux séquences S; et S;, est calculé par la formule suivante :

_ 100
—log(e-value)
Ou e-value est le score obtenu par la comparaison de S; et S; en utilisant 'outil BLAST

et e-value # 0.

La figure 4.3 illustre un graphe G, ou les sommets en bleu représentent les EST d’un
méme cluster et les arétes représentent la similarité entre les sommets qu’elles relient.
A défaut d’indiquer le poids w, ce dernier est représenté par la longueur de 'aréte. Le
graphe est dit connexe, du point de vue topologique, s’il existe un chemin entre chaque

paire de sommets (Brassard et Bratley, 96).

Dans le but de réduire la taille du Cluster_18 en regroupant seulement les séquences
similaires entre elles, une approche semi-automatique a été mise en place. Cette approche
se base sur la recherche de points d’articulations, pouvant servir de liens entre différents
sous-clusters dans le graphe d’adjacence des séquences. Un point d’articulation est un

noeud du graphe G dont la suppression déconnecte le graphe. Il existe trois types de
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Figure 4.3 Exemple de représentation en forme d'un graphe de proximité d’un cluster
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(a) () (c)

Figure 4.4 Types de points d’articulations dans un graphe G

ponts, appelés aussi points d’articulation, en théorie des graphes.

1. Un pont de type X, représenté par le point rouge du graphe (b) a la figure 4.4,
relie au moins deux sous-graphes connectés ensemble. La suppression du point

d’articulation X génére deux graphes connectés.

2. Un pont de type Y relie un graphe connecté avec un ou plusieurs sommets sin-
gletons. Ce type de pont est représenté par le nceud rouge du graphe (o) de la

Figure 4.4. Sa suppression génere un graphe connexe et des points isolés, en gris.

3. Un point d’articulation de type Z est un sommet du graphe dont la suppression
génére au moins deux graphes connexes et au moins un sommet isolé. Ce type de

sommets est représenté par le point rouge du graphe (¢) a la figure 4.4.

De point de vue pratique, un point d’articulation de type X ou Z représente une
séquence similaire & deux sous-groupes distincts. Une telle séquence est identifiée dans
la plupart des cas, comme étant une chimeére ayant causée la jointure de deux clusters
différents. Ainsi, la détection et ensuite la suppression de telles séquences ont pour effet

de dissoudre ces fausses jointures et réduire la taille éventuelle des clusters (Figure 4.5).

La matrice de distance des éléments appartenant au gros cluster, a été obtenue par

BLAST des séquences contre elles méme. Les parametres de colt pour ouvrir et étendre



66

] I"“-:"'i,‘ q
S A
R Y
o ey, TV
(k=)

= N
o ¥ ;-‘-'.' [

Figure 4.5 Role des points d’articulation dans la détection des sous-clusters distincts

dans un graphe d’adjacence

un gap, ainsi que la taille d’un mot ont étés choisis comme étant 5, 2 et 7 respectivement.
Le filtre de basse complexité a été désactivé dans le but de calculer la distance réelle
entre les séquences. La matrice de distance est ensuite passée comme parametre au
programme GRAPHY, qui utilise les informations de distance pour construire le graphe

d’adjacence et détecter les points d’articulation de types X, et Z.

Chaque couleur dans le graphe de distance de la figure 4.5 représente des transcrits d’un
gene différent. Les trois sous-clusters ainsi que les singletons en jaune sont regroupés
par des points d’articulation qui agissent comme chimere et forcent le regroupement de
séquences indépendantes ensemble. La suppression de ces points d’articulation aurait

pour effet de briser le gros cluster en trois sous-clusters distincts.

L’algorithme utilisé dans GRAPH9 (atgc) n’est pas publié et la complexité de ce logiciel
n’est pas décrite. Il est cependant mentionné dans la documentation que l'exécution de
ce programme sur des données test d’EST provenant d’Arabidopsis a pris plus d’une

semaine pour s’achever. le nombre de séquences n’est pas mentionné.
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Taille du cluster | Fréquence
257-512 1
129-256 1
65-128 4
33-64 30
17-32 103
9-16 268
5-8 476
3-4 717
2 971
1 0
Total 2517

Tableau 4.2 Tailles moyennes des clusters obtenus avec le clustering par inclusion du

Cluster_18

L’exécution du programme GRAPH9 avec la matrice de distances des 25 311 séquences
appartenant au Cluster_18 produisait plusieurs erreurs qui interrompaient le calcul. La
nature de ces problémes est inconnue mais ’exécution avec succes du programme sur
plusieurs échantillons tests de moindre taille laisse croire que cet échec est di a la taille

du jeu de données.

Pour remédier a ce probleme, le clustering par inclusion des données a permis de réduire
les 25 311 séquences du Cluster_18 en 2571 séquences parents en utilisant un pourcentage
d’identité PID et une valeur ’'OVERHANG de 98% et 20 respectivement. Les tailles

moyennes des clusters obtenus sont décrites dans le tableau 4.2.

Le plus gros cluster obtenu est constitué de 297 séquences. La taille de la séquence
parent dans ce cluster est de 623 nucléotides et la taille moyenne des séquences qu’elle

couvre est de 290 nucléotides.
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Taille du sous | Fréquence
cluster en EST

257-512 0
129-256 1
65-128 3
33-64 12
17-32 13
9-16 26
5-8 39
3-4 56
2 93
1 380
Total 623

Tableau 4.3 Tailles moyennes des sous-clusters, des séquences parents, obtenus apres

suppression des points d’articulations X et Z

La comparaison deux & deux des séquences parents a été effectuée en utilisant les mémes
parameétres que préalablement. L’inspection des résultats a permis de produire la matrice

de distances passée en entrée &8 GRAPH9.

Seulement quelques minutes furent nécessaires & 1’analyse des données et a ’extraction
de points d’articulations potentiels. Fn total, 104 ponts de type X, et 27 de type Z sont
mis en évidence. La suppression de tous les points X et Z a permis de générer un total de
624 sous-graphes et de découvrir des clusters indépendants ayant la distribution de taille
présentée au tableau 4.3. Les séquences enfants, ayant été retirées précédemment dans
le but d’alléger le processus de détection des points d’articulations, ont été réinsérées

dans les clusters contenant leurs parents.

Dans le but de valider les résultats obtenus, une inspection visuelle accompagnée de

comparaison de séquences aléatoires d’un échantillon de 50 clusters a été faite. Les
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résultats suivants ont été obtenus.

1. Au-dela de 65% des clusters inspectés constituaient des groupes homogeénes d’EST

provenant d’un méme gene parent.

2. Dans 15% des cas, il était impossible de juger ’homogénéité du cluster faute de

hits concluants avec la base de données “nr”.

3. Les autres clusters inspectés, représentant approximativement 20% de I’échantillon,
forment les sous-clusters les plus peuplés et sont constitués majoritairement d’EST
provenant de plusieurs génes abondants dans la cellule, tels Rubisco, histones,

protéines ribosomales etc.

Dans le cas du troisieme groupe, aucune segmentation manuelle n’a été effectuée étant
donnée la forte homologie entre les séquences et le risque de séparer des séquences

appartenant & un méme cluster (figure 4.6).

Les deux sous-groupes, bleu et vert, de la figure 4.6 représentent deux protéines ri-
bosomales hautement similaires, tandis que le sous-groupe gris représente la protéine
Rubisco. Les sous-groupes sont connectés par plus qu’un lien et leur fragmentation ma-

nuelle pourrait causer la séparation de séquences appartenant & un méme géne parent.

L’utilisation de la technique de détection et, ensuite de suppression de points d’arti-
culation dans un gros cluster s’est avérée d’une grande utilité dans la fragmentation
automatique du gros cluster produit par biais d’assemblage. De plus, I'inspection d’un
échantillon des clusters obtenus a permis de confirmer une grande cohésion dans les

clusters obtenus.

4.3 Assemblage des séquences

Les clusters générés par d?_cluster ont été assemblés en utilisant PHRAP et CAP3. Les
parametres de CAP3 utilisés sont ceux qui semblaient étre acceptable dans I'assemblage
des EST de l’orge (Close et al., 04 ), tandis que les parametres par défaut ont été utilisés

pour PHRAP. (Tableau 4.4).



Figure 4.6 Représentation en graphe d’un sous-cluster possédant des séquences abon-

dantes et similaires

Méthode | Contigs || Singlets | % total de singletons + Singlets
Cap3 32,000 7,000 15,5%
PHRAP | 50,000 6,000 14%

Tableau 4.4 Résultats de I'assemblage des séquences avec Cap3 et PHRAP
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Dans le Tableau 4.4 on constate que le nombre de singlets, ou séquences n’appartenant
a aucun contig, semble peu varier selon la méthode utilisée tandis que le nombre de
contigs obtenus par CAP3, environ 32,000, est significativement inférieur aux 50,000

contigs obtenus & ’aide de PHRAP.

On a procédé a I’évaluation de la présence d’erreurs corrélées et leur impact sur la
fidélité des consensus obtenus. En d’autres termes, cette méthode évalue la qualité de
I'assemblage vers le début ou la fin des séquences. Ces régions se distinguent, comme il a

été mentionné précédemment par la présence d’une taux élevé d’erreurs de séquengage.

4.3.1 Effets des erreurs sur les assemblages

Pour tester l'effet des erreurs de séquencage et des nucléotides de basse qualité sur
lassemblage, les séquences réelles obtenues par le séquengage complet d’ARNm de 10
genes et obtenues & partir de bases de données publiques ont été comparées avec les

séquences consensus dérivées des deux assemblages.

Les divergences entre les séquences et les consensus ont été calculées sur les régions
alignées par BLAST pour les contigs de chacune des deux méthodes. Seulement trois
parmi les 10 ARNm de départ n’ont pas eu de hits significatifs en utilisant les contigs
provenant de ’assemblage avec Cap3 tandis que quatre des dix séquences ne possedent
aucun hit significatif en utilisant les contigs de PHRAP. De plus, les contigs obtenus
par Cap3, contiennent peu de divergences sur la longueur des régions alignées, par
comparaison aux contigs résultant de 1’assemblage par PHRAP. La longueur moyenne
des contigs de Cap3 est aussi supérieure a celle des contigs de PHRAP (Tableau 4.5 et
Tableau 4.6).

Selon la comparaison des résultats de Cap3 et PHRAP avec les données d’assemblage
publiés sur le site du NCBI et en se basant sur le test effectué précédemment, on peut
conjecturer que Cap3 produit des résultats plus fiables que ceux obtenus par PHRAP.
De plus, il a été démontré par Liang et al. (Liang et al., 00), a travers de nombreux tests

basés sur des données réelles, ainsi que sur des séquences générées automatiquement,



Gene Hit Taille hit | Identités | Gaps
MM2 CL2968Contigl 1181 765/771 0
MC14F1L7-9 | CL2849Contigl 841 823/834 0
mcl0f116-19 | CL3571Contigl 1104 935/957 | 14/957
45G05 CL4758Contigl 776 742/744 0
mc58r1ll-122 | CL3064Contigl 1281 990/1022 | 6/1022
mcl8rill-143 | CL2865Contig2 767 611/625 0
M36 Cl12968Contigl 774 672/694 | 2/694
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Tableau 4.5 Comparaison des contigs de Cap3 avec la séquence compléte de 10 ARNm

Gene Hit Taille hit | Identités | Gaps
MM2 Contig_5081 776 768/773 0
MC14F1L7-9 | Contig_20085 841 821/034 0
mcl0f116-19 | Contig-39127 918 883/897 0
45G05 Contig-48121 722 705/719 0
mc58rlll-122 | Contig-40424 1059 995/1028 | 6/1028
mc18rlll-143 | Contig-40005 644 629/639 0

Tableau 4.6 Comparaison des contigs de PHRAP avec la séquence compléte de 10

ARNm
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que Cap3 obtenait, de maniére consistante, les assemblages ayant le plus haut degrs
de fidélité. Pour ces raisons, les résultats de Cap3 ont étés choisis dans les analyses

subséquentes.

4.4 Traduction des EST et annotation des données

L’annotation des séquences est une étape primordiale dans I’étude du modeéle selon lequel
les génes sont exprimés. Elle consiste a déterminer avec un haut degré de certitude
la fonction putative de la séquence, permettant de comparer des génes provenant de

conditions différentes.

Pour annoter des séquences, deux approches sont possibles. La premiére se base sur
I’apprentissage machine pour pouvoir détecter les patterns, appelés aussi domaines,
spécifiques & une fonction particuliere, tandis que la deuxiéme se base sur ’homologie
avec des séquences dont la fonction a déja été établie. L’approche se basant sur 'appren-
tissage est généralement plus efficace pour détecter les domaines ayant préalablement
été répertoriés tandis que la deuxiéme technique obtient de meilleurs résultats lorsque
I’homologie est globale. Bien que les domaines soient de bons indicateurs sur le type
d’implication de la séquence dans le métabolisme, le fait qu’une protéine puisse conte-
nir plusieurs domaines augmente la probabilité d’erreur de ’annotation. Une similarité
élevée avec une protéine déja classifiée reste cependant une meilleure approche dans la

prédiction de la fonction putative de la séquence chez les EST.

Dans le cas du projet FGAS, I'annotation des contigs et singletons a été effectuée en utili-
sant ’homologie avec les séquences possédant déja une annotation. Une base de données
contenant toutes les protéines déja annotées a été téléchargée du site de I'Institut Eu-
ropéen de Bioinformatique, EBI (ebi). Les séquences provenant du projet FGAS ont en-
suite été comparées a 1’aide de 'outil BLASTX avec toutes les protéines préalablement
annotées. L’inspection des résultats de BLASTX a ensuite permis d’octroyer a certaines
séquences de FGAS 'annotation du polypeptide avec lequel elles partagent une homo-

logie relativement conservative (Une e-value d’au moins le™2%).
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1-Biological process GO :0008150 2-Transcription GO :0006350

3-Protein metabolism GO :0019538 4-Enzyme regulator activity GO :0030234

5-Nutrient reservoir activity GO :0045735 | 6-Transcription factor activity GO :0003700

7-Nuclease activity GO :0004518 8-Plasma membrane GO :0005886

9-Secondary metabolism GO :0019748 10-ResponsetoexternalstimulusGO :0009605

11- Carbohydrate binding GO :0030246 12- Response to abiotic stimulus GO :0009628

13- Cell-cell signalling GO :0007267 14- Development GO :0007275

15- Behavior GO :0007610

Tableau 4.7 Catégories go_slim choisies pour étudier la variation dans les taux d’ex-

pression.

Une séquence peut avoir plusieurs annotations si elle possede une homologie dont la e-
value est supérieure & 1e~2° sur la base de données des protéines du EBI. Ceci est biolo-
giquement cohérent car une protéine peut jouer plusieurs roles et participer a différentes
réactions. Cette multifonctionnalité protéique est souvent conférée par la présence de

plusieurs domaines lui permettant d’avoir plusieurs types d’interactions.

En utilisant le protocole décrit ci-haut, un total de 29 558 séquences ont pu étre an-
notées. A titre indicatif, 18 310, ou 58% de l’ensemble total, se trouvaient dans des
contigs. Tandis que seulement 11 248, ou 30,8% de ’ensemble initial, sont des singletons
ou duplets. Dans le but de normaliser la nomenclature établie dans l’annotation des
séquences, 'ontologie GO (web :go) (Gene Ontology) a été utilisée. Le choix de Gene
Ontology s’est fait sur la base de ’acceptation globale, de la part de la communauté.
En effet, GO représente ’annotation utilisée dans tous les projets publics d’envergure.
Dans le but de faciliter les processus d’analyse des pattrons d’expressions, les annota-
tions ont été regroupées selon des catégories susceptibles de fluctuer dans le cadre du

projet FGAS.

L’outil slim_map (web :go) distribué avec I'ontologie, ainsi que des scripts Perl développés

localement ont été utilisés pour regrouper les annotations dans les catégories choisies par
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D Séret
B Séne2

Catégorie go_slim

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abondance Relative des transcrits

Figure 4.7 Abondance en termes de transcrits annotés de FGAS dans des catégories

GO prédéfinies

les biologistes (Tableau 4.7). Le nombre de séquences a été évalué pour chaque groupe et
normalisé en calculant le pourcentage pour le nombre total de séquences (Figure 4.7).
La figure 4.7 compare 'abondance relative de chaque catégorie GO choisie entre les
transcrits de FGAS en bleu et ceux du controle en rouge. Le total dans chaque catégorie

a 6té ajusté & 100%.

Le taux d’annotation obtenu avec les données de FGAS est cinqg fois supérieur a celui
obtenu et publié dans les projets d’assemblage du blé (Version 10,0) par 'organisme
TIGR (Institute for Genomic Research). Suite & I’assemblage effectué par TIGR, seule-
ment 6 431 des 44 954, soit 14% de I’ensemble, des contigs du blé ont pu étre annotés en
utilisant Gene Ontology. La bonne qualité des séquences obtenus suite aux assemblages
a permis d’améliorer substantiellement les résultats existant. Ceci représente une contri-
bution significative qui élargit ’ensemble d’annotations spécifiques au blé disponibles

dans le cadre des études fonctionnelles.
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Selon la figure 4.7 aucune différence majeure entre les catégories 1, 2 et 3 n’est obser-
vable. Cependant pour la plupart des autres catégories, biologiquement plus spécifiques
au phénomene d’acclimataton, une augmentation du niveau d’expression est identifiée,
sauf pour les catégories 4 et 5 ou l'on remarque une baisse remarquable du niveau
d’expression. De maniere plus générale, on peut conclure que plusieurs génes ayant
différentes fonctions sont sous-représentés ou sur-représentés dans les données de FGAS

par rapport a l'échantillon de contréle composé de (NSF + DuPont).

4.5 Création de la base de données

Dans le but de faciliter ’accés aux données, ainsi que pour consolider et préserver
I'intégrité de I'information, une base données mySQL a été développée. La structure des
tables et les informations contenues dans la base de données ont été modélisées selon
les standards utilisés dans la librairie bioSQL. Aussi, nous nous sommes inspirés de
certains logiciels d’annotation (autofact) et d’assemblage génomique (amos, Batzoglou
et al., 02) en adaptant certaines des tables qu’ils utilisent au domaine de ’assemblage

d’EST.

La base de données créée peut étre séparée en deux parties majeures.

1. La partie un contient I'information pertinente aux séquences, & leur clustering et &
I’assemblage et est représentée par les entités en rouge dans le schéma relationnel

de la base de données (Figure 4.8).

2. La partie deux représentée par les entités en bleu dans le diagramme(Figure 4.8)

et contient 'information relative & ’annotation des données.

L’acces a la base de données est, au moment de la rédaction de ce document, réservé aux
membres du projet FGAS et se fait & travers une connexion SSH. La base de données
sera accessible au public sous peu & ’aide d’interfaces Web qui permettront d’exécuter

divers types de requétes sur les données.



pretein_id
blast_go_db
blast_hit
blast_seval
0o_term
go_asp
go_evid
go_id
dbo_id

CLONELIBRARY accession
CLUSTER_id
CLONELIBRARY _id
CONTIG_id

virgin

clustered

moedified

created

direction
seqdata_unmasked
seqdata

CLUSTER

id

NEXTCONTIG id
CLUSTER !
counitoothercontigs
counissignedseguences
madified

created

direction

seqdata

conigName

Figure 4.8 Schéma relationnel de la base de données
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Les tables relatives a la partie un, en rouge, sont :

Table SEQUENCE

Contient les informations relatives aur séquences

Champ Description

Accession Numéro d’accession servant comment identificateur unique de
la séquence

clean Champ booléen indiquant si la séquence a été nettoyée ou non
created, modified | Champs indiquant la date de création et celle de modification

seqdata_unmasked | Contien la séquence originale non nettoyée et celle aprés nettoyage

seqdata

Table CLONELIBRARY

Contient Uinformation relative au clone dont la séquence a été générée

Champ | Description

id Numéro de séquence unique du clone

nom Champ unique de la table contenant le nom du clone. Il est & noter que
le nom encode une panoplie d’information sur le clone, telles la direction,
la taille ainsi que d’autres informations pertinentes. Nous avons jugé non

nécessaire de rajouter des champs additionnels pour ces informations

puisqu’elles peuvent é&tre extraites facilement & partir du nom de la séquence

Table CLUSTER

Contient l'information relative aux clusters générés

Champ Description

id Identificateur unique du cluster

created, modifed | Dates de création et de modification, si il y a lieu, du cluster
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Table CONTIG

Contient Uinformation relative aux contigs générés

Champ Description

id Identifiant unique du contig

NEXTCONTIG.d | Identifiant du contig suivant. Ce champ est nécessaire
puisque les contigs ne se suivent pas de maniére séquentielle
et cette information permet de connaitre le prochain contig

CLUSTER.d Identifiant unique du cluster auquel le contig appartient

counttoothercontigs | Le nombre d’autres contigs appartenant au méme cluster que
le contig en question

contigname Nom composé, encodant I'information sur le cluster auquel

created, modifed

seqdata

le contig appartient ainsi que le numéro de séquence du contig
dans le cluster
Dates de création et de modification, si il y a lieu, du contig

Séquence nucléique du contig

Les tables relatives a la partie deux, en bleu, sont :

Table go_slim

Contient les informations sur les sous-catégories générales d’annotation,

choisies par les biologistes

Champ | Description

go.id Identificateur unique de la sous catégorie

slim Définition de la catégorie globale
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Table go_def

Contient les définitions des termes de gene ontology utilisés

Champ | Description

go-d Code de 'ontologie

descr Description de ’ontologie

pcf Code pour définir si 'ontologie décrit un processus biologique,

goslim | Identifiant unique de la sous-catégorie & laquelle appartient ’ontologie

une composant cellulaire, ou une fonction moléculaire

Table blast_go

Contient les résultats de comparaison par blast des contigs contre la base de données

de protéines annotées

Champ Description

run.nr Identifiant unique du hit pour la séquence. Une séquence peut
avoir plusieurs hits identifiant les protéines similaires avec une e-value
inférieure & le=?°

protein_id | Numéro d’accession de la séquence devant étre annotée

blast_go_db | La version de la base de données ayant été utilisée dans
la comparaison

blast_hit Identifiant de la séquence similaire au contig

blast_eval e-value du hit

go_term L’identifiant de 'ontologie ayant préalablement été
attribuée au blast_hit

go_asp Code pour définir si 'ontologie décrit un processus biologique,
une composant cellulaire, ou une fonction moléculaire

go._evid Code utilisé pour indiquer la maniére dont ’annotation a été
attribuée

go.id GO de haut niveau, indiquant la catégorie choisie

par les biologistes dans laquelle I'ontologie se situe
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Table go

Cette table provient du logiciel ayant été utilisé pour effectuer ’annotation et contient

Vinformation spécifiqgue & la base de données ayant servi dans I’annotation

Champ Description

dbo_id Identifiant unique de la protéine déja annotée

db Nom de la base de données dont la séquence annotée provient

dbosym | Symbole de la protéine dans la base de données dont elle provient

go_id L’identifiant de 'ontologie de la protéine

dbref Référence de la preuve ayant servi & obtenir I’annotation

evid Code utilisé pour indiquer la maniére dont '’annotation a été attribuée

w_f Terme non utilisé

asp Code pour définir si I'ontologie décrit un processus biologique, une
composante cellulaire, ou une fonction moléculaire

dbo_name | Nom de la protéine

dbo_syn Terme non utilisé

dbo_type | Nature de la séquence (protéine, ARNt, etc.)

taxon Terme non utilisé

date Date d’ajout de la séquence a la BD

as_by Organisme ayant effectué I’annotation
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4.6 Extraction de données de sur-expression et sous-expression

Dans le but d’avoir une meilleure estimation des genes régulés & la hausse ou a la
baisse, les données de FGAS et NSF-DuPont ont été analysées par DAA (Digital Display
Analysis). Pour chaque contig, le nombre d’EST provenant de FGAS, a été divisé par
le nombre d’EST de NSF-DuPont. Le rapport a été normalisé de maniére & prendre
en considération la différence de taille des deux ensembles, soit 54 032 séquences pour
FGAS et 196 041 séquences pour NSF-Dupont. Les contigs constitués seulement de
séquences FGAS ont été considérés comme étant des séquences uniques a la condition

d’acclimatation et le nombre de séquences constituantes a été considéré.

Environ 75% des contigs ont des ratios qui varient par moins de deux fois par rapport
aux données de controle. Le reste des contigs, représentant 7841 EST, ont un taux de
variation supérieur & deux. En choisissant des ratios d’expression plus élevés, 6,6% des
séquences varient entre FGAS et les données de controle par un taux estimé & 5 et 1,7%
lorsqu’un seuil de variation minimal de 10 est choisi. La différence d’expression est due
principalement & des génes qui sont sur-exprimés (Avec un seuil minimal de 5, 1959
génes sont sur-exprimés et 136 genes sont sous-exprimés). Une inspection plus détaillée
des ces genes sur-exprimés révele que ces derniers sont, ou posseédent des homologues,
démontrés en laboratoire comme étant des génes régulés a la hausse sous l'effet d’un
stress. Par exemple, pour les 15 premiers contigs- les plus abondants, 10 publications
ont été trouvées. Ceci confirme 'implication de ces génes dans des procecssus d’accli-
matation et suggere des candidats potentiels pour mieux comprendre la réponse du blé
au froid. Ces confirmations in vivo constituent un support important & notre analyse et

valident les étapes de la méthode utilisée pour I'obtention des résultats.

L’analyse des 90 plus gros contigs, contenant au moins cing EST provenant de FGAS
et ne contenant aucune séquence du jeu NSF-DuPont, a permis de détecter des génes

abondants et connus pour étre régulés par le froid.
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Le fait qu’ils soient exprimés seulement dans FGAS et non pas dans les expérience du
NSF-DuPont permet de conclure que ces génes 1a sont spécifiques au cultivar utilisé
et a la condition de stress imposée. En se basant sur les résultats obtenus dans des
expériences précédentes ainsi que dans les publications disponibles, il a été démontré
que le taux de génes régulés par le froid est estimé & 10% du nombre total de génes,
évalué de maniere tres conservative a 30,000 genes, chez le blé acclimaté. Un nombre
similaire de génes régulés au froid est obtenu dans le cadre du projet FGAS lorsqu’on
calcule la somme de :

1- le nombre de contigs ayant un ratio d’expression minimal fixé a cing entre les données
de FGAS et celles du NSF-DuPont

2- le nombre de contigs possédant plus trois EST FGAS et aucun EST provenant de
NSF-DuPont.

En effectuant la somme des contigs obtenus dans les deux groupes, 1 et 2, on obtient
2,637 contigs ou (8,3%) des 31 772 contigs générés par I’assemblage. Ce chiffre est simi-
laire a ce qui a été avancé dans le littérature (Close et al., 04, umanitoba) et permet ainsi
de valider les résultats d’assemblage et confirmer 1'efficacité de la méthode d’annotation

choisie.



CONCLUSION

Les résultats obtenus répondent de maniére claire aux exigences définies dans la problé-
matique du projet. En plus d’avoir augmenté le pourcentage de séquences annotées
et fourni une base de données qui sera sous peu publique, nous avons identifié un
nombre important de génes connus pour participer chez d’autres plantes au processus
de tolérance au froid. D’autres génes peu connus et dont la sur-expression ou sous-
expression semblait corroborer une implication dans le processus de tolérance ont aussi
été identifiés et représentent des candidats idéals aux études de tolérance en laboratoire.
De plus, les expériences bioinformatiques effectuées in-silico ont permis de clarifier le
phénomene d’acclimatation en un temps beaucoup plus court que dans le cas d’études

au laboratoire, et a cout moins élevé.

Lors de la résolution de 'artéfact de larges clusters, nous avons choisi d’effectuer le
clustering par contenance pour ne garder que les séquences parents. Ceci a été décidé
dans le but de réduire la taille du jeu de données traitées que le programme d’assem-
blage ne pouvait gérer. Une alternative a cette approche serait de subdiviser 'ensemble
total en plusieurs sous-groupes de taille acceptable et faire I’assemblage de chacun de
ses sous-groupes. Le clustering aurait pu alors étre effectué sur ’ensemble des contigs
et singletons résultants et un autre assemblage une seconde fois effectué pour chaque
cluster résultant. Bien que cette méthode aurait pu donner des résultats satisfaisants,
la. complexité de son implémentation et son manque d’élégance, restent un facteur pour

lequel elle n’a pas été choisie.

Ce projet nous a posé d’autres problémes. Lors d’analyses de sur-expression ou sous-
expression expression, nous nous sommes contentés d’utiliser de simples normalisations
pour arriver a nos résultats. Lorsque les genes impliqués dans la condition étudiée sont

hautement sur-exprimés ou sous-exprimés, ceci permet tout de méme d’arriver a de
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résultats fort satisfaisant. Cependant, lorsque la fluctuation dans le niveau d’expres-
sion est mineur et donc difficilement détectable, cette méthode n’aurait pas permis
de trouver les genes d’intérét. Pour cette raison, des méthodes statistiques plus ro-
bustes, telles le clustering hiérarchique ou les analyses mutivariées seraient nécessaires.
Le développement d’outils prenant en considération ces contraintes dans des projets

spécifiques aux EST serait une contribution majeure au domaine.
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Abstract

Background: Wheat is an excellent species to study freezing tolerance and other abiotic stresses. However, the
sequence of the wheat genome has not been completely characterized due to its complexity and large size. To
circumvent this obstacle and identify genes involved in cold acclimation and associated stresses, a large scale EST
sequencing approach was undertaken by the Functional Genomics of Abiotic Stress (FGAS) project.

Results: We generated 73,521 quality-filtered ESTs from eleven cDNA libraries constructed from wheat plants
exposed to various abiotic stresses and at different developmental stages. In addition, 196,041 ESTs for which
tracefiles were available from the National Science Foundation wheat EST sequencing program and DuPont were
also quality-filtered and used in the analysis. Clustering of the combined ESTs with d2_cluster and TGICL yielded
a few large clusters containing several thousand ESTs that were refractory to routine clustering techniques. To
resolve this problem, the sequence proximity and "bridges" were identified by an e-value distance graph to
manually break clusters into smaller groups. Assembly of the resolved ESTs generated a 75,488 unique sequence
set (31,580 contigs and 43,908 singletons/singlets). Digital expression analyses indicated that the FGAS dataset is
enriched in stress-regulated genes compared to the other public datasets. Over 43% of the unique sequence set
was annotated and classified into functional categories according to Gene Ontology.

Conclusion: We have annotated 29,556 different sequences, an almost 5-fold increase in annotated sequences
compared to the available wheat public databases. Digital expression analysis combined with gene annotation
helped in the identification of several pathways associated with abiotic stress. The genomic resources and
knowledge developed by this project will contribute to a better understanding of the different mechanisms that
govern stress tolerance in wheat and other cereals.
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Background

Cold acclimation (CA) allows hardy plants to develop the
efficient freezing tolerance (FT) mechanisms needed for
winter survival. During the period of exposure to low tem-
perature (LT), numerous biochemical, physiological and
metabolic functions are altered in plants, and these
changes are regulated by LT mostly at the gene expression
level. The identification of LT-responsive genes is there-
fore required to understand the molecular basis of CA.
Cold-induced genes and their products have been isolated
and characterized in many species. In wheat and other
cereals, the expression of several genes during cold accli-
mation was found to be positively correlated with the
capacity of each genotype and tissue to develop FT [1].
Furthermore, abiotic stresses that have a dehydrative com-
ponent (such as cold, drought and salinity) share some
responses. It is therefore expected that, in addition to the
genes regulated specifically by each stress, some genes will
be regulated by multiple stresses. The availability of wheat
genotypes with varying degree of FT makes this species an
excellent model to study freezing tolerance and other abi-
otic stresses. The identification of new genes involved in
the cold response will provide invaluable tools to further
our understanding of the metabolic pathways of cold
acclimation and the acquisition of superior freezing toler-
ance of hardy genotypes.

Major genomics initiatives have generated valuable data
for the elucidation of the expressed portion of the
genomes of higher plants. The genome sequencing of Ara-
bidopsis thaliana was completed in 2000 [2] while the fin-
ished sequence for rice was recently published [3]. The
relatively small genome size of these model organisms
was a key element in their selection as the first plant
genomes to be sequenced with extensive coverage. On the
other hand, the allohexaploid wheat genome is one of the
largest among crop species with a haploid size of 16.7 bil-
lion bp [4], which is 110 and 40 times larger than Arabi-
dopsis and rice respectively [5]. The large size, combined
with the high percentage (over 80%) of repetitive non-
coding DNA, presents a major challenge for comprehen-
sive sequencing of the wheat genome. However, a signifi-
cant insight into the expressed portion of the wheat
genome can be gained through large-scale generation and
analysis of ESTs. ¢cDNA libraries prepared from different
tissues exposed to various stress conditions and develop-
mental stages are valuable tools to obtain the expressed
and stress-regulated portion of the genome. This approach
was used in several species such as oat [G], barley [7],
tomato [8] and poplar [9]. The sequencing of cDNAs gives
direct information on the mature transcripts for the cod-
ing portion of the genome that can subsequently be used
for gene identification and functional studies. The availa-
bility of wheat genomics data in the public datasets has
grown rapidly through major initiatives [10,11]. How-
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ever, additional ESTs are needed to complete the identifi-
cation of the expressed genes under different growth
conditions and from different genotypes. This will con-
tribute to a more complete representation of the genome
through identification of new genes and extension of con-
tigs for the majority of genes that have incomplete
sequence coverage. Towards this goal, the Functional
Genomics of Abiotic Stress (FGAS) program initiated an
EST sequencing effort directed toward the study of abiotic
stress, with an emphasis on cold acclimation [12]. To
increase gene diversity in the EST population and increase
the probability of identifying those associated with freez-
ing tolerance, different cDNA libraries were prepared from
winter wheat tissues exposed for various times to low tem-
perature, together with select libraries derived from tissues
exposed to other stresses or at different developmental
stages. In this report, we describe the generation of 73,521
high quality ESTs from wheat stress-associated c¢DNA
libraries. In order to perform the assembly and digital
expression analyses, these ESTs were supplemented with
wheat ESTs for which sequence quality data was available.
These include the NSF [13] and DuPont datasets, which
will be referred to as the 'NSF-DuPont' dataset in this
report. Digital expression analyses identified a large
number of genes that were associated with cold acclima-
tion and other stresses. Expression analyses and func-
tional classification provided important information
about the different metabolic and regulatory pathways
that are possibly associated with cellular adjustment to
environmental stresses. These new EST resources are an
important addition to publicly available resources espe-
cially in relation to the study of abiotic stresses in cereals.

Results and discussion

The large-scale FGAS wheat EST sequencing project was
undertaken to identify new genes associated with abiotic
stress and to provide physical resources for functional
studies. We have developed a unique wheat EST resource
from eleven cDNA libraries prepared from tissues at dif-
ferent developmental stages and exposed to different
stress conditions (Table 1). The EST collections from
FGAS, NSF and DuPont were analyzed and classified into
functional categories.

Assembly and identification of new wheat genes

We have used EST sequences and quality values from the
corresponding tracefiles of large datasets (FGAS, NSF and
DuPont) to assemble 75,488 different wheat sequences
(31,580 contigs, 36,388 singletons and 7,520 singlets).
Among these datasets, the FGAS project produced 11,225
unique sequences (2,824 contigs, 6,663 singletons and
1,738 singlets) indicating that the FGAS ESTs encompass
a large subset of unique transcripts. These sequences were
analyzed using BLASTN on the db_est database and fil-
tered for wheat sequences with two different cut-off e-val-
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ues to identify new wheat genes. With an e-25 cut-off
value, we found that 2,304 genes had no homologous
wheat ESTs (Table 2). After filtering these genes against
the wheat protein database with TBLASTX, there were still
2,243 proteins showing no homology to known proteins.
With an e-05 cut-off, 1,581 genes had no homologs in
wheat. After filtering these against the protein database,
1,470 non-homologous sequences remained. These
unique wheat sequences were then BLASTed against Ara-
bidopsis, rice, and finally nr db EST (Table 2). In Arabidop-
sis, we found that only 5 of the remaining FGAS wheat
sequences had a strong (e-25) similarity using BLASTN
while 253 of the remaining sequences had homologs
when filtered with the Arabidopsis protein database (count
down to 1,985). A similar trend was found in Arabidopsis
using a lower sequence similarity cut-off (e-05). The
remaining unique gene count was reduced by several hun-
dred after comparing protein homologs in rice (counts
down to 1674 at e-25 and down to 855 at e-05) demon-
strating that several genes common between rice and
wheat are absent in Arabidopsis (Table 2). The remaining
unique ESTs were BLASTed against the non redundant
database to determine whether homologs were present in
other organisms. At an e-05, there were 795 ESTs showing
no significant similarity to known domains in genes from
other species. It is possible that some of these genes derive
from unknown micro-organisms contaminating the plant
tissues, and/or from residual genomic DNA in the RNA
samples used for cDNA synthesis. However, the majority
of these sequences have ORFs encoding proteins larger
than 30 amino acids, with an average predicted protein
size of over 100 amino acids. This suggests that the uni-
dentified genes do represent novel wheat genes.

The Institute for Genomic research (TIGR) wheat gene
index (Release 10.0) shows that only 6,431 of the 44,954
wheat contigs (14%) were successfully allocated a known
Molecular Function using Gene Ontology, compared to
the classification done for Arabidopsis in which 12,558 of
the 28,900 contigs (42%) have a known Molecular Func-
tion, Therefore, prior to this report, Arabidopsis had almost
twice as many genes annotated with at least one defined
function compared to wheat (12,558 vs 6,431). The clas-
sification of the complete dataset (FGAS and NSF-DuPont
datasets) allowed the tentative annotation of 43.3% of the
genes. As expected, most of the annotated sequences were
in contigs (57.6%) while the percentage of annotated sin-
gletons/singlets was much lower (30.8%). We have thus
been able to functionally annotate 29,556 different
sequences, an almost 5-fold increase in annotated
sequences compared to TIGR. This is a significant contri-
bution that broadens the available wheat public annota-
tion dataset for downstream functional studies. These
results demonstrate that a large number of wheat genes
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are poorly characterized and stress the fact that major
efforts in functional analyses are needed.

Enrichment for stress-regulated genes in the FGAS dataset
Comparative analysis of the FGAS ESTs and NSF-DuPont
ESTs based on Gene Ontology (GOslim) showed that sev-
eral GO classes are more represented in FGAS than in the
NSF-DuPont dataset (Figure 1). When general GO classes
are compared (GOs 1 to 3; Biological Process, Transcrip-
tion and Protein Metabolism), no major differences in the
number of ESTs were found. Similarly, most GOslim
classes showed less than 25% difference between the two
datasets. However, GOs 4 and 5 (Enzyme Regulator Activ-
ity and Nutrient Reservoir Activity) had a lower represen-
tation while GOs 6 to 15 (Transcription Factor Activity,
Nuclease Activity, Plasma Membrane, Secondary Metabo-
lism, Response to External Stimulus, Carbohydrate Bind-
ing, Response to Abiotic Stimulus, Cell-Cell Signalling,
Development and Behavior) were more abundant in the
FGAS dataset (Figure 1).

To identify genes that are differentially represented
between the two datasets, the relative abundance of ESTs
was analyzed and referred to as digital expression analysis.
For each contig, the number of ESTs from FGAS (exclud-
ing ESTs derived from Suppressive Subtractive Hybridiza-
tion; SSH) was divided by the number of ESTs from NSF-
DuPont and the ratio was normalized to correct for the
difference in size between the two datasets (54,032 non
SSH EST sequences for the FGAS dataset and 196,041
sequences for the NSF-DuPont dataset). Thus, after nor-
malization, the relative expression level for a contig hav-
ing 1 EST from each dataset would result in a relative
expression of 3.62X in FGAS compared to NSF-DuPont (a
ratio of 1 multiplied by 196,041/54,032). Since the SSH
technique aims to enrich differentially expressed cDNAs,
the ESTs derived from the SSH libraries were analysed sep-
arately to avoid a bias in the number of ESTs in a contig,
which could invalidate the digital expression analysis
approach.

The data indicated that over 75% of the contigs have ratios
that vary by less than two-fold, suggesting a similar repre-
sentation of ESTs between the FGAS (less SSH) and the
NSF-DuPont datasets. The remaining 25% of contigs
showed more than two-fold difference in abundance
(Table 3; see additional file 1: Tablel.xls) in the FGAS
dataset. When 5- and 10-fold ratios are used as cut-off,
6.6% and 1.7% of the contigs are retained respectively.
Most of the differences are due to genes that are over-rep-
resented in the FGAS dataset (for the 5-fold cut-off, 1959
genes are over- and 136 genes are under-represented, see
Table 3). With a higher cut-off (20-fold differential abun-
dance), only 61 contigs are over expressed and 5 are
under-expressed. An analysis of these highly over-repre-
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GO 1 2 3 4 5 6
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FGAS 26,016 1,378 8316 262 276 444
% of Total GOs 65.7 3.5 21 066 0.7 1.12
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Abundance of annotated ESTs in FGAS contigs relative to NSF-DuPont contigs within select GO classes. A)
Number of annotated ESTs. The GO counts were added for each dataset and the percentage of ESTs for each GO was calcu-
lated based on this total count. B) The relative abundance for each GO is compared between the FGAS (blue) and the NSF-
DuPont (red) datasets by comparing the percentage of each GO as determined in A. GO categories: |. Biological Process
G0:0008150; 2. Transcription GO:0006350; 3. Protein Metabolism GO:0019538; 4. Enzyme Regulator Activity GO:0030234;
5. Nutrient Reservoir Activity GO:0045735; 6. Transcription Factor Activity GO:0003700; 7. Nuclease Activity GO:0004518;
8. Plasma Membrane GO:0005886; 9. Secondary Metabolism GO:0019748; 10. Response to External Stimulus GO:0009605;

| I. Carbohydrate Binding GO:0030246; |2. Response to Abiotic Stimulus GO:0009628; 13. Cell-Cell Signalling GO:0007267;

| 4. Development GO:0007275; 15. Behaviour GO:0007610.

sented contigs showed that a good proportion (52%) of
these show homology to genes that were previously
reported to be over-expressed under stress (see references
in Table 4). This high percentage of positive identification
suggests that the NSF-DuPont collection was a good refer-

ence dataset for digital expression analysis of the FGAS
dataset.

Our digital expression analysis relies on the presence of

ESTs from both datasets in a same contig (since we cannot
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Table I: Summary of tissues used for the different cDNA libraries generated for the FGAS EST sequencing project.

Library Growth conditions* Tissues High quality
EST sequences

Library2 Control plants; leaves and crowns 25,240
Plants cold acclimated for |, 23 and 53 days

Library3  Control plants; roots 11,382
Plants cold acclimated for I, 23 and 53 days;
Plants salt stressed for 0.5, 3 and 6 hours

Library 4  Plants dehydrated on the bench (4 time points) and in a growth chamber (4 time points) leaves and crowns 2,838

Library5 Various vernalization and developmental stages through spike formation. crowns and flowers 6,668

Library 6 Control plants; leaves and crowns 7,904
Plants cold acclimated for short time points {1, 3 and 6 hours) under light or dark conditions

TalT2 SSH library: Tester: cv. Cl14106 cold acclimated for | day; Driver: cv Norstar cold crowns 2,271
acclimated for 21 and 49 days

TalT3 SSH library: Tester: cv. Cl14106 cold acclimated for 2| and 49 days; Driver: cv Norstar cold crowns 1,832
acclimated for | day

Tal T4 SSH library: Tester: cv. PI178383 cold acclimated for | day; Driver: cv Norstar cold crowns 2,716
acclimated for 21 and 49 days

TalLT5 SSH library: Tester: cv. Pl178383 cold acclimated for 21 and 49 days; Driver: cv Norstar cold crowns 2,784
acclimated for | day

TalTé SSH library: Tester: cv. Cl14106 cold acclimated for | day; Driver: non-acclimated cv. crowns 4,961
Cli4106

TalT7 SSH library: Tester: cv. Cl14106 cold acclimated for 21 and 49 days; Driver: non-acclimated crowns 4,925

cv. Cl14106

* Libraries 2 to 6 were constructed from wheat cv Norstar.

divideby 0). We have also identified 542 contigs that con-
tained at least 3 ESTs from FGAS but none from the NSF-
DuPont dataset (See additional file 2: Table 2 xls). Table 5
lists the 90 genes that contain at least 5 ESTs unique to
FGAS, and many of these are similar to genes that have

Table 2: Homology search of FGAS contigs. As a first step, the
11,225 FGAS unique sequences were analyzed using the wheat-
filtered db_est (NCBI release 2.2.12, Aug-07-2005). The non-
homologous transcripts were then analyzed against the wheat
protein database to subtract protein homologs. The remaining
transcripts were then analyzed in the same manner against the
Arabidopsis and rice databases and finally against the nr database.
The complete homology search was performed at e-25 and e-05
cut-offs. The numbers indicate the number of genes that do not
show any homology at the indicated e-value cut-off.

e-25 e-05

Wheat BLASTN db_est 2304 1581

TBLASTX 2243 1470

Arabidopsis BLASTN db_est 2238 1470
TBLASTX 1985 1102 a

Rice BLASTN db_est 1845 987

TBLASTX 1674 855

nr db_est BLASTN 1623 795

previously been reported to be over-expressed under
stress. Although the unique contigs in the FGAS dataset
may represent transcripts that are specific to the cultivar
used in our study, there is a possibility that they may rep-
resent novel genes that are induced by environmental
stress.

In Arabidopsis, microarray experiments have shown that
about 10% of the genes are over-or under-expressed by at
least two-fold upon exposure to cold acclimation condi-
tions [14]. Based on our previous northern and micro-
array analyses, we have estimated that the same
proportion of wheat genes is cold-regulated (Sarhan et al.,,
unpublished results). If we consider a conservative esti-
mate of 30,000 wheat genes (90,000 if we consider the A,
B and D genomes), this means that around 3,000 genes
would be cold-regulated. A similar number of genes was
identified when we used a 5-fold cut-off differential
expression (2,095 differentially expressed contigs, Table
3) and added the 542 contigs having at least 3 ESTs that
are unique to the FGAS dataset. Using these criteria, our
analyses resulted in a total of 2,637 contigs or 8.4% of the
contigs generated in our assembly (31,580 contigs). Con-
sidering that 95% of the EST sequences were derived from
libraries constructed from cold-acclimated plants, these
genes represent candidate genes likely regulated by low
temperature and other stresses. However, many of these
may be differentially expressed as a consequence of the
temperature shift and metabolic adjustment and might
not be involved in conferring or regulating increased tol-
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Table 3: Contigs containing ESTs that are over or under-represented in the FGAS dataset relative to the NSF-DuPont dataset.

Fold increase/decrease Over-represented ESTs Under-represented ESTs Total Percent of total contigs
(31,772)
20 61 5 66 0.2
10 533 22 555 1.7
5 1959 136 2095 6.6
3 5569 489 6052 19
2 6794 1047 7841 247

erance to stress. It would be of interest to analyse these
2,637 genes to identify those relevant to LT tolerance and
other stresses in cereals. To verify the conservation of the
stress response between wheat and Arabidopsis, we first
identified the Arabidopsis proteins having homology (e-
25) to the 2,637 wheat proteins identified in our study,
using the TAIR protein database. The homology search
resulted in the identification of 1,551 Arabidopsis proteins.
Most of the genes encoding these proteins are represented
on the Affymetrix and MWG microarrays. This allowed us
to obtain their expression profiles from the available pub-
lic data [14,15]. Our analysis indicated that 941 genes are
cold-regulated and 890 are drought-regulated (See addi-
tional file 1: Table 1.xJs and additional file 2: Table 2.xls).
There are 678 genes regulated by both stresses, with a total
of 1153 different Arabidopsis genes that are stress-regu-
lated. Therefore, there are over 44% of the 2,637 putative
wheat stress-regulated genes that have a homolog regu-
lated by stress in Arabidopsis, suggesting overlapping
responses between the two species.

As a complementary approach to identifying new wheat
genes that may be difterentially expressed, different SSH
libraries were produced to identify genes over-expressed
after brief (1 day) or long (21-49 days) periods of cold
acclimation. Different cultivars that may help to identify
other components of freezing tolerance such as pathogen
resistance to snow molds were used for these analyses. A
total of 3,873 contigs containing 18,610 SSH ESTs were
obtained with 2,969 contigs (76.7%) tentatively anno-
tated. Unique contigs from SSH libraries are potentially a
good source to mine for new genes associated with cold
acclimation. Overall, 225 contigs unique to the SSH
libraries (See additional file 3: Table 3.xls) were identified,
among which 74 were annotated (Table 6). We found that
11 of the 74 annotated SSH contigs (or 15% of the unique
SSH contigs) have corresponding genes (high similarity
based on BLASTX e-values) that are over-expressed more
than 5-fold in the differentially-expressed FGAS contigs.
These results suggest that unique SSH contigs contain can-
didate genes that could be involved in abiotic stress toler-
ance.

Metabolic pathways associated with differentially
expressed genes

GO slim annotation was used to subdivide the 2,637
stress-regulated genes into function categories to gain
insight into their putative role during cold accimation
and abiotic stresses. The results show that a large propor-
tion of these contigs were annotated under a limited
number of GO classes (Figure 2). Over 53.7% of the con-
tigs were grouped into 14 GO categories while 27.5% of
the contigs were designated "No Gene Ontology" and
4.2% were classified as "Hypothetical Protein", a term
used to designate open reading frames predicted from the
Arabidopsis or rice genomic DNA. The remaining contigs
with other GO categories were grouped together in one
category (14.6%).

A plethora of physiological and metabolic adjustments
occur during cold acclimation and in response to other
stresses. The regulation of genes involved in temperature,
drought and salt stresses is known to reflect the cross-talk
between different signalling pathways [16]. However, few
studies have identified multiple genes that are stress-regu-
lated and that belong to a same metabolic pathway. Our
analyses enabled us to position several genes in their
respective metabolic pathway, suggesting that these path-
ways are involved in stress responses. Since it is beyond
the scope of this report to cover all possible pathways
involved, we highlight some of the key elements that
likely contribute to the stress response and tolerance.
Unless specifically indicated, all enzymes discussed are
encoded by transcripts that are over-represented by at least
5-fold in the FGAS dataset.

Amino acid metabolism

Genes encoding proteins involved in primary metabolism
pathways have been identified in the contigs with an over-
representation of FGAS ESTs and cover several aspects of
plant metabolic adjustments. Amino acid metabolism
and the TCA cycle are the major pathways that generate
precursors for various biological molecules. ESTs encod-
ing several enzymes that are involved in the synthesis of
arginine, cysteine, lysine, methionine, serine, phenyla-
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lanine, proline and tryptophan are over-represented by
more than 5-fold. These amino acids are precursors for the
synthesis of several specialized metabolites. Two contigs
encode the enzyme delta-1-pyrroline-5-carboxylate syn-
thetase that is involved in proline biosynthesis, a metabo-
lite that was found to increase during cold acclimation
and drought stress [17]. Similarly, two contigs encode
glutamate decarboxylase (GAD1), which is involved in
the synthesis of gamma-aminobutyric acid (GABA), anon
protein amino acid known to accumulate during cold
acclimation and proposed to function in oxidative stress
tolerance [18]. Several contigs encode enzymes involved
in the metabolism of cysteine, an important precursor of
glutathione involved in the modulation of oxidative
stress. These include two different cysteine synthases and
a putative O-acetylserine (thiol) synthase (OASTL). Over-
expression of different isoforms of OASTL can increase
thiol content in different transgenic plants and increase
tolerance to abiotic stress such as exposure to elevated lev-
els of cadmium [19].

Lipid metabolism

ESTs encoding different putative lipases and other pro-
teins involved in lipid oxidation (acyl-CoA oxidase, MutT/
nudix protein like, dihydrolipoamide acetyltransferase, b-
keto acyl reductase, enoyl-ACP reductase, enoyl-CoA-
hydratase, 3-hydroxyisobutyryl-coenzyme A hydrolase)
are over-represented in the FGAS dataset while the acyl-
carrier protein Il involved in lipid synthesis is under-rep-
resented. These results suggest that lipid degradation
occurs concomitantly with a reduction in the synthesis of
short chain lipids. On the other hand, ESTs encoding
enzymes involved in the synthesis of specialized lipids
such as ATP citrate lyase a-subunit and the long chain
fatty acid enzyme acetyl-CoA carboxylase are more abun-
dant among FGAS ESTs. ESTs corresponding to several
enzymes involved in sterol metabolism are also over-rep-
resented, suggesting major lipid modifications in mem-
branes during cold acclimation. ESTs encoding three
enzymes involved in the alternate pathway of isopentenyl
pyrophosphate and squalene synthesis (1-deoxy-D-xylu-
lose 5-phosphate reductoisomerase, 1-deoxy-D-xylulose-
5-phosphate synthase, squalene synthase), three key
enzymes of the sterol pathways (cycloartenol synthase,
C14-sterol reductase (FACKEL), and 24-methylenelophe-
nol methyltransferase) (Figure 3), and other enzymes
such as sterol 4-alpha-methyl-oxidase, which can add to
the variety of sterols produced, are also over-represented.
The putative over-expression of several enzymes in the
sterol pathway supports the previous observation of an
increased production of membrane sterols [20]. These
authors showed that the concentration of membrane ster-
ols increases during cold acclimation and that this effect is
more prominent in tolerant rye cultivars. Interestingly,
sitosterol increases while campesterol decreases during
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acclimation, suggesting that the C24 methyltransferase
that is putatively over-expressed in the FGAS dataset may
be the SMT-2 transferase that diverts the methylenelophe-
nol into the sitosterol pathway (see Figure 3; [21]). A
search through the protein database has shown that the
C24 methyltransferase has a much greater homology with
SMT2 (7e-143) than with SMT1 (4e-63) supporting that
the C24 methyltransferase is SMT2. The over-representa-
tion of FGAS ESTs in two contigs encoding stearoyl-acyl-
carrier protein desaturase and two contigs encoding CDP-
diacylglycerol synthase suggests that other important lipid
modifying activities also occur in response to cold accli-
mation. Stearoyl-acyl-carrier protein desaturase s
involved in the desaturation of existing lipids to form
double bonds rendering the lipids more fluid at low tem-
perature. This is an important adjustment associated with
membrane stability at low temperature [20]. The over-
expression of CDP-diacylglycerol synthase was previously
shown to favour the synthesis of phosphatidylinositol
[22]. In addition, one contig encodes a phosphoeth-
anolamine N-methyltransferase. This enzyme is induced
by low temperature and catalyzes the three sequential
methylation steps to form phosphocholine, a key precur-
sor of phosphatidylcholine and glycinebetaine in plants -
metabolites known to be important in conferring toler-
ance to osmotic stresses such as low temperature, drought
and salinity [23].

Secondary metabolism

Several contigs encode key enzymes involved in the bio-
synthesis of secondary metabolites such as phenylalanine
ammonia lyase, cinnamyl alcohol dehydrogenase, and
caffeoyl-CoA O-methyliransferase. Several enzymes are
involved in the synthesis of methionine and its deriva--
tives. The digital expression data suggest that the S-adeno-
sylmethionine (SAM) cycle becomes more active during
stress since contigs encoding three major enzymes of the
cycle (S-adenosylmethionine synthetase, methionine S-
methyltransferase, and S-adenosylhomocysteine hydro-
lase) are over-represented in FGAS. This pathway can pro-
vide SAM, the precursor molecule needed for
nicotianamine biosynthesis. Four different contigs encod-
ing nicotianamine synthase or nicotianamine ami-
notransferase are over-represented in FGAS. These
enzymes are involved in nicotianamine and phytosi-
derophores synthesis and were found to be induced under
iron deficiency {24,25]. The SAM cycle also provides the
one carbon precursor for the methylation steps required
for methyltransferase activities. At least 20 different con-
tigs encoding methyltransferases contain ESTs that are
over-represented in FGAS.

Transport activity
During cold acclimation, the cell mobilizes several trans-
port systems to adapt to cold conditions. One of the major
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Functional classification of FGAS contigs containing ESTs that are over or under-represented more than 5-
fold, or that contain more than 3 unique ESTs. The contigs belonging to the following GO terms were used:
GO0008152 Metabolism; GO0009058 Biosynthesis; GO0009056 Catabolism; GO0016787 Hydrolase Activity; GO0016740
Transferase Activity; GO0019538 Protein Metabolism; GO0006464 and GO0030234 Protein Modification and Enzyme Regula-
tor Activity; GO0006519 and GO0006629 Amino Acid and Lipid Metabolism; GO00052 15 and GO0005489 Transporter and
Electron Transporter Activity; GO0009579 Thylakoid; GO0009607 and GO 0009628 Response to Biotic and Abiotic Stimulus;
GO0004872 and GO0007165 Receptor Activity and Signal Transduction; GO000166 Nucleotide Binding; Transcription Fac-
tors only from GO0006350 and GO0003677 (other DNA Binding Proteins were transferred to "Other GO categories"); a
class was made for the mention "Hypothetical Protein” and for the mention "No Gene Ontology” while the "Other GO Cate-
gories” regroups several GO terms with small number of contigs.

effects of extracellular freezing is the reduced apoplastic
water pressure and the rapid flow of water from the intra-
cellular compartment to the apoplasm. Some of the con-
sequences include the need for water and ion regulation
as well as protection against dehydration. Two different
contigs encoding aquaporins are highly abundant in
FGAS (a contig with 12 ESTs found only in the FGAS data-
set and a contig with ESTs over-represented 18-fold).
These proteins likely play an important role in the regula-
tion of the outward water flow. Similarly, several contigs
associated with transport of ions or other small solutes are
more highly represented, such as anion/sugar transport-
ers, major facilitator superfamily antiporters, MATE efflux
family transporters, nitrate transporters, cation exchang-
ers, calcium and zinc transporters, betaine/proline trans-
porters, and amino acid transporters. These different
transporiers are potential regulators controlling the flow
of ions and other solutes that become more concentrated
as water is drawn out of the cell during freezing. An inter-
esting transporter activity is the phosphatidylinositol-

phosphatidylcholine transfer protein which can contrib-
ute to the turnover of these lipids in the membrane. This
pathway is involved in the accumulation of the compati-
ble solute betaine that was reported to increase tolerance
to drought and freezing [26]. Another mechanism
involved in cell protection against higher ionic content
include the replacement of water with compatible solutes
such glycerol, glucose, sorbitol, proline and betaine. ESTs
encoding hydroquinone glucosyltransferase, an interest-
ing enzyme responsible for the synthesis of arbutin, are
over-represented over 7-fold in the FGAS dataset. Glyco-
sylated hydroquinone is very abundant in freezing and
desiccation tolerant plants. It was suggested to accumulate
up to 100 mM in the resurrection plant Myrothamnus fla-
bellifolia and to increase membrane stability of artificial
liposomes and thylakoids, possibly through the insertion
of the phenol moiety in the phospholipid bilayer [27].
These authors showed that the lipid membrane composi-
tion is an important element for the cryoprotective effect
of arbutin. In support of this observation, several contigs
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with an over-representation of FGAS ESTs encoding trans-
porters of compatible solutes and lipid modifying
enzymes were identified.

Proteins involved in cryoprotection

One strategy that hardy plants such as wheat use to toler-
ate subzero temperatures is the accumulation of freezing
tolerance associated proteins such as antifreeze proteins
(AFPs) and dehydrins [28]. AFPs exhibit two related activ-
ities in vitro. The first is to increase the difference between
the freezing and melting temperatures of aqueous solu-
tions, a property known as thermal hysteresis. The second
is ice recrystallization inhibition (IRI), where the growth
of large ice crystals is inhibited, thus reducing the possibil-
ity of physical damage within frozen tissues [29]. In win-
ter wheat and rye, several AFPs similar to pathogenesis-
related proteins such as chitinases, glucanases, thaumat-
ins and ice recrystallization inhibition proteins were iden-
tified [30-32]. Many contigs encoding chitinases, B-1,3-
glucanases and thaumatin-like proteins contain ESTs that
are over-represented in FGAS. Hincha et al. [33] reported
that different aryoprotective proteins were able to protect
thylakoids from freezing injury in vitro. Wheat ice recrys-
tallization inhibition proteins are partly homologous to,
and were annotated as, phytosulfokine receptors and were
present in several contigs containing ESTs over-expressed
in FGAS.

The dehydrins are hydrophilic proteins resistant to heat
denaturation composed largely of repeated amino acid
sequence motifs. They possess regions capable of forming
an amphipathic a-helix. These properties may enable
them to protect cells against freezing damage by stabiliz-
ing proteins and membranes during conditions of dehy-
dration [28]. The most studied dehydrins are the WCS120
family, the WCOR410 and the chloroplastic WCS19 dehy-
drins. Genes encoding these proteins are highly over-rep-
resented in the FGAS dataset (Table 4, Table 5, and see
additional file 1: Table 1.xls).

Photosynthesis

During cold acclimation, the chloroplast continues to
receive as much light as at normal temperature but its
thermal biochemical reactions are reduced. This results in
an excess of light energy whereby electrons accumulate
mostly in Q, [34]. The reduced capacity to transfer elec-
trons through PSII requires metabolic adjustments on a
short term basis through redox balance, and communica-
tion between the chloroplast and the nudeus to modify
gene expression for adaptation on a longer term basis.
Freezing tolerant plants were previously shown to better
cope with photoinhibition than less tolerant cultivars
[34]. Although the number of genes classified under the
GO "Thylakoids" is only 13, the genes identified indicate
that putative changes in expression occur for genes encod-
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ing components of both the photosystem I (PSI) and the
photosystem II (PSII). Several studies have reported
changes in PSII during cold acclimation [34], The D1 and
D2 proteins were shown to be sensitive to excess energy
and to turn over more rapidly at low temperature and
high light [35]. ESTs encoding the D2 protein are over-
expressed by 7.2-fold in FGAS suggesting that the PSII
adapts to low temperature conditions. On the other hand,
the transcript encoding PSI1 Z is less represented in FGAS.
A reduced amount of this protein may lead to a reduction
in active antennas and allow a reduction in electron flow
towards the PSII. ESTs encoding two other proteins of the
PSII complex are over-represented (29.8 kDa and 20 kDa
protein). These proteins belong to the same PsbP protein
family which has 4 members in Arabidopsis. Recent results
using RNAI have shown that this lumen protein is both
essential and quantitatively related to PSII efficiency and
stability. This suggests that their over-expression could
improve electron flow through PSII [36,37]. Another lim-
iting factor in the electron flow is the availability of CO,.
Several contigs with over-represented ESTs in the FGAS
dataset encode carbonic anhydrase (carbonic anhydrase
chloroplast precursor, dioscorin class A and nectarin II1).
This enzyme is known in C4 plants to concentrate CO, at
its site of fixation. In the C3 plant wheat, this enzyme was
previously shown to be modulated by nitrogen deficiency
to maintain optimal CO, concentrations [38]. The over-
expression of this enzyme could thus help to efficiently
use the CO, and available light energy at low temperature.
Failure to dissipate excess light energy could lead to oxida-
tive stress, which needs to be controlled. A contig encod-
ing a putative serine hydroxymethyltransferase is over-
represented in the FGAS dataset. Hydroxymethyltrans-
ferases play a critical role in controlling the cell damage
caused by abiotic stresses such as high light and salt, sup-
porting the notion that photorespiration forms part of the
dissipatory mechanisms of plants to minimize produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) in the chloroplast
and to mitigate oxidative damage [39].

Very few studies have documented the modulation of PSI
under stress conditions. The excess light or low tempera-
ture can decrease stromal NADP/NADPH ratio and it has
been proposed that the cytochrome b6f complex can be
regulated by the stromal redox potential possibly via a
thioredoxin mediated mechanism (see [40]). The PSI
components are largely integrated and composed of many
subunits making it energetically expensive for the cell to
produce. 1t has been suggested that cells might modulate
PSI activity by varying the amount of the small and
mobile plastocyanin protein carrying the reducing power
[41]. The over-representation of ESTs encoding this pro-
tein in FGAS (represented by 27 ESTs within contig
CL187Contig5) suggests that this PSI electron relay com-
ponent becomes more active during cold acclimation and
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Table 4: Contigs containing ESTs that are over-represented over 20-fold in the FGAS dataset.

Contig name Annotation Fold representation Reference
(FGAS/NSF-DuPont)

CL91Contig4 No Gene Ontology Hit (Wcor413, manual annotation) 163.30 [59]
CL206Contigd  Low molecular mass early light-inducible protein HV90, chloroplast precursor 94.35 [60]
(ELIP)
CL386Contigs ~ Chitinase (EC 3.2.1.14) 68.94 [31
CL1959Contigl  Legumin-like protein 68.94 [61]
CLI17Contig7  No Gene Ontology Hit (Lea/Rab, manual annotation) 61.69 [62,63]
CL10Contig25  Defensin precursor 54.43 [64]
CL347Contigl  COR39 (WCS120 homolog, manual annotation) 5261 [65]
CLI58Contig8  Putative |-aminocyclopropane-|-carboxylate oxidase 4747
CL386Contigl  Chitinase | 43.54 B3
CL347Contig2  Cold shock protein CS66 (Wes 120 homolog, manual annotation) 43.54 [65]
CL756Contig2  Hypothetical protein 259116.2b (LEA homolog, manual annotation) 43.54 [66]
CL1620Contig2  No Gene Ontology Hit 3266
CL411Contigl  Putative phytosulfokine receptor (Wheat Ice recristallization inhibitor, manual 32.66 [32]
annotation)
CL34%9Contigd  Ferredoxin-NADP(H) oxidoreductase 32.66 [45]
CLI1918Contigl  Glycosyltransferase 32.66 [1é]
CL2Contig2| Hypothetical protein (Fragment) (Cab binding protein, manual annotation) 32.66 Genbank U73218
CL756Contig3  No Gene Ontology Hit 29.03
CL2Contig9 Hypothetical protein (Fragment) (Cab binding protein, manual annotation) 29.03 Genbank U73218
CL3270Contig2  No Gene Ontology Hit 29.03
CL28Contigl | Extracellular invertase (EC 3.2.1.26) 29.03 [67]
CL650Contig2  Cold acclimation protein WCS19 26.30 [68]
CL1442Contigl  Putative major facilitator superfamily antiporter 25.40
CL1698Contig3 No Gene Ontology Hit 25.40
CL704Contigd  Legumin-like protein 25.40 [61]
CL4965Contigl  Hypothetical protein P0508B05.10 25.40
CL4930Contigl  ATP-dependent RNA helicase 25.40 [69]
CL411Contigd  No Gene Ontology Hit (Wheat Ice recristallization inhibitor, manual annotation) 25.40 [32]
CL2910Contig2 CONSTANS-like protein CO6 25.40
CL117Contigd  No Gene Ontology Hit (Lea/Rab) 25.40 [63]
CL4699Contigl  Cytochrome P450 25.40
CL4567Contigl  No Gene Ontology Hit 25.40
CL1631Contigd3  Beta-1,3-glucanase 25.40 [33]
CL411Contigd  Putative phytosulfokine receptor (Wheat Ice recristallization inhibitor, manual 25.40 [32]
annotation)
CL91Contig8 No Gene Ontology Hit (COR413, manual annotation) 25.40 [59]
CL2020Contigl No Gene Ontology Hit 23,58
CL1106Contig2 Putative cytochrome ¢ oxidoreductase 23,58 [70]
CL280Contig5  No Gene Ontology Hit (bltl4, manual annotation) 23.58 [71]
CLI%IIContig2 Putative cysteine proteinase inhibitor 21.77 [72]
CL3036Contigl No Gene Ontology Hit hypothetical protein (OSJNBa0062C05.24, manual 21.77
annotation),
CLI71Contigé  No Gene Ontology Hit 21.77
CL202Contigl4 No Gene Ontology Hit 21.77
CL2484Contig2 No Gene Ontology Hit (putative F-Box family, manual annotation) 21.77
CL3205Contig2  Hypothetical protein At2g43940 21.77
CLI17Contig2  No Gene Ontology Hit (Lea/Rab) 21.77 [63]
CL2663Contig3  Serine carboxypeptidase | precursor (EC 3.4.16.5) (Carboxypeptidase C) (CP-MI) 21.77
CL4989Contigl  No Gene Ontology Hit 21.77
CL437Contigé  Putative family Il lipase EXL4 21.77
CL2012Contig3  CIPK-like protein | (EC 2.7.1.37) (OsCK1) 21.77 [73]
CL1442Contig3  Putative major facilitator superfamily antiporter (sugar transporter family, manual 21.77
annotation)
CL35I1Contigl  Similarity to receptor protein kinase (leucine rich protein similar to TIR |, manual 21.77 [74]
annotation)
CL861Contigl  No Gene Ontology Hit 21.77
CL4814Contigl  Putative cinnamyl alcohol dehydrogenase 21.77
CL2Contig4% Chlorophyll a/b-binding protein WCAB precursor 21.77 Genbank U73218
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Table 4: Contigs containing ESTs that are over-represented over 20-fold in the FGAS dataset. (Continued)

CL4798Contigl No Gene Ontology Hit 21.77
CL1740Contig2  Hypothetical protein OS|NBa0086E02. |3 (Hypothetical protein P0419C04.2) 21.77
(putative haloacid dehalogenase-like hydrolase, manual annotation)
CL4476Contigl  No Gene Ontology Hit (phosphate induced protein, manual annotation) 21.77
CL4337Contig!  Putative o-methyltransferase 21.77 [75]
CL2623Contigl No Gene Ontology Hit (lumenal protein subunit of photosystem Il, manual 21.77
annotation)
CL3656Contig2  Barwin 21.77
CL671Contigl  No Gene Ontology Hit 21.77
CL878Contig3  Putative pollen allergen Jun o 4 21.77
CL26Contig8 No Gene Ontology Hit 0.050
CL350Contigl  Photosystem Il reaction center Z protein 0.040
CLI85Contigl  Chloroplast 50S ribosomal protein L4 0.037
CLI120Contig2  Llipid transfer protein | precursor 0.030
CL144Contig2  Alpha amylase inhibitor protein 0.026

may be important in relieving the pressure caused by elec-
trons accumulating in Qg. The mobile plastocyanin mole-
cule is a limiting factor in the electron transfer from PSII
to PSI. The increased expression of plastocyanin may
result in an increased activity of PSI under low tempera-
ture and may help freezing tolerant plants maintain their
energy balance compared to less tolerant plants. We have
previously shown that several proteins involved in
improving photosynthesis, including plastocyanin, are
expressed at low levels under low excitation pressure
(20°C/50 pE) but markedly accumulate when transferred
to 5°C under the same light regime [42]. A mutation in
the PSI-E subunit was also shown to have a great impact
on PSII as it becomes easily affected by photoinhibition
even under low light [43]. Similarly mutants in the PSI-N
subunit, which participates in the docking of PC, are
impaired in PSI activity [44|. The over-representation of
ESTs encoding the PSI-E and PSI-N subunits in the FGAS
dataset could thus provide an integrated response to
reduce photoinhibition. In order to maintain a proper
NADP/NADPH ratio, the malate valve could be activated
to transfer excess reducing power to the cytoplasm [45].
ESTs encoding two PSI components are less abundant in
FGAS. One of these is a subunit of the chloroplastic
NADH dehydrogenase equivalent to the mitochondrial
enzyme. Interestingly, the FRO1 gene was recently shown
to encode the mitochondrial NADH dehydrogenase coun-
terpart which plays a role in controlling ROS and the abil-
ity of Arabidopsis to respond to low temperature [46]. An
excess of ROS in mitochondria was proposed to affect the
induction of CBF transcription factors and cold acclima-
tion. The chloroplastic NADH dehydrogenase may also
affect the ability to induce CBF if the ROS that accumulate
during photoinhibition at low temperature are not detoxi-
fied. Tolerant plants may adapt their photosystems to
avoid the accumulation of ROS in chloroplasts, thus
allowing a strong CBF response and a stable induction of
downstream cold-regulated genes. This hypothesis may
explain why tolerant plants are able to maintain a strong

expression of several freezing tolerance-associated genes
while less tolerant plants show transient, reduced expres-
sion of these genes at low temperature [1].

Signalling cascades and transcription factors

Among the contigs with an over-representation in FGAS
ESTs, we identified several proteins involved in the syn-
thesis or perception of different hormones. These include
enzymes of the ethylene, auxin and jasmonic acid metab-
olism; brassinosteroid LRR receptor, receptor-like kinases
CLAVATA2 and PERK1, and phytosulfokine receptor.
Contigs encoding several proteins involved in signalling
cascades were also found such as calcium binding pro-
teins, diacylglycerol kinase, lipid phosphate phosphatase-
2, inositol 1-monophosphatase, GTP-binding proteins,
MAP kinases and MAPKK, serine/threonine kinase, CIPK-
like protein-1, histidine kinase-2, and protein phos-
phatases 2A and 2C.

The potentially increased activity of the various signalling
pathways is associated with a differential expression of
many families of transcription factors (TF; Table 7). The
results show that at least 220 contigs contain ESTs encod-
ing TF that are over- or under-represented more than two-
fold in the FGAS dataset. Using a more stringent cut-off
excludes some TF that may not be strongly regulated, but
should also reduce the number of false positives. With a
5-fold cut-off, 151 TF were identified, with 30 of them
being contigs unique to FGAS. The most highly repre-
sented TF families are the zinc fingers, WRKY, AP2, Myb
and NAC. Several members of these families were previ-
ously identified as being responsive to various stresses.
The most studied members are those of the AP2 family, in
particular the CBF/DREB subfamily. CBF members are
involved in the cold/drought responses [47]. We have
identified 3 different contigs, with a 5-fold over-represen-
tation in the FGAS dataset, that contain CBF-like binding
factors and 5 unique FGAS contigs containing at least 3
ESTs (annotated as CBF-like, CBF1-like, CBF3-like, C-
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Table 5: Contigs containing at least 5 ESTs that are unique to the FGAS dataset.
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Contig name Annotation Number Reference
of ESTs

CL1638Contigl No Gene Ontology Hit (no homology) 24 [76]
CL1293Contig2  Wheat cold acclimation protein Weor80 (Wces 120 homolog, manual annotation) 19 [65]
CL386Contig3  Chitinase | 18 [31
CL347Contigd  Cold acclimation protein WCSI120 (manual annotation) 17 [65]
CL2466Contigl  Putative heat shock protein (E. Coli contaminant, manual annotation) 16
CL3394Contigl  Nitrogen regulation protein NR(ll) (EC 2.7.3.-) (E. coli contaminant, manual annotation) 12
CL7Contig23 Aquaporin PIP| 771
CL40Contigl4  Chitinase IV Il [31]
CL650Contig3  Chloroplast-targeted COR protein (Wcorl4¢, manual annotation) [76]
CLI239Contig3  Putative LMW heat shock protein 10
CL2570Contigl  Hypothetical protein O] 1015F07.4
CL125Contig7  O-methyltransferase 9 [75]
CL206Contigl|  Low molecular mass early light-inducible protein HV90, chloroplast precursor (ELIP) [60]
CL3635Contigl No Gene Ontology Hit
CL4047Contigl  ABA responsive protein mRNA (manual annotation) [78]
CL52Contigl2  No Gene Ontology Hit
CL52Contigl3  No Gene Ontology Hit
CL619Contigh ~ WSI76 protein induced by water stress (galactinol synthase, manual annotation) [791
CL1228Contig3  Leaf senescence protein-like 8
CL1293Contigl  Dehydrin (Wcs|20 homolog, manual annotation) [65]
CL2543Contig2  No Gene Ontology Hit
CL400Contigd  Cysteine protease [80]
CL4107Contigl No Gene Ontology Hit
CL4776Contigl  Probable arylsulfatase activating protein aslB (E. coli contaminant, manual annotation)
CL105IContigS  C repeat-binding factor 2 7 [81]
CL2204Contigl  No Gene Ontology Hit (Wheat lce recristallization inhibitor, manual annotation) [32]
CL3474Contigl No Gene Ontology Hit
CL3792Contigi  No Gene Ontology Hit
CL4454Contigl  No Gene Ontology Hit
CL5468Contigl  Ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltransferase ubik (EC 2.1.1.-) (E. coli contaminant, manual

annotation)
CL833Contigd  Putative EREBP-like protein (putative AP2 domain transcription factor, manual annotation)
CLI318Contig2  S-like Rnase 6 [82]
CLI13¢8Contigd Beta-expansin
CL17Contig3 Type | non-specific lipid transfer protein precursor (Fragment) [83]
CL20Contig27  No Gene Ontology Hit
CL2425Contig2  Putative lectin [84]
CL280Contig2  Low temperature responsive barley gene bltl4 (manual annotation) [62]
CL280Contigd  Cold regulated protein pao29 (similar to bit|4 manual annotation) [62]
CL2910Contigl  CONSTANS-like protein CO6
CL3212Contig2  No Gene Ontology Hit
CL3324Contig2  RING zinc finger protein-like
CL3647Contig2  No Gene Ontology Hit
CL3778Contig2  Putative phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain
CL4292Contigl  C2H2 Zinc finger protein (manual annotation)
CL4895Contigl  No Gene Ontology Hit
CL5228Contigl  Putative inositol-(1,4,5) trisphosphate 3-kinase
CL5712Contigl  Putative ABCF-type protein (anthocyanin transport)
CL5985Contigl  Hypothetical protein POS08B05. 10
CL6056Contigl  Putative calcium binding EF-hand protein (caleosin: lipid body trafficking, manual annotation)
CL6257Contigl  No Gene Ontology Hit
CL6493Contigl No Gene Ontology Hit
CL86IContig2  No Gene Ontology Hit
CL105I Contig2  C repeat-binding factor 2 5 [8h]
CL1182Contig3 OS|NBa0043A12.18 protein (putative transcription factor)
CL1279Contig2 Isoflavone reductase homolog (EC 1.3.1.-)
CL1366Contigd  Putative UDP-glucose: flavonoid 7-O-glucosyltransferase
CL206Contigé  High molecular mass early light-inducible protein HVS8, chloroplast precursor (ELIP) [60]
CL3647Contigl No Gene Ontology Hit
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Table 5: Contigs containing at least 5 ESTs that are unique to the FGAS dataset. (Continued)

CL4058Contigl  Myb-related protein Hv33

CL4| [Contig7  No Gene Ontology Hit (Wheat Ice recristallization inhibitor, manual annotation) [32]

CL4350Contig2  Similarity to protein kinase GenBank
AY738149

CL4537Contigl  Putative ACT domain-containing protein

CL4642Contigl  Chitinase | [31]

CL4666Contigl  Farnesylated protein | [85]

CL4825Contig!  Hypothetical protein PO473D02.6 (Hypothetical protein O)1368_G08.21)

CL6137Contigi  No Gene Ontology Hit

CL6258Contigl  Purative sodium-dicarboxylate cotransporter

CL6567Contigl  Putative arabinogalactan protein

CL6634Contigl No Gene Ontology Hit

CL674| Contigl  Putative b-keto acyl reductase (fatty acid elongase, waxes biosyntheisis)

CL682 Contigl  Putative strictasidine synthase (alkaloid biosynthesis)

CL7090Contigl No Gene Ontology Hit

CL721Contig3  No Gene Ontology Hit

CL724| Contigl No Gene Ontology Hit

CL7243Contigl No Gene Ontology Hit

CL7272Contigl  Early light-inducible protein [60]

CL7415Contigl  No Gene Ontology Hit

CL7455Contig!  ABCI family protein-like

CL754Contug3  Chitinase 3 (3N

CL7581Contigl ~ Aspartate transaminase, mitochondrial

CL7608Contigl  Putative aspartic proteinase nepenthesin |

CL7617Contigl No Gene Ontology Hit (barley Blt|4 homolog, manual annotation) [62]

CL7686Contigl No Gene Ontology Hit

CL7701 Contigl  Putative FH protein interacting protein FIP2 (potassium channel tetramerization)

CL7785Contigt  No Gene Ontology Hit

CL7794Contigl  No Gene Ontology Hit

CL807Contig3  Putative diphosphonucleotide phosphatase (calcineurin-like phosphoesterase)

CL86IContig5  No Gene Ontology Hit

CL963Contigd  OSJNBb00!3003.1 | protein (bHLH transcription factor, manual annotation)

repeal binding factor 3-like, C-repeat/DRE binding factor
3, CRT/DRE binding factor 2, DRE binding factor-2).
Expression profiling using qRT-PCR has confirmed that
transaipts corresponding to 7 of the 8 contigs are over-
expressed at specific time points during cold acclimation
(Sarhan et al. unpublished results). Expression of the CBF
genes in Arabidopsis was shown to be regulated by mem-
bers of the bHLH family [48]. We have identified 7 contigs
encoding bHLH members that are over-represented by
two-fold, with two of them being over-represented more
than 5-fold (Table 7). However, the genes encoding the
bHLH ICE proteins in Arabidopsis are not cold-induced.
Although the expression pattern with regards to cold
inducibility of the ICE genes could be different between
wheat and Arabidopsis, the isolation of the full length
genes, phylogenetic analysis and expression studies are
required to determine if any of the over-represented
bHLH encode ICE homologs. In addition to the CBFs and
bHLH families, several other TF families may be part of
other stress components associated with abiotic stress
such as drought, salinity, oxidative, etc. Interestingly, sev-
era] genes that control flowering have also been identified
(FLT, Gigantea, MADS, CO, Aintegumenta). These genes
are most likely associated with the vernalization response

in wheat as was recently shown for TaVRT1 and TaVRT?2
[49,50].

Conclusion

The large number of ESTs annotated from FGAS and NSF-
DuPont datasets represents an important resource for the
wheat community. Digital expression analyses of these
datasets provide an overview of metabolic changes and
specific pathways that are regulated under stress condi-
tions in wheat and other cereals. The information gener-
ated will help construct network models of abiotic stress
responses that will facilitate computational predictions
and direct future experimental work like the development
of models such as the "Metabolic pathways of the diseased
potato" [51] or MapMan for the analysis of gene expres-
sion data in Arabidopsis [52]. The results could facilitate
the understanding of cellular mechanisms involving
groups of gene products that act in coordination in
response to environmental stimuli.

Methods

A total of eleven different cDNA libraries were prepared
from hexaploid wheat (Triticum aestivum) for the FGAS
EST sequencing project and are summarized in Table 1.
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Cultivar Norstar was used for Libraries 2 to 6 to represent
various tissues, developmental stages and stress condi-
tions. Six subtracted cDNA libraries (suppression subtrac-
tive hybridization; SSH), named TalT2 to TaLT7, were
also prepared from two different wheat lines (C114106
and PI178383) and cv Norstar as a complementary
approach to isolate differentially expressed transcripts.
The "Library 1" and TaLT1 libraries were not used for the
large scale EST sequencing FGAS project since the former
was not prepared in a Gateway-compatible vector and the
latter was generated to optimize the SSH protocol.

Preparation of the cDNA libraries

Growth conditions

For Libraries 2 and 3, the seeds were germinated in water-
saturated vermiculite for 7 days at 20°C and 70% relative
humidity under an irradiance of 200 pmol m2sec!and a
15-hr photoperiod. At the end of this period, the aerial
parts (crowns and leaves) and roots of control plants were
sampled and individually frozen:. Cold acclimation was
performed by subjecting germinated seedlings to a tem-
perature of 4 °C with a 12-hr photoperiod for 1, 23 and 53
days under an irradiance of 200 umol m-2sec-!. Seedlings
were watered with a nutrient solution (0.5 g/l 20:20:20;
N:P:K]. Salt stress was induced by watering with the nutri-
ent solution containing 200 mM NaCl for 0.5, 3 and 6-hr.
Aerial parts of cold-accdlimated plants were sampled for
Library 2 and roots of both cold-acclimated and salt-
stressed plants were sampled for Library 3.

For Library 4, two different water stress conditions were
used. For bench experiments, seeds were germinated for 7
days as described for Library 2. At the end of this period,
plants were removed from vermiculite and left at room
temperature on the table without water for 1, 2, 3 and 4
days before sampling. For growth chamber experiments,
seeds were germinated in a water-saturated potting mix
(50% black earth and 50% ProMix) for 7 days under an
irradiance of 200 umol m™ sec!. The temperature was
maintained at 20°C with a 15-hr photoperiod under a rel-
ative humidity of 70%. After this period, watering of
plants was stopped. Four time points were sampled dur-
ing a two weeks period; the first after wilting was observed
and the last, two weeks later, and consisted of living
crown and stem tissues (leaf tissue was yellow and thus
not induded in the sampled material).

For Library 5, seeds were germinated for 7 days and cold-
treated for 49 days (full vernalization) as described for
Library 2. Seedlings were then potted in water-saturated
potting mix and transferred to flower inducing conditions
(20°Cand a 15-hr photoperiod). Tissues were sampled as
follows: 1 cm crown sections after 30 days of cold treat-
ment; 1 cm vernalized (49-day cold-treated) crown sec-
tions that were exposed to flower inducing conditions for

http://www.biomedcentral.com/1471-2164/7/149

11 days; different developmental stages of spike forma-
tion (5 to 50 mm); and different developmental stages of
spike and seed formation after the spikes had emerged
from the flag leaf (visible).

For Library 6, seeds were germinated for 7 days and cold-
treated as described for Library 2, except that cold treat-
ments were performed for short time points (1, 3 and 6
hr) in the light or in the dark. Crown sections (1 cm) and
green leaf tissues were harvested individually for each
time point and for both exposure conditions.

For SSH libraries TaLT2 to TaLT7, plants were germinated
as described for Library 2 except that the light intensity
was 275 um m2s ! and the cold treatment was performed
at 2°C for 1, 21 or 49 days. Crown sections (1 cm) were
harvested individually for each time point.

RNA purification and cDNA synthesis

For Libraries 2 and 3, total RNA was isolated using the
phenol method [53] except that the heating step at 60°C
was omitted, whereas the TRI Reagent method (Sigma)
was used for Libraries 4 to 6 and TRIzol (Life Technolo-
gies) was used for the TaLT libraries. For Libraries 2 to 6,
poly(A)* RNA was purified from the total RNA samples
using two cycles of an oligo(dT)-cellulose affinity batch-
enrichment procedure [53] whereas PolyA Pure (Ambion)
was used for the TaLT libraries. Total RNAs were subse-
quently used for cDNA synthesis. For all libraries, cDNA
synthesis was initiated with a Notl primer-adaptor
(GCGGCCGCCCT,5) using the 'SuperScript™ Plasmid
System with Gateway Technology for cDNA Synthesis and
Cloning' kit (Invitrogen). For Libraries 3 to 6, methylated
dCTP was added to the first strand reaction mix to prevent
cleavage by the Notl restriction enzyme used for direc-
tional cloning. For Library 6, the 'GeneRacer' kit (Invitro-
gen) was used prior to first strand synthesis to
dephosphorylate truncated and non-mRNAs, remove the
5' cap structure from intact mRNA, and ligate the gene
racer RNA oligo 5-CGACUGGAGCACGAGGACACU-
GACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3'. The precipita-
tion steps in the kit were replaced by the RNeasy Mini
Protocol for RNA Cleanup (QIAGEN). For this library, the
second strand ¢cDNA was synthesized using Pfx DNA
polymerase (Invitrogen) and the primer 5'-CGACTGGAG-
CACGAGGACACTGA-3' homologous to the RNA oligo.
The 'SuperScript™ Plasmid System with Gateway Technol-
ogy for cDNA Synthesis and Cloning' kit (Invitrogen) was
used for the remaining steps of the construction of Librar-
ies 2 to G except that the precipitation steps without yeast
carrier tRNA were replaced by the QIAquick PCR purifica-
tion procedure (QIAGEN). For the TalT2, 3, 6 and 7
libraries, the Nitro-pyrrole anchored oligo-dT priming
technique was used [54]. For TaLT4 and TaLT5 libraries,
the SMART ¢DNA (Clontech) priming kit was used.
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Table 6: Annotated contigs that are unique to the TalLT libraries (SSH).

Contig name Annotation Number Contigs with similar
of ESTs annotation containing ESTs

over-represented in FGAS

CLI1246Contig2  Putative high-affinity potassium transporter 29
CLI122Contig2  Putative phosphoribosylanthranilate transferase 27 7-fold 7e-53 CL10525Contig!
CLI701Contigl  Potential phospholipid-translocating ATPase 23
CLI96iContigl  Transcriptional factor B3-like 20
CLI506Contig2  DHHC-type zinc finger domain-containing protein-like 19
CL2126Contigl  Putative ACT domain-containing protein 19
CL622Contig3 50S ribosomal protein L22-like 19
CL2193Contigl  Putative DEAD/DEAH box RNA helicase protein 17
CL1038Contig2  Pollen-specific calmodulin-binding protein 6
CL3163Contigl  ATP synthase protein 9, mitochondrial precursor (EC 3.6.3.14) (Lipid-binding 12
protein)
CL3186Contigl  Putative pollen specific protein (Putative ascorbate oxidase) 12
CL1986Contigi  Putative dCK/dGK-like deoxyribonucleoside kinase 10
CL3856Contigl  Protein kinase domain 10
CL2813Contigd  MKIAAQI24 protein (Fragment) 9
CL4654Contigl  Hypothetical protein OS|NBa0088106.19 8
CL4703Contigl  40S ribosomal protein S7 8
CL4937Contigl  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12) 8
CL1038Contig3  Hypothetical protein AT4g28600 7
CL4812Contigl  Homeobox transcription factor-like 7
CL482IContigl  Agglutinin isolectin 3 precursor (WGA3) (Fragment) 7
CL4846Contigl  Putative aldo/keto reductase family protein 7
CL10Contig35 Ribosomal protein L10A 6
CL4Contig25 Phytochrome B (Fragment) 6
CL582IContigl  Putative very-long-chain fatty acid condensing enzyme CUT | 6 7-fold 2e-57 CL5480Contig|
CL5833Contigl  Putative UDP-Gal:betaGlcNAc beta |,3-galactosyltransferase-| 6
CL6515Contigl ~ NBS-LRR disease resistance protein homologue 6
CL823Contig3 Putative RNA splicing protein é
CL1392Contig2  Heat shock factor-binding protein | 5
CL4432Contig2  Putative chromomethylase 5
CL5300Contig2  Hypothetical protein 5
CL6924Contigl  Beta-expansin (Fragment) 5 7-fold 8e-48 CL235Contigé
CL6960Contigl  Hypothetical protein OSJNBb0027B08.22 (Hypothetical protein 5
OSJNBa0078D06.5)
CL7305Contigl  Agglutinin (CCA) 5
CL7698Contigl  Putative resistance gene analog PIC27 5
CLI10IContigd  Putative amino acid transporter 4
CLI531Contig2  Putative ZIP-like zinc transporter 4
CLI1739Contig3  Putative ethylene-responsive small GTP-binding protein 4
CLI8Contig7 Putative ribosomal protein L5 4
CL2037Contig3  Protoporphyrin IX Mg-chelatase subunit precursor 4
CL222IContigl  Putative Ribosome recycling factor, chloroplast 4
CL2305Contigl  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 12 (elF-3 p25) (elF3k) 4
CL3669Contig2  Putative ascorbate oxidase promoter-binding protein AOBP 4
CL36Contig7 Adenosylhomocysteinase-like protein 4
CL3840Contig2  Putative aminopropyl transferase 4
CL6158Contig2  Cytochrome Cé, chloroplast-like protein 4
CL7225Contigl ~ P0076017.10 protein 4
CL732Contig2 OS|NBa0070C17.10 protein 4
CL7697Contigl  Heat shock factor protein hsf8-like 4
CL8407Contigl  Aldo/keto reductase family-like protein 4 | I-fold 3e-54 CL3996Contig|
CL9543Contigl  Anthranilate N-benzoyltransferase-like protein (AT5g01210/F7)8_190) 4
CLI0751Contigl  Histone H4-like protein 3 7-fold 6e-46 CL9Contigbé
CL10863Contigl  Methionine S-methyltransferase (EC 2.1.1.12) (AdoMet:Met S- 3
methyltransferase)
CL11049Contigl  Transferase family 3
CL12283Contigl  Putative PPR-repeat containing protein 3
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Table 6: Annotated contigs that are unique to the TalLT libraries (SSH). (Continued)

CLI12337Contigl
protein |4)
CLI1271 IConrigl
CLI1347Contig2
CL1402Contig2
CL1688Contig3
CLIContig342
CLIContig350

Omega-3 fatty acid desaturase
Putative VIP2 protein

Putative plastid ribosomal protein L1 |
Protein H2A

Protein H2A

CLIContig36 60S ribosomal protein L17-1
CL2045Contigl  Cap-binding protein CBP20
CL2470Contig2  Putative inorganic pyrophosphatase
CL2890Contigd ~ Mak3 protein-like protein
CL3033Contig2  Putative serine/threonine phosphatase
CL3124Contig2  Putative ATP phosphoribosy! transferase
CL4048Contig2  Boron transporter

CL4808Contig2  Putative DNA topoisomerase ||
CL617Contig3 Putative calreticulin

CL7904Contigl  Hypothetical protein OSJNBb0004M10.19
CL9749Contigl  Putative subtilisin-like proteinase
CL9993Contigl  Hypothetical protein Atlg78915
CL4836Contig2  MtN3-like

U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 (U3 snoRNA-associated

Putative lipase/acylhydrolase (Putative anther-specific proline-rich protein)

3
3
3
3
3
3 | 5-fold 8e-74 CL1Contig! 13
3 I5-fold 2e-47 CLIContigl 13
3
3
3 7-fold le-75 CL2470Contg|
3 7-fold 4e-91 CL2890Contig!
3
3
3
3
3 5-fold 9e-152 CL617Contig!
3
3 9-fold 3e-20 CL5317Contig!
3
2

Suppression Subtractive Hybridization

For the TaLT libraries, SSH was performed on the RNAs
isolated from crowns. For the TaLT2 library, RNA from
CI14106 cold-acclimated for 1 day was used as tester RNA
and subtracted by SSH against the driver RNA from v
Norstar cold-acclimated for 21 and 49 days (equal
amounts of cDNAs were pooled together before subtrac-
tion). For TaLT3, 21 and 49-day cold-acclimated C114106
was subtracted against cv Norstar cold-acclimated for 1
day. For TaLT4, 1 day cold-acclimated P1178383 was sub-
tracted against 21 and 49 days cold-acclimated cv Norstar.
For TaL'T5, 21 and 49 days cold-acclimated PI178383 was
subtracted against 1 day cold-accimated Norstar. For
TaLT6, 1 day cold-acclimated CI14106 was subtracted
against non-acclimated CI14106. For TaLT7, 21 and 49
days cold-acclimated CI14106 was subtracted against
non-acclimated CI14106.

Cloning into vectors

For Libraries 2 to 6, a Sall adaptor (GTCGAC-
CCACGCGTCCG) was ligated to the 5’ end of the cDNAs
synthesized with the Notl primer-adaptor to allow for
directional cloning. The first two (for Libraries 3 to 5) or
five (for Libraries 2 and 6) fractions eluting from size frac-
tionation column chromatography and containing
c¢DNAs larger than 0.5 kb were pooled for ligation with
the vector. About 15 ng of Sall-Notl-digested cDNAs was
ligated with 50 ng of the pCMV.SPORT6 vector, which
contains the attB1 and attB2 site-specific recombination
sites flanking the multiple cloning sites. Therefore, clones
isolated from these libraries can be rapidly transferred
into Gateway™ destination vectors using site-specific
recombination (Invitrogen). The libraries were then trans-
formed into ElectroMAX™ DHI10B cells (Invitrogen) for

Library 2 or ElectroTen-Blue™ cells (Stratagene) for Librar-
ies 3 to 6. For TalT libraries, the PCR-amplified products
of SSH were non-directionally cloned into the pGEM-T
vector and transformed into DH5a cells.

Assessment of library quality and selection of clones for
sequencing

Around 6.0 x 106 primary clones were obtained for Librar-
ies 2 to 6. To determine the average cDNA size, 96 clones
were randomly chosen from different libraries and the
plasmids digested and characterized on agarose gels. Aver-
age insert sizes were estimated at 1300 bp (Library 2: 14%
of inserts below 750 bp, 59% between 750 and 1500 bp,
and 27% above 1500 bp), 1560 bp (Library 3: 10% below
750 bp, 44% between 750 and 1500 bp, and 46% above
1500 bp), and 1100 bp (Library 6: 17% below 750 bp,
68% between 750 and 1500 bp, and 15% above 1500
bp). Since all libraries contain an average of ¢ million dif-
ferent clones, this collection represents an important
resource to isolate full length dones for which only trun-
cated cDNAs are available. To reduce the number of ESTs
representing highly expressed genes, Libraries 2 to 6 were
hybridized to 32P-labelled ¢cDNAs from non-acclimated
plants. Colonies showing with the weakest hybridization
signals were picked for sequencing.

Bioinformatics

Trimming high quality sequences

Sequence tracefiles were obtained from the FGAS project
(110,544 ESTs) and from the NSF (82,332 ESTs; [55]) and
DuPont (154,171 ESTs) collections. The latter two collec-
tions comprise EST sequences derived from many ¢cDNA
libraries prepared from various wheat RNA sources. All
sequences were processed as follows. Quality score
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Figure 3

Plant sterols pathway. ESTs encoding several enzymes of
the sterol pathways are over-represented in the FGAS data-
set. Three enzymes are involved in the production of
squalene from which cycloarthenol is obtained. The FACKLE
and SMT2 enzymes are involved in the production of sito-
sterol with a concomitant decrease in campesterol.

sequences were obtained from tracefiles using PHRED
[56,57]. Only sequences with mean (3>20 were retained.
Poly(A) or poly(T) regions with length = 14 (& 2 errors)
were trimmed and all sequences containing more than
one poly(A) and/or poly(T) sequences were flagged as
putative chimeras. SeqClean3 with generic Univec DB as
well as Lucy4 (using pCMV.SPORTG and pBlueScript 11
splice sites) were used with the default settings in an iter-
ative manner. This recursive approach proved more effi-
cient in removing vector and linker sequences, and low
quality regions than using either one only once. All result-
ing high quality sequences were then re-checked for low-
complexity and all sequences containing more that 50%

hitp://www.biomedcentral.com/1471-2164/7/149

repeats were rejected. A repeat was defined as a minimum
word size of 4 identical bases with a maximum of 1 error.
RepeatMasker? was used with Repeat DB to mask regions
that could eventually bias the assembly. All information
pertaining to library details, sequences and data quality
scores were stored in a mySQL database. After filtering,
269,562 cleaned ESTs were retained for assembly (73,521
ESTs from FGAS, 68,886 ESTs from NSF and 127,155 ESTs
from DuPont).

Clustering, assembly and annotation

Clustering was performed to reduce the redundancy of the
dataset and increase the overall quality of the derived con-
sensus sequences. When a small set of sequences (FGAS
73,521 quality-filtered sequences) was used, the cluster-
ing performed well through TGICL and d2_cluster. How-
ever, when the NSF and DuPont data (196,041
sequences) were added, aberrant large clusters were
obtained. This is presumably due to undetected chimeras,
multi-domain proteins and the transitive closure tech-
nique applied by these applications. These large clusters
(38 k sequences for TGICL and 25 k for d2_cluster) con-
tained many unrelated sequences and were difficult to
assemble, yielding many incongruent and low quality
contigs. To avoid such artifacts, a cluster breaking strategy
was used. First, all sequences that could be contained in
other ESTs were removed, thereby reducing the dataset to
parent sequences. These sequences were then BLASTed
against themselves and results were parsed to extract the e-
values in order to build an adjacency matrix. The distance
(d) between the sequences was calculated based on the
level of similarity established using BLAST e-value where
d =100/-log (e-value). Two parent sequences were consid-
ered to be part of the same cluster when the BLASTN iden-
tity result between them was greater than or equal to 96%.
GRAPH9 was used to flag bridges (articulation points
where the removal of an EST breaks the link between sub-
clusters) and manually split the large graph into distinct
smaller sub-graphs. Other suspicious clusters that were
not automatically detected were manually investigated
and split when required (Figure 4a). Child ESTs, removed
in the first stage were then incorporated into the cluster
containing the parent sequence. For example, the largest
cluster was broken down using the approach described
above and yielded 250 sub-clusters, with the largest being
of 6 k sequences (Figure 4b). TGICL and d2_cluster results
were compared using randomly chosen clusters that were
re-assembled using either clustering tools. It was observed
that TGICL had a higher tendency of joining similar genes
and falsely splitting sequences from the same gene, thus
indicating that d2_cluster was a more reliable clustering
tool in our case.

Both CAP3 |58] and PHRAP were tested to assemble the
sequences. CAP3 was used on TGICL results using the set-
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Figure 4
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Breaking strategy of large clusters. A breaking strategy was used to reduce the size of large clusters. Each sequence in a

cluster was BLASTed against the others and e-values were used to build an adjacency matrix (see Materials and Methods). For
example, an e-100 value will result in a distance of | cm between two sequences. Only values below e-25 were used for graph-
ical display. GRAPH9 was used to flag bridges (articulation points where an EST links two potential sub-clusters) and manually
splita cluster into distinct sub-clusters. A) Example of a cluster region where specific ESTs (in red) can be manually transferred
to sub-clusters (based on the smallest e-value). B) Example of a cluster region that could not be broken into sub-clusters due

to the complex interrelations between ESTs.

tings that appeared satisfactory when assembling barley
EST sequences [7] while PHRAP was used to assemble
d2_cluster results using the default parameters. The first
method generated ~32 k contigs while the latter produced
over 50 k contigs. The first approach gave results more
consistent with the Unigene and TIGR Wheat Gene Index
assembly data with respect to contig number, suggesting
that PHRAP was less appropriate for assembly of the large
dataset used in this study. The total number of singletons
and singlets in both cases was similar; 39 k for PHRAP
(14% of all ESTs) vs. 42 k for CAP3 (15.5% of all ESTs)
and the percentage was close to that found in TIGR
(13.3% of all ESTs). Singletons are defined as unique
sequences that could not be assembled in a cluster
whereas singlets are unique sequences that were assem-
bled in a cluster but could not be assembled in a contig.
Based on the TGICL and d2_cluster comparison and on
the number of contigs obtained with CAP3 and PHRAP,
we chose d2_cluster and CAP3 as the clustering and
assembly tools for this project.

We used different annotation tools to increase the
number of annotated sequences. The unique assembled
sequences produced in our study were annotated after
translation using prot4EST and then BLASTed (BLASTX)
against a GO-annotated database. All the sequences that
did not show sufficient similarity to be functionally clas-

sified with this method were investigated with AutoFact
where sequences are BLASTed against other complemen-
tary databases (ex. PFAM, KEGG, Ribosomal Sequences
database) having GO details.

Digital expression analysis

The relative abundance (digital expression) of FGAS ESTs
was analysed as follows: 1) among the contigs containing
EST sequences present in both the FGAS dataset and NSF-
DuPont dataset, abundance was expressed as a ratio of
FGAS ESTs (without SSH ESTs) to NSF-DuPont ESTs, after
correction for the size (total number of ESTs) in each data-
set; 2) contigs that contained only FGAS ESTs were ana-
lyzed separately; 3) SSH EST abundance was compared
between similar SSH libraries to determine if common
ESTs can be identified; and 4) unique SSH contigs were
identified as these could represent new genes expressed
during cold acclimation.

Identification of homologous genes regulated by stress in
Arabidopsis

The 2,637 putative wheat stress-regulated genes identified
in our study were BLASTed (TBLASTX) against the Arabi-
dopsis proteins TAIR database [12] using a cut-off e-value
of e-25. The Protein ID of the homologous Arabidopsis
proteins were used to identify those that are represented
on the Affymetrix ATH1 genome array and the MWG Bio-
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Table 7: Transcription factors that are differentially expressed in the FGAS dataset relative to the NSF-DuPont dataset.

Transcription factor family

over-represented over-represented Contigsuniqueto FGAS TOTAL

2 to 5-fold over 5-fold with at least 3 ESTs
AP2 (ex. CBF1,2,3, Aintegumenta) 4 7 9 20
BHLH (Ex. AtMYC2) 5 2 0 7
BZIP (Ex. FD) 5 3 0 8
CCAAT-box transcription factor 2 | 0 3
DEAD/DEAH box helicase 4 4 0 8
F-box protein family 3 0 0 3
FLOWERING LOCUS T I 0 I 2
GIGANTEA protein 0 | I 2
Homeodomain Leucine zipper protein (Ex. ABF3 ABF4, 2 2 | 5
ABA response)
MADS box transcription factor (Ex. TaVRTI) 2 0 0 2
MYB (Ex. AtMYB2) 14 7 2 23
NAC-domain containing protein (Ex. RD26 dehydration) i 8 0 19
PHD finger (Ex. pollen development, chromatin-mediated 2 | 0 3
transcription regulation, a variant of Zn-finger)
RING finger containing protein (Ex. HOS! regulating cold 14 4 3 21
response, A variant of Zn finger)
SCARECROW gene regulator-like (Ex. Oxidative stress) 3 | 0 4
WD-repeat containing protein 0 | 0 |
WRKY transcription factor (Ex. Drought, oxidative stress 14 7 7 28
and pathogen induced)
Zinc finger protein (Ex. CO, Indeterminate-related) 30 I 6 47
Other Transcription factor-like 13 47 14 174
Other DNA-binding protein 143 46 I 200
Total 372 153 55 580

tech 25 k 50-mer oligonucleotide array. The cold- and
drought-regulated genes were then identified from the
available published data [14,15].
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