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Les cellules pierreuses et la défense de I’épinette
contre le charancon du pin blanc

Le charangon du pin blanc (Pissodes strobi) est un ravageur important des épinettes de
Sitka (Picea sitchensis) et du complexe d’especes épinette blanche — épinette d’Eugelmann (P.
glauca x engelmannii) en Colombie-Britannique et de I'épinette de Norvége (P. abies) dans I'est
du Canada (King et Alfaro 2009; Daoust et Mottet 2006). Les dommages causés par le cha-
rangon aux pousses apicales des jeunes arbres peuvent entrainer la mort de la tige apicale.
Des attaques répétées produisent des tiges difformes et des arbres rabougris sans croissance
apicale.

Les premiers tests de provenance établis par les services forestiers de la Colombie-
Britannique en collaboration avec I''UFRO (Union internationale des instituts de recherches
forestieres) ont identifié plusieurs populations résistantes d’épinette de Sitka dans I'est de l'ile
de Vancouver et dans la vallée du bas Fraser en Colombie-Britannique (King et Alfaro 2009).
La résistance de I'épinette de Sitka aux attaques du charangon du pin blanc résulterait des
effets combinés des mécanismes de défense chimiques (terpénoides) et physiques (canaux
résiniféres et cellules pierreuses) de I'épinette sur les stades adulte et larvaire de l'insecte.
Les canaux résiniferes préformés (constitutifs) et induits (formés apreés les attaques du cha-
rangon) sont remplis d’oléorésine riche en terpenes et leur role dans la défense contre le
charangon du pin blanc a été documenté (Hall et al. 201 |; Robert et al. 2010).

Récemment, il a été
démontré que |'abon-
dance des cellules pier-
reuses est un trait essen-
tiel de la résistance de
I’épinette de Sitka contre
le charangon du pin
blanc (King et al. 201 I).
Toutefois, il reste encore
plusieurs mystéeres a
résoudre concernant cet
important mécanisme
anatomique de défense,
en particulier les méca-
nismes par lesquels les
cellules pierreuses affec-
tent les charangons, les
genes et les enzymes
régulant la formation des
cellules pierreuses et
leur composition biochi-
mique.

Figure |. Des mandibules de larves de charancon du pin blanc nourris avec un régime semi-artificiel
ne contenant pas de cellules pierreuses (A et C) et un régime alimentaire composé entiérement de
cellules pierreuses (B et D). Les cellules pierreuses n'ont aucun effet mesurable sur l'usure mandibu-
laire des larves de charancon du pin blanc.




Mission et objectifs du projet

Le projet SMarTForests s'appuie sur une décennie de découvertes scientifiques en génomique des épinettes décou-
lant de deux projets antérieurs : Arborea (Université Laval) et Treenomix (University of British Columbia). L’équipe
de recherche posséde I'expérience et le savoir-faire nécessaires pour réaliser ce projet d’envergure. Notre mission
est d’'innover dans le séquencage du génome de I'épinette, de bien positionner le Canada au sein d'initiatives interna-
tionales touchant le génome des coniferes et de réaliser un transfert efficace des résultats et des innovations aux
utilisateurs finaux du secteur forestier canadien.

Le projet SMarTForests a trois grands objectifs :
|. Développer des systémes de marqueurs moléculaires.

2. Séquencer le génome de |'épinette blanche.
3. Analyser les impacts de la génomique forestiére sur I'économie et la société.

Un des objectifs du projet SMarTForests est d’élucider ces questions par des expériences in planta et in vitro avec des
larves de charancons et en utilisant des techniques de pointe en génomique, en biochimie et en microscopie afin d’étudier
la composition et le développement des cellules pierreuses ainsi que les effets des cellules pierreuses sur la biologie du
charangon.

Les cellules pierreuses sont des cellules spécialisées distribuées dans le phloéme et I'écorce de I'épinette de Sitka. Les
cellules pierreuses représentent une défense constitutive qui interférerait physiquement avec |'alimentation des insectes.
Les travaux de recherche avant-gardistes de David Wainhouse et ses collégues, portant sur I'épinette de Sitka et |'épinette
de Norvege, ont démontré que les arbres contenant des quantités élevées de cellules pierreuses sont résistants au den-
droctone européen de I'épinette, Dendroctonus micans (Wainhouse et al. 1990). lls ont émis I'hypothése que la résistance
exercée par les cellules pierreuses serait causée par une usure accentuée des mandibules (les pieces buccales broyeuses)
des larves du dendroctone, combinée a un effet anti-nutritif. Nos premiers résultats montrent que les cellules pierreuses
n'ont pas d'impact sur les mandibules du charangon du pin blanc (Figure I). Par contre, lorsque présentes a haute densité
dans des arbres vivants, les cellules pierreuses affectent significativement la croissance et le développement des larves. Un
régime semi-artificiel pour les larves de charangon du pin blanc, récemment mis au point dans notre laboratoire, a été
utilisé pour tester I'effet des cellules pierreuses in vitro et soutient nos résultats in planta (figure |, page 1).

Des études antérieures ont suggéré que les
cellules pierreuses seraient completement li-
gnifiées (Wainhouse et al. 1990) et des travaux
récents sur I'épinette de Norvége ont identifié
la présence de quantités infimes de deux com-
posés phénoliques de faible poids moléculaire,
en particulier le stilbéne astringine et le dihy-
droflavonol dihydroxyquercetin 3'-O—-3-D—
glucopyranoside (Li et al. 2007). Les cellules
pierreuses présentes dans d'autres systemes,
tels que la poire (Pyrus spp.), sont principale-
ment constituées de cellulose et de lignine
(Tao et al. 2009). En utilisant I'imagerie histo-
chimique et histobiochimique pour étudier la
composition des cellules pierreuses, nous
avons identifié la cellulose, les hémicelluloses
et la lignine comme composants principaux de
la paroi cellulaire secondaire des cellules pier-
reuses (Figure 2).

Figure 2. Une forte concentration d'hémicellulose
dans la paroi cellulaire est révélée par limmuno-
marquage et montre un groupe de cellules pier-
reuses mature (a droite) dans le cortex de I'épi-
nette de Sitka. Les vaisseaux du xyléme (a gauche)
dans les aiguilles voisines sont également marqués,
montrant la similarité de la composition des parois
cellulaires secondaires entre différents types de
cellules et d’organes.



http://www.arborea.ulaval.ca
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La composition des cellules pierreuses de I'épinette de Sitka semble étre similaire a celle des cellules du xyleme -
un autre type de cellules hautement lignifiées. Ces résultats soutiennent I'hypothese que la formation des cel-
lules pierreuses serait régie par les geénes qui sont impliqués dans la formation de la paroi cellulaire secondaire.
Les genes impliqués dans la biosynthése de la cellule pierreuse de I'épinette sont présentement en cours d’iden-
tification. Nous avons identifié€ un moment critique dans le cycle annuel de croissance durant lequel les cellules
pierreuses font leur apparition dans la tige apicale (Figure 3). Nous utilisons la microdissection par capture laser (Abbott
et al. 2010) pour isoler des cellules et des groupes de cellules pierreuses en développement afin de séquencer leur trans-
criptome.

Figure 3. Une forte concentration d'hémicellulose dans la paroi cellulaire est révélée par limmunomarquage et
montre un groupe de cellules pierreuses en développement dans le cortex d’une épinette de Sitka résistante
(H898 - a gauche) et susceptible (Q903 - a droite).

L'identification des genes, des métabolites et des processus moléculaires sous-jacents a la fonction écologique et a la
formation des cellules pierreuses permettra d’améliorer notre compréhension des mécanismes naturels de résistance
contre le charancon du pin blanc et d’améliorer les programmes de sélection génétique. Notre travail en génomique
fonctionnelle sur la génétique des cellules pierreuses est en lien étroit avec d'autres travaux du projet SMarTForests en
génomique des populations.
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Le génome d'une épinette blanche

L'épinette blanche (Picea glauca) est un conifere dominant des foréts boréales de I'Amérique du Nord. Obtenir des
ressources génomiques pour cet arbre a valeur commerciale permettrait d'améliorer la gestion forestiére tout en
facilitant les efforts de conservation. Par contre, la tres grande taille et le contenu répétitif de son génome repous-
sent les limites de la technologie actuelle du séquencage et de I'assemblage des génomes. L’assemblage d'un grand
génome comme celui d’un conifére est une tache ardue. Estimé a 20 milliards de paires de bases, ce qui est sept
fois plus grand que le génome humain, le génome de I'épinette blanche s'est avéré difficile a assembler. Dans notre
publication récente (Birol et al. 2013), nous décrivons une stratégie de séquencage par échantillonnage aléatoire du
génome d'une épinette blanche (PG29) en utilisant deux plateformes de séquengage lllumina et son assemblage a
I'aide du logiciel ABySS. Nous présentons une ébauche du génome de 20,8 milliards de paires de bases. Il com-
porte 4,9 millions d’échafaudages. La taille N50 des échafaudages est de 20 356 bases, ce qui indique que 50% du
génome est représenté par des échafaudages plus grands que 20 356 bases. Nous démontrons comment des amé-
liorations récentes dans la technologie de séquengage, en particulier I'augmentation des longueurs de séquences
brutes et I'obtention de séquences appariées (« paired end reads ») de longs fragments d’ADN ont un impact ma-
jeur sur la contiguité de I'assemblage. Nous notons également que le développement continuel des outils bioinfor-
matiques joue un réle important dans la production rapide d’assemblages.

Référence:
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J. Bousquet, K. Ritland, J. MacKay, J. Bohlmann et S.J.M. Jones. 2013. Assembling the 20 Gb white spruce (Picea
glauca) genome from whole-genome shotgun sequencing data. Bioinformatics 29(12):1492-1497.

Acces aux données

Le premier assemblage du génome de I’épinette blanche (PG29)

Le projet SMarTForests a publié un premier assemblage du génome de I'épinette blanche (Picea glauca) via le National
Center for Biotechnology Information (NCBI) : [Bioproject PRINA83435, Accession ALWZ0000000000]. En plus du
portail NCBI, nous avons également créé un portail distinct pour le premier assemblage [ftp:/ftp.bcgsc.ca/public/

Picea Glauca/]. Cet assemblage initial du génome de I’épinette blanche, provenant d’un arbre individuel diploide, fut basé
sur un séquencage aléatoire utilisant une plateforme a haute performance (HiSeq2000). Nous continuerons de produire
des ressources de séquencage améliorées et de mettre a jour I'assemblage du génome de I'épinette blanche. L’accés aux
données de I'assemblage du génome de I'épinette blanche vise a soutenir la recherche et le développement dans la com-
munauté scientifique selon les principes énoncés durant l'atelier de Toronto sur le partage prépublication des données
génomiques. [/Portals/0/1st%20assembly%20release%20notice.pdf] Pour citer cette ressource, veuillez utiliser I'article
suivant : Birol et al. 2013 Bioinformatics 29 (12) :1492-1497.

Données SNP

Les 13,461 variations de séquences géniques (SNP, single nucleotide polymorphisms) chez I'épinette blanche (Picea glau-
ca) décrits dans deux articles de Pavy et collaborateurs publiés en 2013 (BMC Biology 10:184 (27p.) et Ressources Molecu-
lar Ecology 13 (2): 324 -336) sont maintenant disponibles dans la base de données du National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Les méthodes de détection des SNP et les résultats de
génotypage sont décrits dans les publications.

Un atlas de 212 765 SNP de haute confiance

Les SNP ont été détectés parmi les séquences de plusieurs milliers de génes exprimés en utilisant le logiciel Varscan. Des
séquences de nouvelle génération ont été alignées sur le catalogue des génes de I'épinette blanche (GCAT) en utilisant le
logiciel Mosaik. Les SNP ayant une fréquence allélique faible MAF<0,01 ont été rejetés. La précision de la détection des
SNP a été vérifiée a partir d’'un grand jeu de données de génotypage, montrant le haut niveau de confiance des SNPs de
l'atlas. Ces SNP sont également disponibles dans le Single Nucleotide Polymorphism Database du NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).
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Evénements a venir

SMarTForests est fier de vous présenter, en collaboration avec I'Institut forestier du Cana-
da, une série de conférences électroniques portant sur la génomique forestiére et ses re-
tombées, du |3 au 27 novembre 2013.

Pour plus d’informations : http://cif-ifc.org/site/electure
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