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Préambule

Ce travail de these a été réalisé au sein de I’Unité de Recherche Amélioration, Génétique
et Physiologie Forestieres, INRA Val de Loire, Centre d’Orléans. |l s’inscrit dans un des
themes de recherche développes par I’Unité, a savoir le décryptage des mécanismes
moléculaires de la formation du bois, chez le Peuplier, espece modele en biologie forestiére,

mais également espéce d’intérét économique.

Mon manuscrit de these est organisé en 6 parties. Tout d’abord, dans une partie
bibliographique introductive, je présenterai le peuplier et ses caractéristiques, puis je décrirai
I’état des connaissances sur la formation du bois chez les Angiospermes et les acteurs
moléculaires déja identifiés. Cette partie s’achevera par I’exposé des objectifs de these, de la
stratégie adoptée et des méethodes expérimentales choisies. Un chapitre du manuscrit est dédie
a la présentation du Matériel et des Méthodes. Les résultats de ma thése sont ensuite structurés
en 3 parties : choix des facteurs de transcription (FT) et propriétés, identification des cibles
ADN des FT choisis par une approche in vivo génome-entier (ChlIP-SEQ), et enfin, analyse de
la fonction in planta des FT choisis par I’étude de peupliers transgeniques. Les resultats seront
discutés au sein de chaque chapitre ; une conclusion et une discussion générale feront une

synthese des différents résultats.

Ce travail a été financé principalement par le projet Région Centre AMC2B, Acteurs
Moléculaires du Contrdle de I’Angle des Microfibrilles de Cellulose dans le Bois et par le projet
AIP Bioressources REGEX, ainsi que par le projet KBBE TreeForJoules. Ma bourse de these
est une bourse mixte INRA EFPA / Région Centre.
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Introduction et objectifs

Le bois est la plus importante source naturelle d’énergie renouvelable. En complément
de son utilisation traditionnelle pour le chauffage, le bois constitue une nouvelle alternative
aux combustibles fossiles. Le bois est en effet une source potentielle de bioéthanol, produit a
partir de la cellulose contenue dans ses fibres. Il est utilisé également comme mateériau (bois
de construction, ameublement, emballages...) et comme matiere premiére (bois de trituration
pour la fabrication de papier, cartons, panneaux de particules...). Enfin, les cellules de bois en
développement représentent un des plus importants réservoirs en CO2 atmosphérique,
réduisant ainsi I’un des acteurs majeurs du réchauffement climatique (Plomion et al. 2001,

pour revue, voir Zhong et al. 2010a).

Mon travail de thése s’inscrit dans une deémarche plus large de décryptage des
mécanismes moléculaires impliqués dans la formation du bois. Il porte sur I’étude
fonctionnelle de 3 facteurs de transcription impliqués dans la formation du bois chez le
peuplier, qui est a la fois un arbre modele en biologie et une essence d’importance
économique. Dans une premiére partie, j’exposerai les caractéristiques du peuplier, ses atouts
biologiques et les ressources génétiques et génomiques disponibles. Puis, dans un second
temps, je décrirai les différentes étapes de la formation du bois et des parois secondaires.
Enfin, je me focaliserai sur les acteurs moléculaires déja connus impliqués dans la formation

du bois, avec une emphase particuliere sur les facteurs de transcription.

1- Le peuplier
1.1- Le genre Populus

Taxonomiquement, le genre Populus appartient a la famille des Salicacées; il fait ainsi

partie de la méme famille que les saules et les osiers (genre Salix). Ce genre comprend 29
especes de peuplier, définies principalement sur des critéres morphologiques et ecologiques,
réparties en six sections (Populus, Turanga, Aigeiros, Leucoides, Tacamahaca et Abaso,
Dillen et al. 2011). L’aire naturelle de répartition du genre Populus couvre la quasi-totalité de
I’hémisphére Nord (Etats-Unis, Canada, Europe, Afrique du Nord, Russie, Chine et Japon).
Aucun peuplier ne pousse a I’état naturel dans I’hémisphére Sud mais il est cultivé dans les
régions tempérées de I’Argentine et du Chili (Dickmann & Kuzovkina, 2008). Les
populations naturelles s’organisent le plus souvent le long des ripisylves et dans les zones
4
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humides (Dickmann & Kuzovkina, 2008). Toutefois, certaines espéces telles que les trembles
(P.tremuloides, P. tremula) se rencontrent en forét. En France, les trois especes autochtones

sont P. tremula (tremble), P. alba (peuplier blanc) et P. nigra (peuplier noir).

Ces espéces sont en trés grande majorité diploides (2n = 38), dioiques, avec des fleurs
groupées en chatons. Elles arrivent & maturité sexuelle au bout de 4 a 8 ans, ce qui est précoce
pour un arbre. Elles sont souvent caractérisées par une croissance rapide. Les peupliers sont

peu longeévifs, méme si certains arbres remarquables peuvent atteindre 200 a 300 ans.

Certaines de ces espéces peuvent se croiser entre elles et avoir une descendance fertile,
la barriere de I’espece étant tres faible dans le genre Populus (Stanton, 2009). L’hybridation
interspécifique peut se produire naturellement entre espéces partageant la méme aire de
répartition, mais peut également étre provoquee par croisements controlés. Cette propriété a
été valorisée en création variétale pour générer des peupliers hybrides a forte croissance

(vigueur hybride).

1.2- Une essence d’intérét économique

Avec moins de 250 000 ha de plantations en France, soit moins de 2% des surfaces
boisées (FAO, 2008), le peuplier est la seconde essence feuillue a étre récoltée, en volume,
apres le chéne (35% des surfaces boisées). Ce résultat s’explique par sa tres forte productivité.
Actuellement, les peupleraies sont principalement menées en plantation monoclonale a faible
densité, avec une rotation de 15 a 20 ans. Le bois ainsi produit est apte a étre utilisé en
déroulage et sciage pour la confection d’emballages Iégers et de panneaux de contre-plaque,
qui sont les deux utilisations les plus rémunératrices pour le bois de peuplier.
Alternativement, il peut étre utilisé en bois de trituration pour les usines de pates a papier. Le
peuplier est également une essence pouvant étre menée en taillis a courte rotation (5-7 ans) ou
trés courte rotation (2-3 ans) dans des plantations a haute densité (10 000 tiges/ha) a des fins
de production de biomasse (plaquettes, granulés) (FCBA, 2009). Il est fort probable que ce
type de plantations, dédiées bioénergie, se développe dans les années a venir.

En terme de ressources génétiques, la populiculture francaise repose actuellement

principalement sur des plantations monoclonales de peupliers hybrides de clones
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euraméricains (Populus deltoides x P. nigra, clones Robusta, Koster, 1-214, Triplo, Blanc du
Poitou, Flevo, ...) ou de clones interaméricains (Populus deltoides x P. trichocarpa, clones
Beaupré, Boelare, Unal, Hunegem, Raspalje), issus principalement des programmes
d’amélioration des pays voisins, Belgique, Italie et Pays-Bas. Les hybrides issus des
croisements présentent généralement une forte vigueur hybride qui se traduit par une
excellente productivité (Marron et al. 2007; Dillen et al. 2009). En France, la création du
Groupement d’Intérét Scientifique (GIS) Peuplier en 2001, regroupant le FCBA, I’IRSTEA et
I’INRA, a permis de structurer le programme francais d’amélioration génétique du peuplier.
Les premiers cultivars francais homologués sont actuellement en cours de diffusion
(homologation publiée, arrété du 08 avril 2013, paru au JO du 20 avril 2013). Les criteres de
sélection portent sur la productivité, la forme et le degré de branchaison des arbres, ainsi que
la résistance aux pathogénes (rouille foliaire, brunissure des feuilles et chancre bactérien)
(Berthelot et al. 2005).

Les peupleraies sont majoritairement localisées dans les plaines alluviales, le peuplier
nécessitant beaucoup d’eau pour une productivité maximale. Les grandes régions populicoles
sont la Picardie et le bassin Parisien, la région Poitou-Charentes et le bassin Aquitain, et la
région Centre et la basse vallée de la Loire.

1.3- Un arbre modele en biologie

En plus de leur intérét économique, les peupliers possédent des atouts biologiques qui
ont conduit a leur adoption comme modéle d’étude, depuis plusieurs décennies, dans les
laboratoires développant des recherches plus fondamentales, portant sur des processus
biologiques, spécifiques ou non des arbres, tels que la formation du bois, le développement du
systéme racinaire, la résistance a la sécheresse, I’entrée en dormance des bourgeons, la
résistance a des pathogenes, etc... lls sont disponibles sous forme de clones, sont multipliés
aisément par bouturage, ont une croissance rapide : on peut donc conduire des
expérimentations sur des individus génétiqguement identiques, sur un temps relativement court
pour un arbre. La technique de la transformation génétique, technique incontournable pour

I’étude de la fonction de genes in planta, a été disponible rapidement via Agrobacterium
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tumefaciens, mais reste limité a un petit nombre de clones (Leplé et al. 1992, Busov et al.
2005).

De nombreuses cartes genétiques sont disponibles pour différents pédigrees de
cartographie chez différentes especes. Depuis 1994 et la publication de la premiére carte
génétique construite sur une famille F2 P. trichocarpa x P. deltoides (Bradshaw et al. 1994),
d’autres cartes génétiques ont été développées utilisant différentes especes parentes (pour
exemple, Jorge et al. 2005, Cervera et al. 2001, Gaudet et al. 2008).

Le génome du peuplier est relativement petit : sa taille physique est estimée a 500 Mb,
soit 4 fois celui d’Arabidopsis thaliana; il est 50 fois plus petit que le génome du pin
maritime. 1l a été choisi pour étre le premier génome d’arbre a étre séquencé. Plus
particulierement, c’est Nisqually-1, un individu femelle de I’espéce P. trichocarpa, qui a été
séquencé en whole genome shotgun avec une profondeur de 7,5X par le Joint Genome
Institute (Tuskan et al. 2006). Cet individu a eté récolté sur les rives du fleuve Nisqually a
I’Ouest de I’Etat de Washington aux Etats-Unis. Depuis, la séquence, I’assemblage et
I’annotation  ont  été  améliorés et  sont  disponibles  sur  Phytozome
(http://www.phytozome.net/). La version 3 est actuellement disponible. Le séquencage est
maintenant a une profondeur de 10X et 423 Mb sont disponibles, dont 388 Mb répartis sur les
19 premiers scaffolds, correspondant aux 19 chromosomes du peuplier. Les 35 Mb restant se
répartissent sur 1446 scaffolds de plus petite taille. Dans cette version de I’annotation, 41 335
loci correspondant a des modéles de genes ont été identifiés, avec potentiellement 73 013
transcrits ayant diverses fonctions biologiques putatives. Dans ce qui suit, nous allons nous
focaliser sur les mécanismes de formation du bois d’une facon générale, et des parois

secondaires plus particulierement.
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Figure 1: Le bois résulte de I’association tri-dimensionnelle de différents types
cellulaires.

Coupes transversales (A), tangentielles (B) et radiales (C) de bois de peuplier (Populus tremula x P.
alba, clone INRA 717-1B4) colorées a la safranine et au bleu Astra. La safranine colore en rouge les
parois lignifiées, alors que le bleu Astra colore en bleu les parois cellulosiques.

f: fibre; p: ponctuation; rp: rayons; v: vaisseau. La barre d’échelle correspond a 50 um. (modifié a
partir de Déjardin et al. 2010)



Figure 2 : Le bois est un tissu trés variable.

Coupes transversales de bois de chataignier (A) et de peuplier (B, C) colorées a la safranine/Bleu
Astra, montrant des différences au niveau de la taille des vaisseaux, de leur nombre, de la taille des
fibres, de la paroi secondaire des fibres entre bois de printemps (EW) et bois d’été (LW), bois normal
(NW) et bois de tension (TW) (Déjardin et al. 2010).
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2- Formation du bois et des parois secondaires
2.1-Anatomie du bois et fonctions pour I’arbre

Chez les plantes ligneuses, le bois ou xyléme secondaire assure trois fonctions
principales : (1) la conduction de la seve brute (I’eau et les solutés) des racines vers le reste de
la plante, (2) le support et le maintien mécanique de I’arbre au cours de sa croissance et face
aux différents stress environnementaux (vent, neige...) et (3) le stockage de réserves
(Plomion et al. 2001, Demura & Fukuda. 2007, Déjardin et al. 2010). Chez les Angiospermes,
différents types de cellules remplissent ces trois fonctions, on dit que le bois est hétéroxyle
(fig.1). Les vaisseaux et les fibres sont impliqueés, respectivement, dans la conduction de I'eau
et le support mécanique, tandis que les cellules du parenchyme, organisées en rayons, sont
impliquées dans le transfert des assimilats entre le phloéme et le xyleme, leur stockage
temporaire sous forme d'amidon ou de lipides, et leur remobilisation a la nouvelle saison
(Déjardin et al. 2010).

Le bois est un tissu trés variable entre especes, mais également au sein d’une méme
espece ou chez un méme individu (fig.2). Par exemple, au sein d’un cerne annuel, on
distingue le bois de printemps (EW) produit lorsque les conditions de croissance sont
favorables, en terme de température, disponibilité en eau et photopériode, du bois d’été (LW),
produit plus tard dans la saison, plus dense, avec des fibres dont le lumen est reduit, avec une
paroi trés épaisse; les vaisseaux sont moins nombreux et de plus faible diamétre dans le bois
d’été (fig.2A et 2B). Si on compare, a titre d’exemple, le bois de peuplier de celui de
chataignier, on observe des fibres dont le lumen est bien visible et des vaisseaux beaucoup
plus nombreux (surtout au niveau du bois d’été) chez le peuplier (fig.2A et 2B) : son bois est
moins dense que celui du chataignier. De méme, le bois de réaction est un bois particulier,
produit cette fois-ci en réponse a des contraintes mécaniques (vent, neige, gravité), dont les
propriétés mécaniques permettent a I’arbre de redresser ses axes, ou tout au moins de
retrouver un certain équilibre. Chez les especes a bois dur, le bois de réaction est appelé bois
de tension (TW) car il se forme sur les faces supérieures des tiges inclinées ou ses fibres sont
sous fortes contraintes longitudinales (valeurs de — 3000 um/m, alors qu’on enregistre des
valeurs de -300 um/m dans le bois normal de peuplier, Clair et al. 2006). Au niveau
anatomique, il se caractérise par des fibres particuliéres, appelées fibres G, présentant une

couche trés épaisse d’aspect gélatineux (couche G), riche en cellulose (fig.2C) (Jourez et al.
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D’aprés Hertzberg et al (2001)

Figure 3 : Etapes de la formation du bois.

Les différentes étapes de la formation du bois (division, expansion et élongation cellulaire, synthése
des composés pariétaux) sont représentées spatialement sur une coupe transversale de peuplier -
schéma ou coupe de tige de colorée a la Safranine/Bleu alcian. D'apres Hertzberg et al. 2001.
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2001). Dans les tiges inclinées artificiellement, les fibres G dans le TW sont formées de
maniere continue, alors qu’elles se forment plutét de maniere intermittente dans le TW formé
naturellement (Tsai et al. 2012). Par rapport au bois opposé (OW), présent sur la face
inférieure des tiges inclinées, le bois de tension présente moins de vaisseaux, de plus faible
diameétre, mais plus de rayons ligneux (Jourez et al. 2001). Les vaisseaux et les fibres sont

plus longs dans le bois de tension (Jourez et al. 2001, Aguayo et al. 2012).

2.2- Les différentes étapes de la formation du bois

Sous nos latitudes, le bois est produit de fagon saisonniere en périphérie du tronc,
grace au fonctionnement d’un meéristeme secondaire, le cambium. La formation du bois
implique différentes étapes principales (fig.3), comprenant d’abord des divisions cellulaires a
partir du cambium. Dans le cas de la formation du bois de tension, on observe une stimulation
de I’activité cambiale cdté TW et une inhibition de son activité cété OW, conduisant a une
eccentricité de croissance (Mellerowicz & Sundberg 2008). Les initiales cambiales entament
ensuite un processus d’expansion (élongation et élargissement radial) déterminant ainsi leurs
dimensions finales avant le dépbt de la paroi cellulaire secondaire et sa lignification
(Mellerowicz & Sundberg 2008). La lignification rend les parois rigides et impermeéables,
entrainant a terme la mort des cellules, fibres et vaisseaux. Le bois est donc forme
principalement de I’enchevétrement tridimensionnel de parois secondaires de cellules mortes,
seules les cellules parenchymateuses des rayons restant vivantes. C’est pourquoi les propriétés
du bois, mecaniques ou chimiques, sont tres fortement liées aux propriétés des parois

secondaires.

2.3. Propriétés et dépot des parois secondaires

Les parois secondaires sont les principaux composants des éléments de vaisseaux et
des fibres chez le bois des dicotylédones (Ye et al. 2006). Elles sont typiquement composées
de cellulose, d’hémicelluloses (xylanes et glucomannanes) et de lignines (Zhong et al. 2007a).

La paroi cellulaire est composée de plusieurs couches qui sont déposées a différentes

périodes pendant la différenciation cellulaire. La premiére couche se développant aprés la
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Figure 4 : La paroi secondaire est composée de plusieurs couches distinctes.

Microscopie a balayage électronique et schéma d’interprétation des différentes couches de la paroi
cellulaire de fibres de bois normal (A, B) et de bois de tension (C, D) de peuplier. A noter que les
lignes dans le schéma indiquent I’orientation préférentielle des microfibrilles de cellulose au niveau
des différentes couches. ML: lamelle moyenne; PCW: paroi primaire; S1, S2, S3: couches de la paroi
secondaire; G: couche gélatineuse dans les fibres de bois de tension. La barre d’échelle correspond a 5
pum (Déjardin et al. 2010).
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division cellulaire est appelée lamelle moyenne ; elle se trouve entre les cellules de xyléme et
assure l'adhésion d'une cellule avec ses voisines. La lamelle moyenne a 0,5 a 1,5um
d’épaisseur et est constituée de matieres pectiques. Au début de la différenciation cellulaire, la
paroi primaire se forme. Cette nouvelle couche fortement élastique est attachée a la lamelle
moyenne et a 0,1 um d’épaisseur. Elle est constituée de plusieurs couches de microfibrilles
(MFs) de cellulose disposées de facon aléatoire au sein de cette paroi, au sein d’une matrice
de substances pectiques et d’hémicelluloses. Quand la cellule en développement atteint sa
taille définitive, la paroi secondaire est alors déposée, elle est beaucoup plus épaisse que la
paroi primaire et joue un rdle important en termes de résistance mécanique (fig.4, Plomion et
al. 2001). Elle est composée de 3 couches différentes, S1 (0,1 a 0,35 um), S2 (1 a 10 um) et
S3 (0,5 a 1,10 um). Chacune de ces couches est composée de MFs de cellulose arrangée
d’une facon paralléle et dont I’angle avec I’axe de la fibre difféere d’une couche S a I’autre
(fig.4). En particulier, I’alternance angle fort / angle faible permet d’augmenter la rigidité de
la paroi et sa résistance mécanique. Du point de vue du biomécanicien, la paroi des cellules
peut en effet étre considérée comme un matériau composite, de type béton armé (Kerstens et
al. 2001). Des modeéles dérivés de la mécanique des matériaux composites ont mis en
évidence I'importance de I’angle des microfibrilles de cellulose (AMF), et de son degré de
cristallinité, pour expliquer les variations macroscopiques des propriétés mécaniques du bois
(Fournier et al. 1994). Enfin, en derniére étape, la paroi des fibres et des vaisseaux est
lignifiée. La lignification de la paroi commence a partir des coins de la cellule puis progresse
de la lamelle moyenne vers la paroi primaire et la paroi secondaire (Donaldson et al. 2001).
La lignification est également un parameétre important dans les propriétés physiques des parois
car elle va les rigidifier et les imperméabiliser.

Les fibres de bois de tension présentent une couche G trés particuliere, qui remplace la
couche S3 des fibres normales (Daniel et al. 2006, fig.4). Cette couche G est constituee
principalement de cellulose trés pure, organisée en macrofibrilles de 30 a 40 nm de diametre
(Daniel et al. 2006). Elle contient également quelques traces de monolignols (Joseleau et al.
2004; Gierlinger et Schwanninger, 2006; Lehringer et al. 2008) et d’autres polysaccharides,
dont la nature est sujet a debat : alors que des xyloglucanes sont détectés dans les couches G
de fibres matures de P. tremula x P. tremuloides (Nishikubo et al. 2007), on ne trouve pas de
xyloglucanes dans les couches G de fibres en différenciation chez le clone INRA 717-1B4 (P.

tremula x P.alba), mais une quantité importante de pectines de type rhamnogalacturonane |
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(Guedes, 2013). Les microfibrilles de cellulose, beaucoup plus cristallines que dans les autres
couches de la paroi secondaire, sont orientées dans le sens de I’axe de la fibre, avec un AMF
tres proche de 0° (Norberg et Meier, 1966).

3- Acteurs moléculaires connus de la formation du bois et des parois secondaires

Il est évident que pour I'étude de la formation du bois, les modeéles ligneux sont
préférables. Cependant, des avancées notables sur [I’identification des mécanismes
moléculaires impliqués dans la formation du bois ont été également obtenues a partir de
travaux menés sur des plantes herbacées telles que la plante modele Arabidopsis thaliana car
elle peut développer sous certaines conditions de culture un cambium conduisant a la
formation d’un xyleme secondaire (Chaffey et al. 2002). Les connaissances actuellement
acquises proviennent, d’une part, de travaux développant des approches de génomique, sans a
priori, réalisés non seulement sur des arbres (Sterky et al. 1998, Hertzberg et al. 2001 ;
Déjardin et al. 2004 ; Paux et al. 2005, Andersson-Gunneras et al. 2006) mais aussi sur des
plantes non ligneuses comme Arabidopsis (Ko et al. 2006) et le riz (Ambavaram et al. 2011)
par exemple. D’autre part, ces connaissances viennent d’études avec une approche gene
candidat que ce soit chez les arbres (Legay et al. 2010 ; Han et al. 2011 ; Zhong et al 2011 ;
Zhu et al. 2013) ou les plantes herbacées (Zhong et al. 2007a; Fornale et al. 2010;
Guillaumie et al. 2010 ; De Micco et al. 2012 ; Bhargava et al. 2013).

3.1- Enzymes et génes de structure

Plusieurs travaux récents ont mis en évidence divers genes impliqués dans la
formation du bois. La formation de la paroi secondaire est pilotée par I'expression coordonnée
de nombreux génes spécifiguement impliqués dans la biosynthese, I'assemblage et le dépbt de
polysaccharides (cellulose, hémicelluloses, pectines), de lignines et de protéines dans la paroi
cellulaire (Plomion et al. 2001, Zhong et al. 2007a, Du et Groover 2010).

11
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Figure 5 : Biosynthése des monolignols via la voie des phenylpropanoides.

Sont indiqués les enzymes et les intermédiaires de biosynthése des monolignols. Chaque fléche
correspond & une réaction dans cette voie et a coté de chaque fleche se trouve le nom de I’enzyme qui
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biochimiques qui ne sont probablement pas impliquées de facon significative dans la biosynthése des
lignines chez les plantes sauvages (Bonawitz & Chapple 2010).
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3.1.1-Genes de la voie de biosynthese des lignines

Les lignines constituent I’un des polymeres importants qui composent la paroi
secondaire chez les plantes. Toutefois, elle est considérée comme un composé indésirable
pour plusieurs utilisations notamment la production de biocarburants. Sa biosynthése a été
largement étudiée surtout chez les arbres. La lignine est synthétisée par couplage oxydatif de
monomeres d’alcools p-hydroxycinnamyliques, appelés monolignols. Ces derniers différent
suivant le nombre de méthoxylation au niveau de leur cycle aromatique. Apres leur synthese,
ils sont transportés vers la paroi cellulaire ou ils sont oxydés par des peroxydases et/ou des
laccases pour étre polymérisés. Les lignines des angiospermes contiennent principalement des
unités guaiacyl (G) et syringyl (S) qui dérivent respectivement des alcools coniféryliques et
sinapyliques (fig.5). Ces polymeres se lient de fagcon covalente aux hémicelluloses donnant
ainsi force et rigidité a la paroi cellulaire. Pendant les deux dernieres décennies, la
biosynthése des lignines a été mieux comprise grace a des études de mutants et/ou de plantes

transgéniques (pour revue voir Boerjan et al. 2003; Vanholme et al. 2008).

Plusieurs enzymes interviennent dans la voie de biosynthése des lignines telles que
I’acide caféique O-méthyltransférase (COMT), I"alcool cinnamylique déshydrogenase (CAD),
la cinnamoyl CoA réductase (CCR), la caffeoyl-CoA 3-O-méthyltransférase (CCoOAOMT), la
4-coumarate-3-hydroxylase (C3H), la cinnamate-4-hydroxylase (C4H), la ferulate
hydroxylase (F5H), la phenylalanine ammonia-lyase (PAL) et I’hydroxycinnamate-CoA-
ligase (4CL) (pour revue, voir Bonawitz & Chapple, 2010, Boerjan et al. 2003 ). Par exemple,
Leplé et al. (2007) ont montré I’implication de la CCR dans la biosynthéese des lignines au
niveau de la paroi secondaire des cellules du xyléme chez le peuplier. De surcroit, Prashant et
al. (2011) ont montré que LiCCR est fortement impliqué dans la biosynthéese des lignines et
possede un réle important dans la détermination de la qualité et la quantité des lignines ainsi
que dans la croissance et le développement des plantes. Par ailleurs, une analyse microarray
chez le peuplier (P. tremula x P. tremuloides, clone T89) a révélé que les genes codant pour
les enzymes de la biosynthese des lignines et de la cellulose, ainsi qu'un certain nombre de
facteurs de transcription et d'autres régulateurs potentiels de la xylogenése sont sous une
régulation transcriptionnelle stricte qui dépend du stade de développement. Cette étude a
permis ainsi de mettre en évidence et/ou de confirmer I’implication de plusieurs enzymes

dans le processus de lignification, notamment une 4CL, deux CADs de type 2, deux
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Figure 6 : Le complexe de cellulose synthase (CESA) dans un contexte cellulaire.

Le complexe de CESA (rouge) est transporté vers la membrane plasmique par exocytose a partir de
I’appareil de Golgi (vert) a travers le réseau trans-Golgi (TGN). Durant la synthése de cellulose, le
complexe de CESA peut étre guidé par les microtubules (bleu; MT). D’aprés Mutwil et al. 2008.
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peroxydases et deux laccases, régulées positivement lors de la lignification (Hertzberg et al.
2001). Dans le bois de tension, dont les fibres ont une couche G pratiquement dépourvue de
lignines, I’expression de plusieurs genes de la voie de biosynthese des lignines
(principalement CCoOAOMT, PAL1, CCR, F5H, COMT) est effectivement fortement réprimée
dans le bois de tension de peuplier, par comparaison au bois normal (Andersson-Gunneras et
al. 2006).

3.1.2- Genes de la voie de biosynthese de cellulose et des hémicelluloses

En plus des lignines, la cellulose et les hémicelluloses sont des composants importants

de la paroi secondaire.

Chez les plantes, la cellulose est synthétisée a partir de rosettes localisées au niveau de
la membrane plasmique (fig.6). Chaque rosette est constituée de six globules, formés chacun
par six unités catalytiques de cellulose synthase (CESA) (fig.6, Mutwil et al. 2008). Dix et
dix-huit genes CESA ont été identifiés respectivement chez Arabidopsis et Populus
trichocarpa. Plusieurs études ont montré que 3 protéines CESA identifiées chez Arabidopsis
(AtCESA4, 7 et 8) ainsi que leurs orthologues chez les arbres, sont impliquees dans la
synthése de cellulose, spécifiquement dans la paroi secondaire. Elles sont différentes des
CESA impliquées dans la formation de la paroi primaire (pour revue voir Mellerowicz &
Sundberg 2008).

Les glucuronoxylanes sont les hémicelluloses les plus importantes de la paroi
secondaire des fibres et des eléments de vaisseaux chez les plantes dicotylédones. Plusieurs
études ont permis d’identifier un grand nombre de genes codant potentiellement pour des
enzymes de biosynthése des xylanes (pour revue voir Mellerowicz & Sundberg 2008).
Certaines glycosyl transferases (GTs), spécifiquement exprimées dans le xyleme de peuplier,
semblent étre essentielles pour la formation de la paroi secondaire au niveau de la synthese
des polysaccharides pendant la formation du bois (Brown et al. 2005). De plus, plusieurs
familles de GTs impliquées dans la biosynthése des xylanes ont été identifiées chez
Arabidopsis (GT43, GT47, GT8) et le peuplier (GT43B, GT47C, GT8D et GT8E/D) (pour

revue voir Mellerowicz & Sundberg 2008). Lee et al. (2010) ont montré que les 4 membres de
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la famille GT43 d’Arabidopsis, 19H, IRX9, 114H et IRX14 sont impliqués dans la biosynthese

de glucuronoxylanes.

Enfin, plusieurs autres genes codant pour des CAZYmes (carbohydrate active
enzymes), impliqués dans la biosynthese de la paroi cellulaire du bois ont été identifiés chez
le peuplier et d’autres espéces ligneuses. Parmi ces génes, on trouve ceux codant pour des
CSLs (cellulose synthase-like), PMEs (pectin methyl esterases), XTH (xyloglucan
endotransglucosylases XETs et hydrolases XEHS) et pour des expansines (pour revue, voir
Mellerowicz & Sundberg 2008).

Un certain nombre de génes codant pour des cellulose synthases, PttCesA3-2,
PttCesA8-2 (Andersson-Gunneras et al. 2006), EgCesAl (Paux et al. 2005) et EgCesA2 (Qiu
et al. 2008) sont regulés positivement dans le bois de tension de peuplier ou d’eucalyptus. De
méme, plusieurs XTH (xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase) sont regulés positivement

pendant la formation de la couche G (Mellerowicz et al. 2008).

3.2- Facteurs de transcription impliqués dans la formation du bois et de la paroi

secondaire

L’expression coordonnée des genes impliqués dans la biosyntheése et I’assemblage des
différents composants de la paroi nécessite une régulation au niveau transcriptionnel, passant
au moins en partie par des FT, fonctionnant en cascade (Demura & Fukuda 2007, Zhong et al.

2007a). Les FT potentiellement impliqués appartiennent a différentes familles.

3.2.1- Facteurs de transcription a MADS-box

Plusieurs génes codant pour des FT de plusieurs familles sont exprimés principalement
pendant la formation du bois chez plusieurs espéces (Demura & Fukuda 2007). En effet, une
étude des séquences EST de peuplier a montré que les génes MADS-box (genes possédant des
domaines MADS-box qui sont des domaines de liaison a I’ADN) sont exprimés dans le bois
et les tissus cambiaux, spécifiques aux plantes ligneuses (Leseberg et al. 2006).
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3.2.2- Facteurs de transcription LBD

Des études récentes ont permis de mettre en évidence chez le peuplier un gene
PtaLBD1 (famille des facteurs de transcription LATERAL ORGAN BOUNDARIES
DOMAIN (LBD)) de forte similarité avec le géne LBD1 d’Arabidopsis thaliana. Ce gene
codant pour un facteur de transcription est fortement exprimé dans le phloéme et la zone
cambiale. Il réprime I’expression de deux genes clés Class I KNOTTED1-like homeobox qui
favorisent I’identité du méristeme dans le cambium et qui sont ARBORKNOX1 (ARK1) et
ARBORKNOX2 (ARK2). Ce géne PtalLBD1 ainsi que trois autres genes LBD (PtaLBDA4,
PtaLBD15 et PtaLBD18) sont principalement exprimés dans des tissus formant du bois
suggerant un role de régulation de ces FT pendant la croissance secondaire dans le bois de
peuplier (Yordanov et al. 2010). PtrLBD15 est activé de facon directe par des PtrWWNDs

(wood-associated NAC domain transcription factor) (Zhong et al. 2011).

3.2.3- Facteurs de transcription de la famille MYB

Les FT MYB appartiennent a un groupe large de FT impliqués dans le développement
des plantes et la différenciation de plusieurs types de tissus. Ils contiennent un motif de liaison
a I’ADN appelé domaine MYB localisé dans le domaine N-terminal de la protéine. Les FT
MYB sont classés en 3 sous-familles: MYB1R, MYBR2R3 et MYB3R en fonction du
nombre de répétitions, dans le domaine de liaison a I’ADN, de 50 acides aminés. Chez les
plantes, on trouve surtout des MYBs appartenant aux sous-familles MYB1R et MYBR2R3
(pour revue, voir Wilkins et al. 2009). Les FT MYB appartenant a la sous-famille R2R3 sont
classés en 22 sous-groupes bases sur la présence de motifs distincts a I’extérieur des domaines

MY B, qui sont, eux, trés conserves (Kranz et al.1998).

3.2.3.1- Certains MYB sont des régulateurs majeurs de la formation des parois

secondaires

AtMYB46 et AtMYB83 fonctionnent de fagon redondante dans la régulation de la
biosynthese de la paroi secondaire dans les fibres et les vaisseaux. Ce sont des régulateurs
majeurs car ils activent une batterie de FT impliqués dans la régulation de plusieurs

métabolismes clés (lignines, cellulose et xylanes). Il a été montré qu’ils activent les mémes
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FT en aval et sont essentiels pour un épaississement normal de la paroi secondaire (McCarthy
et al. 2009). Zhong & Ye (2012) ont montré que MYB46 et MYB83 se fixent sur les
promoteurs des genes/FT cibles au niveau d’un site de 7 pb, appelé SMRE (Secondary wall
MYB-Responsive Element), dont la séquence est ACC(A/T)A(A/C)(T/C) et activent
directement la transcription de FT (AtMYB4, AtMYB7, AtMYB6, AtMYB32, AtMYBA43,
AtMYB52, AtMYB54, AtMYB58, AtMYB63, AtMYB85, AtKNAT7, AtC3H14) mais aussi de
génes impliqués dans la biosynthese des lignines (CCoAOMT1, CAD, 4CL3, Laccasel?,
Laccasell, Cinnamoyl-CoA reductase, ABC transporter, PAL1, PAL2 et PAL4) et des
xylanes (UXS3, 114H, famille GT8, GT14, GT4). Ainsi, MYB46 et MYB83 jouent un role
d’activateur dans la voie de biosynthése des 3 principaux composants de la paroi secondaire :
les lignines, les xylanes et la cellulose (McCarthy et al. 2009, Zhong & Ye 2012). lls sont, a
leur tour, régulés positivement par SND1, NST1, VND6, VND7 et PtrWwWNDs (Zhong et al.
2006 ; Zhong et al. 2008 ; Zhong et al. 2011).

Deux orthologues fonctionnels d’AtMYB46 et AtMYB83 chez le peuplier, PtrMYB3 et
PtrMYB20, régulent aussi la formation de la paroi secondaire et donc la voie de biosynthese
de cellulose, lignines et xylanes (McCarthy et al. 2010). EgMYB2 est un orthologue
fonctionnel d’AtMYB46 chez Eucalyptus, capable de complémenter le double mutant myb46-
myb83 chez Arabidopsis (pour revue, voir Zhong et al. 2010a). Il a d’abord été montré
qu’EgMYB?2 était un activateur transcriptionnel de certains génes de la voie de biosynthese
des lignines, notamment EgCCR et EQCAD2 (Goicoechea et al. 2005). Dans des protoplastes
d’Arabidopsis, EQMYB?2 est capable d’activer des genes impliqués dans les 3 métabolismes
(lignines, cellulose, xylanes), ce qui suggere tres fortement qu’EgMYB2 serait également un
régulateur majeur de la formation de la paroi secondaire chez I’eucalyptus, a I’instar
d’AtMYB46 (Grima-Pettenati et al. 2012).

3.2.3.2- Facteurs de transcription MYB régulateurs positifs de genes/FT de la voie

de biosynthese des lignines

Plusieurs MYBs sont des activateurs directs de la biosynthése des lignines (Zhong et
al. 2009). En effet, plusieurs régulateurs transcriptionnels de cette famille, comprenant
AtMYB61, AtMYB68 et AtMYBG63, activent la biosynthese de ce polymeére (Zhou et al.
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2009 ; Wang et al. 2010). AtMYB61 est impliqué dans le contréle de la lignification chez
Arabidopsis. 1l est, de plus, capable de réguler directement I’expression d’AtKNAT7 et
AtCCoAOMT (Romano et al. 2012). Par ailleurs, MYB103 est nécessaire a I’expression de
F5H et a la biosynthése des lignines de type S (syringyl) au niveau de la hampe florale
d’Arabidopsis (Ohman et al. 2013). De méme, NtMYBJS1 chez le tabac (Galis et al. 2006),
VVMYBb5a chez la vigne (Vitis vinifera) (Deluc et al. 2006), PtMYBL1 et PtMYB4 chez le pin
(Pinus taeda) (pour revue, voir Zhong et al. 2010a) et PtrMYB28 chez le peuplier (Karpinska
et al. 2004 ; pour revue, voir Zhong et al. 2010a) régulent positivement la biosynthese des

lignines.

De plus, deux FT homologues chez Arabidopsis, MYB58 et MYBG63, sont exprimes
dans les fibres et les vaisseaux. Ils sont sous le contrdle de SND1, MYB83 et MYB46.
MYB58 et MYB63 peuvent réguler directement et spécifiguement I’expression des genes de
la biosynthése des lignines ainsi qu’un gene (LAC4), codant pour une laccase associée a la
paroi secondaire; seul MYB58 a la possibilite de se lier directement sur son promoteur et
I’activer (Zhou et al. 2009). Chez le peuplier, un FT PtrMYB28, exprimé dans le bois au
cours de la formation de la paroi secondaire, induit I’expression d’un gene (4CL1) impliqué
dans la biosynthese des lignines pendant la formation du bois (Zhong et al. 2009).

3.2.3.3- Facteurs de transcription MYB régulateurs négatifs de genes/FT de la
voie de biosynthése des lignines

Inversement, plusieurs FT de type MY B, appartenant principalement au sous-groupe 4
présentant un domaine de répression EAR (Ethylene-responsive element binding factor
associated amphiphilic repression) (Kazan 2006), agissent comme des régulateurs négatifs de
la biosynthese des lignines. AmMYB308 et AmMMYB330 sont des répresseurs
transcriptionnels de geénes de biosynthése des monolignols chez le muflier (Antirrhinum
majus) (Tamagnone et al. 1998). Chez le blé (Triticum aestivum), TaMYB4, un FT spécifique
des monocotylédones, pourrait réguler négativement I’expression des génes CAD et CCR (Ma
et al. 2011). Il en est de méme pour ZMMYB31 et ZmMMYB42 chez le mais (Zea mays)
(Fornale et al. 2010; Sonbol et al. 2009) et PvMYB4 chez le panic érigé (Panicum virgatum)
(Shen et al. 2012). De méme, bien que la CCoAOMT soit régulée positivement dans des
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plants d’Arabidopsis sur-exprimant AtMYB4 (Jin et al. 2000) et des plants de tabac
surexprimant LIMYB1 du faux mimosa (Leucaena leucocephala) (Omer et al. 2013), d’autres
génes de biosynthése des lignines (C4H, 4CL3, 4CL1, CAD, PAL et CHS) sont régulés
négativement chez ces plants, suggérant que AtMYB4 et son orthologue LIMYB1 pourraient
étre des represseurs de la biosynthese de ce polymeére dans certains cas (Jin et al. 2000, Omer
et al. 2013). Preston et al. (2004) ont identifieé AtMYB32 comme répresseur de la lignification
chez Arabidopsis. EQMYBL agit aussi comme régulateur négatif de la lignification ainsi que
de la formation de la paroi secondaire chez le peuplier et chez Arabidopsis (Legay et al. 2007,
Legay et al. 2010).

Un autre gene MYB PttMYB21a chez le peuplier est exprimé pendant la formation du
bois, principalement lors de la formation de la paroi secondaire des fibres de xyleme et du
phloéme, et la diminution de son expression par stratégie antisens a conduit a la sur-
expression d’un géne codant pour une CCoAOMT, une enzyme qui catalyse une étape de
méthylation clé dans la biosynthese des monolignols (Karpinska et al. 2004). PttMYB21a est
régulé positivement dans le bois de tension. Il est proposé que ce FT soit un répresseur de la

lignification.

3.2.4- Facteurs de transcription de type NAC

Les facteurs de transcription avec domaine NAC (NAM, ATAF1/2 et CUC2) sont des
régulateurs transcriptionnels spécifiques aux plantes et sont importants dans la croissance et le
développement de celles-ci (pour revue, voir Zhong et al. 2010a). Plusieurs génes codant pour
des FT de cette famille sont exprimés préférentiellement dans le bois en développement,
notamment dans les vaisseaux en cours de différenciation. L’étude fonctionnelle de certains
de ces génes a mis en évidence de nouveaux régulateurs-clés de la formation du bois (Mitsuda
et al. 2005). Sept génes VND (VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN) sont exprimés dans
des tissus vasculaires en développement, notamment VND6 et VND7 qui ont montré une
expression specifique dans les vaisseaux immatures ou ils sont des facteurs-clés impliqués
dans I’épaississement de la paroi secondaire (Mitsuda et al. 2005). Deux genes appartenant a
une sous-famille tres proche de la sous-famille de VND, NST1 et NST2 (NAC SECONDARY
WALL THICKENING PROMOTING FACTOR 1 et 2), induisent la formation de parois
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secondaires epaisses lorsqu’ils sont exprimeés de facon ectopique (Mitsuda et al. 2005). Ces
deux genes sont régulés par MYB26 dans les anthéres d’Arabidopsis (pour revue, voir Zhong
et al. 2007a). La surexpression d’un autre membre de cette famille, NST3 ou SND1, induit
également un épaississement de la paroi secondaire dans différentes cellules (Zhong et al.
2006, Mitsuda et al. 2007). Ainsi, ces genes NST ont des fonctions-clés dans la régulation
transcriptionnelle qui dirige la différenciation des fibres (Demura & Fukuda 2007) et/ou la
biosynthése de la paroi secondaire au niveau des fibres (SND1, NST2 et NST1) (Mitsuda et al.
2005, pour revue, voir Zhong et al. 2010a). NST1, NST2, SND1, VND6 et VND7
fonctionnent au sommet du réseau de regulation de la formation de la paroi secondaire pour
activer I’ensemble du programme de la biosynthése de la paroi secondaire (Mitsuda et al.
2005, Mitsuda et al. 2007, Zhong et al. 2006, Zhong et al. 2007b, Zhong et al. 2010a).

SND1 reégule positivement PtrMYB021 (Li et al. 2012), ainsi que plusieurs autres FT
(Zhong et al. 2006, Zhong et al. 2008) dont MYB46 et MYB83 qui sont des cibles directes
de SND1 mais aussi de NST1, VND6 et VND7 (Zhong et al. 2007c, McCarthy et al. 2009).
Un variant d’épissage alternatif de PtrSND1nommé PtrSND1-A2'Rcode pour une protéine
sans pouvoir de fixation et transactivation mais capable de se dimériser avec PtrSND1 dans le
noyau engendrant ainsi son piégeage; cela crée un dominant négatif qui module le réseau
transcriptionnel de SND1 (Li et al. 2012). PtrMYB3 et PtrMYB20 ainsi que d’autres FT chez
Arabidopsis comme SND3, MYB103, et KNAT7 (Knottedl-like homeodomain protein)
(Zhong et al. 2007c, McCarthy et al. 2009) sont aussi des cibles directes de régulateurs clés
de la paroi secondaire de type NAC. D’autres FT spécifiqguement exprimés dans des cellules
en train de déposer leur paroi secondaire chez Arabidopsis (SND2, MYB20, MYB42,
MYB52, MYB54, MYB58, MYB63, MYB69 et MYB85) sont régulés par MYB46 et
MYB83 (McCarthy et al. 2009). SND2 régule positivement I’expression de MYB103 et
ANAC19 mais aussi celle de SND1 bien que ce dernier le régule positivement a son tour.
SND?2 active également CesA4 et FLA12 codant respectivement pour une cellulose synthase
et une protéine a arabinogalactanes a domaine fascicline ainsi que d’autres genes impliqués
dans la polymérisation des lignines (Hussey et al. 2011). Chez le riz, CCR, 3 genes OMT (O-
méthyltransférase) et plusieurs genes WAK (wall-associated kinases) sont régulés
positivement suite a la surexpression d’OsNAC9, suggérant un role potentiel de ce dernier
dans la formation de la paroi secondaire (Redillas et al. 2012). Chez une autre graminée, le

panic érigé (Panicum virgatum), la surexpression d’un FT NAC d’Arabidopsis, LONG
19



Introduction et objectifs

VEGETATIVE PHASE ONE (AtLOV1) modifie la morphologie de la plante et engendre une
Iégere mais significative augmentation du taux de lignines totales mais aussi une modification

de la composition en monolignols des parois cellulaires (Xu et al. 2012).

Un groupe de FTs NAC a été identifié chez le peuplier et noté PtrWNDs, comprenant
notamment PtrWWND2B et PtrWNDG6B qui sont des orthologues fonctionnels de NST1 et
SND1. Ils sont principalement exprimés dans le xyleme de peuplier. Ces deux régulateurs
transcriptionnels sont capables d’activer I’expression de génes de biosynthése de la paroi
secondaire dont CesA4, CesA7, CesA8, IRX8, IRX9, FRA8, 4CL1 et CCoAOMTL. llIs
fonctionnent aussi comme régulateurs de I’activation de la synthése de la paroi secondaire
(Zhong et al. 2010b). De plus, Zhong et al.(2011) ont montré que PtrWND2B, PtrWWND6B et
EgWNDL1 peuvent activer directement un grand nombre de FT impliqués dans la biosynthese
et la modification de la paroi secondaire (PtrNAC118, PtrNAC150, PtrNAC156, PtrNAC157,
PtrMYB3, PtrMYB18, PtrMYB21, PtrMYB74, PtrMYB75, PtrMYB121, PtrMYB128, MYB46,
MYB83, MYB103, PtrKNAT7, KNAT7, PtrWRKY12, PtrWRKY13, SND3, PtrLBD15, PtrZF1
et PtrGATAS8).

3.2.5- Facteurs de transcription de type KNOTTED-like (KNOX)

Li et al. (2012) a montré que KNAT7 (Knotted1-like homeodomain protein) régule
négativement la formation de la paroi secondaire chez Arabidopsis mais aussi chez le peuplier
en réprimant I’expression des génes de biosynthése de lignines (PAL1, C4H, 4CL-1, CCR1,
HCT, C3H1,CCoAOMT1 et COMTL), de cellulose (CesA7 et CesA8) et de xylanes (IRXS,
IRX9 et FRA8). Le géne codant pour ce FT ainsi que son homologue chez le peuplier
PtrKNAT7 sont des cibles directes de PtrWwWNDs, MYB46 et MYB83, et sont donc régulés
positivement par ces protéines (Zhong et al. 2011 ; Zhong et Ye 2012). MYB75 et KNAT7
interagissent au sein d’un complexe multi-protéique et interviennent dans la régulation de la
formation de la paroi secondaire au niveau de la hampe florale d’Arabidopsis (Bhargava et al.
2013).

BREVIPEDICELLUS (BP), I’un des 7 genes KNOX chez Arabidopsis, est capable de

se fixer sur les promoteurs de certains genes de biosynthése des lignines (Mele et al. 2003).
Par ailleurs, chez le pécher (Prunus persica L. Batsch), le géne KNOPEL appartenant a la
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famille KNOX, est un répresseur de la lignification des cellules en systeme hétérologue en
réprimant les genes de biosynthése des lignines comme AtC4H, AtCL1, AtCAD4, AtLAC4 et
AtCCoAOMT (Testone et al. 2012).

3.2.6- Facteurs de transcription de type WRKY

Les facteurs de transcription WRKY peuvent avoir également un role dans la
formation des parois cellulaires. En effet, une mutation touchant ces FT chez Arabidopsis et
Medicago a engendré une augmentation importante de la biomasse de la tige. De surcroit,
AtWRKY12 réprime I’expression de trois FT: NST2 en se fixant directement sur son
promoteur, C3H14 et C3H14L (facteurs de transcription de type CCCH a doigt de zinc) sans
liaison directe avec leurs promoteurs (Wang et al. 2010). PtrWRKY12 et PtrWRKY13 sont
régulés positivement par PtrWwNDs et EQWND1 (Zhong et al. 2011). Par ailleurs, Guillaumie
et al. 2010 ont montre I’implication deVVWRKY?2 dans la biosynthése des lignines et le
développement du xyleme. Les transcrits du géne VVWRKY2 sont accumulés spécifiquement
dans les tissus lignifiés (xyleme, sclérenchyme). Ce FT peut se lier in vitro au promoteur de
VVC4H et activer son expression. De plus, plusieurs génes de biosynthese de lignines : C4H,
4CL, HCT, C3’H, CCoAOMT, CCR, CAD sont régulés positivement chez des plants de tabac
surexprimant ce FT.

Par ailleurs, une étude du transcriptome a permis d’identifier 2 genes WRKY :
WRKY20/PUQ07328 et PU09430 qui sont, respectivement, régulés positivement et
négativement durant la formation du bois de tension chez le peuplier (Andersson-Gunneras et
al. 2006).

3.2.7- Facteurs de transcription de type HD-ZIP classe 111

L’expression du géne PtaHB1 d’un Populus tremula x Populus alba (Pta) qui code
pour une protéine HD-ZIPIII est étroitement associée a la formation du bois (Ko et al. 2006).
Par ailleurs, le gene PtrHB7 de Populus trichocarpa, exprimé préeférentiellement dans le
cambium vasculaire, joue un réle critique dans le contréle de la balance de différenciation
entre les tissus du phloéme et du xyleme secondaire d’une maniére dose-dépendante. D’une

part, il régule positivement non seulement I’expression de plusieurs FT impliqués dans la
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formation de la paroi secondaire et la différenciation du xyléeme tels que SND1, SND3, NST1,
NST2, VND7, KNAT7, MYB20, MYB43, MYB46, MYB52, MYB85, MYB103 et WND1B, mais
aussi celle de certains genes de biosynthése des lignines (PAL1, 4CL1, HCT, CAD5), de
cellulose (CesA4, CesA7, CesA8, CesA10) et d’hémicelluloses (GT43B, IRX8, IRX9, IRX10,
IRX14, IRX15). D’autre part, c’est un régulateur négatif possible de LBD1 et ARBORKNOX2
(ARK2) (Zhu et al. 2013).

3.2.8- Facteur de transcription SHINE

Récemment, la surexpression d’un FT SHINE d’Arabidopsis (AtSHN) chez le riz, a
entrainé une réduction importante de la quantité de lignines et, en méme temps, une
augmentation importante de la quantité de cellulose. Ce régulateur de transcription est capable
de se fixer directement sur les promoteurs de plusieurs genes MYB (MYB58/63, MYB20/43)
et NAC (NST1/2/SND1, VNDA4/5/6). Sa surexpression a aussi modifié I’expression de
nombreux genes de biosynthése de lignines (CAD et 4CL), de cellulose et d’hémicelluloses
(genes CESA et CESA-like). Ainsi, ce FT est capable de réguler d’une maniére coordonnée les
voies de biosynthese des lignines et de cellulose en réprimant certains activateurs-clés
(NACs) et des MY Bs spécifiques de la biosynthese des lignines, tout en activant les MY Bs et

autres FT spécifiques de la biosynthése de cellulose (Ambavaram et al. 2011).

4- Objectifs de la these

La formation du bois est un processus physiologique complexe, qui nécessite
I’expression coordonnée dans I’espace et dans le temps d’un nombre important de genes. Des
approches globales d’analyse du transcriptome ont clairement mis en eévidence cette
complexité (Hertzberg et al. 2001, Déjardin et al. 2004, Andersson-Gunneras et al. 2006).
Cette expression coordonnée est sous le contr6le d’un nombre plus réduit de régulateurs, dont
font partie une catégorie de genes, codant pour des facteurs de transcription (FT). Les FT
sont des protéines qui, en se fixant directement sur I’ADN au niveau de séquences
régulatrices dans les régions promotrices des genes, vont activer ou réprimer la transcription
du/des génes. L’interaction entre les protéines et I’ADN joue un role-clé dans la régulation
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Les fleches indiquent les différentes possibilités de régulation de la transcription des cibles directes
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des fonctions cellulaires telles que la transcription de genes (Das et al. 2004). Les FT sont au
ceeur des reseaux de régulation transcriptionnelle, connectés a plusieurs autres FT et
participant & des mécanismes de rétrocontrdle régulationnel (Yant 2012). lls peuvent agir
comme des activateurs ou des répresseurs de la transcription (ou les deux a la fois) d’une
facon directe ou indirecte (Prouse et Campbell 2012) (fig.7). lls peuvent parfois s’autoréguler
positivement ou négativement, et un rétrocontrdle positif ou négatif peut avoir lieu entre ces

protéines et leurs cibles (notamment d’autres FT).

Si la fonction de certains FT est maintenant bien connue, en particulier chez la plante-
modeéle Arabidopsis, comme décrit en partie introductive, il reste encore de nhombreux points
a elucider. Notamment, on ne connait pas toujours les cibles directes des FT. Chez le peuplier,
le nombre de FT déduit de la séquence de P. trichocarpa v3.0 est potentiellement de 4244,
correspondant a 2455 modéles de gene (Plant Transcription Factor database V3.0,
http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/index.php?sp=Pth), soit environ 6% des modéles de génes ou

des protéines prédites. Ce nombre élevé de FT souligne la grande plasticité du transcriptome

de la cellule, mais également la redondance fonctionnelle possible entre FT.

Ma thése vise a identifier différents acteurs majeurs de ces réseaux de régulation, FT
et leurs cibles ADN, avec pour objectif principal, de mieux comprendre au niveau
mécanistique la formation du bois. Pour répondre a cette question de recherche, j’ai développé
une stratégie articulée autour de trois points majeurs, qui seront repris ultérieurement sous
forme de trois chapitres de résultats. Pour un nombre limité de FT choisis, nombre compatible
avec un travail de these, j’ai cherché a identifier leurs cibles ADN en utilisant une technologie
nouvelle dans le domaine végétal, et permettant d’accéder aux cibles de FT, sans a priori et a
I’échelle du génome (technologie ChIP-SEQ, immunoprécipitation de chromatine associée a
un séquencage haut-débit des fragments ADN précipités). En paralléle, j’ai produit des
peupliers transgéniques affectés pour I’expression de ces FT pour obtenir également d’autres
informations sur la fonction de ces FT dans la formation du bois chez le peuplier. Je vais
détailler la stratégie employée et les principaux résultats marquants.
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4.1- Choix des facteurs de transcription

Le choix des FT est un élément important de la these. Le choix était relativement
contraint par le fait que ce nombre devait étre obligatoirement faible et que nous souhaitions y
inclure un FT contrble pour nos expériences, ¢’est-a-dire un FT impliqué dans la formation du
xyléme secondaire, et pour lequel au moins une cible avait été démontrée expérimentalement.
Nous avons avant tout choisi des candidats expressionnels, c’est-a-dire des FT spécifiquement
exprimés dans le xyléme secondaire, et surexprimés dans le bois de tension. Nous avons en
effet retenu le bois de tension comme modéle biologique d’étude car il posséde des propriétés
intéressantes pour différents aspects : ¢’est un bon modele pour comprendre les mécanismes
impliqués dans I’orientation des microfibrilles de cellulose - dont I’angle est proche de 0°
dans les fibres G - ou le ratio lignines/cellulose, les fibres G étant pratiquement dépourvues de
lignines. Au niveau expérimental, il est de plus facilement induit par inclinaison de tiges de
peuplier : on peut ainsi comparer au sein de la méme tige, deux types de bois, bois de tension

et bois oppose, présentant des caracteristiques anatomiques et biochimiques tres différentes.

Nous avons retenu 3 FT appartenant a la famille MYB: MYBO090, proche
d’AtMYB52 et AtMYB54, fortement exprimé dans le xyléme secondaire et surexprimé dans
le bois de tension; MYB156 et MYB221, orthologues d’EgMYB1, répresseur de la
transcription de certains génes de la lignification, ayant pour cibles démontrées les
promoteurs des genes CCR et CAD (Legay et al. 2007). Les séquences ont été clonées et
analysées, les FT sont correctement localisés dans le noyau ; des anticorps polyclonaux anti-
MYBO090 et anti-MYB221 ont eté produits, ce sont des outils indispensables a la mise en

ceuvre de I’immunoprécipitation de chromatine (ChiP).

4.2- ldentification des cibles ADN des FT a I’échelle du génome

Pour identifier les cibles ADN des FT, nous avons choisi de développer sur notre
systeme d’étude la technique d’immunoprécipitation de chromatine, technique qui permet
d’avoir acces aux interactions protéines/ADN in vivo (Zinzen et al. 2009). Associée a un
séquencage haut-débit de séquences courtes de type Illumina, cette technique, appelée alors
ChIP-SEQ, permet d’identifier les sites de fixation du FT au niveau génome entier, et avec
une résolution dépendante de la profondeur de séquengage, pouvant atteindre 10 & 50 pb
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(Valouev et al. 2008). Cette technique est particulierement intéressante dans la mesure ou elle
permet d’identifier des cibles, sans a priori, a I’échelle du génome, et donc de découvrir de
nouvelles cibles potentielles du FT étudié. Elle est également beaucoup plus puissante que les
techniques in vitro plus classiques, comme le simple hybride chez la Levure, ou I’on peut
facilement mesurer de faux-positifs. Elle peut étre mise en ceuvre chez le peuplier puisque
nous disposons d’une sequence de référence, celle de Nisqually-1 (P. trichocarpa), sur

laguelle peuvent étre alignées les petites séquences obtenues.

La technique ChlIP consiste a réaliser une liaison covalente in vivo entre I’ADN et les
protéines en utilisant un agent de pontage chimique ou physique : le pontage doit se faire tres
rapidement apres le prélevement du xyleme pour fixer les FT en place sur la chromatine. La
chromatine pontée est purifiée, fragmentée par sonication, puis immunoprécipitée avec des
anticorps, reconnaissant spécifiquement le FT que I’on étudie. La technique a été mise au
point par mon équipe d’accueil sur cellules cambiales et cellules de jeune xyléme en utilisant
des anticorps reconnaissant des modifications particulieres des histones, spécifiques de
I’euchromatine ou de I’hétérochromatine. Dans le cadre de ma these, j’ai utilisé cette
technique avec des anticorps anti-MYBO090 et anti-MYB221 sur des échantillons de jeune
xyléme de bois de tension (2 répétitions biologiques par anticorps). Pour MYB221, 57 cibles
potentielles ont été identifiées ; sur 5 cibles choisies, 4 ont été confirmées par ChIP-gPCR sur
un troisieme échantillon biologique indépendant (un FT MYB, un FT de type bZIP, une
shikimate déshydrogénase et une O-acyl transférase membranaire). Pour MYB090, 874 cibles
potentielles ont été identifiées : des FT, des génes impliqués dans la synthése des composés
pariétaux, telles des cellulose synthases, glycosyltransférases, protéines a arabinogalactanes a
domaine fascicline, F5H, COMT.

4.3- Etude fonctionnelle des FT dans des peupliers transgéniques

La transgénese est une technique permettant de modifier I’expression d’un géne in
planta, et ainsi d’établir un lien de causalité entre modification du génotype et modification
du phénotype. C’est donc une technique de choix pour démontrer la fonction d’un géne.
Dans le cas particulier de I’étude de FT, nous avons choisi de faire de la surexpression avec

un promoteur constitutif fort, plutét que de I’extinction de géne car nous avons craint de ne
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pas voir d’effet phénotypique, de par la possible redondance fonctionnelle des FT. Nous
avons choisi deux approches, soit la surexpression du FT natif, soit la surexpression du FT
fusionné a un motif répresseur de type SRDX (Hiratsu et al. 2003). Ce FT modifié entre alors
en compétition avec le FT endogéne et entraine une répression systématique des génes cibles
du FT endogene. On obtient alors un phénomeéne de répression dominante et théoriquement,
un phénotype correspondant a une extinction du FT. Cette stratégie est particulierement
adaptée aux FT activateurs de transcription, nous I’avons cependant utilisée pour nos 3 FT
méme si MYB156 et MYB221 sont susceptibles d’étre des répresseurs potentiels, car
orthologues d’EgMYBL. La surexpression de MYBO090 a entrainé une diminution importante
de la croissance et de la teneur en lignines des tiges des peupliers transgéniques. Au niveau
histologique, le xyleme se caractérise par une absence nette de lignification dans les rayons.
Au contraire, si la surexpression de la forme MYBO090-SRDX a fortement affecté la
croissance des plantes, nous n’avons pas observé de modifications notables au niveau
histologique ou biochimique. La surexpression de MYB156 a entrainé une baisse tres
importante de la lignification des parois cellulaires dans le xyleme, a I’exception de celles des
vaisseaux, associée a une diminution de croissance. Les plantes répressives dominantes de
MYB156 sont naines mais avec des racines tres développées. La surexpression de MYB221
n’a pas entrainé de modification notable de la lignification du xyléeme secondaire. Par contre,
les plantes sur-exprimant la forme MYB221-SRDX sont affectées au niveau de leur
croissance et de la lignification des parois. Ces résultats suggérent que les trois FT étudiés
jouent un réle dans la régulation de la lignification, le réle de chacun sera discuté au regard

des résultats obtenus dans les 3 chapitres de la thése.
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Tableau (a) : Nombre de lignées acclimatées pour chaque transformation

vague date 717-1B4 221 YB221- 156 YB156- 090 YB090-
SRDY OE SRDY OE RDX OE

26-04-12 S plants 11 lignées 10 lignées 6 lignées 4 lignées
(22 plants) (20 plants) (12 plants) (8 plants)
06-06-12 2 plants 13 lignées 14 lignées 18 lignées 4 lignées (8 9 lignées 0
(26 plants) (28 plants) (36 plants)  plants) (18 plants)
03-07-12 5 plants 0 0 3 lignées 0 7 lignées 0
(6 plants) (14 plants)
04-09-12 4 plants 0 0 0 0 0 4 lignées

(8 plants)
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1- Matériel vegétal et échantillonnage
1.1- Plantes destinées a la ChlIP

Pour les expériences de ChIP, nous avons utilisé le clone 101-74 parce que c’est un
Populus trichocarpa, dont la séquence géenomique est tres proche de la séquence de référence
(Nisqually-1, P. trichocarpa). Les plants issus de boutures ligneuses ont été cultives en pot de
4L pendant 6 mois en serre jusqu’a atteindre une hauteur d’environ 2 m et un diametre de plus
d’1l cm a la base de la tige. Les plants sont alors mis en inclinaison pendant 7 jours pour
induire la formation de bois de tension. Les tiges sont prélevées sur environ 1 m a partir de la
base, par lot de 6 a 9 plants pour constituer un échantillon biologique. Les parties apicales de
plus faible diamétre ne sont pas prélevées. A la base des tiges, des fragments de 5 cm sont
coupés, séparés a la trancheuse en face supérieure (TW) et inférieure (OW), puis écorcés; le
jeune xyléeme de chaque demi-tige est gratté légérement au scalpel, immédiatement broyé
dans I’azote liquide, et congelé a -80°C avant extraction d’ARN (voir 2-). Le reste des tiges
est également coupé en fragments de 5 cm de longueur, puis séparé en TW et OW avant
d’étre utilisés pour les expériences de ChIP (voir 9-).

1.2- Lignées transgéniques

Les lignées transgéniques ont été produites par transformation génétique du clone
INRA 717-1B4 (clone femelle hybride de Populus tremula x P. alba) (voir 6-). Pour le
premier criblage, au moins deux plantes par lignée transgénique ont été acclimatées en serre
en 4 vagues d’acclimatation en 2012 (Tab.a) en pot de 2L. Pour chaque lignée, des mesures de
hauteur, diametre de la tige (au-dessus de la premiére feuille, a environ 2 cm de la base), du
nombre de branches sylleptiques et d’autres observations phénotypiques ont été réalisées
apres 5, 8 et 10 semaines de culture. Les plants ont été échantillonnés a 12 semaines. Chaque
tige a éte prélevee de la base jusque la premiére feuille mature. Les feuilles sont éliminées. Un
troncon de 3 cm, destiné aux études histologiques (voir 10-), est prélevé a la base de chaque
plant et stocké a -20°C. Un trongon correspondant aux 10 cm suivants, destiné aux extractions
d’ARNSs totaux (voir 2-) est découpé en plusieurs morceaux pour étre immédiatement stocké

dans I’azote liquide, puis a -80°C.
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En 2013, un nombre plus limité de lignées transgéniques choisies a partir du premier
criblage de 2012 a été acclimaté en serre pour une période de 10 semaines. Toute la partie
aérienne (tige avec feuilles) a été coupée puis pesée pour connaitre la biomasse aérienne
produite. Ensuite, la tige a été effeuillée; un troncon de 3 cm a la base de la tige a été prélevé
pour les études histologiques (voir 10-). Le reste est écorcé puis séché et broye pour les

analyses biochimiques (voir 11-).

2- Extraction d’ARNSs totaux et synthese d’ADNc

Les ARNSs totaux sont extraits a partir de 200 mg environ de poudre de xyleme broyé
selon le protocole modifié de Chang et al. (1993), puis purifiés avec le kit RNeasy MinElute
(Qiagen). La transcription réverse est realisée sur 2 ug d’ARN totaux avec une Superscript I11

(Invitrogen) en présence d’oligos d(T).

3- Extraction d’ADN genomique

L’ADN génomique (ADNg) des plantes transgéniques a été extrait a partir d’une jeune
feuille fraiche prélevée au niveau de I’apex. Ces feuilles sont congelées dans de I’azote
liquide puis broyées a froid. L’extraction a été faite en plaque 96 puits selon le protocole du
kit NucleoSpin® 96 Plant 11 de Macherey-Nagel avec quelques modifications : le tampon PL1
a éte utilise pour la lyse cellulaire pendant 1h a 65°C. La vitesse de centrifugation choisie est
de 5600 g. L’ADN est elué dans un volume final de 80 pl.

4- PCR

La PCR a été utilisée sur I’ADNg des lignées transgéniques et du WT (dilué au 1/100)
pour détecter la présence du géne de résistance a I’hygromycine, et sur des ADNCc issus de
jeune xyléme de lignées transgéniques, WT ou 101-74 (dilué au 1/4) pour détecter le niveau
d’expression des FT. La réaction a été faite dans un volume total de 25 pl avec une
concentration des amorces de 200 nM. Une premiére dénaturation a été realisee pendant 10
min a 94°C, ensuite 29 a 35 cycles comprenant une étape de dénaturation a 94°C pendant 45
s, une étape d’hybridation a 55-60 °C (selon les amorces) pendant 45 s et une étape
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d’élongation a 72 °C pendant 1 a 4 min (selon la taille de I’amplicon). Enfin la réaction se
termine par une élongation finale a 72 °C pendant 10 min. Les amplicons sont examinés sur

gel d’agarose 1,5%, aprés coloration au bromure d’éthidium.

5- Q-RT-PCR

Pour les études d’expression quantitative, des amorces gene-spécifiques sont dessinées
a I’aide de QuantPrime (http://www.quantprime.de/) pour un Tm de 60 °C et une taille
d’amplicon idéale comprise entre 100 et 150 bp. Chaque couple d’amorces a été testé in silico
a I’aide du site web http://gramene.org/Multi/blastview et http://popgenie.org/ afin de vérifier
la specificité de celles-ci. La réaction se fait dans un volume réactionnel de 12ul avec le kit
Platinum SYBR Green superMix & partir d’ADNc dilué au 1/4°™, 200 nM d’amorces sens et
anti-sens ont été utilisées. Aprés une étape de chauffage a 50°C pendant 2 min puis 90°C
pendant 2 min, les conditions de chaque cycle PCR (40 cycles au total) consistent en : une
étape de dénaturation (95°C durant 15 s), une phase d’hybridation (60°C pendant 30 s) et une
étape d’élongation (68°C durant 20 s) avec une mesure de la fluorescence. Le niveau
d’expression relative (Qr) a été quantifié selon la méthode de ACt en utilisant la formule

suivante :

EACt cible (témoin — échantillon)

Qr=

EACt réf (témoin — échantillon)

6- Production des plantes transgéniques

6.1- Réalisation des constructions

Les séquences codantes de MYB090, MYB156 et MYB221 ont été clonées par PCR a
partir d’une matrice d’ADNc préparée a partir d’ARN extraits de jeune xyleme de bois de
tension de 717-1B4 (Populus tremula x P. alba). Les amorces ont été dessinées d’apres les
séquences des transcrits identifiés chez Nisqually (P. trichocarpa), respectivement
Potri.015G033600.1, Potri009G134000.1 et Potri004G174400. Les produits PCR ainsi
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Tableau (b) : Amorces utilisées pour le clonage des FT avec motif SRDX ou non dans le vecteur

d’entrée

Nom de I’amorce

Séquence

MYB221&156_attB1_F

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGGAAGGTCTCCTTGCTG

MYBO090_attB1_F

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGTGTACTAGAGGCCATTG

attB2_R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAGCGAAACCCAAACGGA

TTAAGCGAAACCCAAACGGAGTTCTAGATCCAGATCGAGCCCACATTTCATCTCCAAACCTCTAT

SRDX_attB2_R

Tableau (c) : Amorces utilisées pour fusionner le motif SRDX aux FT en 3’

Nom de I'amorce

Séquence

MYB221 SRDX_F

ATGTGTACTAGAGGCCATTGGA

MYB221_SRDX_R

ttaagcgaaacccaaacggagttctagatccagatcgagccCACAAGCTGAGAAAAAATCAAAGA

MYB156_SRDX_F

ATGGGAAGGTCTCCTTGCT

MYB156_SRDX_R

ttaagcgaaacccaaacggagttctagatccagatcgagcCCATATTTCATCTCTAAACTTCTAT

MYBO090 SRDX_F

ATGTGTACTAGAGGCCATTGGAG

MYB090 SRDX_R

ttaagcgaaacccaaacggagttctagatccagatcgagccCACAAGCTGAGAAAAAATCAAAGAAT

Tableau (d) : Amorces utilisées pour I’étude d’expression du transgéene

Nom de I'amorce Séquence
MYB221 CDS 185F TTTGTTTTGCTTGCAGCTTG
MYB156_CDS_184F TTGTTTTGCTTGCAGTTTGG

MYB090_CDS_160F

CCAAGTAAACACGGACTCCAA

SRDX_184/185/160R

TTCTAGATCCAGATCGAGCCC

MYB221-F TCAGCACTACTACCTCAGTTAAAGAA
MYB221-R CAGTTTTGGAGCCAGCACTAC
MYB156-F CTTTCACCACGACTACTACTTCAG
MYB156-R TTGTGCTAGTGCTGTCACTG
MYBO090-F GGCCTGCAGAAGATGAGAAG
MYBO090-R CGTTTACCAAAGCTTGAGCAG
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amplifiés ont été clonés dans le vecteur pCR2.1 (Annexe 2) par TOPO/TA cloning selon les

instructions du fabricant (Invitrogen). L’identité des clones a éte vérifiée par séquencage.

Différentes constructions ont ensuite été préparees:
- Les séquences codantes complétes des 3 FT ont été amplifiées par PCR a partir des vecteurs
pCR2.1 avec des amorces de type Gateway® portant les sites attB1 / attB2 (tab.b), et ont été
introduites par recombinaison de type BP dans le vecteur d’entrée pPDONRZéo (Invitrogen™)
(Annexe 3)

- Le motif SRDX a été fusionné aux séquences des FT par PCR en utilisant des amorces
adéquates (Hiratsu et al. 2003) (tab.c). Les FT modifies sont clonés dans pCR2.1 par
TOPO/TA cloning (Invitrogen). Les séquences codantes des 3 FT-SRDX ont ete amplifiées
par PCR a partir des vecteurs pCR2.1 avec des amorces de type Gateway® portant les sites
attB1 / attB2, et ont été introduites par recombinaison de type BP dans le vecteur d’entrée
pDONRZeéo (Invitrogen™) (tab.b).

- Les FT ou les FT-SRDX dans pDONRZéo ont été transférés par recombinaison de type LR
dans le vecteur binaire pMDC32 (Curtis et Grossniklaus, 2003) (Annexe 4) permettant une
expression dans la plante de fagcon constitutive (promoteur 35S). Le gene de sélection est le
géne de résistance a I’hygromycine.

Les séquences réalisées aux différentes étapes de clonage ont été analysées en faisant des
alignements par rapport a la sequence théorique, a I’aide du logiciel GenalysWin3.4.19a et/ou
NCBI Blast (bl2seq) et/ou ClustalwW2.

6.2- Transformation genétique

Les plasmides extraits avec le kit NucleoSpin (Macherey-Nagel) selon les
recommandations du fabricant ont été vérifiés par PCR, par restriction et par séquencage, puis
introduits par électroporation dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens C58 (pMP90). La
transformation génétique a été réalisée par coculture avec des explants de tiges blessées de
717- 1B4 selon le protocole de Leplé et al. (1992) modifié. Les modifications suivantes ont
été apportées a ce protocole afin d’augmenter le nombre des cals transformés: aprés la
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Tableau (f) : Amorces utilisées pour I’étude d’expression de certaines cibles de MYBO090 chez

les plantes transgéniques

Nom de l'amorce Séquence Taille de l'amplicon
Potri.006G251900F |CCTGCTGTTTGCCTTGTCAGT 203
Potri.006G251900R |AAGACGGCAAAGAGATGAGCTG

Potri.005G058300F | GAGCACTTGACCAGGGAGAG 208

Potri.005G058300R | CCGGCAGAATCCAGAGGAAG
Potri.019G120900F |CAGTGGCATCTGCACCAGAAAA 207
Potri.019G120900R | CCGGACACAACCCTACATATATCA
Potri.002G172100F |CCTGCATGGTICTAGCTGGG 215
Potri.002G172100R |GTGGTCTGCCAATCCCAGAA
Potri.012G006400F |AGTAGAGAGTAGGGACCAACCA 216
Potri.012G006400R |TGTGCCTCTTCATCTGATACCT
Potri.001G406900F |ACCTTAGATGTCTTTCCATCTCCA 215
Potri.001G406900R |CTCCCTCGCTCTCTTGAATGA
Potri.016G098400F |ATCTAGGGCCAGAGATGTGGA 200
Potri.016G098400R |ATTGCACCCAAAAACGGGGA
Potri.002G059900F |CCTAGAAACAGCAAATGTTGCGA 203
Potri.002G059900R |TGACCTGAGGAGAGACGCTT

Tableau (g) : Amorces utilisees pour I’étude d’expression de certains genes de biosynthése des
lignines, cellulose et xylanes chez les plantes transgéniques

Nom séquence taille de

d'amorce I'amplicon
CAD4-F TCGATACTGTGCCTGTGGTTCAC 146
CAD4-R CCCGGTGATTGACTTTCTCCCAAG
CesA-F TGCACGCTGGTAGTTGAAGAGGAG 175
CesA-R CCCATCTTGCATGATCCACCCATC
IRX8-F AAGGTTAGAGCAAGAAGGGTTTCG 141
IRX8-R CAGGCAACCTAGTGTAGAGCAC
IRX9-F ACAGATCCCGAAGCAGAGTTGG 165
IRX9-R CATTGGCCATGTTCCAAACACCTC
PAL1-F TGTCTTTGCTTACGCCGATGACC 190
PAL1-R TGCGCTCTCAACCTCTTTAGGC
CESAA4-F ACCTTGCATGCCAAAGATGAGC 137
CESA4-R GGAAAGCCACACACATGACAAGC
CESA7-F ACTGGTGTCAGATCAAGACCTGTG 141
CESA7-R TTTCTTTGCGTCCCATCTTGCG
CESAS8-F TCGACAGGCTATCTGCAAGGTATG 144
CESAS8-F AGTCCACAGCAAGGATGGAAAGG
CCRF CATGTTAGGGATGTGGCACTAGC 165
CCRR CTTCTCATCTGAGCACTTGGTAGG
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décontamination, les explants ont été mis directement sur un milieu MS2 + antibiotique de
sélection (hygromycine) et la sélection a éte faite pendant 21 jours en continu a I’obscurité

avant le passage a la lumiere.

6.3- Caractérisation moléculaire des plantes transgéniques

La transformation des plantes a été vérifiée au niveau moléculaire par PCR sur ADNg
en utilisant des amorces permettant de détecter la présence du gene de résistance a
I’hygromycine hpt (HPT421 F : AACCACGGCCTCCAGAAGAAG; HPT421 R:
ACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCQG). Pour ceci, I’ADN génomique a été dilué au 1/100
et 5 pl de matrice ont été utilisés pour la réaction d’amplification de 35 cycles et une
température d’hybridation de 61°C. La sur-expression du transgene a également été vérifiée

par RT-PCR, a I’aide des amorces présentées dans le tableau (d).

Les plantes transgéniques ont été également caractérisées pour I’expression de géenes
cibles de MYB221 et de MYBO090 par RT-qPCR (les amorces sont présentées dans les
tableaux (e) et (f)), ainsi que pour I’expression de génes de biosynthese des lignines, cellulose

et xylanes (amorces présentées dans le tableau g).

Tableau (e) : Amorces utilisées pour I’étude d’expression de certaines cibles de MYB221
chez les plantes transgéniques

Nom de I'amorce Séquence Taille de I'amplicon
Potri.013G000600F CTCTCCAATCCAATCGATGCC 203 pb
Potri.013G000600R TCGAGAGAGAGTTGAAGAGATCG
Potri.010G137000F CAACCCGGTAACGGATTCCT 201 pb
Potri.010G137000R CCGTCTTCAACTTGTTGGGC

Potri. T011400F TCTTGCATTCTTCTCCCAGCA 201 pb
Potri. T0O11400R TCTTCTTCTTTAGTCCAGGCACC
Potri.013G029800F AGGCTGGAAGCACCATTIGTT 214 pb
Potri.013G029800R TGGACATGACTTGGCTGCAA
Potri.006G251800F TATCAGCCCAGCAAGCAAGG 220 pb
Potri.006G251800R ACAATGTCATAGCCTCCTGGTA
Potri.004G067000F ACCATCTCGTTTGCGAAACCT 220 pb
Potri.004G067000R GGCAGAGAGAGGTAGTGACCA
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Tableau (h) : Amorces utilisées pour le clonage des 3 FT dans pSC-A

Nom de I'amorce Séquence
MYB221+156_Spel_F | ACTAGTATGGGAAGGTCTCCTTGCTG
MYB156_Spel_R ACTAGTATATTTCATCTCTAAACTTCTA
MYB221_Spel_R ACTAGTACATTTCATCTCCAAACCTC
MYBO090_Spel_F ACTAGTATGTGTACTAGAGGCCATTG
MYBO090_Spel_R ACTAGTACAAGCTGAGAAAAAATCAA
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7 - Obtention des anticorps polyclonaux anti- MYB90 et anti-MYB221

Les anticorps polyclonaux anti-MYB90 et anti-MYB221 ont été produits chez le lapin
par la société Agro-Bio (La Ferté Saint Aubin) a partir de protéine recombinante produite
dans E. coli et purifiée par affinité pour son tag 6HIS. Nous leur avons également confié la
purification des anticorps par affinité sur antigene. Ainsi, aprés couplage de 5 mg de MYB90
recombinant sur gel CNBr sepharose B, 1,8 mL d’anticorps purifié anti-MYB90 a 0,45
mg/mL a été obtenu. Aprés couplage de 3,4 mg de MYB221 recombinant sur une colonne
Hi-trap NHS, nous avons également obtenu 1,8 mL d’anticorps purifié anti-MYB221 & 0,5
mg/mL. Les anticorps purifiés nous ont été fournis en solution tampon PBS 0,15M pH7,4 +

0,09% azide de sodium et ont été conserveés a -20°C.

8 - Localisation cellulaire des FT en systeme cellulaire hétérologue

Les FT ont été clonés par restriction-ligation au site Spel dans le plasmide pSC-A
(Annexe 1), permettant I’expression du FT fusionné a la proteine fluorescente YFP (Yellow
Fluorescent Protein) sous le contréle du promoteur 35S. Pour réaliser ce clonage, le FT a été
préalablement amplifié par PCR avec des amorces géne-spécifiques permettant d’introduire
les sites de restriction Spel (tab. h), cloné de facon transitoire par TOPO-TA cloning dans
pCR2.1. Le fragment correspondant au FT a été excisé par Spel, puis ligué dans pSC-A ; le
sens d’insertion du FT a été vérifié par restriction. Les différents plasmides produits ont été
purifiés par miniprep (Kit Nucleospin Plasmid de Macherey—Nagel). Des tapis cellulaires de
Catharantus roseus ont eté préparés par filtration d’une suspension cellulaire sur un disque de
papier filtre. Le tapis est ensuite dépose sur un milieu de culture solide (Gamborg B5, ANA
10uM, agar 8g/l, céfotaxime 200ug/ml) puis incubé en chambre de culture pendant 48h. Pour
chaque tir, 500 ng de plasmides (« FT-YFP » = FT couplé a la YFP) et 200 ng de plasmide-
marqueur («nucleus-CFP» = marqueur du noyau couplé a la CFP) sont fixés sur 500ug de
billes. Les tirs sont réalisés avec le systeme Bio-Rad PDS1000/He, sous vide a 28inch Hg et
avec des disques de rupture de 1100 psi. Le tapis cellulaire est disposé a 6 cm du dispositif de
tir. Aprées transformation, les cellules sont incubées 15-20h en chambre de culture. Les

cellules transformées sont ensuite observées sous microscope a épifluorescence Olympus.
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9- ChlP-Seq et ChIP-PCR
9.1- Pontage de la chromatine in vivo

La fixation, dans les cellules vivantes, des protéines entre elles et des protéines aux
acides nucléiques se fait par un traitement au formaldéhyde. Cet agent chimique de liaison
permet de fixer la chromatine dans I’état de régulation transcriptionnelle dans lequel elle se
trouvait au moment du prélévement. L’avantage de I’utilisation du formaldéhyde est que la

réaction est totalement réversible a la chaleur.

Les troncons de tige de peuplier sont fendus en 2 au massicot pour separer bois tendu
et bois oppose. Aprés ecorcage, les échantillons sont immédiatement immergés dans le
tampon de pontage (Tris HCl 10mM pH8, saccharose 0,4M, MgCl, 10mM, sodium sulfite
20mM, L-cystéine 20mM, PVP40 2%, B-ME 5mM, Pluronic F-68 0,01%, PMSF
1mM) contenant 1% de formaldéhyde. Le pontage se fait par infiltration sous vide pendant 20
min a - 900 mbar. Le pontage est arrété par ajout de glycine (125mM final) dans le
tampon de pontage ; I’infiltration sous vide est poursuivie dans les mémes conditions pendant
5 min. Les échantillons sont ensuite rincés plusieurs fois dans de I’eau a 4°C. Le jeune
xyléeme est gratté tres légerement au scalpel, broyé dans I’azote liquide et conservé

également a -80°C.

9.2- Extraction et sonication de la chromatine

Nous avons ensuite préparé les noyaux selon le protocole mis au point par I’équipe de
Werner Aufsatz en Autriche sur Arabidopsis (http://epigenesys.eu/images/stories/
protocols/pdf/20111025150640 p13.pdf). 1.5 g de poudre de bois congelée sont soumis a 3

cycles d’extractions/centrifugation avec des tampons de concentration croissante en
saccharose. Le culot de noyaux est repris dans 300ul de tampon de lyse (Tris HCI 50mM
pH8, EDTA 10mM, protease inhibitor cocktail for plant cell Sigma 0,2% v/v, SDS 1%, B-ME
14mM) permettant d’extraire la chromatine. Aprés macération pendant 1 heure a 4°C sous
agitation, la chromatine est clivée par ultrasons en fragments de 500 a 1000 pb, dans un
Bioruptor® Diagenode pendant 30 min avec des pulses de 30s. Aprés centrifugation 10 min a
12000 g et a 4°C, le surnageant contenant la chromatine est récupéré et conservé a -80°C en
attendant d’étre utilisé en ChlP.
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Tableau (i) : Amorces utilisées pour déterminer I’enrichissement de I’ADN immunoprécipité

en certaines cibles de MYB221

Nom de lI'amorce

Séquence

Taille de I'amplicon

ChlP_ MYB221 25F

TGTTAACTTGAAATCCTTGTCCACT

162pb

ChiP_ MYB221 25R

GTGGAGCAATTAATCCCCCAAA

ChIP_MYB221 Out 25F |TTCAATTGCCTTGCTTGCCC 200 pb
ChIP_MYB221 Out 25R |CATCGTAAAGGTGTGTGCGG

ChiP MYB221 76F CCGGACACCCACATTAAACTAAA  |191 pb
ChiP_MYB221 76R ACTTGAAGAGTTGTTGGAAAGCA
ChIP_MYB221 Out 76F |GGCTAAATCATGTGGGGAAGC 224 pb
ChiP MYB221 Out 76R |ATTACATGGAAAAACACTGCAACA

ChiP MYB221 148F TCCAATCACAGAAAGAAACACTACA [181 pb
ChiP MYB221 148R TGGGATTTGACTAAGTTGGTGAG
ChiP_MYB221 Out 148F |ACTGCTGCTGATAGCTAAACATAA 218 pb
ChIP_MYB221 Out 148R |GCACGAGACGAGAGACACAA

ChiP MYB221 309F AGAAGAAGGTGGCCAAGTAGT 197 pb
ChiP_MYB221 309R GTTGCTCCAACAGGCTAACG
ChIP_MYB221 Out 309F |GTTTCCCTGCCAGTGATCGT 206 pb
ChIP_MYB221 Out 309R |AGCCAGAGAGGTTGGCTCTA
ChiP_MYB221 353F GTCTGTCCCTAACACCAACCC 138 pb
ChiP_MYB221 353R AATTATGTTAGGCAGGGGCGG
ChIP_MYB221 Out 353F |GGGTCACGGATCCTTCAACAT 216 pb
ChiP_ MYB221 Out 353R |CTCATGCCACAAGGTCGAGA
ChiP_MYB221 368F CAGTGTTTTCCCCACGCCT 184 pb
ChiP_MYB221 368R TCAATGAGAGTTTGCGTTTCTCTC

ChiP_ MYB221 Out 368F |ACTCAAGCTTAGAACAATGGACTT |198 pb

ChiP_MYB221 Out 368R

AAAAATAACCCGCGGCATCG

Tableau (j) : Amorces utilisées pour déterminer I’enrichissement de I’ADN immunoprécipité

en certaines cibles de MYB090

Nom de l'amorce Séquence Taille de I'amplicon
ChIP_MYB090_135F AGACACTGATACGTGTCGCA 195pb
ChIP_MYB090 135R CTCAAGCTGGAGCCGAAGAA
ChIP_MYB090 Out_135F |ACTCTGCTTACACCTCCCTCT 185pb
ChIP_MYB090 Out_135R |AAAATTGGCATGGAGCCCAG
ChIP_MYB090 436F CACGAAGGCCAAAACATCGG 196 pb
ChIP_MYB090 436R TTTTCGGGATGGAAGGAGGC
ChiP_MYB090_Out_436F |AGTTATCACCAAACATTCTCTTCCT 207 pb
ChiP_MYB090 Out_436R |TCGAAATACTACGGTACTTGCAC
ChiP_MYB090_789F TGCTAGAAACAATGCAAAAATGCT 191 pb
ChIP_MYB090_789R GACCCTCCACCTTTTGGAGT
ChIP_MYB090_Out_789F |ACCCTAGGCGTTAACTTGGA 218 pb
ChiP_MYB090_Out_789R |AGGAAAATTTGATGTTIGGTCCTCA
ChIP_MYBO090_5F TCGGCAGCGATTTGTGTAGT 217 pb
ChIP_MYB090_5R ATGGCAACACGGGTACTAGC

ChIP_MYB090 Out 5F  |AATTAATTTTATTGTCGCCCCGA 183 pb
ChIP_MYB090 Out 5R  |[TGGAGTGAAACAAGGATTAAAATGG
ChIP_MYB090_23F TCGAGAAAAAGAAGAAGCACAACA [194 pb
ChIP_MYBO090_23R ACCCAAGTCTCTACGTCAATGT
ChIP_MYB090 _Out_23F |CTGCTGCAGGCTAGATCAGA 373 pb
ChIP_MYB090_Out 23R [AACTCACCAGTGTCGGCAAA
ChIP_MYBO090_3F AGGACTGGGATTTGTGGGGA 180 pb
ChIP_MYB090_ 3R GCATGTGCCAAGACACCTTT
ChiP_MYB090_Out_3F ATTGTTCGATGTATCAATTAAGCGT 184 pb
ChIP_MYBO090 Out 3R |[TTGTGAGTGTGGTAGTGATTGCT
ChIP_MYB090_95F ATTGCAGAAACGGCTTCCAT 200 pb
ChiP_MYB090_95R AGAAGCCACGTGTATAGGAACT
ChiP_MYB090_Out 95F |AGGCCTAGTTAAACAATCCTGAC 207 pb
ChIP_MYB090 Out 95R [TGTGGTACTAGGTTCGAGTTGA
ChlP_MYB090_451F TCAAAATACGGCTCTACACGC 180 pb
ChIP_MYB090 451R TAAACCAACAGCCACCGTCT
ChIP_MYB090_Out_451F |TCACTTCAACCAACCAATACATGAC 209 pb
ChIP_MYB090_Out_451R |[GACCGTTCAAGGGGAGGAAA
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9.3- ChIP et évaluation de I’enrichissement en cibles par PCR

Nous avons réalisé I’immunoprécipitation de chromatine avec les kits HighCell#ChIP
et IPure de Diagenode. Dans un premier temps, I’anticorps dirigé contre la protéine d’intérét
est lié a des billes magnétiques couplées a la protéine A. On incube ensuite ces billes avec la
chromatine soniquée. Aprés plusieurs lavages, on isole ensuite le complexe billes / protéine A
/ anticorps / FT / ADN grace a un aimant. On libére ensuite ’ADN du complexe par
chauffage a 65°C pendant 4 heures. L’ ADN est purifié grace aux billes magnétiques du kit
IPure (Diagenode). Un échantillon Input est traité de la méme fagon sauf qu’il n’est pas mis a
incuber avec les billes / protéine A / anticorps.

L’ADN immunoprécipité (IP) et I’Input peuvent étre analyses par gPCR ou étre
séquencés. Les amorces utilisées pour déterminer par gPCR [I’enrichissement de I’ADN
immunoprécipité en certaines cibles de MYB221 et MYB090 sont présentées dans les
tableaux (i) et (j) respectivement. La reaction de qPCR est réalisée avec le kit Platinum
SybrGreen gPCR super mix (Invitrogen) dans un volume réactionnel de 12 pl a partir de 5 pl
de matrice ADN IP ou d’Input dilué au 1/100° en présence de 200nM de primers. La
quantification relative de I’ADN a été calculée par rapport a une gamme de calibration établie
a partir du produit PCR de la cible étudiée amplifiée a partir d’ADN génomique de 101-74. Le
calcul de I’enrichissement (% Input) est le pourcentage de cibles IP par rapport aux cibles
présentes dans I’ Input.

9.4- Séquencage et analyses bioinformatiques de I’ADN immunoprécipité

Le séquencage a été réalisé sur la plateforme de séquencage de I'IGBMC de
Strasbourg, Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (http://www-

microarrays.u-strasbg.fr/index.php) avec la technologie HiSeq2500 d’Illumina. La qualité et la

quantité des ADN enrichis fournis sont analysées sur un fluorimétre (Qubit, Invitrogen). Les
librairies sont préparées a partir des fragments de 200pb des ADN enrichis, auxquels on ligue
des adaptateurs de séquengage possédant un index (code barre de > 6nt, permettant de
multiplexer jusque 3 échantillons par flowcell). Le profil de la librairie est vérifieé par
électrophorese capillaire (Bioanalyzer, Agilent). Le séquencage est simple (single read) et

génere des tags de 50 bases (fig M.1). Les fichiers de séquences ‘brutes’ sont au format
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Figure M.1 : Schéma illustrant le principe du séquencage haut débit de I’ADN
immunopreécipité.

Les fragments d’ADN immunoprécipité (ligne noir caractere gras) sont sequencés en 5’ sur
leurs 50 premiéres bases de chaque brin d’ADN, appelés *’tags’” (lignes rouge et bleue en
caractére Gras). Ces “’tags’’ sont alignés sur le génome de référence. L’alignement des tags
génere 2 pics (un pic sens et un pic antisens respectivement en bleu et rouge), de part et d’autre
du site de fixation du FT d’intérét. Le site d’enrichissement correspondant a la zone de fixation
de FT a I’ADN est indiqueé par une fleche (schéma issu de Wilbanks et al. 2012).
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FASTQ (fasta+qualité). Ensuite, ces tags sont alignés sur le génome de référence du peuplier.
On obtient des fichiers BAM et BED qui sont ensuite utilisés par le logiciel CisGenome.
L’ alignement des tags va générer 2 pics, 1 pour chaque brin d’ADN, de part et d’autre du site
de fixation du facteur de transcription. On observe une distribution bimodale des tags avec la
présence de 2 pics (fig M.1). Ces 2 pics correspondent a un enrichissement de I’alignement
des tags dans ces zones du génome. Les régions génomiques correspondant a ces deux pics
encadrent la zone protégée de la sonication par la présence du FT. L’échantillon Input est
également séquencé en suivant la méme démarche. Les séquences des tags obtenus sont
dispersées tout au long de la séquence du génome de peuplier et sont utilisées comme contrdle

pour éliminer le bruit de fond.

Le logiciel CisGenome v2 (Hongkai et al. 2008) permet I’analyse de ces tags et la
géneration des sites d’enrichissement. Les tags issus de I’échantillon IP et du contrdle Input
sont repositionnés sur la séquence du génome a I’aide des fichiers .BED. Le logiciel exploite
la distribution bimodale des tags pour les recentrer et générer un seul pic (fig M.1). L outil
compare la distribution des pics le long du génome dans I’échantillon IP avec celle de I’Input.
Il ne garde au final que les pics enrichis de facon significative par rapport aux sequences
ADN de I’Input.

Les genes cibles sont recherchés a 3kb de part et d’autre de chaque pic significatif,
distance que nous avons choisie comme seuil. Ensuite la position de chaque pic par rapport a
la séquence génomique du gene cible a été repérée. Il a été choisi de séparer les pics (a
proximité de genes) en trois catégories. Ainsi, un pic peut étre situé dans la région 5’ en
amont du gene cible, correspondant probablement a une zone promotrice. Il peut étre aussi
localisé dans la sequence méme du géne, nommé “’In gene’” (généralement dans des introns).
Enfin, le pic peut étre aussi localisé en aval du géne cible, en 3°. L’outil Biomart du site
phytozome (http://www.phytozome.net/biomart/martview/) a permis de récupérer I’annotation
des genes se trouvant a proximité des pics (version v3.0). En particulier, les termes de Gene
Ontology (GO) qui caractérisent les grandes fonctions d’un gene ont été récupérés, pour tous
les génes ayant un pic en position 5’ ou a I’intérieur du géne. Pour classer ces génes, I’outil en
ligne agriGO (Du et al. 2010) a éte utilisé pour analyser I’enrichissement specifique en termes

GO. Par la suite, les séquences des pics d’intérét ont été analysees pour rechercher des motifs
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consensus. Cette analyse a été réalisée avec le logiciel MEME-ChIP (Machanick et Bailey
2011).

10- Etudes histologiques
10.1- Coloration Safranine-Bleu Alcian

Cette coloration colore en bleu les parois cellulaires cellulosiques et en rouge les
parois cellulaires lignifiées. Des coupes transversales de 30 um d’épaisseur de tiges de
peuplier ont été réalisées sans inclusion préalable a I’aide d’un microtome rotatif (Leica RM
2155, Leica microsystems,Vienne) équipé de lames jetables . Ces coupes ont été traitées 6
min avec une solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel) a 2.4% puis lavées 2 min a
I’eau osmosee, déshydratées dans deux bains d’éthanol dilués a 25 et 50% (v : v) puis
colorées 3.5 min par de la safranine 1% dans I’éthanol 50% et 6 min par une solution
alcoolique de bleu Alcian 1%. Les coupes sont montées entre lame et lamelle avec du baume
du canada et ont été observées sous un microscope optique (LeicaDMR, Leica Microsystems,

Vienne) équipé d’une caméra numérique (Leica DFC 320).

10.2- Suivi de I’autofluorescence des parois en microscopie confocale

Les tiges de faible diametre ont été incluses en Historésine Technovit ®7100 (Kulzer,
Labonord) aprés avoir été déshydratées par passage dans des bains d’éthanol de concentration
croissante. Les échantillons ont été infiltrés a I’aide d’une solution composee de 1% de
durcisseur | (Hardener I) dans la résine Technovit 7100. L’infiltration est realisee en pilulier
par immersion des échantillons déshydratés dans des bains de concentration croissante en
résine (20% solution d’infiltration et 80% d’éthanol absolu pendant 2 h; puis 40% solution
d’infiltration et 60% d’éthanol absolu pendant 4 h ; puis 60% solution d’infiltration et 40%
d’éthanol absolu pendant 1 nuit; puis 80% solution d’infiltration et 20% d’éthanol absolu
pendant 1 journée ; puis 100% solution d’infiltration et passage sous vide modéré pendant 1
journée minimum). Un ml de durcisseur Il (Hardner II) est ajouté & 15 ml de solution
d’infiltration et le mélange est distribué dans des moules jetables de 400 ul (7x7x5 mm),
avant dép6t des échantillons de fagon orientée. La polymérisation est faite 1 heure a
température ambiante puis 1 heure a 37 °C. A partir des blocs obtenus, des coupes de 3 um
ont été réalisées a I’aide d’un microtome rotatif (Leica RM 2155, Leica microsystems,
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Vienne) équipé d’un rasoir en carbure de tungstene. Les coupes obtenues ont été montées

entre lame et lamelle dans du Fluoromount G.

L autofluorescence des lignines a été observée au microscope confocal (LSM 700,
Zeiss) a une longueur d’onde d’excitation de 488 nm et d’émission de 490 nm avec un filtre
LP. Les paramétres de détection de la fluorescence sont conservés entre chaque observation

de maniere a pouvoir comparer les différents échantillons.

10.3- Détection par immunofluorescence des arabinoxylanes

Pour les analyses d’immunomarquage, les échantillons concernés ont été inclus en
résine LR white (London resin company LTD). L’infiltration est réalisée en pilulier par
immersion des échantillons déshydratés dans des bains de concentration croissante en résine
(20% solution de LR White et 80% d’éthanol absolu pendant 2 h ; puis 40% solution de LR
White et 60% d’éthanol absolu pendant 4 h; puis 60% solution de LR White et 40%
d’éthanol absolu pendant 1 nuit ; puis 80% solution de LR White et 20% d’éthanol absolu
pendant une journée ; puis 90% solution de LR White et 10% d’éthanol absolu pendant 1
journée ; puis solution de LR White 100% passage sous vide modéré pendant une journée
minimum). Les échantillons de tiges ont été déposés dans des gélules remplies de LR white.
Cette derniére polymérise pendant 24 h a 56 °C. Des coupes de 800 nm ont été réalisées a
I’aide d’un ultramicrotome (Ultracut R, Leica) équipé d’un couteau en diamant (histo,

Diatome) et déposées sur des lames silanisées.

Avant la réaction d’immunomarquage, les coupes sont réhydratées 10 min avec de
I’eau distillée, puis traitées 10 min par un tampon TBS-Tween 0,01%, ensuite 1 heure a
I’obscurité par un tampon TBS-Tween 0,01% contenant 3% de BSA. Enfin les coupes sont
incubées 10 min avec une solution de dilution TBS-Tween 0,01% - BSA 0,3%. L’anticorps
primaire AX1 dilué au 1/100 dans du TBS-Tween 0,01% - BSA 0,3% est déposé sur les
coupes et incubé une nuit a 4 °C puis rincé avec du tampon TBS-Tween 0,01% - BSA 0,3%.
Un anticorps secondaire anti-souris fluorescent (AlexaFluor633) dilué a 1/500 dans du TBS-
Tween 0,01% - BSA 0,3% est déposé sur les coupes et incubé 1 heure a température
ambiante. Les lames sont ensuite rincées abondamment par du TBS-Tween 0,01% - BSA

0,3% et enfin par de I’eau distillée. Finalement, les coupes sont séchées, montées entre lame
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et lamelle dans du Prolong Gold antifade (Invitrogen). Pour chaque réaction
d’immunomarquage, quelques coupes controles sont obtenues en omettant I’anticorps
primaire. Les marquages fluorescents sont observés au microscope confocal (LSM700, Zeiss)
avec une longueur d’onde d’excitation de 630 nm et la fluorescence émise est détectée au-dela

de 640 nm. Toutes les images correspondent a des projections d’intensité maximum.

11- Dosage des lignines et de la cellulose
11.1- Extraction

Environ exactement 1 g de poudre de xyleme (M1) de chaque échantillon est introduit
dans un sachet ANKOM. L’ensemble sachet/poudre est pesé (M2) puis mis a secher pendant
une nuit a 105 °C puis de nouveau pesé apres refroidissement dans un dessiccateur (PS1 :
poids sec 1). Les sachets sont placés dans un ballon d’extraction par groupe de 8 dans 1 L
d’éthanol 95 % porté a ébullition et avec agitation pendant 30 min puis lavés par de I’eau ultra
pure chaude. Une deuxiéme étape d’extraction a lieu dans les mémes conditions avec de I’eau
ultra-pure bouillante pendant 30 min. Ces étapes sont répétées 3 fois ou jusqu’a ce que I’eau
de lavage soit incolore. Les sachets contenant la poudre extraite sont placés au four a 105 °C

pendant une nuit, puis pesés apres refroidissement (PS2 : poids sec 2).

11.2- Dosage des lignines

Pour obtenir le taux de lignines, 300 mg de poudre extraite est hydrolysée dans des
bouteilles Schott de 250 ml avec 5 mL d’acide sulfurique a 72 %. Les bouteilles sont agitées
doucement & température ambiante pendant 2 h avec deux billes en verre par bouteille pour
faciliter I’homogénéisation de la pate. De I’eau ultra-pure est ajoutée pour atteindre une
dilution de I’acide sulfurique a 3 % puis les bouteilles sont ensuite autoclavées a 120 °C
pendant 1 h. Le mélange autoclavé est ensuite filtré dans des entonnoirs filtrants bien secs et
pesés (masse M6). La densité optique (DO) du filtrat dilué au 1/15°™ est mesurée a 205 nm a
I’aide d’un spectrophotometre. Cette mesure servira au calcul du taux de lignines solubles (S).
Les entonnoirs filtrants contenant la lignine Klason insoluble sont rincés par 500 mL d’eau
ultra-pure dans le but d’éliminer tout résidu présent sur I’entonnoir. Les entonnoirs sont
séchés une nuit a 105 °C puis refroidis dans un dessiccateur pendant 30 min et pesés (M7)
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afin de pouvoir calculer le taux de lignines Klason (K). Le taux de lignines totales (T)

correspond a la somme de K et de S.

Ces taux sont calculés a I’aide des formules suivantes :

S =[(DO x Fd x Volume total) / ((110 x PS1)/1000)]*100
K = [(M7 — M6)/PS1] x100

T=K+S

(Fd : facteur de dilution)

11.3- Dosage de la cellulose

Pour déterminer le taux de cellulose, environ exactement 1 g de poudre de xyléme est
pesé (MH) a partir de la poudre de bois précédemment extraite et mis dans une bouteille de
masse M1’ (avec M2’ = MH + M1’). Cette poudre subit une délignification a 76°C pendant 1
heure avec agitation dans 2 mL de solution de chlorite de sodium (NaClOz) a 27 % et 80 mL
de solution tampon acétate (NaOH 0,76 M ; acide acétique glacial CHsCOOH 1,25 M).
Ensuite, 2 mL de solution NaClO; sont rajoutés chaque heure pendant 3 heures jusqu’a
décoloration de la pate qui correspond a la dégradation de la lignine. La solution pateuse est
versée dans des entonnoirs filtrants pesés (M4’). La pate qui correspond a I’holocellulose est
lavée a I’eau ultra pure a température ambiante jusqu’a décoloration compléte. Deux lavages
supplémentaires avec 15 mL d’acétone permettent ensuite d’avoir une décoloration totale. Les
entonnoirs filtrants contenant la pate sont séchés une nuit & 105 °C puis refroidis dans un
dessiccateur pendant 30 min et pesés (M5’). L’holocellulose séche est conservee
immediatement dans le dessiccateur. Par la suite, 800 mg environ exactement d’holocellulose
sont pesés dans des petites bouteilles de 100 mL (PS3). 5 mL d’une solution NaOH a 17,5 %
sont rajoutés et le mélange est agité pendant 5 min a 20 °C a I’aide d’une bille en verre. Cette
étape est répétée 2 fois encore toutes les 5 mn et une fois pendant 30 min avec I’ajout de 2,5
mL de solution NaOH 17,5% a chaque fois. 16,5 mL d’eau ultra-pure sont rajoutés dans les
bouteilles tout en mélangeant. Le mélange est filtré a I’aide de nouveaux entonnoirs filtrants
de masse M6’ et lavé par 50 mL de solution NaOH a 8,3 %. L’a-cellulose est lavée 2 fois a
I’eau en remplissant les creusets et en filtrant sous vide puis 7,5 mL d’acide acétique a 10 %

sont rajoutes pour neutraliser le reste de NaOH. L’ a-cellulose est lavée ensuite a I’eau jusqu’a
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avoir un pH de 5 a 6. Les entonnoirs filtrants avec I’ a-cellulose sont sechés une nuit a 105 °C
puis refroidis dans un dessiccateur pendant 30 min et pesés (M7’). Les taux d’holocellulose
(H) en % de poudre extraite et d’a-cellulose (A) en % de (H) sont calculés a I’aide des

formules suivantes :
H=[(M5 -M4")/ (MH - (M3’ -M2’))] * 100

A= (M7’ = M6") * H) | (M5")
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Chapitre 1 : Choix des facteurs de transcription

Pour ce projet de thése, nous avions besoin de choisir un nombre limité de FT selon
différents critéres : tout d’abord, nous recherchions des FT exprimés spécifiquement dans le
xyleme secondaire, et si possible sur-exprimés dans le bois de tension. Nous avions également
besoin d’un FT contrdle pour les expériences de ChIP-SEQ, technique permettant de
déterminer les cibles in vivo de FT: nous souhaitions prendre un FT, impliqué dans le
développement du xyléme secondaire, et pour lequel au moins une cible avait été démontrée
expérimentalement. Ce couple FT / cible connue pouvait ainsi nous servir de référence pour
les expériences de ChIP-SEQ, delicates a mettre en ceuvre : il pouvait servir a mesurer un
enrichissement effectif en cible par PCR apres immunoprécipitation de chromatine avant de

faire un séquencage haut-débit.

Au démarrage de ce projet de these, nous avons donc entrepris une étude
bibliographique sur les FT pouvant jouer un rdle dans la formation du bois et/ou du bois de
tension (notamment chez le peuplier). Une liste d’environ 40 FT a été établie en croisant
données bibliographiques et analyses bioinformatiques. Pour affiner ce choix, nous nous
sommes ensuite appuyés sur des données d’expression établies par PCR quantitative a haut
débit (technique FLUIDIGM). Pour remplir les critéres évoqués précédemment, notre choix
s’est porté sur 3 FT : MYBO090, un facteur de transcription spécifique du xyléme secondaire,
dont le géne est sur-exprimé dans le bois de tension, MYB221 et MYB156, 2 FT dont les
génes sont exprimés dans le xyleme secondaire, orthologues d’EgMYB1 dont des cibles ont
été démontrées expérimentalement chez I’eucalyptus (Legay et al. 2007). Nous faisons
I’hypothese qu’au moins un de ces FT a les mémes cibles qwEgMYB1. Les 3 FT choisis
appartiennent tous les 3 a la famille des facteurs MYB, mais leurs orthologues se situent a
plusieurs niveaux du réseau de regulation transcriptionnelle de la formation des différents

composants de la paroi secondaire (lignines, xylanes, cellulose) (figl.1).

Dans ce chapitre, nous allons expliciter plus en détail le choix effectué, puis nous
décrirons le travail fait pour cloner ces FT, produire des anticorps nécessaires a la mise en
ceuvre de la ChIP. Nous analyserons les propriétés potentielles de ces FT sur la base de leur
séquence et de la bibliographie. Les travaux ont été menés sur 2 clones de peuplier différents.
Les FT ont été clonés a partir d’ADN de 717-1B4, clone de Populus tremula x P. alba, qui est
le clone de peuplier utilisé en routine en transgénese. C’est ce clone qui sera utilisé dans le
chapitre 3 pour les études fonctionnelles in planta. Par contre, pour le ChIP-SEQ, les

séquences obtenues sont alignées sur un génome de référence (voir chapitre 2). Pour le
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Figure 1.2 : Profil d’expression de MYB090 dans différents tissus de peuplier, évalué par
RT-PCR semi-quantitative.

Les fleurs méles et femelles ont été prélevées sur des peupliers P. nigra arrivés & maturité sexuelle.
Feuilles, racines et tronc ont été échantillonnés sur un arbre de 4 ans (INRA 717-1B4, P. tremula x P.
alba). Les feuilles ont été disséquées au scalpel pour séparer pétiole, limbe et nervures. Le tronc a été
écorcé, le phloeme a été prélevé a I’intérieur de I’écorce. COté tige écorcée, les échantillons ont été
prélevés séquentiellement, d’abord légerement au scalpel pour prélever la zone cambiale (ZC), puis au
couteau a bois pour prélever le jeune xyléme (JX1 et JX2, JX1 étant plus jeune que JX2) puis le xyléme
mature (XM). De méme, les racines lignifiées ont été prélevées et séparées en phloéme, zone cambiale
(ZC), jeune xyléme (JX) et xyleme mature (XM). Des apex caulinaires ont été préleves sur des 717-1B4
de 6 mois élevés en serre. Des 717-1B4 ont également été inclinés en serre pendant 1 mois : le jeune
xyléme a été prélevé par grattage au scalpel apres écorcage c6té bois de tension et bois opposé. ZC :
zone cambiale, JX : jeune xyléme, XM : xyléme mature, JXO : jeune xyléme de bois opposé, JXT :
jeune xyléeme de bois de tension.

Expression relative de MYB090 dans
le xyléme tendu des peupliers 101-74

1,5

0,5

Figure 1.3: Expression relative de MYB090 dans le xyleme de bois de tension de peuplier
(P. trichocarpa, clone 101-74).

L’expression quantitative de MYB090 (Qr) dans le bois de tension (TW) est rapportée a son expression
dans le bois opposé. La barre d’erreur représente I’erreur standard de 4 répétitions. L’astérisque au-
dessus du rectangle indigue que la valeur de Qr est significative (t-test p < 0.05).
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moment, la séquence de réference est celle de Nisqually, clone de P. trichocarpa (Tuskan et
al. 2006). Pour le ChIP-SEQ, nous avons donc utilisé le clone 101-74, un clone de P.
trichocarpa, qui au niveau génétique est plus proche de Nisqually que le 717-1B4. Si les
séquences codantes des genes sont bien conservées entre P.tremula x P.alba et P.trichocarpa,
il n’en est pas de méme pour les régions intergéniques. Dans ce chapitre, les études

d’expression ont porté sur les deux clones.

1- Etude d’expression
1.1- MYB090

L’expression de MYBO090 a d’abord été suivie par RT-PCR sur différents tissus
prélevés sur un arbre de 4 ans (717-1B4) (figl.2). Des fleurs males et femelles ont par ailleurs
été prelevées sur des individus P. nigra arrivés a floraison. MYB090 est fortement exprimé
dans le xyleme secondaire du tronc et des racines de I’arbre de 4 ans, surtout dans le xyléeme
en différenciation, mais également dans le xyléme mature de la tige. On détecte une
expression de MYB090 dans les feuilles, surtout dans les pétioles. On ne détecte aucune
expression dans le phloéme secondaire, que ce soit dans le tronc ou les racines, et un tres léger
signal dans les apex, les zones cambiales de tige et de racine, et les fleurs. Dans de jeunes
tiges de 717-1B4 inclinées, on détecte MYBO090 a la fois dans le bois opposé et le bois de
tension, avec une possible surexpression dans le bois de tension. Cette surexpression a été
confirmée par Q-PCR sur le clone 101-74 : I’expression de MYB090 est deux fois plus élevée

dans le bois de tension par rapport au bois opposé (figl.3).

Nous avons également exploité les données disponibles en ligne, notamment sur le
Poplar eFPBrower (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi) qui permet de disposer
d’une représentation graphique de données d’expression obtenues sur puce Affymetrix a partir
d’ARN préparés a partir de différents tissus / traitements sur différents individus de P.
balsamifera (Wilkins et al. 2009). Sur ces échantillons, on retrouve une expression forte dans
le xyleme secondaire des tiges, mais egalement une expression dans les chatons males.

L’expression la plus forte est détectée dans les chatons femelles (figl.4).
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Figure 1.4 : Représentation graphique de I’expression de MYBO090 au sein de différents
tissus et/ou traitements chez différents P. trichocarpa. L’expression est mesurée par hybridation
sur puces Affymetrix Peuplier (eFP browser, http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Wilkins
et al. 2008). La gamme de couleur va du jaune (faible accumulation de transcrits) au rouge (forte
accumulation de transcrits). MYB090 correspond au modéle de géne Potri.015G033600 (version génome
v3.0) ou POPTR_0015s05130 (version génome v2.0). Il est représenté sur la puce Affymetrix Peuplier
par la sonde Ptp.116.1.S1_s_at.
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Figure 1.5 : Représentation graphique de I’expression de MYB221 au sein de différents
tissus et/ou traitements chez différents P. trichocarpa.

L’expression est mesurée par hybridation sur puces Affymetrix Peuplier (eFP browser,
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cqi, Wilkins et al. 2008). La gamme de couleur va du
jaune (faible accumulation de transcrits) au rouge (forte accumulation de transcrits). MYB221
correspond au modele de gene Potri.004G174400 (version génome v3.0) ou POPTR_0004s18020
(version génome Vv2.0). Il est représenté sur la puce Affymetrix Peuplier par la sonde
PtpAffx.162211.2.S1 at.
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Figure 1.6 : Représentation graphique de I’expression de MYB156 au sein de différents
tissus et/ou traitements chez différents P. trichocarpa. L expression est mesurée par hybridation
sur puces Affymetrix Peuplier (eFP browser, http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Wilkins
et al. 2008). La gamme de couleur va du jaune (faible accumulation de transcrits) au rouge (forte
accumulation de transcrits). MYB156 correspond au modéle de géne Potri.009G134000 (version génome
v3.0) ou POPTR_0009s13640 (version génome v2.0). Il est représenté sur la puce Affymetrix Peuplier
par la sonde Ptp.1500.1.A1 at.
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1.2- MYB156 et MYB221

MYB156 et MYB221 ont été choisis parce que ce sont des orthologues d’EgMYB1,
un facteur MYB d’eucalyptus, répresseur de la voie de biosynthése des lignines, et dont
certaines cibles ont été démontrées expérimentalement (Legay et al. 2007). Notamment,
EgMYB1 a pour cible les promoteurs des genes CAD et CCR (Legay et al. 2007). Nous
faisons I’hypothése que MYB156 et/ou MYB221 ont la méme fonction chez le peuplier et les
mémes cibles. Cela nous sera utile pour la mise au point et la validation des expériences de
ChIP-SEQ (voir Chapitre 2). MYB156 et MYB221 ont globalement le méme profil
d’expression chez P. trichocarpa (Poplar eFP browser), avec notamment une expression
maximale dans le xyleme secondaire de la tige (figl.5 et 1.6). Il existe toutefois quelques
différences notables : I’expression de MYB221 est relativement fortement détectée dans les
fleurs, femelles et males, alors que celle de MYB156 n’est pas détectée. En valeur absolue,

MYB156 est exprimé beaucoup plus fortement que MYB221.

Nous avons étudié le profil d’expression de MYB221 et de MYB156 dans les cellules

de xyléme de bois de tension et de bois normal.

Expression relative de MYB221 et MYB156 dans
le TW et le NW chez deux espéces de peuplier
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Figure 1.7 : Expression relative de MYB221 et MYB156 dans le bois de tension (TW) ou
le bois normal (NW) chez deux espéces différentes de peuplier. L’expression quantitative
relative (Qr) de MYB221 (rectangles bleus) et MYB156 (rectangles rouges) dans le xyléme tendu
(TW) et normal (NW) a été calculée par rapport au bois opposé (OW). Le Qr a été calculé chez deux
espéces de peuplier: P. trichocarpa clone 101-74 (Ptr 101-74) et P. tremula x P. alba clone INRA
717-1B4 (Pta 717-1B4). Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la moyenne de 4 répétitions
biologiques pour Ptr 101-74 et 3 répétitions biologiques pour Pta 717-1B4. Les lettres différentes
indiguent une différence significative entre les valeurs de Qr (t-test p < 0.05).
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Figure 1.8 : Analyse phylogénétique de 13 séquences nucléotidiques codant pour des
facteurs de transcription impliqués dans la formation de la paroi secondaire.

Le clustering a été réalisé selon la méthode de Neighbour-Joining. Les distances ont été corrigées et les
gaps ont été exclus. Le calcul a été réalisé sur ClustalW2 et I’arbre a été élaboré par ITOL (Letunic &
Bork, 2007).

CLUSTAL 2.1 multiple segquence alignment

| |
Potri.0156G033600.1 —-MCTRGHWRFAEDEKLEELVEKY GPHNWNAT AEKLHGRSGKSCRLEWFHQLDFRINRSE 58
PtaMyb03d —-MCTRGHWRFAEDEKLEELVEKY GPHNWNAT AEKLHGRSGKSCRLEWFHQLDFRINRSE 58
AtMYBR52 -MMCSRGHWRPAEDEKLRELVEQFGPHNWNATAQKT.SGRSGKSCRLEWFNQLDPRINENE 59
AtMYBS4 MIMCSRGHWRPAEDEKLEDLVEQYGPHNWNATALKLPGRSGESCRLEWFHQLDFRINRNE &0

kkokdkkkddhhddd e ke cckkdwkddddr ddk dkddddhddddhhddhhdhdnr &

Potri.015G033600.1 FTEEEEERLLASHRIHGNEWAVIARLFPGRT DHAVENHWHVIMARRYRERSE--LHAKR~ 115
PtaMyb0a0 FTEEEEERLLASHRTHGNEWAVIARL.FPGRTOHAVENHWHVIMARRYRERSE--LHAKR- 115
AtMYBS2 FTEEEEERLLASHRIHGNEWSVIARFFPGRT DHAVENHWHVIMARRGRERSE--LEFRG— 116
ATtMYBES4 FTEEEEERLLAAHRIHGNEWSIIARLFPGRT DHAVENHWHVIMARRTRQT SKEFRLLESTT 120
HEKKKEE R R R RHHHHEEE 2 s R s R HIIFI I IR R R R R R R *T *e He k|
Potri.0156033600.1 -TAQATVNEQKF SSEQDMOTNCETRSFSSEVERYCERFG-QYPLITHS-YLPAFWEEFYN 172
PraMyk030d -TA AL VNEQNF S SEQ MO INCETRSFS5FVEREYCEKFG-QYPLITHS-YLFAFWEEFYH 172
AtMYBS2 0 === LGHDGTVAATGMIGNYKDCDKERRLATTTATNFFYQFSHINHFOVLEEFLIGEIG 171
ACMYBS54 SSSSLHASEQIHMSSGGYNHNYSSDDRKKIFPEDFINFPYKFSHINHLHFLKEFFIGEIA 1aa0
.k . L * *
Potri.015G033600.1 -DDLSHCE-——--- DONRPIEFYDFLOVNTESNESEVIDNARREDEEVDOREVILEHQSKE 225
PraMyk030d GDDPSHCE-———--- DONRSIEFYDFLOVNTDSNESEVIDNARREDEEVDQREVILEHQSKE 226
ACMYBS52 FENSTIFIQEGAI DQTERFMEF YHF LV T DSKIHELIDNSEKDEEEDVDQNNREI FNEN - 230
ATtMYBES4 LNHERN---——-—- QSKKPHEFYNFLQ?NIDSNKEEIID———QDSEQSKRSDSDIKHES— 228
. . vk e kkkEkk ok o kH e . v

Potri.015G033600.1 AGVPFIDFFS&---——-—— 2386

PraMyb0ia0 AGVPFLIF3QL-———————- 237

AtMYBS2 -CVEPFFDFLSVGNSASQGLC 245

ATtMYBES4 -HVEFFFDFLSVGNSA5-———— 243

HEE K

Figure 1.9 : Alignement de la séquence protéique de MYB90 (P. tremula x P. alba) avec ses
orthologues chez P. trichocarpa et chez Arabidopsis thaliana.

En rouge et bleu sont indiqués les deux domaines Pfam PF00249 MY B-like DNA binding domain
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La figure 1.7 montre le niveau d’expression relative de MYB221 chez 101-74 (Populus
trichocarpa) et chez 717-1B4 (Populus tremula x alba) : il est plus élevé dans le xyléeme
tendu que dans le xyleme normal, presque 6 fois plus élevé chez 101-74 et seulement 2 fois
plus fort chez 717-1B4. Par comparaison, le niveau d’expression de MYB156 ne varie
pratiquement pas entre xyleme de bois tendu, de bois opposé ou de bois normal (figl.7) quel
que soit le clone considéré. En valeur absolue, contrairement a ce qui a été observé chez
P.trichocarpa, c’est MYB221 qui est plus fortement exprimé dans le jeune xyleme, par
rapport a MYB156 : on a des valeurs de Ct de 24 pour MYB156, 22,5 pour MYB221 pour un

Ct de 19 pour le géne de référence Ubiquitine.

2- Clonage et analyse des séquences protéiques

Les séquences codantes de MYB090, MYB156 et MYB221 ont été clonés par PCR a
partir d’une matrice d’ADNCc préparée a partir d’ARN extraits de jeune xyleme de bois de
tension de 717-1B4 (Populus tremula x P. alba). Les amorces ont eté dessinees d’apres les
séquences des transcrits identifiés chez Nisqually (P. trichocarpa), respectivement
Potri.015G033600.1, Potri009G134000.1 et Potri004G174400. Les produits PCR ainsi
amplifiés ont été clonés dans le vecteur pCR2.1 et Vérifiés par séquencage. Les séquences
obtenues pour 717-1B4 ont été comparees aux séquences de Nisqually. Elles sont notées
PtaMYBXXX. Les motifs caractéristiques des FT de type MYB ont éte recherches.

2.1- MYB090

MYBO090 est un orthologue d’AtMYB52 et ATMYB54 (figl.8). Les trois génes
dérivent d’un méme ancétre, mais chez Arabidopsis, il y a eu duplication de genes. Nous
avons realise un alignement de séquences multiples en utilisant Clustal W (Thompson et al.
1994) a partir de la séquence PtaMYB090, son équivalent chez P. trichocarpa, AtMYB52 et
AtMYB54 (figl.9). Les deux séquences de peuplier sont trés proches, avec 98% d’identité au
niveau protéique. La région N-terminale est tres bien conservée entre les 4 séquences et
contient les deux domaines « MYB-like DNA binding domain » R2 et R3 (domaine PFAM
PF00249, http://pfam.sanger.ac.uk/). MYBO090 appartient donc a la famille des FT MYB de
type R2-R3. Dans la partie C-terminale, une zone de 16-20 acides aminés est également bien
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2.1 multiple sequence alignment

PtaMYR156 MGRSPCCERAHTNKGANTKEEDDRLVAY TRAHGEGCWRESLPEAACLLRCGKSCEIRWINY &0
Potri.008:134000.1 MGRSPCCEKRAHTNKGANTKEEDDRLVAY TRAHGEGCWESLPERACGLLRCGKSCRLRWINY 60
PraMyYB221 MGRSPCCEXRATHNKGANTIKEEDDRLIAY TRTHGEGCWRSLEPKAACGLLRCGKSCRLRWINY 60
Potri.004G174400.1 MGRSPCCERRAHTNKGANTKEEDDRLIAYTRTHGEGCWRSLPERACLLRCGKSCRLRWINY &0
EgMYB1 MGRSPCCERAHTNKGANTKEEDDEL.IAYTRAHGEGCWRESLPKRAACLLRCGKSCRIRWINY &0
ACMYB4 MGRSPCCEKRAATNKGANTIKEEDERLVAY TKRHGEGCWRSLPEAACSLLRCGKSCRLRWINY 60

B e e e L

| I ——
PtaMYB156 LRPDLERGNFTEAEDELT IKL.HSLLGNEKWSLIAGRL.PGRTONEIENYWNTHIEEKLLNRE 120
Potri.009134000.1 LRPDLERGNFTEAEDELT IKT.HSL.LGNEWSLIAGRL.PGRTONEIENYWNTHIREKLLNEG 120
PraMYB221 LRPDLERGNFTEEEDELI IKLHSLL.GNEKWILIAGRL.PGRTONEIENYWNTHIREKLLNEG 120
Potri.004G174400.1 LRPDLERGNFTEEEDELI IKT.HSLLGNEWSLIAGRL.PGRTDNETENYWNTHIRRKLLNRG 120
EgMYB1 LRPDLERGNFTEEEDEI I TKTL.HSLLGNEKWSLIAGRL.PGRTONETENYWNTHIEREKLLNRE 120
ATMYB4 LEPDLERGNFTEEEDELI IKT.HSL.LGNEWSLIAGRL.PGRTONEIKNYWNIHIREKL.INEG 120

kR Ak dhn ke kR hhh Rk kR kb Rk kR Rk kR
PtaMYR156 IDPATHRPINEPAV-QEATTT ——————————— ISFITTTTSVLEEESLGSITKEENKEKT 168
Potri.009&134000.1 IDPATHRFILNEPAV-QEATIT-——————————— ISFITITISVLEEESLGSITKEENKEKT 168&
PtaMYB221 IDPATHRFILNEPA--QEASTT———-——————— ISFSTITS--VEDESLSSVEEESNEEKT 1635
Potri.004G174400.1 IDPATHRPINEPA--QEASTT——————————— ISFSTITS--VEEESLSSVEEESNEEKT 165
EgMYB1 IDPATHRLINEPAQDHHDEFT———-——————— ISFARNSK-—--—-—— EIEKEMEN--NAELN 161
ACMYB4 IDPIqHRPIQESSAQQDSFPTQLEPVTSNIINISFISHPH;———?EIFHESISFPGFEE? 176

dedek n kil wade H deterk w . <

I V V

PraMYB156 ISATAFVCREEKTQVQERCSDINLELGI SLESQNQPDHPQPFEKTGESR5-LCFACSLGLY 227
Potri.009134000.1 ISATAFVCEEEKTQVOERCPDINLELGI SLESQNQPDHIQPFETGESR5-LCFACSLGLR 227
PtaMYR221 ISAAAFICKEEKNEVOERCPDINLELRT SLECONQPDRHQAFKTGESTS-LCFACSLGLY 224
Potri.004G174400.1 I5AARFTCKEEKT PVOERCPDINLELRT SLECONOPDRHQAFKTGESTS-LCFACSLGLY 224
EgMYB1 FMCNLEESADVASSARERCPDINLELGI SPPSHQLAQPEPLLEFTGRESDLCKECHNLGLE 221
AtMYB4 ISMLIFKEEHDECPVQEHFPDLNLELRISLP————DD?ERLQaHGHEIIPRCFKESLMFI 232
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PraMYB156 HSEDCSCNVI-V3TWE556- 5T 5STKT GYDFLGME--——5GVLDYRILEME 271

Potri.009:134000.1
PtaMYR22]1
Potri.004G174400.1

HSEDCSCNVI-VSTVE556- 5T STETGYDFLGME-——5GVLDYRSLEME 271
NSEDCSCSVI-VETIIGS55-SAGSKT GYDFLGME -———S56GVLDYRGLEMK 268
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Figure 1.10 : Alignement des séquences protéiques de MYB156 et MYB221 (P. tremula x
P. alba) avec leurs orthologues chez P. trichocarpa, chez Arabidopsis thaliana et chez
Eucalyptus gunnii.

En rouge et bleu sont indiqués les deux domaines Pfam PF00249 MY B-like DNA binding domain. En
mauve est indiqué le motif EAR de répression de la transcription. Les fleches vertes indiquent les quatre
cystéines impliquées dans une structure en doigt de zinc.
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conservée entre les 4 séquences : les 2 séquences de peuplier sont plus proches d’AtMY B52
que d’AtMYB54. Une analyse de la séquence de PtaMYB090 sur PSORT montre que la
séguence ne contient pas de signal caractéristique d’adressage au noyau (http://psort.hgc.jp/).

2.2- MYB156 et MYB221

Les séquences protéiques de MYB156 et MYB221 ont été alignées avec leurs
orthologues chez P. trichocarpa, ainsi que leurs orthologues chez Eucalyptus et Arabidopsis,
EgMYB1 et AtMYB4, respectivement (figl.10). Les quatre séquences de peuplier sont tres
proches : PtaMYB156 et PtaMYB221 ont 86% d’identité entre elles et chacune 99% avec leur
orthologue chez P. trichocarpa. La région N-terminale est trés bien conservée pour toutes ces
séquences, notamment sur les 125 premiers acides aminés. Cette région contient les deux
domaines «MYB-like DNA binding domain» (domaine PFAM  PF00249,
http://pfam.sanger.ac.uk/), caractéristiques des MYB de type R2-R3. Dans le motif R3, on

retrouve la séquence [DE]Lx2[RK]x3LxsLXx3R nécessaire a I’interaction avec un facteur bHLH
(Zimmermann et al. 2004). En région C-terminale, on retrouve pour toutes les protéines un
motif de type EAR (LxLxLx ou DLNxxP), impliqué dans la répression de la transcription
(Kagale et Rozwadowski, 2011). On trouve également pour toutes les protéines un motif
Cx2Cx9CxC, motif & doigt de zinc.

3- Production d’anticorps et étude protéique

Des anticorps polyclonaux pour MYB090 et MYB221 ont été produits & partir de
protéines recombinantes. MYB221 a été choisi par rapport a MYB156 car il est surexprimé
dans le xyleme de bois de tension. Les sequences codantes complétes de MYBO090 et
MYB221 ont été amplifiées par PCR avec des amorces de type Gateway®, et ont été
introduites par recombinaison dans le vecteur d’entrée pDONR207 (Invitrogen™), puis
transférées par recombinaison dans différents vecteurs spécifiques permettant la production de
protéines recombinantes avec une étiquette 6His dans E. coli. MYB90 et MYB221 ont été
clones respectivement dans pETG-10K (Alzari et al. 2006) et pDEST17 (Invitrogen™). Les
protéines ont d’abord été solubilisées dans une solution d’urée 4M puis purifiées par affinité
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Figure 1.11 : Détection par Western blot de MYBO090 et MYB221 dans des extraits de
protéines nucléaires de cambium (C) ou de jeune xyleme (X), avec des anticorps anti-
MYBO090 (A) et anti-MYB221 (B)

Extrait de protéines nucléaires de cambium (C) et xyleme (X) : 55ug/puits ; Myb90-6his et Myb221-
6his recombinants : 50 ng/puits. Anticorps primaires polyclonaux, purifiés par affinité sur antigéne anti-
Myb90(A) et anti-Myb221 (B): dilution 1:2000 ; Anticorps secondaire anti-IgG lapin-HRP: dilution
1:3000 et réactifs du kit Amersham ECL Western blotting. Durée exposition : 15 minutes
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sur une colonne de cobalt, éluées en imidazole. Les éluats ont été dialysés pour éliminer

I"urée.

Les anticorps polyclonaux anti-MYB90 et anti-MYB221 ont été produits chez le lapin
par la société Agro-Bio (La Ferté Saint Aubin). Nous leur avons également confié la
purification des anticorps par affinité sur antigéne. Dans des échantillons de protéines
nucléaires, I’anticorps anti-MYBO090 détecte 2 bandes, 1 bande de trés faible intensité autour
de la taille attendue de 30 kDa, et une bande de plus forte intensité, a environ 70 kDa.
L’anticorps anti-MYB221 donne le méme type de détection (figl.11). L’anticorps anti-
MYBO090 ne reconnait pas la protéine recombinante MYB221, alors que I’anticorps anti-
MYB221 détecte légerement la protéine recombinante MYBO090 (figl.11).

4- Localisation subcellulaire des FT

Les séquences codantes de MYB221, MYB156 et MYBO090 ont été clonées dans le
vecteur pSCA ::35S ::YFP permettant la production de FT fusionné a la protéine fluorescente
Yellow Fluorescent Protein (YFP), afin de tester leur localisation sub-cellulaire (Guirimand
et al. 2010). Ces vecteurs ainsi qu’une construction portant un marqueur de noyau ont été
introduits dans des cellules de Catharanthus roseus (pervenche de Madagascar) par
biolistique ; leur expression a été suivie de facon transitoire. Les FT produits ont pu étre
localisés au niveau de ces cellules grace a la fluorescence de YFP et CFP. La figure 1.12
montre une superposition parfaite entre la fluorescence de FT-YFP et la fluorescence du
marqueur de noyau (CFP) indiquant clairement que les 3 FTs sont localisés exclusivement

dans le noyau car aucune fluorescence n’a été détectée dans le cytoplasme.

5- Conclusions

Les 3 facteurs MYB choisis appartiennent tous les 3 a la classe des MYB R2 R3 car on
détecte la présence de 2 motifs MYB DNA binding domain. 1l y a 192 génes annotés comme
tels chez Populus (126 chez Arabidopsis, Wilkins et al. 2009). Ces deux domaines sont des
répétitions imparfaites de 50 acides aminés environ formant une structure en
hélice/boucle/hélice impliquée dans la fixation du FT & I’ADN. Les protéines ne présentent

pas de signal d’adressage au noyau caractéristique mais leur localisation nucléaire a été
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Figure 1.12: Localisation subcellulaire de MYB221-YFP, MYB156-YFP et MYB090-YFP
dans des cellules de Catharanthus roseus.

Les cellules ont été co-transformeées a I’aide des plasmides exprimant MYB221-YFP (A), MYB156-
YFP (E) ou MYBO090-YFP (I) d’une part, et le marqueur nucléaire CFP d’autre part (B, F, J). La
colocalisation des deux signaux de fluorescence est démontrée au niveau des images superposees (C, G,
K). La morphologie des cellules est observee par microscopie DIC (differential interference contrast)
(D, H, L).
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clairement démontrée en systeme cellulaire hétérologue (figl.12). Les séquences clonées sont

suffisantes pour un adressage correct des protéines produites au noyau

MYB221 et MYB156 sont des génes codant pour des FT qui sont des orthologues
d’EgMYB1let AtMYB4 (Ma et al. 2011), connus pour étre des répresseurs de la transcription de
génes de biosynthése des lignines chez Eucalyptus et Arabidopsis (Legay et al. 2010, Jin et al.
2000). Ces deux FT appartiennent au sous-groupe 4 de la sous-famille MYB-R2R3. Les FT
appartenant a ce sous-groupe sont des répresseurs de la voie de biosynthese des
phenylpropanoides. MYB221 et MYB156 ont bien la signature caractéristique de répression
de la transcription (motif EAR, fig.1.10). Les séquences proteiques de MYB221 et MYB156
sont trés proches (86% d’identite). Les deux geénes résultent d’une duplication récente, qui
s’est produite de fagon ultérieure a la divergence des especes Arabidopsis/P. trichocarpa : y-
a-t-il eu fonctionnalisation des deux génes depuis leur duplication ou sont-ils fonctionnel-
lement redondants? Au niveau expressionnel, on note des différences entre les deux genes,
avec notamment une sur-expression de MYB221 dans le bois de tension, qui n’est pas
observée pour MYB156. C’est pourquoi MYB221 a été retenu pour la production d’anticorps
et la mise en ceuvre de la ChlP (Chapitre 2). L’hypothése de travail est que MYB221 joue un
réle dans la baisse des teneurs en lignines dans le bois de tension. Pour les études in planta
(Chapitre 3), nous avons cependant choisi de travailler en parallele sur les deux FT pour

mettre en évidence leur fonction éventuellement différente dans la physiologie de la plante.

MYBO090 appartient au méme groupe phylogénétique qu’AtMYB52 et AtMYB54. Zhong et
al. (2008) ont proposé qu’AtMYB52 soit un activateur transcriptionnel de la voie de
biosynthése des lignines car des plants sur-exprimant une version dominante répresseur
d’AtMYB52 présentent une réduction notable de I’épaisseur des parois secondaires des fibres
interfasciculaires dans les tiges d’Arabidopsis. Chez P. tremula x P. tremuloides, il a été
proposé par contre que PttMYB21a, orthologue de MYBO090, soit un répresseur du gene de
CCoAOMT. Nous ne pouvons a ce stade faire d’hypothese claire sur la fonction de MYB090,

les travaux du chapitre 3 devraient nous permettre de répondre.
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Pour déterminer les cibles des FT MYB090 et MYB221 a I’échelle du génome, nous
avons utilisé la technique d’Immunopreécipitation de la Chromatine couplée & un séquengage
haut débit des fragments immunoprécipités (ChlIP-SEQ). Dans ce chapitre, nous introduirons
cette technique d’une facon générale puis nous détaillerons sa mise en ceuvre sur notre

matériel d’étude, le jeune xyléeme de peuplier, avant de présenter nos résultats.

1- Principes de I’immunoprécipitation de la chromatine

L’ immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) est une technique largement utilisée
dans le domaine animal pour déterminer, in vivo, la localisation des sites de fixation a I’ADN
de différents facteurs de transcription mais aussi des histones et d’autres protéines. Cette
technique aide a la détection des interactions protéines-ADN dans des cellules vivantes car les
protéines sont “’capturées’” au niveau de leurs sites effectifs de fixation aux acides nucléiques
(Das et al. 2004). Cette technique a été utilisée pour la premiére fois chez la drosophile
(Gilmour et Lis 1985). Chez les plantes, elle a été employée pour la premiere fois chez
Arabidopsis en 1999 (Ascenzi et Gantt 1999). Cette technique a d’abord été mise en ceuvre
sur des cultures cellulaires, donc des cellules avec une paroi peu épaisse, ce qui est tres

different du tissu sur lequel on travaille.

La ChIP consiste généralement en une premiere étape permettant la liaison des
protéines de maniere covalente sur la chromatine, a I’aide d’un agent de pontage qui peut étre
chimique comme le formaldéhyde, le chromate de potassium, le cisplatine ou de la lumiére
UV et des lasers. Cette étape est suivie par une sonication ou un traitement avec une nucléase
pour génerer des petits fragments d’ADN. L’ADN correspondant aux sites de fixation des
protéines étudiées est protége de la sonication par le pontage. L’ immunoprécipitation est
ensuite réalisée a I’aide d’anticorps spécifiques des protéines d’intérét, FT ou histones.
L’ADN est par la suite libéré des protéines immunoprécipitées et analysé a I’aide de
techniques courantes de biologie moléculaire, telles que la PCR, la gPCR quand on connait
des cibles ADN potentielles : on va alors mesurer des enrichissements spécifiques en cibles

ADN connues, pour lesquelles on a dessiné des amorces (pour revue voir Das et al. 2004).
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Il existe deux types d’essais de ChIP : la X-ChIP et la N-ChIP. La méthode X-ChlP
utilise la chromatine pontée fragmentée par sonication alors que la N-ChIP utilise de la
chromatine native non pontée et digérée par une nucléase. Dans les essais N-ChIP,
I’immunopreécipitation est tres efficace et aboutit a des quantités importantes d’ADN
immunoprécipité. En effet, la liaison des anticorps aux protéines non pontées est
généralement plus forte qu’aux protéines pontées. C’est ainsi que la spécificité de
I’immunopreécipitation de la N-ChIP est plus grande que celle de la X-ChlIP. La N-ChIP
convient surtout pour I’étude de protéines fermement liées a la chromatine comme les
histones. Ainsi, elle est déconseillée pour les protéines dont les liaisons avec I’ADN sont plus
labiles, et donc susceptibles d’étre modifiées durant I’expérience. Dans ce dernier cas, la X-
ChIP est plus adaptée car le pontage fixe de fagon covalente les interactions ADN/protéines et
protéines/protéines. Toutefois, en cas d’exceés de fixation, la fragmentation de I’ADN peut étre

difficile (pour revue voir Das et al. 2004).

La ChIP peut étre aussi classée selon les techniques utilisées pour I’analyse des
séquences ADN obtenues. Dans le cas ou ces dernieres sont analysées par PCR on parle alors
de ChIP-PCR. De méme, par puces a ADN : ChlP-chip, par clonage (ChIP-Cloning)... (Das
et al. 2004).

2- Détermination des cibles de MYB221et MYBO090 a I’échelle du génome

Notre objectif est de déterminer in vivo les cibles de MYB090 et MYB221 dans le
cadre de la formation du bois de tension pour les raison énumérées dans le chapitre 1 de ce
manuscrit. Il s’agit de deux facteurs de transcription, et donc de protéines qui ne sont pas liées
de facon permanente a la chromatine comme les histones. Ainsi la X-ChIP convient plus pour
notre étude. De plus, le développement récent des technologies de séquencage haut-débit a
permis d’utiliser cet outil a la suite de la ChIP. On parle alors de ChIP-SEQ, technique qui
permet I’identification des sites de fixation a I’ADN a I’échelle du génome entier par le
séquencage direct de I’ADN récupéré par immunoprecipitation (Barski et Zhao 2009, Soler et

al. 2011). C’est ainsi qu’on a choisi la ChIP-SEQ pour répondre a notre objectif.
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2.1- Mise en ceuvre de la technique sur notre matériel biologique

Cette partie ne constitue pas une répétition du Matériel et Méthodes mais une synthése
de la procédure suivie dans notre étude avec notification des éventuels points-clés,
explications et remarques importantes sans entrer dans les détails techniques (produits utilisés

et concentrations, étapes détaillées ...).

2.1.1- Pontage de la chromatine in vivo

Nous avons prélevé des moitiés de fragments de tige écorcées correspondant au bois
de tension. Pour les ponter, nous avons utilisé le formaldéhyde car il est le plus couramment
utilise dans la littérature comme agent de pontage entre protéines et ADN. C’est une petite
molécule, qui crée des liaisons covalentes entre groupements amines présents sur certains
nucléotides et sur certains acides aminés comme la lysine, sur des distances trés faibles de
I’ordre de 0,2 nm. Elle a ainsi la capacité de fixer des molécules en étroite association les unes
avec les autres. Ces liaisons ont I’avantage d’étre réversibles. Cet agent chimique engendre le
pontage des protéines avec I’ADN, mais également des protéines avec I’ARN et des protéines

avec d’autres protéines.

Des essais préliminaires ont permis & mon équipe d’accueil de déterminer les
conditions optimales de pontage de nos échantillons. Le premier critére important est de faire
le pontage par infiltration sous vide de la solution de formaldéhyde, ce qui permet de franchir
plus facilement la barriere physique que constitue la paroi cellulaire. Le temps optimal de
pontage de nos échantillons a été établi & 20 min, suivi d’une infiltration sous-vide d’une

solution de glycine pendant 5 min pour arréter le pontage et éviter une sur-fixation des tissus.

2.1.2- Sonication de la chromatine pontée

Les noyaux sont purifiés a partir de jeune xyléme tendu prélevé par grattage sur les
tiges apres pontage. Ensuite, la chromatine est extraite a I’aide d’un tampon de lyse contenant
du SDS (important pour la sonication par ultrasons). Mon équipe d’accueil a réalisé des essais
pour choisir les conditions optimales de sonication. Cette étape est réalisée donc pendant 30

min avec des pulses de 30s de sonication espacés de 30 s.
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Figure 11.1 : Vérification de la qualité de sonication sur gel d’agarose.

Dép6t sur gel des aliquotes de : chromatine pontée non soniquée (-/+), chromatine pontée soniquée
(+/+) et chromatine soniquée dépontée (+/-). L’échelle de poids moléculaire est représentée par *’Ech
1 kb’’. La fleche jaune indique la chromatine pontée et non fragmentée restée au niveau du puits du
gel. Les accolades jaune et rouge indiquent I’intervalle de taille ou la majorité des fragments de la
chromatine sont localisés dans le cas de la chromatine soniquée pontée et dépontée, respectivement.
Les valeurs a gauche du gel représentent les tailles.

Protéine
d’intérét

Anticorps ADN

immunoprécipité

Bille
magnétique

Protéine A

Figure 11.2: Schéma explicatif de la méthode d’immunoprécipitation avec billes
magnétiques couplées a la protéine A.

L’anticorps (rouge) est lié simultanément a la protéine d’intérét (vert foncé) en association avec
I’ADN immunoprécipité (noir) et a la bille magnétique (gris) couplée a la protéine A (bleu). Le
complexe est isolé a I’aide d’un aimant.
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Nous avons déposé sur gel d’agarose, de la chromatine pontée non soniquée, de la
chromatine pontée apres sonication afin de vérifier la qualité de la sonication, notamment la
taille des fragments obtenus. Nous avons également pris une petit aliquote d’échantillon sur
lequel nous avons réalisé un dépontage thermique dans le but de predire la taille des
fragments ADN apres la libération de I’ADN des protéines fixées dessus. Les résultats
montrent que la chromatine a été effectivement pontée car on peut observer une bande intense
située au niveau du puits du gel qui ne migre pratiquement pas (figll.1), bande qui correspond
a la chromatine non fragmentée pontée. Le smear observe correspond a des fragments de
chromatine qui appartiennent a toutes les gammes de taille, qui serait probablement non liée a
des protéines et/ou partiellement dégradée. Aprés sonication, on observe qu’il n’y a plus de
bande au niveau du puits de gel indiquant que la chromatine a été effectivement fragmentée.
On observe un smear allant de 0,2 a environ 3 kb. La partie la plus intense du smear
correspond a des fragments de chromatine ayant une taille entre 0,5 et 1 kb (figll.1), ce qui
correspond a une taille compatible avec la suite de I’expérimentation. Lorsqu’on réalise le
dépontage, c'est-a-dire qu’on libére les liaisons ADN/ protéines de la chromatine, on observe
un smear plus petit allant de 0,1 a 1,6 kb environ et dont la partie la plus intense est localisée
entre 0,2 et 0,6 kb environ (figll.1). Ceci montre que I’ADN libéré a effectivement une taille
inférieure aux fragments de chromatine pontée; cette taille est convenable pour la suite des

analyses moléculaires.

2.1.3-Immunoprécipitation de la chromatine

L’ immunoprécipitation de chromatine est réalisée selon le protocole du kit High Cell
de Diagenode adapté pour une quantité de matériel de départ compatible avec ce que nous
avions dans nos échantillons. Aprés immunoprécipitation, I’anticorps fixé sur la protéine
d’intérét (MYB221 ou MYBO090) est lie a des billes magnétiques couplées a la protéine A. Le
complexe billes/ protéineA / Ac / protéine / ADN (figll.2) est ensuite isolé grace a un aimant.
On libere ensuite I’ADN du complexe par chauffage. L’ADN obtenu est purifié en attente
d’étre analysé par PCR ou sequencé. La quantité d’ADN immunoprécipité étant tres faible,
nous avons effectué un pool d’ADN provenant de plusieurs ChIP afin d’avoir une

concentration d’ADN immunoprécipité suffisante pour la réalisation du séquencage.

Un échantillon d’ADN nommé Input ou “’ADN contréle’” est préparé en paralléle

avec chaque échantillon de ChIP. Cet échantillon correspond a de la chromatine fragmentée
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Figure 11.3: Enrichissement de I’ADN immunoprécipité par rapport a I’Input, en
fragments correspondant au promoteur de la CCR.

Le niveau d’enrichissement des cibles est exprimé en % d’Input (nombre de copies IP / nombre de
copies Input x100). Il est identifié par PCR quantitative en temps réel a I’aide d’amorces amplifiant
une partie du promoteur de la CCR. L’ immunoprécipitation a été réalisée sur des échantillons de jeune
xyleme de bois de tension (XT) ou de bois opposé (XO). Un contrdle négatif a été réalisé avec du
sérum pré-immun.
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qui subit le méme traitement, sauf le passage sur les billes avec les anticorps. Il s’agit ici d’un
contréle positif représentatif de I’ADN présent avant immunoprécipitation. Il est utilisé pour
déterminer les enrichissements aprés immunoprécipitation, que ce soit pour le séquengage
haut-débit ou la PCR.

Des tests de mise au point ont été réalises en utilisant les anticorps anti-MYB221 et
des amorces correspondant au promoteur de la CCR ou de la CAD. Nous faisons I’hypothese
que comme EgMYB1, MYB221 se fixe sur ces 2 promoteurs. Un contrdle négatif a été réalisé
avec du sérum pré-immun; I’immunoprécipitation a été réalisée a la fois sur du jeune xyléme
de bois de tension et de bois opposé (figll.3). On mesure un enrichissement quel que soit
I’échantillon pour le promoteur CCR, de 50 a 60 par rapport a I’échantillon contréle (sérum
pré-immun), mais cet enrichissement reste faible en % d’input. Pour le promoteur CAD, nous
n’avons pas mesuré d’enrichissement. Les résultats ont été jugés satisfaisants pour passer a
I’étape ChlIP-SEQ.

2.2- Résultats obtenus pour MYB221
2.2.1- Résultats de séquencage et d’analyses primaires pour MYB221

L’ immunoprécipitation de la chromatine a été réalisée sur du jeune xyleme tendu a
I’aide d’anticorps anti-MYB221. Un premier essai a été conduit pendant I’année 2012,
L’ADN immunoprécipité provenant de 6 experiences ChlP (IP-MYB221-A) a été poolé afin
d’obtenir une quantité d’ADN suffisante (5 ng) permettant la préparation des banques pour le
séquencage haut débit. Un ADN contréle nommé Input-A a été également préparé en méme
temps. Une répétition biologique a été réalisee en 2013 sur le jeune xyleme tendu d’une autre
série de plantes : on a poolé I’ADN immunoprécipité de 12 expériences ChlP (IP-MYB221-
B) avant le séquencage. Un échantillon d’ADN contréle nomme Input-B a eté également
préparé. Les banques ont été préparées a partir de 3 a 10 ng d’ADN immunoprécipité ou

controle.

Apres séquencage, les échantillons ont passeé avec succes I’ensemble des tests de
qualité requis par la plateforme de séquencage (Annexe 6). Les séquences des tags de 36 pb
ont eté alignées avec la troisieme version du génome de peuplier (v3.0) qui venait d’étre

disponible (Populus trichocarpa v3.0, DOE-JGI, http:://www.phytozome.net/poplar). C’est
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Figure 11.4 : Position des pics par rapport aux modeles de géne a proximité.

La position des pics par rapport aux génes a proximité est exprimée en % par rapport au nombre total
de genes cibles communs.
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Figure 11.5 : Classification des cibles de MYB221 selon leur fonction moléculaire ou leur
implication dans un mécanisme cellulaire.

Le classement est fondé sur I’annotation Gene Ontology (GO). Les barres bleues correspon-dent aux
cibles potentielles de MYB211 exprimés en % par rapport au nombre total de génes testés. Pour
chaque catégorie, ce pourcentage est comparé & une référence (pourcentage de génes testés au sein
d’un génome de référence). Schéma réalisé a I’aide de I’outil agriGO.
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pourquoi les séquences du premier essai de 2012 ont été réalignées sur cette version pour

avoir des résultats comparables pour les deux essais.

La détection des pics d’enrichissement se fait par utilisation du logiciel CisGenome (Ji
et al. 2008): on obtient un set de pics par couple d’échantillons (IP-MYB221-A/Input-A et IP-
MYB221-B/Input-B). N’ont été retenus que les pics communs aux 2 répeétitions biologiques.
66 pics communs, de 200 pb, ont été identifiés pour lesquels 56 génes ont été identifies a 3 kb

de part et d’autre des pics (Annexe 8).

Une premiere classification générale a été faite selon la position de la médiane de
chaque pic par rapport aux genes a proximité des pics. Pour MYB221, les résultats montrent
une distribution égale des pics entre la région 5’ et la région 3’ des genes cibles d’environ 40
%. Les pics “’dans le géne’” situés en partie dans la séquence génomique des modeles de
génes représentent 20 % environ du total des genes cibles (figll.4). Pour une partie d’entre
eux, la médiane du pic est située en partie en 5’UTR ; le pic est comptabilisé comme étant
’dans le géne”’.

2.2.2- Classification fonctionnelle des cibles potentielles de MYB221

Nous avons procédé a une classification fonctionnelle des génes cibles potentiels de
MYB221 selon leurs identifiants GO (Gene Ontology). Les cibles dont le pic est situé du coté
3’ des genes cibles n’ont pas été prises en compte dans un premier temps, car on suppose que
ce sont de faux positifs puisque les zones promotrices se situent généralement du coté 5°. Les
résultats montrent que plus de 60 % des cibles sont des génes impliqués dans le processus
métabolique et/ou I’activité catalytique (figll.5). Les cibles ayant des fonctions de transport
représentent plus d’un quart du total des cibles. Cependant, il est a noter que pour MYB221,
nous n’avons obtenu qu’un tres faible nombre de pics communs (66), ce qui rend la

classification fonctionnelle relativement peu informative.

2.2.3- Recherche de motifs consensus dans les séquences des pics pour MYB221

De méme que pour la classification fonctionnelle des genes cibles, seuls les pics en
position 5’ et “’dans le géne’’ sont pris en compte pour la recherche des motifs consensus. Les
résultats montrent qu’un motif de 10 nucléotides (CCTACCTACC) est bien conserveé entre les

pics des deux répeétitions biologiques (figll.6-A, C) et qui est présent au moins sur la moitié
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des séquences de pics testées (figll.6-B, D). Au sein de ce motif on peut identifier le motif
SMRE 8 (Zhong et Ye 2012). Deux autres variantes du motif SMRE (6 et 2) ont été trouvées
dans les autres motifs identifiés (figll.6-A, C).

IP-MYB221-A - -
(A) (C) IP-MYB221-B

5.3e-020 1.9e-027

Motif 1

=E

52.9e-001 SMRE 8

diild e ACCAACT

7.7e+001

o
e “]A_~,;g%gég9i A@“‘é A

°"“""2=ﬁ—'!—...%.%5 SR ETREIT L uJ—;-;,.-;T,LQ?SS
1.1e+003 SMRE 2
2
Motif 3 Motif3 c

50 1 % Pics 100

40 80

30 4 60

20 - 40

0 ! i i 0 . . .
motif 1 motif 2 motif 3 motif 1 motif 2 motif 3

Figure 11.6 : Recherche des motifs consensus dans les séquences ADN des pics
correspondant aux zones promotrices potentielles de genes cibles de MYB221. Les trois
meilleurs motifs identifiés sont présentés pour chaque échantillon d’ADN immunoprécipité :
IP-MYB221-A (A) et IP-MYB221-B (C). La E value est notée au-dessus de chaque motif. B
et D : pourcentage de répartition de chaque motif par rapport au nombre total des séquences
testées (ici séquences de 31 pics testées correspondant aux pics en position 5” ou ’’dans le
géne’’). Les motifs sont analysés par I’outil MEME-ChIP. Le motif encadré par un rectangle
correspond au motif SMRE : ACC[A/T]A[A/C][T/C] (Zhong et Ye 2012) avec ses variantes
2, 6 et 8. La partie du motif 1 indiquée par une accolade rouge correspond a une partie
identique entre IP-MYB221-A et IP-MYB221-B. Les motifs MEME sont représentés par des
matrices de probabilité de position spécifiques qui indiquent la probabilité de chaque lettre
apparaissant a chaque position possible dans une occurrence du motif. Ceux-ci sont affichés
sous forme de "logos de séquences”, contenant des piles de lettres a chaque position dans le
motif. La hauteur totale de la pile est le "contenu de I'information™ de cette position dans le
motif en bits. La hauteur des lettres individuelles d'une pile est la probabilité de la lettre a
cette position multipliée par le contenu de I'information totale de I'empilement.
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Figure 11.7 : Enrichissement de I’ADN immunoprécipité pour 5 zones de fixation
potentielles de MYB221, identifiées par ChIP-SEQ.

Le niveau d’enrichissement des cibles est exprimé en % d’ADN contréle (nombre de copies ADN
immunoprécipité / nombre de copies ADN contrdle (Input) x100). Il est mesuré par PCR quantitative
en temps réel a I’aide d’amorces amplifiant dans la séquence du pic considéré (Int) et a 1kb du pic
(Ext), et a partir de courbes de calibration réalisées avec de I’ADN génomique de 101-74. Nd : non
déterminé, car pas d’amplification mesurée (amorces non fonctionnelles).
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2.2.4- Validation de 5 cibles de MYB221 par ChIP-gPCR

La technique ChIP-SEQ donne comme résultat une liste de cibles directes potentielles
au sein du génome entier, la zone de fixation du FT étant incluse dans le pic correspondant.
Nous avons cherché a vérifier qu’on retrouve bien les méme pics enrichis aprés ChIP-qPCR
en utilisant des amorces pouvant amplifier la séquence ADN du pic, ainsi qu’un couple
d’amorces amplifiant une séquence a 1kb en amont du pic (contr6le négatif). Nous avons
utilise des échantillons provenant d’une troisieme repétition biologique indépendante : des
échantillons immunoprécipités avec I’anticorps anti-MYB221, et I’ADN contrdle. Les 5 génes
cibles ont été choisis en prenant comme critéres leur annotation, leur position par rapport au
pic issu de Chip-SEQ (< 1,5 kb), le degré de significativité du pic associé (déterminé par
CisGenome) et la presence in silico des sites SMRE. Ces genes sont : (1) un géne codant pour
un FT MYB similaire a AtMYB4 et qui contient un motif de répression de type LXLXLX,
comme MYB221 et MYB156, (2) un géne codant pour une O-acyl transférase associée a la
membrane (MBOAT), une enzyme qui joue un role important dans le métabolisme des lipides
chez les plantes, (3) un géne codant pour un FT de type bZIP, (4) un géne codant pour une
shikimate déshydrogenase qui catalyse une étape de la voie du shikimate qui peut donner lieu
a des composants chimiques impliqués par la suite dans la voie de biosynthese de lignines, (5)
un géne codant pour une UDP-glucuronosyl transférase responsable du processus de
glucuronidation. Les résultats sont exprimés en % de cibles détectées par rapport aux cibles
présentes dans I’ADN contrdle, avant immunoprécipitation (figll.7). A partir de courbes de
calibration réalisees a partir d’ADN génomique de 101-74, on a une mesure quantitative du
nombre de copies de I’amplicon pour chaque couple d’amorces. Les résultats montrent que
I’ADN immunoprécipité est fortement enrichi pour 3 pics (autour de 8%) (FT MYB, MBOAT
et Shikimate déshydrogénase) et plus faiblement pour le pic correspondant au FT bZIP (2%).
Le pic correspondant a I’UDP-glucuronosyl transférase ne semble pas enrichi (figll.7). Cet
enrichissement est spécifique de la zone de fixation de MYB221 sur les ADN cibles car il
n’est observé qu’au niveau des pics, et non pas en dehors des pics : quand on s’eloigne de ces
derniers de 1 kb, on n’observe plus d’enrichissement (figll.7). Une 6°™ cible avait été retenu,
une alcool déshydrogénase, mais les deux couples d’amorces choisies, que ce soit dans le pic
ou en dehors du pic, n’ont pas permis d’amplifier de sequence. Donc, on ne peut pas conclure

pour ce gene cible.
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Figure 11.8 : Position des pics par rapport aux modeéles de géne a proximité.

La position des pics par rapport aux genes cibles de MYBO090 est exprimée en % par rapport au
nombre total de génes cibles communs.
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Figure 11.9 : Classification des cibles de MYBO090 selon leur fonction moléculaire ou leur
implication dans un mécanisme cellulaire.

Le classement est fondé sur I’annotation Gene Ontology (GO). Les barres bleues correspondent aux
cibles potentielles de MYB090 exprimés en % par rapport au nombre total de génes testés. Pour
chaque catégorie, ce pourcentage a été comparé a une référence (pourcentage de genes testés au sein
d’un génome de référence, celui de Populus trichocarpa v2.0). Schéma réalisé a I’aide de I’outil
agriGo.
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2.3- Résultats obtenus pour MYB090

2.3.1- Résultats de sequencage et d’analyses primaires pour MYB090

L’ immunoprécipitation de la chromatine a été réalisée sur du jeune xyleme tendu a
I’aide d’anticorps anti MYBO090. L’ ADN immunopreécipité provenant de 18 experiences ChIP
a été poolé. Deux essais ont été realises en 2013 (IP-MYBO090-A et IP-MYBO090-B) avec un
ADN contréle nommeé Input-C et le séquencage a été fait par multiplexage des trois
échantillons d’ADN sur la méme “’flow cell’’. Les banques sont préparées a partir de 10 ng
d’ADN. Aprés séquencage, I’ensemble des échantillons a passé avec succes I’ensemble des
tests de qualité requis par la plateforme de séquencage (Annexe 7). Les séquences des tags ont
été alignées avec la troisieme version du génome de peuplier (v3.0). Nous avons obtenu 901
pics communs entre les deux échantillons d’ADN immunoprécipité qui correspondent a 874

genes cibles, a 3 kb de part et d’autre des pics (Annexe 9).

La classification générale faite selon la position des pics par rapport aux géenes cibles
montre une distribution similaire des pics entre la région 5’ et la région 3’ des genes cibles.

Les pics situés dans les géenes représentent environ ¥ du total des genes cibles (figll.8).

2.3.2- Classification des cibles de MYB090

Nous avons procédé a une classification des genes cibles de MYBO090 selon leurs
identifiants GO (Gene Ontology) en ne prenant en compte que les génes dont le pic est détecté
du coté 5’ ou bien “’dans le géne’’. Nous avons ici 334 cibles annotées qui sont analysées
alors que 259 ne le sont pas et donc non sujettes a cette analyse. Chaque catégorie est plus
enrichie en génes cibles par rapport a la référence (figll.9). Les résultats montrent aussi une
diversité importante des cibles testées (figll.9). Une grande partie de ces cibles correspond a
des genes ayant une fonction de liaison (plus de 20 %), de modification (7 a 8 %) et de
dégradation (5 %) des protéines. Aussi, pres de 16 % des cibles sont des transférases parmi
lesquelles on trouve des glycosyltransférases (GT). Un nombre faible de génes (environ 2 %)
codant pour des UDP-glycosyltransférases, notamment des génes de cellulose synthase, a éeté
identifié. De plus, environ 2 a 3 % des cibles sont impliquées dans la biosynthése des
carbohydrates (comprenant la cellulose et d’autres glucanes). De méme, bien qu’environ 14 %
des génes cibles ont des fonctions de liaison a I'ADN, seulement 5 % ont une activité de FT.
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Graphique dessiné a I’aide de I’outil agriGO.
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Chapitre 2 : Identification des cibles ADN des FT a I’échelle du génome

Des enzymes diverses comme les hydrolases, les oxydoréductases et les kinases représentent
environ 35 % des cibles (figll.9).

Une deuxiéme présentation graphique réalisée en se basant sur les termes GO des
génes cibles de MYBO090 en les classant de fagon hiérarchique suggére qu’au niveau
moléculaire, MYBO090 aurait un réle important dans la régulation de I’activité UDP-
glycosyltransférase notamment via des cellulose synthases. Il jouerait aussi un réle dans la
régulation des kinases et de I’activité de certains facteurs de transcription (figll.10-B). Au
niveau cellulaire, le graphique propose que les cibles de MYB090 s’organisent pour aboutir a
deux fonctions principales : la biosynthése des glucanes et la modification des protéines
(figll.10-A).

2.3.3- Recherche de motifs consensus dans les sequences des pics pour MYB090

De méme que pour la classification fonctionnelle des genes cibles, seuls les pics en
position 5 et “’dans le gene’” sont pris en compte pour la recherche des motifs consensus.
Pour chaque échantillon d’ADN immunoprécipité, 3 motifs potentiels conservés ont été
identifiés (figll.11-A, E) dont un motif semblable & Gamyb (connu pour étre impliqué dans la
réponse des plantes aux gibbérellines) et dont la séquence est [ATC]TAAC[ATG][AG]-
AA[TCA]. Ce motif est conservé dans la majorité des séquences promotrices cibles pour les
deux échantillons d’ADN (figll.11-C, G) et semble étre enrichi au centre de celles-ci
(figll.11-D, H). Ceci indique que ce motif pourrait avoir un réle déterminant dans la
régulation des genes cibles par MYB090. Pour une petite partie de séquences cibles (moins de
20 %) (figll.11-C, G), un autre motif conservé a été identifié comme similaire au motif idl
(inhibitor of DNA binding 1).

Figure 11.11: Recherche des motifs consensus dans les séquences ADN des pics
correspondant aux zones promotrices potentielles des géenes cibles de MYBO090. Les trois
meilleurs motifs identifiés sont présentés pour chaque échantillon d’ADN immunoprécipité : IP-
MYBO090-A et IP-MYB090-B. La E value est notée au-dessus de chaque motif. C et G : pourcentage
de répartition de chaque motif par rapport au nombre total des séquences testées (ici séquences de 521
pics testées correspondant aux pics en position 5’ ou ‘’dans le gene’’). D et H : enrichissement des
séquences des pics en meilleur motif trouvé pour chaque échantillon. B et F : alignement des motifs
trouvés avec le motif le plus proche chez les plantes (JASPAR-CORE-2009-PLANTS). Les données
relatives a chaque motif sont présentées dans les tableaux en B et F. Les motifs sont analysés par
I’outil MEME-ChIP. Les motifs MEME sont représentés par des matrices de probabilité de position
spécifiques qui indiquent la probabilité de chaque lettre apparaissant a chaque position possible dans
une occurrence du motif. Ceux-ci sont affichés sous forme de "logos de séquences”, contenant des
piles de lettres a chaque position dans le motif. La hauteur totale de la pile est le "contenu de
I'information™ de cette position dans le motif en bits. La hauteur des lettres individuelles d'une pile est
la probabilité de la lettre a cette position multipliée par le contenu de l'information totale de
I'empilement.
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3- Discussion

L’etude de la fonction des FT chez les plantes peut étre basée sur des approches de
génetique inverse (transgénése et mutants) qui permettent d’identifier des genes
différentiellement régulés dans des plantes transgéniques ou mutants : ces approches ne
permettent pas de savoir si cette régulation via le FT est directe ou indirecte. La technique
ChIP-SEQ permet I’identification des cibles directes des FT, sans a priori sur I’identité de ces
cibles, ce qui permet la découverte de nouvelles cibles. C’est une technique in vivo, le pontage
se faisant trés rapidement aprés le prélevement pour fixer les complexes de régulation en
place sur la chromatine, elle est donc plus informative que certaines techniques in vitro
comme le simple hybride ou le gel retard. Par contre, elle est fondée sur I’utilisation
d’anticorps, qui doivent étre spécifiques et a fort pouvoir immunoprécipitant. Dans ce travail
de thése, nous avons utilisé cette technique pour identifier les cibles ADN de deux FT,
MYB221 et MYBO090 a I’échelle du génome du peuplier. Cette technique est relativement

nouvelle chez les plantes et n’a jamais été, jusque-1a, publiée sur les arbres.

Dans notre étude, nous avons réussi a mettre au point la technique ChIP-SEQ sur du
jeune xyléme de peuplier, qui possede des parois cellulaires épaisses. Le pontage avec
infiltration sous-vide permet au formaldéhyde de pénétrer ces parois jusqu’au noyau. Notre
protocole expérimental permet de ponter, sans avoir de probléemes de sur-fixation de la
chromatine, car nous pouvons soniquer la chromatine aprés pontage pour obtenir des
fragments de taille désirée pour la suite de I’expérience (figll.1, entre 0,2 et plus de 3 kb avec
une majorité de fragments entre 0,5 et 1 kb). Ceci est similaire aux données de la littérature
(Bowler et al. 2004). Il faut noter cependant que toutes les cellules ne sont vraisemblablement
pas pontées, ce qui peut expliquer le smear observé dans le puits « Chromatine pontée, non
soniquée » (figll.1) : nous travaillons avec une population de cellules, dont certaines sont
pontées et d’autres non. Nous avons aussi Vérifié par ChlIP-gPCR que I’'immunoprécipitation
fonctionne et donne lieu a un enrichissement effectif en cibles (figll.3, figll.7). Dans le
chapitre 1, nous avons vu que I’anticorps MYB221 pouvait reconnaitre la protéine
recombinante MYBO090, alors que I’anticorps MYBO090 ne reconnait pas la protéine
recombinante MYB221. Parmi les cibles de MYB221, nous ne retrouvons que 11 cibles
potentielles de MYBO090 (soit 1,3% du total de cibles de MYBO090) dont 6 cibles non
annotées, une hydrolase, une aquaporine PIP, un FT bZIP et deux autres en liaison avec le
métabolisme des lipides et I’import de protéines. Ceci montre que [I’anticorps n’a

pratiquement pas immunoprécipité des cibles de MYB090, dans des conditions in vivo de
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protéines natives. Cependant, on ne peut pas exclure que I’un ou I’autre ait précipité d’autres

FT MYB, proches au niveau séquence et structure protéique.

Quel que soit I’anticorps considéré, environ 40 % des pics détectés sont situés du coté
3’ des cibles potentielles identifiées. Cette valeur est relativement similaire a ce qui a été
rapporté dans Brandt et al. (2012) qui ont trouvé environ 30 % de pic en 3’ de génes dans une
étude ChIP-SEQ sur Arabidopsis. Ce pourcentage semble important car on s’attend plut6t a
détecter les pics dans la zone promotrice des cibles potentielles situées en région 5’ ou sur des
introns dans la région “’dans le gene’’. Cela peut s’expliquer de différentes facons : (1) ces
pics sont de faux positifs. Il y a effectivement un risque que le formaldéhyde puisse fixer des
interactions ADN-protéines transitoires interférant ainsi dans la détection des interactions
stables, comme il peut causer aussi I’association indirecte des protéines avec I’ADN (Das et
al. 2004). Comme on peut supposer que les faux-positifs sont répartis de facon homogeéne le
long du génome, et donc qu’on a également des faux-positifs en 5 ou “’dans le gene’’, cela
implique que les cibles soient validées par des techniques complémentaires, comme des tests
d’expression transitoire permettant de suivre la répression ou [I’activation d’un géne
rapporteur en présence du FT étudié ; (2) certains, au moins, de ces pics ne sont pas de faux-
positifs. Chez les mammiferes notamment, il a été montré que les séquences enhancer
pouvaient se trouver en région 3’ de geénes, voire a trés grande distance du locus consideré
(plusieurs dizaines de kb, Bulger et Groudine 2010). La structure tridimensionnelle de la
chromatine permet de mettre en relation des protéines qui se fixent sur des zones du génome
relativement éloignées. Dans un premier temps, nous n’avons pas pris en compte ces pics
détectés en 3’ des genes et nous avons affecté le gene le plus proche du pic (moins de 3 kb)

comme cible potentielle du FT.

Le nombre de pics obtenus pour chaque expérience ChIP-SEQ pour MYB221 et
MYBO090 (IP-MYB221-A = 919 pics; IP-MYB221-B =1738 pics; IP-MYBO090-A : 6555
pics, IP-MYBO090-B : 1000 pics) est élevé surtout pour IP-MYB090-A. Ce nombre peut
paraitre élevé et souligne la complexité des réseaux de régulation transcriptionnelle. Le
nombre de pics communs (66) pour MYB221 est largement plus faible que celui des pics
communs pour MYBO090 (901). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que (1) les deux
expériences ChIP réalisées pour MYB221 sont moins homogenes que celles réalisées pour
MYBO090, car elles ont portées sur des expérimentations décalées dans le temps (2012 et
2013), pour lesquelles il a eté plus difficile de maintenir des conditions de croissance

identiques ; (2) MYBO090 a physiologiquement plus de cibles que MYB221.
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La recherche de motifs consensus dans les séquences des pics pour chaque FT a
montré que les deux expériences se distinguent par des motifs différents. Les cibles
potentielles de MYB221 identifiées par ChIP-SEQ ont un motif SMRE (Zhong et Ye 2012)
conservé dans la moitié de séquences de pics correspondant aux zones de fixation de
MYB221 dans les régions promotrices des genes cibles. De méme, un motif similaire au
domaine Gamyb a été conservé chez la plupart des séquences des pics communs de deux
expériences ChIP-SEQ sur MYB090. Ce motif a présenté une distribution plutét centrale par
rapport a la séquence des pics. Ceci est en accord avec le principe de la technique : le FT, au
sein d’un complexe multiprotéique, va proteger I’ADN cible de la sonication, et donc on
génere une population de fragments d’ADN a séquencer, qui vont donner le pic, dont la
médiane correspond au site de fixation du FT sur I’ADN. Le domaine Gamyb est un domaine
de fixation a I’ADN connu pour le FT GAMYB, un FT du groupe R2R3MYB qui a un role
dans la signalisation par les gibbérellines et la régulation de la plupart des génes inductibles

par les gibbérellines (Kaneco et al. 2004, Aya et al. 2009).

Les cibles identifiées de MYB221 ont principalement des fonctions liées au
métabolisme, au transport, a la fixation & I’ADN et & d’autres processus cellulaires. On trouve
par exemple un FT similaire a MYB4 (Jin et al. 2000) qui pourrait &tre un répresseur de la
lignification, un géne codant pour une shikimate déshydrogénase qui catalyse une étape de la
voie du shikimate, qui peut donner lieu a des intermédiaires de la voie de biosynthése de
lignines (Bonawitz et Chapple 2010), un géne codant pour une UDP-glucuronosyl transférase
responsable du processus de glucuronidation. Le géne CAD a été identifie comme cible de
MYB221 dans les deux échantillons de ChIP-SEQ mais n’est pas apparu dans la liste des
cibles communes car les pics correspondants ne sont pas superposés. De méme, le géne CCR
apparait dans la liste des cibles de MYB221 mais uniguement au niveau du deuxiéme
échantillon (IP-MYB221-B) a c6té de 3 pics différents. Ceci, d’un coté, laisse a revoir la
méthode de sélection des cibles pour MYB221. Pourquoi ne pas regarder en plus des pics
communs, les genes communs ? Pour MYBO090, les fonctions des cibles potentielles sont
assez diversifiées. Certains sont des FT de plusieurs types (MYB, ZFP, bHLH ...), d’autres
sont des enzymes dont certaines seraient impliquées dans la biosynthése de cellulose et de
lignines. D’ailleurs, 3 genes codant pour une CCoOAOMT ont eté identifiés parmi les cibles
potentielles de MYBO090. Ceci est en concordance avec I’hypothese de Karpinska et al. (2004)
suggérant qu’un géne de CCoAOMT est régulé par PttMYB21a, I’orthologue de MYB090
chez Populus tremula x tremuloides. D’autres sont des glycosyltransférases (GTs) qui ont un
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réle dans la formation de la paroi secondaire au niveau de la synthese des polysaccharides
pendant la formation du bois (Brown et al. 2005). Ici, nous avons identifié comme cible
potentielle GT8 impliquée dans la biosynthése des xylanes (pour revue voir Mellerowicz et
Sundberg 2008). De plus, plusieurs genes potentiellement impliqués dans la signalisation avec
les phytohormones notamment les auxines, les cytokinines et les gibberellines ont été
identifiés. De méme, nous avons trouvé plusieurs cibles potentielles codant pour des protéines

a arabinogalactanes a domaine fascicline (FLAS).
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Chapitre 3 : Fonction in planta des FT

Pour mieux comprendre la/les fonction(s) de MYB221, MYB156 et MYBO090 dans la
plante, nous avons utilisé la transgenese, outil permettant de relier la modification de
I’expression d’un géene avec la modification du phénotype de la plante. Nous avons transformé
des plants de peuplier selon deux approches différentes. La premiere approche a consisté en la
sur-expression de la séquence codante de chaque FT, sous le contrdle d’un promoteur constitutif
fort dans des plants de peuplier afin d’en déterminer les éventuelles modifications resultantes.
La deuxiéme approche a consisté en la surexpression de la séquence du FT fusionnée, au niveau
de son extrémité 3’, & une sequence de 42 nucléotides correspondant, au niveau protéique, a un
motif de repression dominante (SRDX) (Hiratsu et al. 2003). Apres la fixation du FT sur I’ADN
de ses cibles a I’aide de son domaine de fixation, ce motif entrainera la répression de la
transcription des séquences cibles. Grace au promoteur fort, la quantité produite de FT fusionné
au domaine SRDX (FT-SRDX) devrait étre largement supérieure a celle du FT endogéne. Ainsi,
il y aura une concurrence ‘inégale’ entre le FT-SRDX et ce dernier pour se fixer sur les zones
d’ADN cibles. L’expression des genes cibles du FT sera alors réprimeée et on pourra avoir des
éléments sur la/les fonction(s) du FT in planta si ce dernier est un activateur de transcription
des genes cibles.

1- Production des lignées transgéniques

Les vecteurs de transformation ont été préparés a partir du vecteur pMDC32 (Curtis et
Grossniklaus, 2003) permettant la sur-expression de géne sous le contréle du promoteur
constitutif fort CaMV 35S doublé. Les séquences correspondantes a la séquence codante des 3
FT étudiés, fusionnées ou non au motif SRDX, ont été clonées par recombinaison selon la
technologie Gateway (voir Matériels et Méthodes). Les vecteurs binaires ont été mobilisés dans
des agrobactéries qui, ont été utilisées pour transformer des explants de peuplier.
Subséquemment, avec 3 FTs et 2 approches, nous avons réalisé 6 transformations qui ont abouti
a des cals transgéniques sur-exprimant le FT (MYB221 ; MYB156 ; MYB090) ou le FT-SRDX
(MYB221-SRDX ; MYB156-SRDX ; MYB090-SRDX).

Pour chaque transformation, un nombre maximal de 60 cals transgéniques differents a
été isolé a partir des explants transformés, chaque cal étant considéré comme un événement
indépendant de transformation. Ensuite, ces cals ont été mis en culture sur un milieu favorisant
la production de micro-tiges. lls ont été divises a chaque fois que leur taille devenait trop

importante. Les micro-tiges provenant d’un méme cal ont été considérées comme identiques,
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Tableau I11.1 : Nombre de lignées transgeniques isolées par transformation

Nom de la transformation | Nombre de lignées
MYB221 OE 24
MYB221-SRDX OE 24
MYB156 OE 22
MYB156-SRDX OE 24
MYB090 OE 20
MYB090-SRDX OE 4
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constituant ainsi une lignée transgénique. Elles ont éte isolées et mises en tube dans un milieu
favorisant I’enracinement. Un nombre maximal arbitraire de 24 lignées a été isolé pour chaque
transformation (tab.ll1-1). Chaque lignée porte le nom de la transformation (FT OE ou FT-
SRDX OE, OE pour over-expressor) suivi d’un numéro.

Les vitro-plants ayant 4 & 6 feuilles (généralement 4 a 5 cm de longueur) sont par la
suite acclimatés en serre. L’acclimatation des peupliers transgéniques a été faite en plusieurs

vagues (cf. Matériels et Méthodes Tableau 1) pour plusieurs raisons :

- Toutes les transformations n’ont pas été lancées en méme temps (conditions
expérimentales et matériel du laboratoire optimisé pour traiter 4 transformations
différentes a la fois).

- Les micro-tiges transgéniques produites sont isolées au fur et & mesure, classées par
taille et multipliées afin d’étre maintenues in vitro avant I’acclimatation. De plus,
elles ne se développent pas toutes a la méme vitesse. Il est par conséquent tres
difficile d’avoir tous les vitro-plants appartenant aux diverses transformations ou
méme & une seule transformation avec une taille convenable pour I’acclimatation.
Dans la mesure du possible, les lignées appartenant a une méme expérience de
transformation ont été acclimatées en méme temps.

- La capacité de la serre destinée a I’accueil exclusif des plantes génétiquement
modifiées n’aurait de toutes fagons pas permis d’analyser un nombre aussi important

de plantes transgéniques simultanément.

Par consequent, dans les analyses qui suivent, que ce soit les analyses de données de
croissance ou les analyses histologiques, chaque lignée transgénique a été comparée au témoin
(peupliers sauvages non transformés) de la méme vague d’acclimatation afin d’éviter les biais
liés aux conditions de culture de chaque vague (photopériode, température, humidité de I’air,
incidents éventuels en serre ...). Par ailleurs, pour une meilleure comparaison entre lignée, les
données de croissance des lignées transgéniques ont été analysées par rapport aux données de

plantes témoins a I’aide d’un ratio (transgénique/témoin).
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2- Sélection des lignées d’intérét

Le choix des lignées intéressantes a été fait en se basant, dans un premier temps, sur le
niveau d’expression du transgéne (FT ou FT-SRDX) dans le xyleme des plantes transgeniques
(Annexe 5, criblage niveau 1). Ensuite, I’objectif était de sélectionner, pour les études
physiologiques ultérieures, un nombre plus limité de lignées présentant des modifications
phénotypiques comparables au sein d’une méme transformation que ce soit au niveau
histologique et/ou de croissance (Annexe 5, criblage niveau 2). Au final, un maximum de 5
lignées ayant une faible variabilité intra lignée a été sélectionné (Annexe 1, criblage niveau 3).
Ainsi, le choix de lignées était comme suit : pour MYB221 OE (n° 1, 8, 11, 12, 18), pour
MYB221-SRDX OE (n° 2, 8, 17), pour MYB156 OE (n° 6, 8, 10, 15, 20), pour MYB156-
SRDX OE (n° 7, 8, 9, 11), pour MYBO090 (n° 6, 9, 15, 19, 23) et pour MYB090-SRDX (n° 1 et
5).

Pour chaque transformation, une lignée ayant un niveau d’expression du transgene
faible et un phénotype similaire a celui observé chez le type sauvage a été sélectionnée en plus
dans le but de servir de ‘’témoin transgénique’’ (Annexe 5, tt) afin de lier les phénotypes
observés au niveau d’expression du transgéne. Pour MYB221 OE, MYB156 OE, MYB090 OE,
MYB221-SRDX OE, MYB156-SRDX OE et MYB090-SRDX OE, les lignées “’témoin’’ sont,
respectivement, les lignées n° 7, 18, 1, 18, 16 et 3 pour chaque transformation.

3- Caractérisation phénotypique et moléculaire des plantes transgéniques

Lors d’une premiere expérimentation menée en 2012, nous avons analysé les
caractéristiques de croissance des plantes transformées tels que la hauteur de la tige, le diamétre,
la vitesse de I’élongation de la tige, la vitesse de croissance radiale (dans certains cas) et le
nombre de branches sylleptiques. Nous avons également relevé des observations de phénotypes
anormaux au niveau des feuilles, de la tige et d’autres organes de la plante, le cas échéant. Nous
avons comparé les lignées transgéniques avec le type sauvage mais aussi, dans certains cas,
avec la lignée choisie en tant que “’témoin transgénique’’. Le niveau d’expression du transgéne
estimeé par RT-PCR semi-quantitative est présenté avec les données de croissance dans les
figures qui suivent afin d’avoir une idée sur la relation entre le phénotype observé et le niveau

d’expression du transgéne.
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Figure 111.1: Caractéristiques de croissance et expression du transgéne chez les plantes
MYB221 OE et MYB221-SRDX OE.

La hauteur (A, D) et le diameétre (B, E) de tige des peupliers transgéniques MYB221 OE ou MYB221-SRDX OE
ont été rapportés, respectivement, a la hauteur et au diamétre de la tige des plantes sauvages (WT). Les valeurs
représentées sont ainsi le quotient des valeurs mesurées chez les plantes transformées divisées par les valeurs
mesurées chez WT. Les valeurs correspondant au RSES (Vitesse relative d’élongation de la tige) sont calculées a
I’aide de cette formule: (Hauteur de tige a 10 semaines — Hauteur de tige a 8 semaines des plantes transgéniques)
/ (Hauteur de tige a 10 semaines — Hauteur de tige a 8 semaines des plantes sauvages). Les rectangles colorés en
bleu représentent les lignées transgéniques sélectionnées. Les rectangles avec un motif rayé représentent les lignées
transgéniques considérées comme “témoin transgénique”. Le niveau d’expression du transgéne a été évalué par
RT-PCR semi-quantitative (G, H). Les chiffres en dessous des bandes indiquent les numéros des lignées
transgéniques. Les fleches indiquent le poids moléculaire. Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la
moyenne. Les différences significatives entre les valeurs correspondantes aux plantes transgéniques et celles du
type sauvage sont représentés par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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De plus, pour mieux comprendre le réle des facteurs de transcription MYB221,
MYB156 et MYBO090, nous avons analysé des données histologiques provenant de coupes
transversales de tige. Pour cela, nous avons réalisé une coloration a la Safranine-Bleu Alcian
qui colore en rouge les parois cellulaires lignifiées et en bleu les parois cellulaires riches en

cellulose ou en polysaccharides de fagcon générale.

Par la suite, sur un nombre plus limité de lignées et sur une seconde expérimentation
menée en serre en 2013, nous avons quantifié la biomasse aérienne produite et analysé le taux
de lignines totales a I’aide de la méthode Klason, chez les plantes transgéniques a I’exception
des peupliers MYB156-SRDX OE, faute de matériel végétal (plantes naines et forte mortalité
lors de I’acclimatation en serre). Le niveau d’expression du transgene a été également quantifié
chez les lignees étudiées afin de vérifier que les mesures observées sont en liaison avec la sur-
expression de celui-ci. Nous avons également déterminé I’expression de certains genes dans le
jeune xyléme, génes impliqués dans les voies de biosynthése des lignines, cellulose et xylanes,
et genes potentiellement cibles de MYB221 ou MYBO090 (Chapitre 2).

3.1- Peupliers MYB221 OE et MYB221-SRDX OE
3.1.1- Caractéristiques de croissance

Les plantes MYB221 OE (lignées 1, 8, 11, 12 et 18) n’ont pas montré de différence
significative avec le type sauvage ni avec le ‘témoin transgénique’ (lignée 7) en ce qui concerne
la hauteur, le diametre et la vitesse d’élongation de la tige (figlll.1-A, B, C). Au contraire, les
peupliers MYB221-SRDX OE et surtout la lignée n°2 ont clairement une tige plus courte, de
diametre plus faible et une vitesse d’élongation de tige moins importante en comparaison avec
les témoins (figlll.1-D, E, F), a I’exception de la lignée 8 qui a un diametre de tige et un taux
de croissance en hauteur comparable au type sauvage et au témoin transgénique (lignée 18)
(figlll.1-E, F).
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Figure 111.3: Comparaison entre le phénotype des plantes MYB221 OE, MYB221-SRDX
OE et les plantes sauvages.
Le phénotype des plantes MYB221 OE et MYB221-SRDX OE a été comparé avec celui des plantes sauvages

(WT) au niveau de la plante entiére (A) et des feuilles (B). Les branches sylleptiques des plantes MYB221 OE (C)
sont indiquées par des fléches.
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Le nombre de branches sylleptiques a augmenté d’une facon spectaculaire chez les
plants MYB221 OE en comparaison avec le type sauvage et la lignée 7 (figlll.2 ; 3-A, C). Il est
situé dans un intervalle entre, environ 10 (lignée 1 et 8) et 20 (lignée 18) branches alors que le
sauvage et le “’témoin transgénique’’ ont une moyenne inférieure a 1 branche. Par contre, les
lignées MYB221-SRDX OE n° 2, 8 et 17 ne présentent pas de différence significative avec le
témoin, pour ce caractere (figlll.2). Au niveau foliaire, les plants MYB221-SRDX OE ont
développé des feuilles déformées et plus petites (figlll.3-B) et présentent une difficulté plus ou
moins importante a se tenir droits sans tuteurage (figlll.3-A). Ceci n’est pas le cas pour les
peupliers MYB221 OE qui ont des feuilles similaires a celles du sauvage ainsi qu’un port
normal (figlll.3-A, B).

MYB221-OE MYB221-SRDX OE
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Figure 111.2: Nombre de branches sylleptiques chez les plantes MYB221 OE et MYB221-
SRDX OE.

Le nombre de branches sylleptiques a été compté apres 10 semaines de croissance. Les rectangles
colorés en bleu représentent les lignées transgéniques sélectionnées. Les rectangles avec un motif rayé
représentent les lignées transgéniques considérées comme “témoins transgeniques”. Les rectangles
colorés en vert illustrent les valeurs des plantes sauvages (WT). Les barres d’erreur représentent I’erreur
type de la moyenne de 2 échantillons. Les différences significatives entre les valeurs correspondantes
aux plantes transgéniques et celles du type sauvage sont représentés par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test
P <0.01).

3.1.2- Caractéristiques histologiques

Les plantes MYB221 OE n’ont pas montré de différences notables au niveau histologique
avec les plantes sauvages. En effet, dans les sections colorees, que ce soit des peupliers
transgéniques ou des témoins, on note la méme organisation cellulaire, en terme de rayons,
fibres et vaisseaux (nombre, diamétre). Les parois cellulaires des fibres de xyleme, des éléments

de vaisseaux et des rayons parenchymateux sont colorées en rouge de la méme fagon que le
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Figure 111.4 : Analyse histologique des plantes MYB221 OE et MYB221-SRDX OE.

Les coupes transversales de tiges de peupliers sauvages non transformés génétiquement Populus tremula x alba
clone INRA 717-1B4 (WT) (A, B, C), de plantes MYB221 OE (D, E, F) et MYB221-SRDX OE (G, H, I, J) ont
été colorées par la Safranine-Bleu Alcian. Les fleches indiquent les ponctuations. Les photos B&C, E&F, H&I&J
sont des agrandissements issus des photos A, D et G respectivement. V, éléments de vaisseaux. F, fibres de xyléme.
R, rayons ligneux. VAC, cellules associées aux vaisseaux. Barre d’échelle = 100 pm.
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témoin (figlll.4-A, D). De plus, on peut observer des ponctuations de moins de 5 pum de
diametre, plus ou moins circulaires en contact avec les cellules voisines, situées sur les cotés
des parois des éléments de vaisseaux. Ces structures sont localisées entre deux éléments de
vaisseau, entre une cellule de rayon et un élément de vaisseau, ou bien entre une cellule associée
aux vaisseaux et un élément de vaisseau. Elles sont colorées en bleu signifiant qu’elles ne sont
pas lignifiées, que ce soit dans les plantes transgéniques ou les plantes témoins (figlll.4-B, C,
E, F).

En revanche, les coupes transversales des peupliers MYB221-SRDX OE ont montré une
modification importante de la lignification des fibres et des rayons au moins au niveau de
plusieurs plages cellulaires de la coupe. Les parois des éléments des vaisseaux présentent
toujours une couleur rouge caractéristique. Par contre, les parois cellulaires des fibres dans ces
plages sont devenues bleu clair indiquant une perturbation de leur lignification. Seuls les coins
de certaines cellules de fibres restent lignifiés a I’exception des parois d’autres fibres qui sont
Iégerement lignifiées mais de fagon beaucoup moins importante que chez le sauvage (figlll.4-
G, H). De plus, la paroi de certaines cellules de parenchyme dans les zones modifiées est
également aussi colorée en bleu clair et apparait donc moins lignifiée (figlll.4-G, 1); celles en

contact avec les éléments de vaisseaux ont une lignification normale (figll1.4-G, J).

On note qu’il n’était pas techniquement possible d’analyser toutes les lignées
transgéniques en utilisant la coloration a la Safranine-Bleu Alcian car cette technique n’est pas
adaptée aux coupes de tiges ayant un diametre trés petit. Ainsi, les coupes de tiges de plants
MYB221-SRDX OE ayant une tige minuscule ont été analysées a I’aide du microscope
confocal capable de révéler I’autofluorescence des lignines au niveau des parois cellulaires. Les
images obtenues ont montré une énorme baisse de I’autofluorescence des lignines chez les
peupliers transformés en comparaison aux peupliers sauvages. Le niveau d’autofluorescence
est faible au niveau des parois des fibres, des rayons mais aussi des élements de vaisseaux
(figl11.5) suggérant une baisse plus forte de la lignification chez les lignées ayant une tige tres
petite.
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Figure 111.6: Mesure du taux de lignines totales, de biomasse et d’expression du transgene
chez les peupliers MYB221 OE, MYB156 OE et/ou MYB221-SRDX OE.

Le taux de lignines totales a été mesuré par la méthode de Klason (F, G, H). Toute la partie aérienne des plantes
(tige + feuilles) a été pesée pour évaluer la biomasse aérienne. Le taux de lignines totales et la biomasse aérienne
ont été rapportés aux valeurs mesurées chez les plantes sauvages. Qr représente I’expression quantitative de
MYB221 (A) et MYB156 (B) rapportée a celle mesurée chez le sauvage. Les rectangles pleins colorés en bleu
représentent les lignées transgéniques d’intérét. Les rectangles avec un motif rayé représentent les “témoins
transgéniques”. Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la moyenne. Les différences significatives entre
chaque lignée transgénique et le témoin ont été représentées par : (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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MYB221-SRDX OE

Figure 111.5: Auto-fluorescence des lignines chez les plantes MYB221-SRDX OE.
L autofluorescence de lignines a été observée au niveau de coupes transversales de tige de peupliers sauvages
Populus tremula x alba clone INRA 717-1B4 (WT) et des plantes transgéniques MYB221-SRDX OE (lignée 2) a
I’aide d’un microscope confocal. Agrandissement: x40. V, élements de vaisseaux, F, fibres de xyléeme. R, rayons
ligneux.

3.1.3- Analyses biochimiques et de biomasse

Ces expériences ont été réalisées sur une nouvelle série de plantes acclimatées en méme

temps en 2013 et sur un nombre plus restreint de lignées transgeniques (2 a 3).

Les peupliers MYB221 OE n’ont pas montré de variation du taux de lignines ni de
biomasse par rapport aux plantes témoins (sauvages et transgéniques) a I’exception de la lignée
1 qui a moins de biomasse. Ceci peut étre expliqué par le fait que cette lignée possede un
diametre de tige plus petit que celui des plantes sauvages (figlll.1-B). L expression de MYB221
chez les plantes transgeniques est relativement peu élevée bien que le transgéne soit sous le
contréle du promoteur fort CaMV35S doublé : les lignées 1 et 18 ont respectivement environ
3,5 et 5 fois plus de transcrits que le sauvage. Quant a la lignée 7, elle a 2,5 a 3 fois plus de

transcrits que le sauvage (figlll.6-A).

Chez les peupliers MYB221-SRDX OE, le taux de lignines devrait étre plus faible par
rapport aux plantes témoins (type sauvage et ‘témoin transgenique’) si on se base sur les
données histologiques. La figure 111.6-H montre que la lignée 17 posséde environ 10 % de
lignines en moins que les plantes sauvages. Cependant, nous avons rencontré un probleme
technique empéchant malheureusement de mesurer le taux de lignines des plantes de la lignée
2 (pas assez de poudre de tiges broyées, due a la petite taille de ces plantes). Cette quantité

n’était pas suffisante pour avoir une mesure fiable du taux de lignines. La figure 111.6-E illustre
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Figure 111.7: Régulation de genes de biosynthése de lignines, cellulose et xylanes dans le
xyléme des plantes MYB221 OE.

Le logarithme des valeurs de I’expression quantitative relative (Ln(Qr)) des génes de biosynthese de lignines
(PAL1, CAD, CCR1), cellulose (CESA4, CESA7, CESAS8) et xylanes (IRX8, IRX9) au niveau du xyléme de plantes
transgéniques sur-exprimant MYB221 est présenté par des rectangles bleus. Les barres d’erreur représentent
I’erreur-type de la moyenne. La différence significative entre les valeurs d’expression de plantes transgéniques et
celles de plantes sauvages est représentée par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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une baisse importante de la biomasse des lignées transgéniques. Cette baisse est d’environ 50
% et 80 % respectivement, chez les lignées 17 et 2 par rapport aux plantes sauvages et a la

lignée témoin. Ceci est en parfait accord avec les données de croissance de ces plantes.

3.1.4- Expression de genes de biosynthése des lignines, cellulose et xylanes

Nous avons suivi I’expression de genes majeurs impliqués dans ces différentes voies
métaboliques. Nous avons tout d’abord choisi 3 génes situés a des niveaux différents de la voie
de biosynthése des lignines ; PAL1 (Potri.006G126800) qui intervient a une étape précoce de
cette voie, CCR1 (Potri.003G181400) et CAD (Potri.009G095800) qui jouent un role
déterminant a un stade plus avancé de cette voie. De plus, nous avons également etudié
I’expression de genes de biosynthése de cellulose (CESA4 : Potri.002G257900, CESA7 :
Potri.006G181900, CESA8 :Potri.011G069600) et de xylanes (IRX8 : Potri.011G132600et
IRX9 : Potri.016G086400) chez les plantes transformées.

La PCR quantitative relative a montré que, chez les plantes MYB221 OE, I’expression
du gene CCR1 est fortement réprimée, alors que I’expression de PAL1 et CAD est inchangée
(figll.7). Chez les plantes MYB221 OE, CESAY est le seul gene de cellulose synthase a étre
régulé négativement dans le xyléme de ces plants (figlll.7). De méme, I’expression du géne
IRX8 est réprimée chez ces transgéniques alors que celle de IRX9 ne I’est pas (figlll.7).

3.1.5- Expression de genes cibles identifiés par ChIP-SEQ

Le niveau d’expression d’un nombre de genes cibles de MYB221 identifiés par la
technique ChIP-SEQ a été mesuré chez les plantes transgéniques surexprimant le FT en
question ou sa forme de répression dominante dans le but d’avoir une idée sur sa nature

régulatrice (répresseur ou activateur ou les deux a la fois).

Les résultats montrent que I’expression de deux geénes cibles (Potri.013G000600 :
membrane bound O-acyl transférase (MBOAT) family protein) et (Potri.T011400
Transcription factor, MYB superfamily) est réprimée chez les plantes MYB221 OE mais pas
chez les peupliers MYB221-SRDX OE (figll1.8). L’expression de (Potri.004G067000 : Alcohol

déshydrogenase, class Ill) est par contre activee, mais seulement chez les transgéniques
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Figure 111.9: Caractéristiques de croissance et expression du transgéene chez les plantes
MYB156 OE et MYB156-SRDX OE.

La hauteur (A, D) et le diameétre (B, E) de tige des peupliers transgéniques MYB156 OE ou MYB156-SRDX OE
ont été rapportés, respectivement, a la hauteur et au diamétre de la tige des plantes sauvages (WT). Les valeurs
représentées sont ainsi le quotient des valeurs mesurées chez les plantes transformées divisées par les valeurs
mesurées chez WT. Les valeurs correspondant au RSES (Vitesse relative de la croissance de la tige) sont calculées
a I’aide de cette formule:(Hauteur de tige a 10 semaines — Hauteur de tige a 8 semaines des plantes transgéniques)
/ (Hauteur de tige a 10 semaines — Hauteur de tige a 8 semaines des plantes sauvages). Les rectangles colorés en
bleu représentent les lignées transgéniques sélectionnées. Les rectangles avec un motif rayé représentent les
lignées transgéniques considérées comme “témoins transgéniques”. Le niveau d’expression du transgene a été
évalué par RT-PCR semi-quantitative (G, H). Les chiffres en dessous des bandes indiquent les numéros des lignées
transgéniques. Les fleches indiquent le poids moléculaire. Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la
moyenne. Les différences significatives entre les valeurs correspondantes aux plantes transgéniques et celles du
type sauvage sont représentes par (* t-test P < 0.05) or (*** t-test P < 0.01).
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MYB221 OE. L’expression d’une autre cible testée (Potri.006G251800 : bZIP transcription

factor) ne change pas entre les lignées issues des deux types de transformation et le sauvage.

Expression de 4 génes cibles de MYB221 dans le xyleme des plantes MYB221 OE ou MYB221-
SRDX OE
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Figure 111.8: Expression de 4 génes cibles de MYB221 dans le xyleme des plantes MYB221
OE et MYB221-SRDX OE.

Le logarithme des valeurs de I’expression quantitative relative (Ln(Qr)) de 4 genes cible de MYB221 identifiés
par ChIP-SEQ : Potri.013G000600, Potri.T011400, Potri.006G251800 et Potri.004G067000 au niveau du xyléme
de plantes transgéniques surexprimant MYB221 (bleu) et MYB221-SRDX (rouge). Les barres d’erreur représentent
I’erreur-type de la moyenne. La différence significative du niveau d’expression (Ln(Qr)) entre les différentes
lignées y compris les plantes sauvages (WT) est représentée par des lettres différentes (t-test P < 0.01) pour chaque
gene cible séparément.

3.2- Peupliers MYB156 OE et MYB156-SRDX OE
3.2.1- Caractéristiques de croissance

Les caracteristiques de croissance ont été analysées chez les plantes MYB156 OE. Bien
que leur vitesse de croissance en hauteur entre 8 et 10 semaines, a I’exception de la lignée 15,
est invariable par rapport aux plantes sauvages et au ‘témoin transgénique’ (lignée 18), la
hauteur et le diameétre de la tige de plusieurs lignées (6, 8, 20) sont plus faibles (figll1.9-A, B,
C). Les deux lignées 10 et 15 n’ont pas montré de différence avec les témoins (figlll.9-A, B,
C) concernant ces deux mesures. Nous avons également procédé a I’analyse de la vitesse de
I’élongation de la tige (RSES) et de la croissance radiale (RRGS) au niveau de 3 intervalles

differents de la période de croissance chez des plantes de la lignée 15. Ces mesures montrent
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Figure 111.11: Comparaison entre le phénotype des plantes MYB156 OE et les plantes
Sauvages.
Le phénotype des plantes MYB156 OE (lignée 4 et 1 de gauche vers la droite) a été comparé avec celui des plantes

sauvages (WT) au niveau de la plante entiere (A) et des feuilles (B). Les fleches indiquent les feuilles en forme de
cuvette de plantes MYB156 OE.
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une baisse d’environ 50 % de la vitesse de croissance des tiges de ces plants par rapport aux
plantes sauvages pendant les 5 premieres semaines de croissance. Ensuite, cette vitesse a
augmenté de fagon importante devenant méme supérieure a celle de type sauvage en ce qui
concerne la croissance en hauteur (figll1.10). Les plantes MYB156 OE ont montré également
une certaine difficulté, plus ou moins importante selon les lignées, pour se tenir droites sans
tuteurage d’ou I’observation de déformations au niveau de la tige. De plus, ces plantes
possedent des feuilles généralement de taille plus ou moins petite (selon les lignées) et
Iégerement déformées (plus concaves / en forme de cuvette) (figlll.11-A, B).

15 4

-a—-RSES
—+=RRGS

0,5

0to5 5to8 &to 10 Weeks

Figure 111.10: Evolution de la vitesse de croissance de tige des plantes MYB156 OE (lignée
15).

La vitesse relative de la croissance en hauteur (RSES)(cercles bleus pleins) et la vitesse relative de croissance
radiale (RRGS) (losanges rouges pleins) de la tige ont été calculées en divisant les valeurs mesurées chez les
plantes transgéniques MYB156 OE (lignée 15) sur les valeurs mesurées chez les plantes sauvages au niveau de 3
intervalles de croissance: jusqu’a 5 semaines (0 to 5), de la 5°™ semaine & la 8°™ semaine (5 to 8) et de la 8%
semaine & la 108™ semaine (8 to 10). Les différences significatives entre les valeurs correspondantes aux plantes
transgéniques et celles du type sauvage sont représentés par (* t-test P < 0.05) or (*** t-test P < 0.01).
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Figure 111.12: Comparaison du phénotype des plantes MYB156-SRDX OE et les plantes
sauvages (WT).

Le phénotype en serre des plantes MYB156-SRDX OE (lignée 22) a été comparé avec celui des plantes sauvages
(WT) au niveau de la plante entiére (A) et des feuilles (B). Le phénotype in vitro des plantes MYB156-SRDX OE
(lignées 14 et 8) a été comparé avec celui des plantes sauvages (WT) au niveau de la plante entiére (C) et des
racines (D). Les fleches indiquent le systéme racinaire trés développé des plantes MYB156-SRDX OE.

73



MYB156 OE

C
A
S8R0 0008
> A0 |
LA .
4
el
> ‘:—‘V g .
AR

-.." L B A S
‘ll....ﬂ.

Figure 111.13: Analyse histologique des plantes MYB156 OE.

Les coupes transversales de tiges de peupliers sauvages non transformés génétiquement Populus tremula x alba
clone INRA 717-1B4 (WT) (A, B) et des plantes MYB156 OE (lignée 15) (C, D) ont été colorées par la Safranine-
Bleu Alcian. Les photos B et D sont des agrandissements issus des photos A et C respectivement. V, éléments de
vaisseaux. F, fibres de xyléme. R, rayons ligneux. Barre d’échelle = 100 pm.

MYB156 OE MYB156-SRDX OE

Figure 111.14: Auto-fluorescence des lignines chez les plantes MYB156 OE et MYB156-
SRDX OE.

L’auto-fluorescence de lignines a été observée au niveau de coupes transversales de tige de peupliers sauvages

Populus tremula x alba clone INRA 717-1B4 (WT) et des plantes transgéniques MYB156 OE (lignée 22) et
MYB156-SRDX OE (lignée 9) a I’aide d’un microscope confocal. Agrandissement : x40. V, éléments de
vaisseaux, F, fibres de xyleme. R, rayons ligneux.
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La croissance des peupliers MYB156-SRDX OE est trés fortement impactée puisque
les plantes transformées sont toutes naines. En effet, elles ont une tige trés courte avec un
diameétre minuscule et une tres faible vitesse d’élongation (figlll.9-D, E, F). Ces plantes se
caractérisent aussi par des feuilles de taille tres réduite et des entrenceuds trés courts (figlll.12-
A, B). Ce phénotype est facilement identifié en conditions de culture in vitro (figll1.12-C). On
peut remarquer aussi que ces plantes ont des racines développées de telle fagon qu’elles étaient
enroulées a la base du tube de culture (figl11.12-D). L acclimatation de ces plants nains en serre

s’est avérée tres difficile a cause d’une trés forte mortalité apres le transfert en serre.

3.2.2- Caractéristiques histologiques

De méme que pour les plants MYB221-SRDX OE, la coloration a la Safranine-Bleu
Alcian a montré une forte modification de la lignification des parois cellulaires des fibres des
plantes MYB156 OE (figlll.13-A, C) a I’exception des coins de certaines d’entre elles qui sont
Iégerement lignifiés (figll1.13-B, C). Les cellules des rayons ligneux ont aussi des parois moins
lignifiées chez les transgéniques par comparaison au type sauvage sauf certaines cellules de
parenchyme en contact avec les éléments des vaisseaux qui ont des parois lignifiées (figlll.13-
D). Les plantes de tres petite taille ont été analysées également au moyen de I’auto-fluorescence
des lignines. Les images obtenues montrent que les parois des fibres des plantes transformées
sont moins lignifiées que celles des plantes sauvages a I’exception des coins de certaines parois

qui sont lignifiées ponctuellement (figlll.14-B).

Chez les plants MYB156-SRDX OE, la lignification des parois des fibres semble
également modifiée par rapport a celle du témoin. L’auto-fluorescence des lignines au niveau
de la paroi des éléments des vaisseaux apparait toutefois inchangée entre les plantes
transgéniques et les plantes sauvages (figlll.14-C).

3.2.3- Analyses biochimiques et de biomasse

Les lignées 15 et 10 des plants MYB156 OE ont montré une forte expression de
MYB156. Ce niveau d’expression est de loin supérieur a celui observé chez la lignée 18,
considérée comme un témoin transgénique, et pour laquelle le transgéne est 7 fois plus exprimé
que chez le sauvage (figlll.6-B). Alors que le taux de lignines est inchangé chez la lignée 18
(figl1.6-G) qui a un faible niveau d’expression du transgéne (figlll.6-B), on enregistre une
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Figure 111.15: Régulation de genes de biosynthese de lignines, cellulose et xylanes dans le
xyleme des plantes MYB156 OE.

Le logarithme des valeurs de I’expression quantitative relative (Ln(Qr)) des génes de biosynthése des lignines
(PAL1, CAD, CCR1), cellulose (CESA4, CESA7, CESAS8) et xylanes (IRX8, IRX9) au niveau du xyléme de plantes
transgéniques sur-exprimant MYB156 est présenté par des rectangles bleus. Les barres d’erreur représentent
I’erreur-type de la moyenne. La différence significative entre les valeurs d’expression de plantes transgéniques et
celles de plantes sauvages est représentée par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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baisse de 15% et 25% chez les lignées 10 et 15 respectivement. D’un autre c6té, nous n’avons
pas observe de relation claire entre le niveau d’expression du transgéne et le taux de lignines
d’une part, et la masse de la tige d’autre part, car toutes les lignées transgéniques étudiées, y
compris le ‘témoin transgénique’ ont un niveau de biomasse significativement plus bas que

celui du type sauvage (figlll.6-D).

3.2.4- Expression de genes de biosynthése des lignines, cellulose et xylanes

Les résultats ont montré que I’expression du géne CCR1 est réprimée ainsi que celle du
géne CAD, mais de facon plus légere. En revanche, I’expression de PAL1 est régulée
positivement chez ces derniers (figll1.15). D’un autre c6té, nous avons trouvé que I’expression
de tous les genes de biosynthése de cellulose testés est réprimée chez les plantes MYB156 OE

(figll1.15). De méme, les genes IRX8 et IRX9 sont réprimés chez ces plantes (figlll.15).

3.3- Peupliers MYB090 OE et MYB090-SRDX OE

Concernant les plants MYB090 et MYB090-SRDX, nous n’avons pas pu étudier en
paralléle des témoins transgéniques car un nombre de plants appartenant a cette catégorie a été
perdu a cause d’un incident imprévu (probléeme d’arrosage ponctuel) empéchant ainsi la

réalisation des analyses statistiques sur ces témoins.

3.3.1- Caractéristiques de croissance

Nous avons tout d’abord analysé la hauteur et le diamétre des tiges de MYBO090 OE et
MYBO090-SRDX OE. Nous observons une baisse de la hauteur de la tige par comparaison avec
les peupliers non transformés. La diminution de la taille des plantes est plus importante chez
les MYB090 OE (environ 26 % chez les lignées 6 et 15, a plus de 40 % chez les lignées 19 et
23 par rapport au type sauvage) (figlll.16-A). Les plantes MYB090-SRDX OE ont montré une
baisse de leur hauteur d’environ 22 % chez la lignée 1 et 30 % chez la lignée 5 (figll1.16-B).
De méme, la figure 111.16-C illustre une baisse plus importante du diameétre des tiges des
peupliers MYB090 OE. Le diamétre de la tige a baissé de 36 % chez les lignées 6 et 19 a environ
46 % chez les lignées 9 et 23 par rapport au sauvage. Chez les plantes MYB090-SRDX OE, la
diminution du diameétre de tige a été moins importante comparée aux plants MYB090 OE. Cette
diminution est d’environ 35 % chez la lignée 5. La lignée 1 quant a elle n’a pas montré une

baisse significative de son diameétre de tige par rapport aux peupliers sauvages (figll1.16-D).
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Figure 111.16: Caractéristiques de croissance et expression du transgéne chez les plantes
MYBO090 OE et MYB090-SRDX OE.

La hauteur (A, B) et le diamétre (C, D) de tige des peupliers transgéniques MYB090 OE ou MYB090-SRDX OE
ont été rapportés, respectivement, a la hauteur et le diamétre de tige des plantes sauvages (WT). Les valeurs
représentées sont ainsi le quotient des valeurs mesurées chez les plantes transformées divisées par les valeurs
mesurées chez WT. La vitesse relative de la croissance en hauteur (RSES) (E, F) et la vitesse relative de croissance
radiale (RRGS) (G, H) de la tige ont été calculées en divisant les valeurs mesurées chez les plantes transgéniques
MYBO090 OE (E, G) (lignée 19 : cercles bleus pleins ; lignée 23 : losanges rouges pleins) et MYB090-SRDXOE
(F, H) (lignée 1 : cercles bleus pleins ; lignée 5 : losanges rouges pleins) sur les valeurs mesurées chez les plantes
sauvages au niveau de 3 intervalles de croissance: jusqu’a 5 semaines (0 to 5), de la 5°™ semaine a la 8™ semaine
(5 to 8) et de la 8™ semaine & la 10°™ semaine (8 to 10). Le niveau d’expression du transgéne a été évalué par
RT-PCR semi-quantitative (I, J). Les chiffres en dessous des bandes indiquent les numéros des lignées
transgéniques. Les fleches indiquent le poids moléculaire. Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la
moyenne. Les différences significatives entre les valeurs correspondantes aux plantes transgéniques et celles du
type sauvage sont représentés par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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Ensuite, au contraire des plantes MYB221 OE, MYB221-SRDX OE et MYB156-SRDX
OE pour lesquelles nous n’avons pas eu assez de données disponibles, nous avons pu analyser
la vitesse d’élongation de la tige (RSES) et de la croissance radiale (RRGS) des peupliers
MYBO090 et MYB090-SRDX au niveau de 3 intervalles différents de la période de croissance.

La figure 111.16-E et 16-G indiquent que, pendant 2 intervalles de croissance (de 0 a 5
semaines et de 5 a 8 semaines), les plants MYBO090 OE ont montré une élongation de tige et
une croissance radiale plus lentes en comparaison avec le type sauvage. En effet, durant les
deux premiers intervalles de croissance (de 0 a 5 semaines et de 5 a 8 semaines), la vitesse de
croissance de la tige chez les lignées 19 et 23 a été d’environ la moitié de celle mesurée chez
les plantes sauvages et ceci que ce soit en hauteur ou en diametre (figlll.16-E, G). Cependant,
durant le troisiéme intervalle (de 8 a 10 semaines), la vitesse de croissance générale de la tige a
augmenté d’une fagcon importante et a atteint un niveau similaire a celui de peupliers sauvages
(figlll.16-E, G). Ces résultats montrent que les plants MYB090 OE ont, initialement, une
croissance plus lente mais qui redevient normale aprés 8 semaines de croissance. Toutefois,
I’influence de ce retard enregistré aux premieres phases touche la taille et le diametre de la tige
qui restent tout de méme plus petits par rapport au sauvage apres 10 semaines de croissance.

Pendant les 5 premiéres semaines de croissance, les peupliers transgéniques
surexprimant MYB090-SRDX ont montré une diminution d’environ 40 % de leur vitesse de
croissance radiale en comparaison aux peupliers sauvages. Cependant, durant les deux
intervalles suivants de croissance (entre 5 et 8 semaines et entre 8 et 10 semaines), la vitesse de
croissance de diametre de tige n’a pas été significativement différente de celle du témoin
sauvage (figll1.16-H). L’élongation de tige des plantes MYB090-SRDX OE a éte plus lente que
chez les plantes sauvages durant les 2 premiers intervalles de croissance (entre 0 et 5 semaines
et entre 5 et 8 semaines) et ceci chez la lignée 5 uniquement. La lignée 1 n’a montré aucune
différence significative avec le type sauvage quel que soit I’intervalle de croissance (figlll.16-
F). Ceci indique que la baisse de la vitesse de croissance de la tige chez les plantes MYBO090-
SRDX OE serait, durant la période testée, moins importante que chez les peupliers MYB090
OE.

Plusieurs autres modifications de caractéristiques phénotypiques ont été observées chez
les plantes transformées que ce soit chez MYB090 OE ou MYBO090-SRDX OE. Chez les
peupliers MYBO090 OE, la base de la tige est anormalement plus étroite que le reste de la tige
(figlll.17-A). D’ailleurs, ces plantes ne sont pas capables de se tenir droits aisement sans
tuteurage (figl11.17-B). Leurs entrenceuds sont plus courts que ceux du type sauvage (figlll.17-
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Figure 111.17: Comparaison entre le phénotype des plantes MYB090 OE (OE) et les
plantes sauvages (WT).

Le phénotype des plantes MYB090 OE (lignée 23) a été comparé avec celui des plantes sauvages (WT) au niveau
de la plante entiére (B), des feuilles (D), des entrenceuds (C), de la base de la tige (A) et des stipules (C). Les

fleches montrent les stipules des transgéniques et du témoin (C).
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C). Elles ont des feuilles plus petites, de couleur légérement plus claire, déformées (moins
allongées ou plus arrondies), et moins souples par rapport a celles du témoin (figll1.17-D). De
plus, les stipules sont plus grands que ceux observés chez les peupliers sauvages (figll1.17-C).
De méme que les plantes MYBO090 OE, les transgéniques MYB090-SRDX OE ont des
entrenceuds plus courts (figll1.18-B) et ont une certaine difficulté a se tenir droit (figl11.18-A).
Les feuilles de ces plantes sont enroulées vers le bas et Iégerement plus petites que celles du
type sauvage (figll1.18-C). Ces résultats suggerent que la croissance et le développement des
peupliers MYBO090 OE sont peut-&tre plus touchés que ceux des plantes MYB090-SRDX OE.

(B)

Figure 111.18: Comparaison entre le phénotype des plantes MYB090-SRDX OE (OE) et

les plantes sauvages (WT).

Le phénotype des plantes MYB090-SRDX OE (lignée 5) a été comparé avec celui des plantes sauvages (WT) au
niveau de la plante entiere (A), des feuilles (C) et des entrenceuds (B). Les fleches montrent les feuilles enroulées
vers le bas des plantes transgéniques (A, C).

3.3.2- Caractéristiques histologiques

Les coupes transversales de tiges des plants MYB090-SRDX OE n’ont pas présenté de
différences avec celles des plantes témoins (figll1.19-A,C; 20-C). Par contre, les observations
de coupes colorées de tiges de plants MYB090 OE ont montré que si la majorité des fibres et
des éléments de vaisseaux ont des parois lignifiées (coloration rouge) sauf les ponctuations

(figl11.19-B ; 20-B), de nombreuses cellules associées aux vaisseaux (VAC) ont cependant des
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Figure 111.19: Etude histologique des plantes MYB090 OE et MYB090-SRDX OE.

Les coupes transversales de tiges de peupliers sauvages non transformés génétiquement Populus tremula x alba

clone INRA 717-1B4 (WT) (A, D, G), des plantes MYB090 OE (lignée 23) (B, E, H) et des plantes MYBQ90-
SRDX OE (lignée 1) (C, F, I) ont été colorées par la Safranine-Bleu Alcian (A, B, C) ou par I'lKI-H2SO4 (D, E,
F) et ont subi un immunomarquage des xylanes avec I’anticorps AX1 (G, H, I). Barre d’échelle = 100 pum.
Agrandissements : (A-F) x20, (G-1) x40.

MYBO090 OE MYB090-SRDX OE
p ’

Figure 111.20: Analyse histologique des plantes MYB090 OE et MYB090-SRDX OE.

Les coupes transversales de tiges de peupliers sauvages non transformés génétiquement Populus tremula x alba
clone INRA 717-1B4 (WT) (A), des plantes MYB090 OE (B) et des plantes MYB090-SRDX OE (C) ont été
colorées par la Safranine-Bleu Alcian. V, éléments de vaisseaux. F, fibres de xyléme. R, rayons ligneux. VAC,
cellules associées aux vaisseaux. Les fleches indiquent les ponctuations. Barre d’échelle = 100 pm.
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parois moins lignifiees (figll1.20-B). De plus, plusieurs cellules de rayons de parenchyme,
possedent des parois colorées en bleu indiquant que ces dernieres ne sont pas aussi lignifiées

que les peupliers sauvages (figll1.20-B).

C’est pourquoi nous avons voulu savoir si les cellules de rayons des plants MYB090
OE contenaient plus de cellulose que chez les plantes sauvages, en utilisant une coloration avec
de I’IKI/H2S04 qui colore les tissus lignifiés en jaune/orangé et ceux riches en cellulose en bleu
foncé. Il est a noter que les parois cellulaires se gonflent au fur et a mesure sous I’effet de I’acide
sulfurique. Dans ce cas, il est possible de voir la cellulose au niveau des tissus lignifiés ce qui
résulte en une coloration verdatre. Aprés quelques minutes de I’application de cette coloration
sur les coupes de tige, les cellules finissent par éclater. De ce fait, cette coloration n’est pas
stable dans le temps, ce qui explique les éventuelles différences entre les coupes au niveau de
I’intensité de la coloration et I’aspect des cellules. Les coupes de tige des plantes témoins,
colorées a I’aide de cette technique, ont montré une coloration orangée des parois des fibres,
des éléments de vaisseaux et des rayons indiquant une lignification normale de ces parois
(figll.19-D). La partie interne de plusieurs cellules de parenchyme est colorée en noir
(figll1.19-D). Ceci pourrait indiquer la présence d’amidon dans les cellules de rayons car I’IKI
(utilisé dans cette coloration) colore I’amidon en noir. 1l est a noter aussi que quelques cellules
de rayons ont été colorées en vert suggérant une présence simultanée de cellulose et de lignines
au niveau de leurs parois (figll1.19-D). Chez les coupes de tige des plants MYB090 OE, les
parois des fibres et des éléments de vaisseaux ont une coloration similaire a celle observée chez
les plantes sauvages. Cependant, plusieurs cellules de rayons de parenchyme, au niveau de
certaines zones de la tige, ont une couleur bleu foncée (figl1.19-E) indiquant que leur paroi est
riche en cellulose. Certaines cellules de rayons ont été colorées en noir (figlll.19-E),
probablement, a cause de la présence de I’amidon. Nous avons également coloré de coupes
transversales de tiges de plantes MYB090-SRDX OE a I’aide de la méme technique sans avoir
décelé de différences avec les coupes des peupliers sauvages (figl11.19-F).

MYBO090 est un orthologue des FT MYB54 et MYB52 connus comme étant des
activateurs des genes de biosynthese des xylanes chez Arabidopsis thaliana. C’est pourquoi
nous avons pose I’hypothese que MYBO090 pouvait étre un régulateur positif des géenes de
biosynthése de xylanes chez le peuplier. Nous avons donc réalisé une expérience
d’immunolocalisation des arabinoxylanes sur des coupes transversales des plantes
transgéniques en utilisant I’anticorps AX1 (Guillon et al. 2004). Les images obtenues montrent
que, chez les plantes MYB090 OE et MYBO090-SRDX OE, la fluorescence due a
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Figure 111.21: Mesure du taux de lignines totales, de biomasse et d’expression du
transgene chez les peupliers MYB090 OE et/ou MYB090-SRDX OE.

Le taux de lignines totales a été mesuré par la méthode Klason (C, E). La partie aérienne des plantes (tige + feuilles)
a été pesée pour évaluer la biomasse aérienne (B, D). Le taux de lignines totales et le poids de la tige ont été
rapportés aux valeurs mesurées chez les plantes sauvages. Qr représente I’expression quantitative de MYB090 (A)
rapportée a celle mesurée chez le sauvage. Les barres d’erreur représentent I’erreur type de la moyenne. Les
différences significatives entre chaque lignée transgénique et le témoin sont représentées par : (* t-test P < 0.05)

ou (*** t-test P < 0.01).

Tableau I11.2 : Taux relatif d’holocellulose et d’a-cellulose dans les plantes MYB090-
SRDX OE par rapport aux plantes sauvages

Transformation| Lignée Taux relatif |Erreur type | Taux relatif |Erreur type
d'holocellulose d'a-cellulose

MYB090-SRDX 1 0,99 0,021 0,95 0,009

MYBO090-SRDX 5 1,00 0,023 0,96 0,017
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I’immunomarquage des arabinoxylanes est Iégerement plus faible que celle observée chez le
témoin. De plus, aucune différence n’a été remarquée entre les deux types de peupliers
transgéniques (figlll.19-G, H, I). Ceci laisse penser que MYB090 ne semble pas étre un
activateur des génes de biosynthése des arabinoxylanes, reconnues par AX1, chez les peupliers.

3.3.3- Analyses biochimiques et de biomasse

Nous avons mesuré la teneur des plantes MYB090 OE et MYB090-SRDX OE en
lignines totales Les résultats montrent que chez les plantes transgéniques, une baisse
significative du taux de lignines totales a été enregistrée. Cette baisse est d’environ 14 % et
26 %, respectivement, chez les lignées 23 et 19 par rapport aux peupliers sauvages (figlll.21-
C). Elle est accompagnée d’une forte expression du transgene (aux alentours de 50 fois plus
que chez le sauvage) chez ces deux lignees (figll1.21-A). Les peupliers transformés ont montre
également une trés forte baisse de leur biomasse aérienne allant de 70 % a 85% respectivement
chez les lignees 19 et 23 (figll1.21-B). Quant aux plantes MYBO090-SRDX OE, elles n’ont pas
montré de différences avec les peupliers sauvages en ce qui concerne le taux de lignines totales
(figlll.21-D). Toutefois, elles ont enregistré une baisse importante de leur biomasse aérienne

qui allait de 50 % a 60 % respectivement chez les lignées 5 et 1 (figl11.21-E).

Nous avons voulu vérifier aussi si les plantes transgéniques sur-exprimant MYB090 ont
plus de cellulose que les plantes sauvages. Donc nous avons procédé a une analyse biochimique
du taux de cellulose chez les plantes transgéniques. Malheureusement, cette analyse n’est pas
adaptée a de faibles quantités de poudre de tiges broyées. Nous n’avons pu mesurer avec
certitude le taux de cellulose que sur les plantes sauvages et celles sur-exprimant MYBO090-
SRDX. Ces derniers n’ont pas montré de différences avec le témoin que ce soit pour leur teneur
en holocellulose ou en alpha-cellulose (tablll.2).

3.3.4- Expression de genes de biosynthése des lignines, cellulose et xylanes

La quantification du niveau de transcrits a montré que deux genes parmi ceux
intervenant dans la biosynthese de cellulose (CESA4 et CESA8) sont régulés positivement chez
les plantes MYBO090 OE (figlll.22). L’expression d’un des génes de biosynthése des xylanes
IRX8 est trés légérement réprimée chez les plantes transgeniques tandis que celle du deuxieme

géne (IRX9) ne change pas par rapport aux plantes sauvages (figll1.22). En ce qui concerne les
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génes de biosynthese de lignines, le niveau d’expression de deux d’entre eux (PAL1 et CCR1)
a presque doublé dans le xyleme des plantes transformées en comparaison avec le type sauvage.

Cependant celle du géne CAD est régulée négativement (figll1.22).

Expression quantitative relative de génes de biosynthése de
lignines, cellulose et xylane chez les peupliers MYB090 OE

PAL1 CAD CCR1 CESA4 CESA7 CESA8 IRX8 IRX9

Ln{ar) 157

Figure 111.22: Régulation de génes de biosynthése des lignines, cellulose et xylanes dans le
xyléme des plantes MYB090 OE.

Le logarithme des valeurs de I’expression quantitative relative (Ln(Qr)) des génes de biosynthese de lignines
(PAL1, CAD, CCR1), cellulose (CESA4, CESA7, CESAS) et xylanes (IRX8, IRX9) au niveau du xyléme de plantes
transgéniques surexprimant MYB090 est présenté par des rectangles bleus. Les barres d’erreur représentent I’erreur
type de la moyenne. La différence significative entre les valeurs d’expression des plantes transgéniques et celles
des plantes sauvages est représentée par (* t-test P < 0.05) ou (*** t-test P < 0.01).
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Expression de 8 génes cibles de MYB090 dans le xyleme des
plantes MYB090 OE ou MYB090-SRDX OE
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Figure 111.23: Expression de 8 geénes cibles de MYB090 dans le xyleme des plantes
MYB090 OE et MYB090-SRDX OE.

Le logarithme des valeurs de I’expression quantitative relative (Ln(Qr)) de 8 génes cible de MYB221 identifiés
par ChIP-Seq (voir modéle de géne et annotation au-dessous du graphique) au niveau du xyléme de plantes
transgéniques surexprimant MYB090 (MYB090 OE) ou MYB090-SRDX (MYb090-SRDX OE). Les barres d’erreur
représentent I’erreur-type de la moyenne. La différence significative du niveau d’expression (Ln(Qr)) entre les
différentes lignées y compris les plantes sauvages (WT) est représentée par des lettres différentes (t-test P < 0.01)
pour chaque gene cible séparément.
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3.3.5- Expression de genes cibles identifiés par ChlIP-SEQ

L’expression de 8 génes seélectionnes parmi les cibles potentielles de MYBO090 identifiées par
ChIP-SEQ a été étudiee chez les plantes transgéniques surexprimant MYB090 ou MYB090-
SRDX. Les études de gRT-PCR montrent qu’il existe une certaine variabilité entre les lignées
transgéniques au sein d’une méme transformation. Toutefois, I’expression de deux cibles
potentielles (gene similaire a MAPK et géne similaire a PP2A) est réprimée chez les plantes
MYBO090 OE et quasiment inchangee par rapport au témoin non transgénique chez les peupliers
MYBO090-SRDX (figlll.23). De méme, I’expression d’autres génes cibles (géne similaire a
CESA, géne codant pour une protéine de la famille bHLH, et gene codant pour une protéine de
fonction inconnue) est réprimée chez les plantes MYB090 OE sans qu’elle soit modifiée chez
les plantes MYBO090-SRDX OE. Toutefois, cette répression n’est observée uniquement chez
une seule lignée pour chaque cas (lignée 19 pour le gene similaire a CESA, protéine de la
famille bHLH et lignée 23 pour le géne de fonction inconnue). Pour la cible GT48 et celle
similaire a une O-méthyltransférase, aucune différence d’expression n’a été observée que ce
soit chez les plantes transgéniques ou les témoins (figll1.23). Le niveau d’expression de la cible
similaire a AGP semble augmenter chez les deux types de plantes transgéniques mais

uniquement chez une seule lignée pour chaque type (figll1.23).

4- Discussion

Dans cette étude, nous avons choisi trois facteurs de transcription de peuplier de la
famille des MYB. MYB221 et MYB156 appartiennent au sous-groupe 4 de la famille MYB et
sont potentiellement des répresseurs de la voie de biosynthése de lignines ; MYBO090 est proche
d’AtMYB52 et AtMYB54, dont I’action activation/répression est moins claire. De fagcon
systématique, nous avons suivi une approche de transgénése consistant en deux stratégies
différentes : (1) la surexpression de MYB090, MYB221 et MYB156 natifs afin d’étudier in planta
I’effet de cette surexpression, (2) la surexpression de la forme répressive dominante des 3 FT
fusionnés au motif SRDX. Cette stratégie est surtout intéressante dans le cas de FT activateurs
de transcription. Cependant, une telle stratégie a été utilisée sur KNAT7 qui est un répresseur
de transcription chez le peuplier : I’effet répresseur de KNAT?7 est accru apres I’intégration du
motif SRDX (Li et al. 2012). Nous verrons que c’est effectivement le cas pour nos propres

essais.
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La surexpression de MYB156 et de MYB221-SRDX a engendré une baisse du taux de
lignines par rapport aux peupliers sauvages. La transformation a donné lieu aussi a une
diminution trés importante de la lignification de toutes les parois des cellules du xyleme (fibres
de xyleme et rayons de parenchyme) a I’exception des parois des éléments de vaisseaux. Ceci
s’est accompagné d’une baisse considérable de la hauteur et du diametre des plantes
transgéniques avec une formation de feuilles plus petites et Iégerement deformeées (en forme de
cuvette). Tous ces résultats sont similaires a ceux obtenus suite a la surexpression d’EgMYB1
chez le peuplier et chez Arabidopsis (Legay et al. 2010) et de ZmMYB31chez Arabidopsis
(Fornale et al. 2010). La surexpression de CmMYB1, un FT de chrysantheme appartenant au
sous-groupe 4 de la famille MYB et orthologue d’EgMYB1, chez Arabidopsis a engendré une
baisse de la lignification des parois ainsi qu’une baisse significative du taux de lignines chez
les plantes transformées (Zhu et al. 2013). De plus, plusieurs génes de biosynthése de lignines
(C3H, 4CL, F5H, COMT, PAL, CCoAOMT, CCR, CAD) (Legay et al. 2010 ; Fornale et al.
2010 ; Zhu et al. 2013) sont régulés negativement dans les plantes transgéniques. En accord
avec ces observations, I’expression de deux genes de la voie de biosynthése des lignines (CAD
et CCR1) est réprimée chez nos plantes transformées. D’ailleurs, deux génes d’Eucalyptus
(EgCAD2 et EgCCR) impliqués dans la voie de biosynthese des lignines sont régulés
directement et negativement par EQMYBL1 (Legay et al. 2007). Allant dans le méme sens, le
‘silencing’ de CCR chez le peuplier et le tabac a donné lieu a des plantes plus petites avec des
feuilles déformees, ayant des parois cellulaires moins lignifiées et un taux en lignines plus faible
(Leplé et al. 2007; Piquemal et al. 1998). PAL1 est toutefois légerement regulé positivement
chez les plantes MYB156 OE. PALL catalyse la premiere étape de la biosynthése des
monolignols via la voie des phenylpropanoides. L’effet de sa Iégére activation chez les plantes
MYB156 OE a été probablement contré par I’effet de la répression de CAD et de CCR1
intervenant au niveau des étapes finales de la formation des monolignols. De plus, certains
travaux realises sur des plantes sur-exprimant des FTs MYB répresseurs de la lignification
montrent que les genes de biosynthése de lignines ne sont pas tous régulés négativement (Ma
etal. 2011 ; Fornale et al. 2010 ; Legay et al. 2010 ; Jin et al. 2000). Il est d’ailleurs intéressant
de noter que les parois des vaisseaux, riches en lignines de type G (Saito et al. 2012) semblent
moins affectées, ce qui laisse a penser que la voie de biosynthése des unités S, passant
notamment par la F5H et la COMT, est plus perturbée par la modification. D’autres genes
impliqués dans la biosynthese de deux autres polymeres principaux de la paroi cellulaire

(cellulose et hémicelluloses) sont régulés négativement chez les peupliers sur-exprimant
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MYB156, ce qui est similaire aux résultats de Legay et al. (2010) et Zhu et al. (2013) indiquant
un role de MYB156, non seulement dans la biosynthése des lignines mais aussi dans la
régulation de la formation de la paroi secondaire d’une fagon générale. Ainsi, MYB156 et
MYB221-SRDX semblent avoir les mémes fonctions au niveau de la régulation de la

lignification des parois secondaires et de la croissance des plantes.

Il est a noter que la lignée 15 des plantes MYB156 OE a présenté une modification tres
importante de la lignification des parois secondaires des fibres et des rayons ainsi qu’une baisse
considérable du taux de lignines totales. Elle a cependant présenté une vitesse de croissance
relative en constante augmentation, et supérieure a celle du sauvage. Ceci suggére que pour des
échantillonnages plus tardifs (par exemple 6 mois, au lieu de 3 mois comme dans ce travail),
cela aurait pu changer les données de croissance et de biomasse. Ce sont certainement des
données intéressantes a acquérir pour identifier éventuellement des lignées intéressantes en
terme de teneur en lignines et production de biomasse pour une exploitation a des fins de

biocarburants.

MYB221 doit probablement avoir la méme fonction que MYB156 mais on n’observe
pas de phénotype similaire chez les plantes MYB221 OE. Ceci pourrait étre di au niveau
d’expression du transgene qui est relativement faible chez ces plantes transgéniques et qui est
proche de celui des contrbles transgéniques des autres transformations. En revanche, si on
interpréte les résultats de surexpression de MYB221 et de MYB221-SRDX seuls, on pourrait
considérer que MYB221 serait plutdt un activateur de la lignification puisque la répression
dominante de ce FT a fortement inhibé la lignification et la croissance des plantes transformées.
L’absence d’un phénotype de ‘sur-lignification’ des parois ou de “‘sur-croissance’ des plantes
peut étre expliquée aussi par le faible niveau d’expression du transgéne. Cependant, MYB221
possede un motif répresseur, mais en méme temps semble exercer une fonction d’activation car
I’'une des cibles potentielles directes de MYB221 identifiée par ChIP-SEQ (alcool
déshydrogénase) est régulée positivement chez les plantes MYB221 OE. Les autres cibles sont
par contre régulées négativement. 1l est intéressant de noter qu’une des cibles potentielles de
MYB221 qui est un FT MYB, appartenant au méme groupe de MYB répresseur de la
lignification (Jin et al. 2000) est regulée negativement chez ces plantes. Dans sa sequence, on
retrouve le motif répresseur LXLXLx de répression. Ceci laisse penser a une éventuelle boucle
de rétrorégulation ou rétrocontréle si on pose I’hypothese que MYB221 réprime un répresseur

de la lignification. Cela expliquerait pourquoi on n’observe pas de phénotype de baisse de
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lignification chez les plantes MYB221 OE. Cette boucle de rétro-contrdle ne fonctionnerait pas
avec MYB221-SRDX.

Nous avons observé une gradation dans le phénotype entre les plantes surexprimant
MYB221 et MYB156 d’une part et leur formes répressives dominantes MYB221-SRDX et
MYB156-SRDX. Si on suppose que ces deux FT sont des répresseurs, la répression dominante
aurait amplifié le phénomeéne de répression (on a par exemple un motif de répression en plus et
une plus grande quantité de transcrits car le FT-SRDX est sous contr6le d’un promoteur 35S
fort), ce qui donnerait un phénotype plus prononcé. Ce phénoméne est observé chez Li et al.
(2012) dans le cas du FT KNAT7.

La surexpression de MYB156 fusionné au domaine de répression dominante SRDX a
engendré des peupliers nains présentant une mortalité importante en serre et ayant une
croissance tres lente ainsi que des feuilles tres petites et déformées. Ces plantes ont développe
des racines gigantesques (phénoméne observé in vitro sans pouvoir le vérifier en serre).
D’ailleurs, les données d’expression de I’eFP Browser (Wilkins et al. 2008) montrent une
expression assez prononcée de MYB156 au niveau de racines. Ceci suggére peut-étre un role
important de ce FT dans la croissance racinaire ou peut-étre dans la répartition des ressources

au sein des organes de la plante affectant I’équilibre entre les parties aérienne et racinaire.

Les peupliers surexprimant MYB221 ont montré un développement d’un nombre plus
important de branches sylleptiques chez les plantes transgéniques. Ce phénotype a été observé
chez des peupliers surexprimant un géne de chataignier CsSRAV1 (Moreno-Cortés et al. 2011).
Ceci nous laisse penser a une relation possible entre MYB221 et des éventuels orthologues de

CsRAV1 chez le peuplier, que ce soit a travers une régulation directe ou indirecte.

Nous avons également voulu caractériser fonctionnellement le FT MYBO090, proche de
MYB52 et MYB54 chez Arabidopsis, connus pour leur role dans la régulation positive de
certains genes de biosynthése de cellulose, xylanes et lignines ainsi que dans le développement
de la paroi cellulaire (Zhong et al. 2008). Nous avons également choisi ce FT car il est
surexprimé dans le bois de tension riche en cellulose et pauvre en lignines. Les plantes
surexprimant MYBO090 ont toutefois présenté une diminution de la lignification d’un nombre de
cellules associées aux vaisseaux mais aussi de la majorité des cellules de rayons de parenchyme,
alors que la lignification des fibres ne présente pas de différence avec le témoin. Les peupliers
transgéniques ont montré une baisse significative de leur teneur en lignines totales, alors que

seuls les rayons étaient touchés. Nous avons réalisé la totalité des études histologiques au niveau
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de la base de la tige, c'est-a-dire la ou les cellules sont les plus agées, alors que les dosages de
lignines ont été faits sur un fragment de tige allant d’un peu au-dessus de la base jusque la
premiére feuille pleinement étalée. Ce fragment de tige est moins lignifié que chez le sauvage.
On peut faire I’hypothéese qu’il y a un retard de lignification des cellules jeunes du xyléme au

niveau de la tige, qu’on ne peut pas observer a la base de celle-ci.

L’expression de la majorité des cibles potentielles de MYBO090 testée par gPCR est
réprimée d’une facon générale, dans les MYB090 OE. Ceci est assez concordant avec les
travaux de Karpinska et al. 2004 qui proposent que PttMYB021 (homologue de MYB090 chez
Populus tremula x tremuloides) serait un répresseur transcriptionnel et que le géne CCOAOMT
est une cible potentielle de ce FT. D’ailleurs, nous avons pu identifier par ChIP-SEQ au moins
un géne CCoAOMT parmi les cibles potentielles de MYBO090. Ainsi, nous postulons que cette
répression pourrait étre plus forte au niveau des cellules de rayon. Toutefois, chez les plantes
surexprimant la forme de répression dominante, aucune différence au niveau histologique ni
biochimique (teneur en lignines) n’est constatée avec le témoin alors que la répression
dominante de MYB52 et MYB54 chez Arabidopsis a abouti a une diminution de I’épaisseur de

la paroi de cellules de fibres et de vaisseaux (Zhong et al. 2008).

Certaines cellules de parenchyme possédent méme des parois cellulaires probablement
plus riches en cellulose. D’ailleurs, les génes CESA4 et CesA8 sont lIégérement activés chez les
plantes MYB090 OE. De méme, un géene de la voie de biosynthése de cellulose est régulé
positivement suite a la surexpression de MYB52 et MYB54 chez des protoplastes de feuilles
d’Arabidopsis (Zhong et al. 2008). De plus, nous avons identifié plusieurs genes de biosynthese
de cellulose parmi les cibles potentielles de MYBO090 (Voir chapitre 2). Cependant, il pourrait
s’agir uniquement d’une perte de la lignification des parois secondaires des rayons rendant la

cellulose plus visible aprés sa coloration.

Les peupliers surexprimant MYB090 ont montré également un raccourcissement des
entrenceuds, une deformation des feuilles et de la forme de la tige et un développement trés
important de stipules. Un phénotype semblable a été observe chez des peupliers surexprimant
un micro ARN de mais de la famille MIR156 appelé Corngrass1(Cgl) sous le contréle de 35S.
Ces plantes ont montré de la méme fagon une baisse de leur teneur en lignines (Rubinelli et al.
2012). Cette forte ressemblance entre les deux cas peut étre expliquée par une éventuelle
interaction entre MYBO090 et Cgl, I’un étant sous le contrble de I’autre ou inversement.

Toutefois, certains effets liés au fait que la surexpression est constitutive dans les deux cas

85



Chapitre 3 : Fonction in planta des FT

n’écarte pas I’hypothése de modifications non liées aux fonctions de MYB090 ou Cgl mais
plutdt résultants de la perturbation causée par la surexpression de ces genes dans des organes

ou leur expression pourrait étre absente en conditions naturelles.

La surexpression de MYB090 a résulté en une Iégere baisse de I’immunomarquage des
arabinoxylanes chez les plantes MYB090 OE et MYB090-SRDX OE en comparaison aux
plantes sauvages. Conformément a ces observations, I’expression du géne IRX8 est legerement
inhibée chez les peupliers MYBO090 OE alors que celle de IRX9 est inchangée. Ainsi, MYB090,
bien qu’orthologue de MYB52 et MYB54 ne semble pas avoir les mémes réles que ces derniers
(activateurs de la synthése des xylanes). Il a un role plus complexe touchant d’une part le
développement des parois cellulaires de certains types de cellules de xyleme, d’autre part la

croissance de la plante de fagon générale.
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Pour caractériser fonctionnellement 3 FTs de peuplier (MYB090, MYB221 et
MYB156) potentiellement impliqués dans la formation du bois d’une fagcon générale, et plus
précisément de la paroi secondaire, nous avons cherché a identifier leurs cibles, car elles
constituent la clé pour comprendre leur fonction. Pour cela, nous avons utilisé une approche
novatrice chez les plantes, le ChlIP-SEQ, qui permet de déterminer in vivo les cibles d’un FT a
I’échelle du génome. Cette approche a été mise en ceuvre pour MYB221 et MYB090. En
paralléle, nous avons surexprimé chacun de ces deux FT ainsi que leurs formes répressives
dominantes (SRDX) chez des plants de peuplier afin d’etudier in planta I’effet de ces
transformations sur le phénotype. Dans notre étude, MYB156 a été etudié uniquement par

transgénése.

L’etude de transgénese réalisée dans ma thése presente I’avantage d’avoir transformé
des plants de peuplier avec des FT clonés chez la méme espece (Populus tremula x alba).
Ainsi, I’interprétation des phénotypes observés devrait étre facilitée par le fait que les
interactions géniques et protéiques existent déja dans les cellules, plutdt que s’il s’agissait de
I’expression d’un gene hétérologue. Toutefois, nous avons surexprime les FT etudiés sous le
contréle d’un promoteur constitutif fort. Donc, le transgene sera exprimé de facon élevée dans
tous les organes de la plante, y compris les organes ou le FT endogene n’est pas ou peu
exprimé naturellement : le FT, alors abondant dans les cellules transgeniques, peut interagir
avec des acteurs biologiques qui n’ont pas naturellement de relation avec lui au niveau
fonctionnel, engendrant ainsi des éventuels déséquilibres, et donc des phénotypes qui n’ont
pas obligatoirement de lien avec la fonction du FT, d’ou un risque de biais lors de
I’interprétation des résultats.

MYB156 est un répresseur direct ou indirect de la lignification

Les plantes surexprimant MYB156 présentent une baisse de la teneur en lignines
totales de leurs tiges, associée a une diminution importante de la lignification des parois
secondaires des fibres et des rayons (coloration a la Safranine/Bleu Alcian et auto-
fluorescence, figlll.13-C, D ; figlll.14-B). Par ailleurs, I’expression de plusieurs genes de
biosynthése des lignines mais aussi de la cellulose et des xylanes est réprimée chez ces plantes
(figlll1.15). Cette diminution de la lignification s’accompagne d’une diminution de croissance,
en hauteur et en diamétre des tiges (figll1.9-B, E) ainsi que d’une modification de la forme

des feuilles, ce qui est généralement observé lorsque I’on modifie le métabolisme des lignines
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(Legay et al. 2010 ; Fornale et al. 2010). MYB156 posséde le motif de répression de type
EAR. Au vu de ces différents éléments, nous pouvons conclure que MYB156 semble bien
avoir des fonctions trés similaires a celles d’EgMYBL. C’est un répresseur de la lignification

dans les fibres et les rayons du xyleme.

Les plantes surexprimant MYB156-SRDX présentent un phénotype beaucoup plus
affecté puisque les plantes sont naines, deés I’étape de culture in vitro, et ont du mal a passer le
cap de I’acclimatation en serre. Les teneurs en lignines n’ont pas été déterminées sur ce
matériel, mais il est vraisemblable qu’elles soient fortement diminuées, impactant la
croissance de la plante de fagon notable. MYB156-SRDX posséde 2 motifs de répression de
la transcription, un motif natif et un motif ajouté par construction en position C-terminale.
Comme observé pour KNAT7 (Li et al. 2012 ; Zhong et al. 2008), on observe alors un effet
répresseur plus fort puisque des plantes surexprimant KNAT7 fusionné au motif de repression

EAR ont présenté des parois secondaires plus fines que des plantes surexprimant KNAT7.

MYB156 est donc un répresseur de la lignification des parois, mais on ne sait pas, a ce
stade, si c’est un répresseur direct ou indirect des génes de biosynthése de lignines. Afin de
répondre a cette question, on peut chercher a identifier les cibles génomiques directes de
MYB156 par ChIP-SEQ sachant que dans ce cas, il sera nécessaire de produire un anticorps
spécifique pour MYB156. Alternativement, on peut aussi envisager des expériences in vitro
telles que le simple hybride pour tester I’interaction entre MYB156 et un petit nombre de
promoteurs de génes candidats. On pourra aussi Vérifier si MYB156 est un répresseur de la
lignification uniquement ou s’il est impliqué dans la régulation d’autres métabolismes

impliqués dans la formation de la paroi secondaire.

Pour la production de biocarburants a partir de la matiere ligno-cellulosique du bois, il
est intéressant d’avoir du bois moins riche en lignines, polymere que I’on doit éliminer pour
avoir acces a la cellulose. Cependant, il faut que les plants puissent avoir une production de
biomasse suffisante. 1l est a noter que la lignée n°15 des plants surexprimant MYB156 montre
a 12 semaines d’élevage en serre une baisse d’environ 25 % au niveau de la teneur en lignines
(figlll.6-G) associée a une biomasse plus faible (figlll.6-D). Cette lignée a cependant une
vitesse de croissance de plus en plus rapide, que ce soit en hauteur ou en diametre (figll1.10),
montrant que si la phase d’acclimatation et de démarrage de croissance a eté difficile, la
lignée tend a rattraper son retard de croissance. Une durée de culture plus longue (par
exemple 6 mois ou plus) suivie de mesures de biomasse et du taux de lignines permettrait de

voir si cette lignée peut produire plus de biomasse avec moins de lignines. Si c’est le cas, elle
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serait intéressante pour I’industrie des biocarburants. Par ailleurs, nous pouvons envisager des
tests de microgreffage in vitro des tiges de cette lignée sur les racines trés développées des
plantes MYB156-SRDX OE dans un but d’améliorer encore plus leur croissance. En effet, les
plantes greffées auront des racines plus développeées qui vont favoriser peut-étre la croissance
de la tige MYB156 OE qui est moins lignifiée. Ce qui pourrait donner des peupliers avec une
biomasse plus importante mais aussi contenant moins de lignines, d’ou un intérét éventuel

pour I’industrie des biocarburants.

MYB221 est un represseur de la lignification contrélant probablement ses genes
cibles via un motif SMRE

MYB221 est un orthologue d’EgMYBL1, connu pour étre un FT répresseur de la
lignification (Legay et al. 2010). Sa séquence protéique contient le motif EAR de repression
de la transcription. Nous avons donc posé I’hypothése que MYB221 a une fonction similaire
a EgMYBL1, dont 2 cibles (CAD et CCR) ont été démontrées expérimentalement (Legay et al.
2007). Nous avons également fait I’hypothése que MYB221 avait les mémes cibles.

La ChIP-SEQ a permis d’identifier les cibles potentielles directes de MYB221 a
I’échelle du génome. Nos critéres de sélection ont permis de retenir 31 cibles a proximité des
pics communs de deux expériences ChIP. La moitié des séquences des pics sélectionnés,
séquences qui contiennent les sites de fixation du FT, possede un motif SMRE conserve
(figll.6, Zhong et Ye 2012). Ce motif est identique au motif MBSIIG par lequel EQMYBL1 se
fixe spécifiquement aux génes de biosynthése de lignines (Legay et al. 2007). Dans ces 31
cibles communes aux deux expériences, on ne retrouve pas les genes CAD et CCR, alors
qu’ils ont été identifiés dans I’une des expériences (CCR) ou les deux (CAD). De la méme
facon, on enregistre que MYB221 est dans la liste des cibles de MYB221 dans les deux
expériences, mais avec deux pics différents non superposés. Deux cibles de MYB221 parmi
celles testées par gPCR (une O-acyl transférase membranaire et un FT MYB similaire a
AtMYB4, connu pour son effet répresseur de la lignification (Jin et al. 2000)) sont régulées
négativement chez les plantes transgéniques MYB221 OE (figlll.8). Ceci est en accord avec
I’hypothese que MYB221 est un répresseur de transcription. Toutefois, une autre cible testée
(alcool déshydrogenase de classe Ill) est régulée positivement chez ces mémes plantes
transgéniques (figlll1.8). Ceci pourrait avoir trois explications possibles : (1) soit cette cible est

un faux-positif, ce qui est peu probable car elle posseéde un motif SMRE, (2) soit elle est, en
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méme temps, sous le contrdle d’un autre FT inconnu qui serait un activateur, (3) soit sa
répression par MYB221 nécessite la présence d’une protéine partenaire, qui n’était pas
présente dans I’échantillon biologique considéré.

Les plantes MYB2210E n’ont pas présenté de baisse de lignification (figlll.4-D, E, F ;
figlll.6-F) ni de croissance (figlll.3-A, B ; figlll.1-A, B, C) et nous avons évoqué dans le
chapitre 3 que cela est certainement lié au faible niveau d’expression de MYB221 chez les
plantes transgéniques (figll1.6-A). En revanche, les plantes répressives dominantes ont montré
une baisse considérable de la lignification de leurs parois secondaires, de leur taux de lignines
et de leur croissance. Comme pour MYB156, le motif SRDX semble avoir amplifié la
répression. Cependant, I’expression des 2 cibles (MYB4 et MBOAT) chez les plantes
MYB221-SRDX OE est identique a celle du témoin (figl11.8) alors qu’on pourrait s’attendre a
ce qu’elle soit plus réprimée que chez les MYB221 OE. Ceci pourrait étre explique par un
phénomeéne éventuel de rétrocontréle de I’expression de ces cibles ou un acteur moléculaire
pourrait les activer dés que leur niveau d’expression atteint un seuil minimal. Nous supposons
ainsi que chez les plantes MYB221 OE, ce seuil minimal n’a pas été atteint car le transgéene
est faiblement exprimé et n’a engendré qu’une légére répression de I’expression de MYB4 et
MBOAT.

MYB4, le gene cible de MYB221, est un facteur MYB appartenant au méme sous-
groupe des facteurs MYB répresseurs de la lignification. Il possede également le motif
répresseur de type EAR. Il n’y a pas de contradiction entre notre hypothese suggérant que
MYB221 est un répresseur de lignification, et le fait que MYB4 soit un répresseur de géenes de
biosynthése de lignines, mais en méme temps réprimeé par MYB221. En effet, méme si MYB4
était réprimé chez les transgéniques MYB221-SRDX OE, il pourrait ne pas avoir un role
central dans la lignification suite & I’implication éventuelle d’autres cascades de régulation y
compris, peut-étre, une autorégulation négative du géne MYB221 par le FT MYB221 puisque
la séquence ADN de MYB221 contient le motif SMRE (ACCAACT) dans sa region
promotrice et que MYB221 a été trouvé dans les cibles potentielles de MYB221. Il pourrait
exister un contrdle fin de I’expression des genes de la biosynthése des lignines via des boucles
de rétrocontrdle relativement complexe entre MYB221 et MY B4

Pour compléter ces résultats, il serait intéressant de réaliser un nouvel essai ChIP-SEQ
en utilisant un matériel végétal plus homogeéne entre les deux expériences ChIP-SEQ (méme
période de culture, mémes conditions de croissance ...) afin d’avoir une nouvelle liste de

cibles avec moins de risque de biais. De plus, I’interaction entre MYB221 d’une part et les
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promoteurs de MYB4, MYB221 ainsi que d’autres cibles doit étre veérifiée par des techniques

alternatives in vitro.

MYBO090 semble étre un répresseur direct d’un certain nombre de genes

impliqués dans la formation des parois secondaires via un motif similaire a Gamyb

La ChIP-SEQ a permis d’identifier les cibles potentielles de MYB090 a I’échelle du
génome, les fonctions des cibles potentielles sont assez diversifiées. Certaines sont des
régulateurs transcriptionnels de type MYB, ZFP, bHLH et autres. D’autres sont des enzymes
impliquées dans la biosynthése de polysaccharides, notamment la cellulose (1,3-B-glucane
synthase, sucrose synthase, CESA...), et de lignines (CCoOAOMT, 4CL). D’autres cibles
codent pour des glycosyltransférases notamment GT8 impliquée dans la biosynthese des
xylanes (Zhong et al. 2005, Li et al. 2011) ainsi que pour des enzymes de modification de la
paroi cellulaire (pectine estérase). De plus, plusieurs genes potentiellement impliqués dans la
signalisation hormonale, notamment les auxines (AUX/IAA, auxin influx carrier (AUX1
LAX family)), les cytokinines (cytokinine déshydrogenase) et les gibbérellines (Gibberellin 2-
oxidase) ont été identifiés. De méme, nous avons trouvé plusieurs cibles potentielles codant

pour des protéines a arabinogalactanes a domaine fascicline (FLAS).

Parmi les génes testés par gqPCR chez les plantes transgéniques surexprimant MYB090,
la majorité semble avoir une expression réprimée (figlll.23). Ainsi, nous postulons que
MYBO090 est un répresseur transcriptionnel potentiellement impliqué dans la formation de la

paroi secondaire.

Dans la majorité des séquences des pics detectés en 5° ou dans le gene, un motif
consensus tres similaire au motif Gamyb a été retrouveé, en position médiane de la séquence
du pic (figll.11). Cela suggére trés fortement que MYBO090 se fixe sur ces séquences
génomiques au niveau de ce motif consensus. Le motif Gamyb correspond au domaine de
fixation a ’ADN du FT GAMYB, FT MYB qui appartient au groupe R2R3 et qui est
inductible par les gibbérellines. Il joue un réle dans la signalisation via I’acide gibbérellique et
la régulation de la plupart des genes inductibles par les gibbérellines chez le riz (Kaneko et al.
2004, Aya et al. 2009, Liu et al. 2010)).

Les plantes transgéniques MYB090 OE montrent une baisse de leur taux de lignines

totales (figlll.21-C). De plus, au niveau histologique, ce sont surtout les parois des rayons
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ligneux qui présentent une diminution importante de leur lignification (figl11.19-B ; figlll.20-
B). Aussi, bien que certains génes de biosynthese de lignines (PAL1 et CCR1) soient régulés
chez ces plantes d’une maniére positive, un autre géne (CAD) est régulé négativement
(figlll.22). Parallelement, on trouve parmi les cibles de MYBO090, des génes de biosynthése de
lignines notamment CCoOAOMT et 4CL. Ainsi, nous postulons que MYBO090 pourrait étre un
régulateur négatif de la lignification des rayons ligneux. Pour le vérifier, il est envisageable
d’étudier I’expression tissulaire de MYBO090 et de génes de biosynthése des lignines par

hybridation in situ.

Nous avons pu identifier aussi des genes de biosynthése de cellulose parmi les cibles
de MYBO090. Ces genes ne sont pas des genes de biosynthese de cellulose impliqués dans la
formation de la paroi secondaire (CESA4, 7 et 8) (pour revue, voir Mellerowicz et Sundberg
2008). Ils sont probablement impliqués dans la formation de la paroi primaire car ils sont
similaires a CESAL et 6 d’Arabidopsis (Desprez et al. 2007). Par contre, les deux génes
CESA4 et CESAS8 sont régulés positivement chez les plantes MYB090 OE (figll1.22). Nous
posons I’hypothese que MYBO090 réprime directement I’expression de certains genes de
biosynthése de cellulose impliqués dans la formation de la paroi primaire. Il régulerait
positivement mais de fagcon indirecte I’expression de ceux ayant un réle majeur dans la
formation de la paroi secondaire. Nous avons essayé de vérifier si le phénotype observé au
niveau des rayons ligneux pouvait étre di également a une augmentation de la teneur en
cellulose des parois des cellules des rayons. Cependant, les colorations utilisées en études
histologiques (Safranine-Bleu Alcian et IKI-H2SO4) n’ont pas permis de conclure de fagon
évidente. La coloration au Calcofluor white par exemple pourrait étre envisagée pour verifier

cette hypothese.

De méme, un nombre de glycosyl transférases pouvant étre impliquées dans la
biosynthese de la paroi secondaire d’une fagon générale, et notamment GT8 impliquée dans la
biosynthése des xylanes (Zhong et al. 2005, Li et al. 2011), a été identifie comme cibles de
MYBO090. De plus, le gene IRX8 est réprimé chez les plantes MYB090 OE. Avec I’anticorps
AX1 (qui reconnait les arabinoxylanes, Guillon et al. 2004), on observe une diminution légére
de la fluorescence due aux xylanes immunomarqués, ce qui est concordant avec la légére
répression de IRX8. Toutefois, il serait intéressant de tester d’autres anticorps qui marquent
d’autres types de xylanes pour avoir une vue compléte de la répartition et de I’abondance de

cette famille de polysaccharides.
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Plusieurs génes potentiellement impliqués dans la signalisation avec les régulateurs de
croissance notamment les auxines, les cytokinines et les gibbérellines ont été identifiés parmi
les cibles. De plus, la croissance des plantes transgeniques MYB090 OE est fortement
modifiée au niveau de la morphologie des feuilles, de la longueur des entrenceuds, de la forme
de la base de la tige et de la taille des stipules. Ces modifications pourraient avoir une cause
hormonale. Par ailleurs, sachant que le matériel utilisé pour la ChIP-SEQ de MYBO090 est du
xyléme tendu (cf Matériel et Méthodes) et que MYBO090 est surexprimé dans ce tissu (figl.2 ;
figl.3), nous pouvons postuler que MYBO090 pourrait avoir un role dans la formation du bois
de tension en régulant I’expression des genes impliqués dans la signalisation avec les
gibbérellines car ce régulateur de croissance s’est avéré important pour le développement de
la fibre G en longueur et en épaisseur dans le bois de tension chez I’Acacia (Nugroho et al.
2013). Des dosages du taux de gibbérellines chez les plantes MYBO090 OE par comparaison
aux plantes sauvages ainsi que des traitements par des gibbérellines ou des inhibiteurs de
gibbérellines pourraient étre envisagés pour éclaircir I’éventuel réle de MYBO090 dans cette

voie.

Les phenotypes observés chez les plantes transgéniques au niveau de la croissance
sont similaires a ceux observés chez des peupliers surexprimant MIR156 appelé
Corngrass1(Cgl) sous le controle du promoteur 35S. Ces plantes ont montré de la méme
facon une baisse de leur teneur en lignines (Rubinelli et al. 2012). Cette forte ressemblance
entre les deux cas peut étre expliquée par une éventuelle interaction entre MYB090 et
MIR156. Par ailleurs, plusieurs genes connus pour étre régulés par ce micro ARN comme
APETALAL et 2 et LEAFY figurent parmi les cibles directes potentielles de MYBO090, ce qui
plaide en faveur d’une éventuelle interaction entre MYB090 et MIR156 dans le cadre de la
régulation de la croissance des plantes. Une transformation des plantes MYB090 OE ou
MYB090-SRDX OE avec une construction permettant I’expression de MIR156 permettrait de

mieux comprendre cette interaction dans un premier temps.

Limites des approches ChIP-SEQ

L’expression d’un certain nombre de cibles potentielles de MYB090 ou de MYB221
chez les plantes transgéniques reste inchangée alors qu’on s’attendait a ce qu’elle soit régulée
positivement ou négativement. Cependant, il est a noter que dans toutes les études realisées, il

y a une corrélation limitée entre la fixation a I’ADN et la transcription qui en résulte. C'est-a-
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dire que certains événements de fixation a ’ADN n’ont pas d’effet ou seulement un effet
faible sur I’expression de génes. Il peut également exister des redondances fonctionnelles
parmi des FT liés. Le FT peut réguler le géne cible dans un autre type de cellules, & un autre
stade développemental, ou dans d’autres conditions physiologiques (peut-étre en présence
d’autres cofacteurs) ou peut dépendre d’un certain évenement de remodelage de la
chromatine, sans oublier les artefacts expérimentaux (pour revue voir Ferrier et al. 2011). La
ChlIP fait intervenir des anticorps dont on ne peut étre certain a 100% qu’ils ne précipitent que

le FT étudié, et donc cela peut générer des faux-positifs.

Si MYBO090 aurait un réle plus ou moins ciblé vers les rayons ligneux et si MYB221
jouerait un role plutot au niveau des fibres, cela expliquerait le fait que la ChIP-SEQ ait moins
bien marché sur MYB221 en ce qui concerne le nombre de pics puisqu’il devrait étre plus

facile de ponter et infiltrer des cellules de rayons. On devrait avoir un biais a ce niveau-la.

La ChIP-SEQ sur MYB221 a donné un nombre de pics communs et donc de cibles
tres faible par rapport a MYB090. Comme évoqueé dans la discussion du chapitre 2, cela peut-
étre d0 a une trop grande variabilité biologique entre les deux échantillons pour MYB221, ou
simplement, MYB221 a moins de cibles que MYB090. A la lumiere des résultats des
transgéniques, MYBO090 semble avoir majoritairement une action dans les rayons. Le pontage
peut étre facilité dans les cellules des rayons dont la paroi est plus fine, et donc la ChIP porte
sur une population de cellules de xyléme enrichies en cellules de rayons pontées. Au final, la
ChlIP est plus efficace pour les cibles de MYB090.

Ainsi, afin d’avoir une idée claire sur les fonctions de MYB221 et MYBO090, il est
indispensable de valider leurs cibles par d’autre techniques alternatives, notamment des
analyses d’expression a une échelle plus large en utilisant des puces par exemple. Cette
expression serait a tester chez des plantes transgeniques surexprimant les FT mais aussi sur
des plantes a différents stades physiologiques, en fonction de la nature de cibles. Ceci
aboutirait a un modéle assez complet du réseau régulationnel au sein duquel interviennent les

differents FT notamment en ce qui concerne la formation du bois.

En conclusion, les 3 FT étudiés dans notre étude, MYB090, MYB221 et MYB156,
semblent étre des régulateurs importants de la formation de la paroi secondaire des cellules de

xyléme chez le peuplier mais aussi de la croissance des plantes, dont les fonctions potentielles

94



/

Gamyb IRX8/GT8

a—=»

Paroi primaire

Gamyb

L 4

Cellulose Xylane Lignines I_

Figure D.1 : Schéma hypothétique représentant les principaux résultats obtenus apreés notre
étude sur MYB090, MYB156 et MYB221.

Les lignes continues représentent des régulations directes potentielles et les lignes discontinues
représentent une régulation indirecte potentielle. Les points d’interrogation représentent des
hypothéses a vérifier.
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sont synthétisees sur la figure D.1. Toutefois, d’autres expériences seraient intéressantes a

réaliser afin de mieux comprendre les fonctions précises des différents FT étudiés :

ChIP-SEQ sur MYB156 et étude de biomasse et de lignification de certaines lignées
sur une période de croissance plus longue.

Nouvelle expérience ChIP-SEQ sur MYB221 avec des échantillons plus homogenes
pour minimiser le biais expérimental ainsi qu’une vérification de I’interaction de
MYB221 avec les promoteurs de certaines cibles notamment MYB4 et MYB221.

Etude d’expression de MYBO090 au niveau des rayons ligneux par hybridation in situ
et réalisations d’autres expériences d’histologie notamment la détection de la cellulose
avec le Calcofluor white et I'immunomarquage de xylanes a I’aide d’autres anticorps.
Les taux de gibbérellines et la réponse a ces phytohormones au niveau des plantes

transgéniques peuvent également étre etudiés.
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Wassim LAKHAL

Etude fonctionnelle de trois facteurs de transcription impliqués
dans la formation de |la paroi secondaire chez le peuplier

Les facteurs de transcription (FT) de la famille R2ZR3-MYB chez les plantes jouent un réle important dans la
formation de la paroi secondaire des cellules de bois, que ce soit en activant ou en réprimant leurs génes
cibles au sein d’'un réseau régulationnel complexe. Dans ce travail, nous avons utilisé la transgénése et
'immunoprécipitation de chromatine associée a un séquengage haut-débit (ChIP-SEQ) pour déterminer la
fonction de 3 FT R2R3-MYB chez le peuplier. Les peupliers surexprimant MYB090 ont des rayons moins
lignifiés ; les tiges présentent une réduction de croissance et de teneurs en lignines. MYB090 régule ses
cibles a l'aide d'un motif tres conservé, similaire au motif Gamyb. Ses cibles sont impliguées notamment
dans la biosynthése des lignines, cellulose et xylanes, constituants principaux des parois. Les plantes
surexprimant MYB221-SRDX et MYB156 présentent une nette réduction de la lignification des parois de
leurs fibres, associée a une réduction de croissance. MYB221 semble avoir pour cibles des génes codant
pour des enzymes du métabolisme, ainsi qu’'un autre FT de type R2R3-MYB, dont la régulation passe par un
motif conservé de type SMRE (Secondary wall MYB-Responsive Element). En conclusion, la combinaison
des approches ChIP-SEQ et de transgénése montre que MYB090 semble é&tre un répresseur
transcriptionnel de la lignification, notamment dans les rayons, et de la formation de la paroi secondaire. De
méme, MYB156 et MYB221 seraient également des répresseurs de la lignification, dans les fibres et les
rayons. Cette thése ouvre des perspectives sur I'établissement de réseaux de régulation transcriptionnelle
de la formation de la paroi secondaire.

Mots clés : Facteur de transcription, lignines, paroi secondaire, cellulose, xylanes, ChIP-SEQ, peuplier

Functional study of three transcription factors involved in
secondary cell wall formation in poplar

Plant R2R3-MYB transcription factors (TF) play an important role in secondary cell wall formation in wood
cells, by activating or repressing their target genes within a complex regulatory network. Here, we used
genetic engineering and chromatin immunoprecipitation technique, associated to next-generation
sequencing (ChIP-SEQ) to determine the function of 3 R2R3-MYB TF in poplar. Plants overexpressing
MYBO090 had less lignified parenchyma rays. The stem growth and total lignin content were reduced.
MYBO090 regulates target genes through a highly conserved motif, similar to Gamyb. Its target genes are
involved in lignin, cellulose and xylan biosynthesis, which are the major components of secondary cell wall.
Poplars overexpressing MYB221-SRDX and MYB156 showed a decrease in fiber cell wall lignification, and a
reduced growth. MYB221 have targets encoding for metabolic enzymes but also for another R2ZR3-MYB TF.
MYB221 recognizes its target genes, most probably through SMRE (Secondary wall MYB-Responsive
Element) conserved motif. In conclusion, the combination of ChIP-SEQ and genetic engineering approaches
shows that MYB090 seems to be a transcriptional repressor of lignification, especially in parenchyma rays.
MYB156 and MYB221 are also negative regulators of secondary cell wall lignification, in fibers and
parenchyma rays. This work opens new avenues on the building of transcriptional regulatory networks
involved in secondary cell wall formation.

Keywords : Transcription factor, lignins, secondary cell wall, cellulose, xylanes, ChIP-SEQ, poplar
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