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Contexte et objectifs

En tant que plantes pérennes, les arbres sont particulierement soumis aux contraintes de
I’environnement, et d’autant plus menacés par le changement climatique. Le bois, appelé
aussi xyleme secondaire, est un tissu essentiel a la physiologie de 1’arbre. Il est formé a partir
des cellules souches du cambium vasculaire, par un processus appelé xylogénése, qui génére
différents types cellulaires spécialisés (majoritairement des vaisseaux, des cellules de rayons
et des fibres). Lors de leur différentiation, les cellules cambiales se divisent et grandissent,
puis s’entourent d’une paroi secondaire épaisse, composée principalement de lignines,
cellulose et hémicelluloses (Plomion, 2001). Toutes ces étapes sont finement régulées par un
réseau complexe et hiérarchisé de facteurs de transcription. En réponse aux contraintes de
I’environnement, on assiste a une reprogrammation de 1’expression de ces genes, qui se
traduit par une modification de la structure et de la composition du bois. Ce mécanisme est
encore mal compris, il agit a 'interface entre la réponse aux stress et la formation du bois.
Cette plasticité, qui contribue a 1’adaptation des arbres vis a vis des contraintes abiotiques,
implique de nombreux génes dont la fonction est encore inconnue. Dans le cadre de mon
doctorat, réalisé au sein de 1’équipe « Régulation et Dynamique de la formation du Bois »
(ReDyWood), je m’intéresse a I’effet du froid sur le processus de différenciation du xyléme
secondaire. Des travaux antérieurs ont montré que la voie de signalisation impliquant les
facteurs de transcription DREB1/CBF jouait un rdle majeur dans le remodelage des tissus du
bois en réponse a une acclimatation au froid (Nguyen 2017 ; Ployet 2018 ; Cao 2020). Les
CBF sont des éléments clés de la réponse au froid chez les plantes, ils sont trés rapidement
induits et sont capables de réguler 1’expression de génes cibles qui contribuent a augmenter la
tolérance au gel de la plante (Zhao 2016). J’ai donc pour objectif : (1) d’identifier les cibles
des facteurs de transcription CBF, (2) de caractériser finement les effets du froid sur la
structure et la composition du bois et (3) de comprendre en quoi ces modifications contribuent
a la tolérance des arbres vis-a-vis du froid. Mes travaux sont réalisés chez 1I’Eucalyptus, arbre
feuillu le plus planté au monde, qui représente une ressource agronomique tres importante,
notamment pour la production de pate a papier. L’utilisation des espéces les plus productives
d’Eucalyptus dans les filiéres forestiéres des pays de 1’hémisphére nord est limité par leur
forte sensibilité au gel. Je travaille donc sur une variété hybride d’Eucalyptus gunnii (E.gunnii
x E.dalrympleana) capable de résister aux conditions hivernales. Ces arbres, qui ne
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présentent pas d’endodormance, ont une croissance continue, y compris en hiver, ce qui laisse
présager des mécanismes biologiques originaux en réponse au stress froid.

Matériel et méthode

Des outils d’analyses automatisées de coupes transversales de xyléme ont été utilisés pour
mesurer des parametres cellulaires (épaisseur de paroi, taille et densité des vaisseaux, activité
cambiale) a partir de tiges de plants d’Eucalyptus agés de 6 mois, soumis ou non a une
acclimatation au froid a 4°C pendant 7 semaines. La composition du xyléme est analysée par
des dosages biochimiques ciblés et une approche globale de spectroscopie infra rouge a
transformée de fourrier (FT-IR) a partir de poudre de tiges sans écorce. Ces données sont
corrélées, par des approches de biologie des systemes, a des données transcriptomiques afin
d’identifier des facteurs de transcription impliqués dans le remodelage des tissus du bois en
réponse au froid. Jai utilisé la technique de DNA Affinity Purification Sequencing (DAPseq),
une nouvelle génération d’analyse haut débit, pour identifier les cibles de ces facteurs de
transcription.

Résultats et discussion

Nous avons pu montrer que le remodelage du xyléeme secondaire en réponse au froid est
caractérisé par un ralentissement de I’activité cambiale, un épaississement et une lignification
de la paroi secondaire des cellules du xyléme situées immédiatement sous le cambium,
correspondant au xyléme en différenciation formé pendant ’acclimatation au froid (Fig. 1:
zone entre les pointillés), ainsi que la formation de vaisseaux plus petits et en plus grand
nombre. Ce phénotype est observé en réponse a une acclimatation au froid en conditions
contr6lées, aussi bien que sur des arbres adultes dont le xyléme a été récolté en hiver (Ployet
2018). Des phénotypes similaires sont observés dans des Eucalyptus transgéniques qui
surexpriment un facteur de transcription essentiel de la réponse au froid, appartenant a la
famille des CBF (Cao 2020). De plus, I’analyse FTIR montre une modification du spectre
d’absorption en réponse a une acclimatation au froid, au niveau de nombres d’ondes reliés a
des composés de la paroi secondaire (cellulose, hémicelluloses et lignine) d’aprés les données
de la littérature (Fig. 2).

Xyléme en
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- e ;

25°C

Fig. 1 : La structure et la composition du bois est modifiée en réponse au froid. Coloration
Safranine/Astra Blue de sections transversales de tiges d’Eucalyptus, ayant poussé a 25°C ou
pendant 7 semaines a 4°C.
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Fig. 2 : L’analyse FTIR révéle des changements majeurs de composition de la paroi
secondaire du bois en réponse au froid. A : PLSDA 3D réalisée sur les valeurs normalisées du
spectre d’absorption (2000 & 800 cm™), & partir d’échantillons de tiges ayant subi une
cinétique de stress froid. B : PLSDA réalisée sur 2 groupes : échantillons avant (TO et T1, en
vert) ou apres une longue acclimatation au froid (T2, T3 et T4, en bleu). C : Spectres médians
d’absorption des échantillons avant (courbe grise) ou apres (courbe orange) une longue
acclimatation au froid. L histogramme bleu représente la contribution de chaque nombre
d’onde a la composante 1 de la Fig. 2B. L’histogramme jaune représente la contribution des
500 nombres d’ondes les plus discriminants sur la composante 1, identifiés a partir d’une
Sparse-PLSDA. Les nombres représentent les nombres d’ondes expliquant le mieux la
séparation des échantillons, certains d’entre eux étant reliés & des composés de la paroi
d’apres les données de la littérature.

L’analyse du transcriptome des tissus du xyléeme soumis au froid montre que les CBF sont au
cceur d’un réseau de co-expression impliquant aussi bien des mécanismes de défense que des
genes impliqués dans la formation du bois. La recherche de cibles directes de ces facteurs de
transcription CBF par DAPseq a révélé un nombre conséquent de génes reliés au processus de
différenciation du xyléme secondaire : on retrouve des génes de biosynthése de lignines, de
cellulose, d’hémicelluloses, des régulateurs de la formation de la paroi secondaire mais aussi
des génes impliqués dans des voies de signalisation hormonales comme 1’auxine (Fig. 3).
Tout ceci contribue a confirmer 1’hypothése d’une implication de la voie de signalisation de la
réponse au froid impliquant les facteurs de transcription CBF dans le remodelage du bois
observé en réponse au froid.
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Fig.3 : CBF a un réle clé dans la réponse au stress et le remodelage du xyléme secondaire.
A : Diagramme de Venn des génes cibles de CBF identifiés dans les trois réplicas techniques.
B : Analyse de Gene Ontology réalisée avec g:Profiler. C : La recherche de motif conservé via

MEME-ChiP au sein des séquences de 500bp autour du maximum du pic révele le motif
consensus de liaison des CBF décrit dans la littérature. D : Localisation des pics identifiés

Conclusion et perspectives

Le bois formé lorsque I’arbre est soumis a des températures froides présente des
caractéristiques de composition et de structure différentes d’une croissance a tempeérature
optimale. Ce remodelage du xyléme secondaire en réponse au froid semble lié a 1’action de
facteurs de transcription CBF, un acteur clé de la réponse au froid chez les plantes. Les
résultats de mes travaux montrent que les CBF pourraient influencer la formation du bois en
induisant I’expression (1) de genes impliqués dans la biosynthése de la paroi secondaire, (2)
de facteurs de transcription qui contrélent la différentiation des cellules du xyleme et (3) en
modifiant les balances hormonales impliqués dans la xylogénése. Mon prochain objectif est
de comprendre comment ces modifications du bois observées en réponse au froid peuvent
contribuer & une meilleure tolérance de 1’arbre face aux conditions gélives.
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