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Introduction

INTRODUCTION

Le veégétal ou l'arbre est soumis a des sollicitations mécanique varient
enormément tout au long de sa vie. Il est non seulement soumis auxocsnitlictuantes de
I'environnement, mais son poids propre, les bras de leviers liés a la longuetgates@insi
gue sa prise au vent évoluent au cours de sa croissance. La foncimutide de I'arbre est
active et couplée a la croissance. En effet, le dimensionnemémnstitacture mécanique des
tiges (hauteur et diametre) et I'enracinement se font, gie pan réponse a des sollicitations
mécaniques subies via le processus de thigmomorphogénése. De plusdle donport se
fait via des processus de redressement actifs qui impliqagnavitropisme. La plasticité du
couplage entre croissance et soutien permet un port durable etaéch I'environnement

meécanique.

Les tiges présentent une capacité a se redresser activentedt sne perturbation de
leur inclinaison. Ce redressement, dit gravitropique, impligue un @Ewsesde courbures
locales dont le mécanisme est lié soit a une élongation diffdtentlans les zones en
croissance primaire, soit a la différentiation du bois de igkadians les zones en croissance
secondaire (Moulia atl., 2006). Le bois de réaction est I'expression d'un tropisme de l'arbre
vers une direction particuliere. Chez les coniféres, et lors trsation, le bois de réaction
est plus “comprimé” que le bois normal et est appelé bois de compression. Ghailies il
est beaucoup plus “tendu” que le bois normal d'ou le nom de bois de tens®n. Se
précontraintes particuliéres et sa position dans un secteur isa@yposé a du bois "normal”
(siege d'une tension "normale") produisent une courbure de l'axe.s Sitleles sur le
redressement gravitropique des zones en croissance primaidessyplantules herbacées
abondent (Moulia etl., 2006), celles concernant la réponse gravitropique des axes ligneux en
croissance secondaire sont beaucoup plus rares. Il a été montré&eafiressementia un
mécanisme de courbure impliqgue nécessairement une dé-courbure die pmatie de la
tige afin que celle-ci soit de nouveau rectiligne et verti¢deulia, 2007). Cette contre
courbure apparait de maniére anticipée avant que la tige ne dépassertieakbetan’est donc
pas liée a un pur gravitropisme mais a une réaction par rappartoarie de la tige, elle-

méme appelée autotropisme (Coutandle007).

La perception des inclinaisons induites par la gravité, le vent audagulations est

un phénoméne clé qui induit le redressement des tiges. Chez les fmlmstiers, les
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mécanismes de perception de la gravité ne sont pas encodgglUCependant, une analyse
des études réalisées chez d'autres espéces peut apporteérdest®lde réponse pour la
compréhension de ces mécanismes. C’est pourquoi une telle asalgisgrésentée dans la
premiere partie de ce manuscrit. Chez les arbres forestiésentes phytohormones (parmi
lesquelles I'éthylene et I’Acide Indole Acétique (AlA)) semnttl intervenir lors des processus
de formation du bois de réaction. Plomiorakt(2000) et Andersson-Gunnerasagt(2003)
ont montré que I'ACC oxydase était sur-exprimée dans le bomgression chez le pin
maritime et dans le bois de tension chez le peuplier. De méméravaux de Telewski et
Jaffe (1986) sur des tiges de coniferes soumises a une sadiicitaécanique (flexion ou
inclinaison) ont montré 'augmentation simultanée de la productiohydégte et la formation
de bois de compression. Un modeéle proposé par Little et Savidge (1887 udé&ble putatif
de l'AIA au cours de la formation des bois de réaction. La formatembois de réaction
serait liee a une redistribution de I'AlA entre les deuwesade I'organe. Cependant, Hellgren
etal. (2004) ont démontré que 'induction des bois de réaction dans la plarati¢ pést due a
une différence de concentration en AIA et que la redistributiod’alxine n’était pas
essentielle pour I'induction gravitationnelle des bois de réactiona léad.ino (2006) ont
démontré que la décourbure (autotropisme) n’'était pas réguléeunmardistribution

asymeétrique de l'auxine.

Le modele d’étude choisi dans nos expériences est le peuplier. Peavaex a
I'échelle moléculaire concernant le gravitropisme des lignautxété décrits. Le peuplier
étant une plante ligneuse, il se redresse a la fois par desgueade croissance primaire au
niveau des parties juvéniles, et secondaire dans les parties @hss &g qui rend ce modéle
particulierement intéressant. Par ailleurs, le peuplier pesent intérét économique
indiscutable. La formation du bois de tension et les phénoménes assoséient le défaut
majeur des grumes de peuplier. Lorsque le bois de tension abonde, ildeslUigntes a
I'abattage, des variations dimensionnelles et des déformatiosischage, un état de surface a
'usinage incompatible avec les usages les plus valorisants. La mpailtjée du bois de
tension ne présente pas seulement un intérét académique, maiseagalemintérét
commercial important (Jourez &k, 2003). Il s’agit du premier arbre et de la troisieme plante
dont le génome est séquencé, ce qui rend possible l'identificatioruélerttes génes et des
protéines impliqués dans le développement et le fonctionnement de lret &aes
connaissances acquises a partir de ce modeéle pourront étre égargoeltransposées a

d'autres feuillus.
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Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires depdmsé gravitropique
chez les feuillus, nous avons mis en place une expérience sur des dams de peuplier
inclinés ou non. Nous avons cherché a identifier les régulations pee¢és min) ou plus
tardives (une semaine) mises en place en réponse a l'inchinats ceci dans les zones en
croissance primaire (région apicale) et les zones en croissanceaex(radjion basale) de la
tige. Cette étude a été réalisée au niveau protéomique etll@gadi® au niveau

transcriptomique.

Plan de la these

Le document est structuré en quatre parties :

- La partie 1 correspond a une revue bibliographique, elle méme divisée en deuttahapi
Le premier chapitre est consacré aux différentes étapes \dtrapsme : la perception de la
gravité, la transduction du signal, et la réponse gravitropique. londeathapitre traite de
I'intérét de I'utilisation du peuplier pour les analyses du transcriptome et cdopret

- La partie 2 présente le matériel et les méthodes utilisés au courstoevaé. Nous verrons
successivement la description du matériel végétal et des condigoaglture, les mesures
réalisées pour caractériser la sollicitation mécanique, &ades utilisées dans I'analyse du
transcriptome et du protéome.

-La partie 3 regroupe les résultats et la discussion portant sur I'ideatin de génes et de
protéines régulés par un stress gravitationnel appliqué a de j@lee®s en milieu
hydroponique. Un premier chapitre présente la caractérisatioratriel végétal a différents
stades de I'expérimentation par des techniques cytologiques (préssnamyloplastes et du
bois de tension). Le deuxiéme chapitre porte sur les principauxatésadfuis par I'utilisation
de la puce a ADN. Nous avons utilisé des microarrays de 15 000 afémelidentifier les
genes régulés lors de la déformation de la tige au cours d’'uss gravitationnel. Le
troisieme chapitre présente sous forme de publication les résaliédnus au niveau du
protéome. Le quatériéme chapitre porte sur le suivi en cinétiqliexgeession de certains
génes codant pour des protéines d'intérét identifiees par I'étudéoprique. Un certain
nombre des protéines identifiees lors de I'analyse protéomiqueumétre potentiellement
régulées par la thioredoxine, une étude complémentaire sur 2 thiored@xiestern blot,
immunolocalisationn situ) est présentée. Finalement, le cinquiéme chapitre fera I'dlbjet
discussion des résultats.

- La partie 4 conclut ce travail et présente les perspectives.
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Figure 1. Mécanisme primaire de la perception de la gravité dans dewesa impliquant la
sédimentation des amyloplastes dans les cellules collumaitasdife racinaire. (a) Racine
d’Arabidopsisen position verticale, montrant la sédimentation des amylopl@stésla base
de la cellule et a I'opposé du noyau. (c) Sous l'effet d’'uneustition gravitationnelle
(réorientation de la racine en position horizontale) les amyloplag@imentent sur la face

inférieure de la cellule en direction de la gravité (Cheal.e1999).
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LE GRAVITROPISME

A. Gravitropisme

La croissance et le développement des plantes sont affectélffpeents facteurs
abiotiques environnementaux tels que la lumiere, la températliEaet La croissance des
organes de la plante est également fortement influencée par nomlusti physique, la
pesanteur, qui permet d’assurer leur orientation correcte dapade En I'absence de ce
vecteur (g) permanent, nous constatons que le cadre du corps dedaeptatdrangé, et son
équilibre physiologique est perturbé (Schnabl, 2002). Ainsi, au cours \da#utién, les
plantes ont développé un systeme approprié de réponse a la gréwitéulse séquence
« graviperception, transduction et transmission du signal, graviréponka » effet,
I'inclinaison de I'organe doit étre percue par la cellule. Le diginysique est alors intégré
par la cellule ; c’est la transduction du signal. Dans la pésonante, le signal biochimique
est transmis jusqu’a la zone de réponse, ou la courbure de la tigdatacine est initiée par
une croissance différentielle des deux faces de I'organe (Valkmtal., 1986 ; Perbal «il.,
1997). Ainsi, la réponse a la gravité dans les organes est préeadés perception, la
transduction et la transmission du signal. Afin de comprendre larsggjges évenements
physiologiques et biochimiques induits par la gravité dans lesesaet les parties aériennes,
de nombreux travaux ont consisté a placer les plantes ou leurstesgsous différentes
conditions de forces gravitationnelles : hypergravité (centrifugeuse)micropesanteur
(clinostat lent), ou encore microgravité (vols spatiaux, navette et missiorses)at

A.1 Perception de la gravité

Comment les plantes percoivent-elles la pesanteur? Plusieurshésg® sont
proposées. La plupart des travaux ayant conduit a I'élaboration deypethéses ont été
réalisés sur des racines de plantes herbacées.
A.1.1 Polarité des statocytes et role du cytosquelette

La zone de perception de la gravité dans la racine a étésémraans les statocytes

présents dans la columelle de la coiffe (Volkmanalgt1986 ; Sack, 1991). Les statocytes

sont caractérisés par leur polarité structurale (figure 1) définie pasition du noyau du
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28hg 28h g+ Cytochalasin =~ 30 min pg

Figure 2: Schéma montrant la position d’'un complexe de statolithes dantattes/tes de la
coiffe racinaire de cresson soumis a différentes conditions exgrétales. (A) 28 h sous
gravité 1g (contréle), (B) 28 h sous gravité 1g avec Cytochalagimeinterrompt la
polymérisation des filaments d’actine, (C) 30 min sous microgaib) 28 h sous

microgravité (Driss-Ecole et Perbal, 1999).

Figure 3: Schéma montrant les filaments d'actine dans des cellulgwir@s de cresson
(cytosquelette) d’'une racine dans trois types de celluled dga fonctions différentes, (A) en
élongation, (B) en division, (C) sous l'influence de la gravité ; lansédliation des statolithes
(points noirs) localisés dans un réseau de filaments d’actirendyau, fleche = membrane,

V = vacuole (Volkmann et Baluska, 2000).
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coté proximal de la cellule, le réticulum endoplasmique (RE) dé cis$tal et les
amyloplastes (ou statolithes) sédimentés au fond de la c@llbkn etal., 1999). Dans les
parties aériennes, les statocytes contenant des amyloptasiesassociées aux cellules
parenchymateuses entourant les tissus vasculaires (Sack, 1991)efsetudd la gravité, les
amyloplastes sédimentent sur la membrane du réticulum endoplasrRglido¢sque la
racine est placée en position verticale (Sack, 1991 ; Fukakj &098) (figure 1).

Lorsque la racine ou la tige sont inclinées, le déplacementdg®mastes serait
percu par l'intermédiaire du cytosquelette dans les statocktes. de l'inclinaison de
I'organe, la polarité structurale des statocytes est modiéggrhyloplastes se dirigent vers le
c6té proximal de la cellule, le noyau migre plus loin du c6té pralx{iviolkmann etal.,
1991 ; Perbal etl., 1997). L'utilisation de la cytochalasine qui interrompt la polynadios
des filaments d’actine, inhibe le déplacement des statolithes (figure 2) (Beictig 1993).

Plusieurs études se sont focalisées sur le rle du cytosquisletide gravitropisme
des plantes (Sievers at., 1991 ; Baluska et Hasenstien, 1997 ; Yamamoto et Kiss, 2002 ;
Blancaflor, 2002 ; Drobak etl., 2004). Il a été suggéré que la chute des amyloplastes sur le
cytosquelette déclenche I'ouverture de canaux dans la membranégpsonduisant a la
réponse gravitropique (Blancaflor, 2002). Divers composants du cytosgyeleght un réle
important dans la réponse gravitropique, probablematleurs interactions avec les
amyloplastes (figure 3) (Sievers at, 1991 ; Baluska et Hasenstein, 1997). Cependant,
I'interaction n’est pas totalement comprise (Blancaflor, 2002mafaoto et Kiss, 2002). Les
changements d’organisation des microtubules pendant la réponseogiguig; ont été bien
étudiés, mais la signification des changements de leur or@ntdéns le contrble de la
croissance différentielle n’est pas claire (Blancaflor, 2002%).dtedes utilisant des approches
pharmacologiques, pour montrer le rdle du cytosquelette dans lergpasrite, ont apportés
des résultats contradictoires et, par conséquent, ont besoin d’'étpgétés avec prudence
(Blancaflor, 2002). Par exemple, I'inhibition de la polymérisation d@afilaments dans la
coiffe de la racine de mais se traduit par une augmentatiomsibibe a la gravité, et les
racines traitées montrent une forte réponse gravitropique (Haly 2003). De plus, il a été
confirmé que la réponse gravitropique de la tigarabidopsisn’est pas inhibée par le
traitement avec Latrunculin B (LaT-B) qui permet la rupture giostjuelette (Morita et

Tasaka, 2004). Dans les cellules endodermiques de tige traitée par LaTeBykment des
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Figure 4: Deux modeles pour la perception de la gravité: a gauche, la maisse de la
cellule produit une tension/compression pour induire la transduction du sigymbite, les
organites intracellulaires comme les plastides (P) fonctionmenine facteur de masse, ils
sont attachés a la membrane plasmigade cytosquelette, créant ainsi une tension sur des

récepteurs du réticulum endoplasmique (RE) (Sack, 1997).
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amyloplastes en réponse a la stimulation gravitationnelle ab&gfvé malgré la disparition
du réseau d’actine (Morita et Tasaka, 2004).

A.1.2 Réle du protoplaste

Les mutants dont les statocytes contiennent une quantité réduitelabadans les
amyloplastes ont une croissance tout a fait normale, mais sont semisibles au stimulus
gravitropique que les plantes sauvages (Kiss et Sack, 1989 ; Kiks 196). Des mutants
d’Arabidopsistotalement dépourvus d’amidon ne s’orientent pas dans la direction du champ
de gravité lorsqu’ils sont placés dans des conditions normales, alors que, llbssoui’placés
dans un champ de gravité plus intense, ils s’orientent selon t@iadirelu champ de gravité
(Kiss etal., 1997 ; Fukaki eal., 1998). Il semble donc qu’un autre mécanisme de perception,
moins sensible que celui lié a la sédimentation des amyloplastesiienne lors de la
réponse gravitropique. La masse entiére du cytoplasme peut paréidgpeerception de la
gravité (Wayne eal., 1990). Du fait du poids du protoplaste, la tension et la pression existant
entre la membrane plasmique et la paroi ne seraient pas égales différentes faces de la
cellule, ce qui fournirait ainsi une information sur la direction dumghde gravité (Wayne et
Staves, 1996) (figure 4). Un autre modéle postule que la masse linla&ree des plastes
(Sack, 1991 ; Sack, 1997), exerce une tension sur des récepteurs messidigaire 4).
Staves etl. (1997) et Wayne et Staves (1996) proposent une perception de la geaies
récepteurs de la membrane plasmique, les integrines, couplaatrieenextracellulaire et les

composeés intracellulaires.

A.1.3 Réle de la vacuole dans les tiges

Contrairement aux cellules de la coiffe racinaire qui sect@risent par un cytoplasme
abondant et de petites vacuoles, les cellules parenchymateusaetigdese caractérisent par
une grande vacuole centrale. L’analyse génétigue des musdidet “gravitropisri(sgr) a
suggéré que la vacuole contribue a la perception de la gravitéeetaatfla sédimentation
des amyloplastes (Morita et Tasaka, 2004). Les mutsgt8,sgr3 zig (zigzag)/sgrétgrv2
(gravitropism defectiveZgr8 ont montré une réponse gravitropique de leurs tiges reduite
(Kato etal., 2002 ; Yano etl., 2003 ; Silady etl., 2004). Parmi ces mutants, un défaut
cellulaire commun a été observé : une localisation anormale dglepdestes dans les

cellules parenchymateuses de la tige. En effet, chez les msgariess amyloplastes ne
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sédimentent pas, ils semblent étre plaqués a la membrane quiasran périphérie de la
cellule (Morita etal., 2002 ; Yano etal.,, 2003 ; Silady etal.,, 2004). Dans les cellules
parenchymateuses de type sauvage, les amyloplastes sédimdnsembbkent traverser la
vacuole. Des observations en microscopie électronique les montreatésndie cytoplasme

et de membrane vacuolaire (Moritaagt 2002).
A.2 Transduction du signal

La transduction du signal est la conversion dune forme de signal
(ionigue/mécanique/thermique) en une autre. Ce second signal pezrigktite transmis a un
organe cible. L’'ordre des évennements de signalisation qui se procapsestia perception
n'est pas clair, bien que certains des acteurs aient été identifi@sdfta, 2002). Certains de

ces acteurs identifiés dans la transduction du signal gravitropique sont ¢sésient
A.2.1 les messagers secondaires

Comment la sédimentation des amyloplastes est elle transfoeméen signal
physiologique conduisant a la courbure des organes ? Cette questionredesneerte.
L’interaction entre les amyloplastes et les microfilamelass les statocytes n’a pas encore
été complétement démontrée, mais I'association des stathmlgesdes microfilaments de
myosine a été proposée (Wunsch et Volkmann, 1993). Il semble que lesnmeotsales
amyloplastes produiraient des tensions dans les microfilamesgge@sions se propageraient
le long des filaments jusqu’a la membrane, produisant ainsivisicth des canaux sensibles
a la déformation. Plusieurs messagers secondaires tels qu@ele l'inositol-1,4,5

trisphosphate (IP3) et le pH ont été identifiés dans la transduction du signabgigque.

L'activation des canaux mecano-sensibles lors de la chute deopiasies
permettrait I'entrée du Gadans la cellule, ce qui représenterait le signal biochimique du
gravitropisme (Seivers dl., 1991). En effet, les chélateurs de calcium comme EGTA, ou
'EDTA, arrétent la courbure gravitropique dans les racines dis @t I'ajout de calcium
restaure la réponse (Lee at, 1983 ; Bjorkman et Cleland, 1991). De plus, il a été montré
que des modulations du niveau d&'Geont nécessaires pour produire des gradients d'auxine

a travers des organes gravistimulés, ces gradients conduisaobérbure et a la croissance

10
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différentielle de I'organe (Masson, 1995). Cependant, d’autresierpés ne confirment pas
que la gravité induit les changements transitoires dti Cagué egl., 1997).

La calmoduline, protéine régulatrice dépendante dé*,Gsst impliquée dans la
perception et la transduction du signal. En réponse a la gravigdixalt calmoduline dans
'apex de la racine est élevé (Sinclair &t, 1996). L'application des antagonistes du

calmoduline dans des racines de mais retarde la réponse gravitropiquad&tietal., 1992).

L’inositol 1,4,5 trisphosphate (IP3), a également été mis en évidensdadedponse
gravitropique des plantes (Swatzelladt 1999 ; Ranjeva dl., 1999). L'IP3 est produit par
la phospholipase C, qui clive le phosphatidyl inositol 4, 5 bisphosphate en tyllgi@erol
et IP3. Ce dernier libére le Edntracellulaire en activant des canaux calciques de la vacuole
ou du RE (Chen dll., 1999). Une synthése d’auxine dépendante de I'lP3 a été montrée par
Ettlinger et Lehle (1988). L'activité d’'une enzyme intervenamisda biosynthese de I'lP3, la
phosphatidylinositol-4-phosphate-5-kinase est augmentée du cété intripulvini de mais
10 sec apres gravistimulation (Pereraaét 1999). Les auteurs suggerent que I'lP3 est
fortement impliqgué dans la transmission du signal de la gravitealkdes de la zone de
perception aux cellules de la zone répondante (Seivats 8991 ; Perera ell., 2001).

Le pH cytosolique dans les cellules de la columelle de la ecaificinaire
d’Arabidopsisest modifi€ moins d’'une minute apres la gravistimulation (Sdotllen,
1999 ; Fasano &tl., 2001). En réponse aux changements de pH cytosolique, I'apoplaste de la
coiffe racinaire dArabidopsisest acidifié 2 min aprés une stimulation gravitationnelle. Ces
changements de pH précedent la croissance de la paroi daoreela’élongation (Fasano et
al., 2001).

Récemment, Hu «l. (2005) ont découvert que la molécule d’oxyde nitriqgue (NO) et
le GMPc pourraient intervenir dans la transduction du signal gravjtrepians la racine de
soja Glycine may En effet, I'inhibition de la synthése de (NO) par la NO sysghau par
des inhibiteurs de nitrate réductase provoque une réduction de la eogravitropique. La
réponse gravitropique est induite non seulement par I'absence de N amssi par
l'inhibition de [I'activité guanylyl cyclase (enzyme activggr le NO qui provoque
'accumulation de Guanosine 3’,5° monophosphate cyclique (GMPc). Rewrgjl I'auxine

induit une accumulation asymétrique de NO dans la pointe de leeraati au cours de la

11
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stimulation gravitationnelle le NO et I'auxine induisent I'accuation de GMPc. La réponse
gravitropique et I'accumulation asymétrique de NO sont inhibéeslgsainhibiteurs de

transport de I'auxine.

Chang etal. (2003) ont montré I'importance d’une protéine soluble de 50 KDa dans la
transduction du signal gravitationnel dans la tige d’avoine. Cet&ipe montre une
phosphorylation différentielle entre le coté inférieur et supédeupulvini d’avoine apres 5

min de gravistimulation.

A.2.2 Réle du géne ARG1

Plusieurs genes peuvent étre impliqués dans la transduction deité @ramauchi et
al., 1997 ; Wyatt efal., 2002). ChezArabidopsis les mutantsargl, sgrl et rhg (root and
hypocotyl gravitropissthmontrent une réponse gravitropique réduite, respectivement dans les
racines, tiges et hypocotyles (Tasaka at 1999). La distribition intracellulaire de
ARG1/RHG et I'effet de Brefeldin A (inhibiteur de la seapetide la membrane plasmique)
sur ces distribitions, suggérent que cette protéine réside au rmieeglusieurs systemes
endomembranaire, tels que le RE, et I'appareil de Golgi (Boonsirathal., 2003). Les
analyses moléculaires indiquent que le gaR&1code pour une protéine transmembranaire
de type DnaJ (Chen ai., 1998 ; Rosen edl., 1999 ; Sedbrook etl., 1999). La protéine
ARG1/RHG est a la fois associée a la membrane et énkaSedbrook eal., 1999). Par
ailleurs, il a été démontré que le gehlRG1chezArabidopsiscode pour un composant du
transporteur d’efflux de l'auxine qui est médiateur de la réporsatigpique dans la racine
(Chen etal., 1998). L’identification des protéines qui réagissent avec ARG idéouanir
des indices importants pour comprendre le role de cette protéineladaggulation du

gravitropisme.
A.3 La réponse gravitropique : La courbure des organes
A.3.1 Modulation des réponses gravitropiques induites par I'auxine
Dans les organes a croissance primaire, la courbure vers tiebaacines et vers le

,,,,,

élevée d’auxine le long du coété inférieur. Dans les racinesgxifia fonctionne comme

12
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inhibiteur de croissance et d’élongation de cellules, la conséquentemtacourbure vers le
bas. En revanche, la courbure vers le haut des parties aérieineslugt par I'effet

stimulateur de l'auxine (Evans et Ishikawa, 1997). D’apres la théassique de Cholodny
et Went, l'auxine est transportée latéralement et accumuleée sc6té inférieur du tissu

répondant a la gravité (Cholodny, 1927 ; Went et Thimann, 1937).

Cependant, ce modele de recourbement racine/partie aérientrepestmple pour
expliquer le spectre complexe de la réponse gravitropique. EnutiariSchnabl (2002) a
montré que la courbure gravitropique s’établit sans gradient d’auxénplus, les racines de
mais traitées par les inhibiteurs de I'auxine ont toujours une rémpasitropique (Ischikava
et Evans, 1993). Ces observations indiquent que la croissance diffiégemiuite par la
gravité peut étre également provoquée par la croissance asyméia des mécanismes

indépendants de l'auxine.

L’'importance de la modulation du transport polaire de l'auxine paptiqeier la
réponse gravitropigue a été montrée par différents travaux. Behakt{l®996) et Yamamoto
et Yamamoto (1998) ont identifié un gemwdJX1 chez Arabidopsis codant pour un
transporteur d’influx d’auxine dans les racines. Les mutants poueme gnt montré une
sensibilité réduite a l'auxine, les racines étant agravitropigDes gradients localisés
d'auxine liés a un efflux de I'hormone se développent grace auxpsoEN, régulatrices de
l'efflux de l'auxine, qui sont disposées asymétriguement dans tmlitdes. Le gene
d’ArabidopsisAGRIEIRY/PIN2 a été cloné et s’est avéré essentiel pour le gravitropisme de
la racine (Chen eal., 1998 ; Muller atal., 1998 ; Utsuno eal., 1998). Il code pour un
transporteur d’efflux d’auxine exprimé la plupart du temps dansaeses (Chen eal.,
1999). La protéine est localisée dans la membrane basale desscealtuticales et
épidermiques de la zone d’élongation distale (DEZ) et centr&@)((Muller etal., 1998).
Friml et al. (2002) ont montré que PIN3 est exprimé dans les cellules a#umelle de la

coiffe racinaire et les cellules épidermiques de la partie aérienne.

Dans les racines en position verticale, PIN3 est distribuéeronm@ment dans les
cellules de la columelle. Cette protéine, est relocalisééwduinférieur de la cellule lorsque
les racines sont placées horizontalement, et ceci au cours dessbiivant la stimulation.
Dans les racines inclinées de 90° par rapport au vecteur deaddegrPIN3 se trouve

relocalisée du coté inférieur de la cellule. Dans cette posi®dN3 serait capable
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d’augmenter la distribution de l'auxine du c6été inférieur decdéffe racinaire. Cette
relocalisation de PIN3 est maintenue pendant 20 min puis disparag apheeure. La
relocalisation de PIN3 en réponse a la gravistimulation est infp@ed&aT-B connu pour
perturber le réseau d’actine. La déstructuration du réseau d’aggod_aT-B provoque aussi
une accumulation rapide de PIN3 dans le cytoplasme. Il est vras@mbue la flexibilité de

ce systéme de transport soit liée a un recyclage constamsderatéines au niveau de la
membranevia un systéme actine-dépendant, ce qui permet, en conséquence, delgiloter
direction de l'exportation en jouant sur le site d'insertion depo@Egines dans la cellule

émettrice.

Au niveau des cellules épidermiques de la tige et de I'hypoc®IUNS a été localisée
dans la membrane plasmique, elle est distribuée asymétriquemepasianla base de la
cellule comme PIN1 et PIN2, mais plutét longitudinalement (Mo@0€)2). Friml etal.
(2002) suggerent que la protéine PIN3 contrble le transport latérbBhudéne entre les
cellules vasculaires centrales et aux alentours des cetiohisales et épidermiques, qui
accumulent des concentrations différentielles d’auxine pendant la répovis®pgigue. Dans
une tige gravistimulée, les amyloplastes se déposeraieniavenembrane contenant la
protéine PIN3 (Moore, 2002).

Comme mentionné précédemment, 'auxine a un effet inhibiteur switsance des
cellules dans la racine et un effet stimulateur sur I'élongades cellules dans la partie
aérienne. L'identification des génes induit par l'auxine, qui s&ptimés en réponse a la
gravité pourrait fournir des informations sur le mécanisme implijuparait que l'auxine
régule I'élongation cellulaire en modulant l'activité de la poraperotons de la membrane
plasmique, en affectant I'extensibilité de la paroi et I'exosgtcellulaire, et par la régulation
de I'expression d’un certain nombre de génes sensibles a I'augimes(J1994). Bien que des
protéines de la paroi cellulaire, de la membrane plasmique, cytoplasmiqueseaitesiaient
éte trouvées liees a l'auxine, une seule, applée ABP1, pourrait Ipuéle de recepteur
d’auxine dans le contrble de I'expansion cellulaire (Hobbie, 1998 ; Jomés £998). ABP1
“auxin-binding protein“, se trouve principalement dans le RE, bien quall aussi été
trouvée en dehors de la cellule. Des expériences de surexprssid@P1l dans des plantes
de tabac et de mais montrent qu’ABP1 pourrait moduler I'activité gempe a protons de la
membrane plasmique (Ephritikhine at, 1987) et promouvoir I'expansion des cellules

(Jones etl., 1998). De nombreuses études de la régulation de I'expression de différents génes
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par I'auxine ont été réalisées (Guilfoyleakt 1998). Parmi ces génes, AXR1 (Auxin resistant
1) et AXR3 pourraient jouer un role dans la réponse gravitropique (Letag, 1996 ; Del-
Pozo etal., 1998 ; Chen eal., 1999). Les espéces activees de I'oxygene (EAO) induites par

I'auxine pourraient jouer un role dans le gravitropisme de la racine de mai$ &o@@01).

A.3.2 Réponse des organes a croissance secondaire

Dans le cas des organes a croissance secondaire, lorsqueitiexpas stimulus
gravitationnel se prolonge au-dela du temps de présentation, lekesdilles issues du
cambium, se différencient pour former apres plusieurs jours, des fibreculieres appelées
fibores G. Une partie ou la totalité de la paroi secondaire de fibees est presque
exclusivement composée de cellulose. Au cours de la différemciéd fine membrane de la
nouvelle cellule va s’épaissir et se renforcer par des dépgatsdellulosiques pour former la
cellule adulte. Lors de la maturation, derniére phase du procesdifédenciation, quand la
fiore a déja acquis ses dimensions finales, elle aurait temda@ncse contracter
longitudinalement (Hejnowicz, 1967 ; Moulia &t, 2006). Ces déformations sont bloquées
par I'adhérence de la jeune cellule au cylindre massif derlgiile déja existant. Ainsi, la
nouvelle cellule se retrouve en précontrainte de tension suivdiné¢dion longitudinale et ce
d’autant plus fortement dans le bois de tension (Claat.e2006). Pour que la structure soit
en équilibre, ces tensions en périphérie de I'axe vont étre coégzempsr une mise en
compression des cellules déja présentes. Ainsi, par I'addition audwtesps de nouvelles
couches de cellules, les cellules initialement en tension lorkegiéhient en périphérie, vont
peu a peu étre compressées (Hejnowicz, 1967 ; Moudig, @006). Ainsi, des forces internes
appelées contraintes de maturation, apparaissent dans le bois $arsndéuration (Fournier
et al., 1994). Le bois de réaction présente des niveaux de précontraintes beplusoup
importants que le bois normal. Il est toujours produit sur un seul cété@xde ainsi la
difféerence de contraintes entre les deux faces va induire un mhdigehissant qui va
permettre de redresser I'axe. Pour Fisher et Stevenson (1984Jrdesement des axes est lié
a la distribution des fibres gélatineuses (fibres G carattges du bois de tension) tres riche
en cellulose sur la face supérieure d’'un axe incliné. lls seggque le bois de tension peut
jouer un réle endogene actif dans la mise en place de l'archéede la plante. Mais le
redressement peut s’installer sans la présence de fibres Gattaines especes (Fisher et
Mueller, 1983). Le séquencage systématique d’EST a permis diderddés genes qui
semblent spécifiquement exprimés dans le bois de tension tels upieuE génes codant
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hY hY

pour des protéines a arabinogalactanes. Ces protéines a arabiaogalagccumulent
fortement en périphérie de la paroi des fibres-G, ce qui suggérdle particulier pour ces
protéines dans la formation de ces fibres atypiques. Néanmoirmd@oh précise de ces

protéines dans la formation du bois de tension est inconnue.
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LE PEUPLIER PLANTE LIGNEUSE MODELE

A.Le peuplier plante ligneuse modele

Le peuplier est un excellent modele pour étudier les mécanifmdamentaux
gouvernant les traits de vie caractéristiques des arbresation du bois, longévité,
gigantisme) et les processus qui déterminent leurs propriétésdiogiques (qualité des
fibres et du bois). L’acces a la séquence génomique du peuplier & desgrerspectives
considérables dans l'analyse de ces mécanismes au niveau miméaihsi que dans
I'identification des réseaux géniques impliqués dans le développa&nnfonctionnement
de cet arbre. Ainsi, les connaissances acquises a parérsystéme modele pourront servir a
mieux comprendre le développement et le fonctionnement dautres especbses
conduisant a une meilleure maitrise de leurs propriétés sylwiailebiotechnologiques
(Martin et Kohler, 2004).

Le peuplier présente les avantages d’étre a la fois un modelepagppour la
recherche expérimentale et une espéce dimportance économique haoultaye
(Klopfenstien etal., 1997). Le genrePopulus appartient & la famille des salicacées et
comporte environ 29 espéces qui sont localisées dans I'hémisphere sortt etassifiees
dans cing sections (Turanga, Leucoides, Aigeiros, Tacamahaca, et Pdpukes)walder,
1996). Le peuplier offre plusieurs avantages comme arbre modeéle : déwadoppapide,
propagation facile et transformation génétique possible (Klopfenstiea., 1997). Des
protocoles de multiplication végétative et de transformation ggméefficaces, basés sur
Agrobacteriumont été appliqués avec succes dans les sections, Leuce, Tacansthac
Aigeiros (Kim etal., 1997 ; Han eal., 1997 , 2000). Des cartes génétiques ont été faites pour
plusieurs espéces de peuplier (Bradshaal.€it994 ; Cervera adl., 2001 ;Yin etal., 1999) et
peuvent étre employées pour I'analyse quantitative (QTL) @blege (Wu et Stettler,1994 ;
Wu etal., 1997 ; Frewen «il., 2000).

A.1 Séquencage du génome du peuplier

En 2006, un consortium international publie la premiere séquence condpléete
génome d’un arbre, le peuplieopulus trichocarpdespece nord-américaine), et I'analyse de

ses caractéristiques principales (Tuskaalget2006). Il s’agit de la troisieme plante dont le

17






Partiel : Synthese bibliographique Chapitre 11 : Le peuplier plante ligneuse modele

génome est séquencé apres l'arabéttabidopsis thaliana(The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000)et le rizOryza sativaGoff etal., 2002).
L’ADN du génome du peuplier a été découpé en fragments destadriables et les

séquences de plus de 7000 000 de ces fragments sont dispohthie¥génome.jgi-

psf.org/poplarO/poplar0.home.hfinLes séquences contigués ont été ensuite reconstruites par

recouvrement, a l'aide de logiciels puissants, afin de recondtdgencement initial des 19
chromosomes. Apres l'analyse de la séquence ainsi assemitééeeeherche des régions
codantes, réalisées simultanément a I'aide de modeles informatigugsnéiciens ont établi
I'existence de 46 000 genes. Ce nombre est deux fois supérieur a Aedhidopsiset voisin

de ceux estimés chez le riz et ’Thomme.

Le travail de séquencage du génome du peuplier conduit a présanalydé de sa
structure génomique et des fonctions précises des génesriégees travaux contribuent a
la compréhension du fonctionnement des arbres et des écosystemigsrsoeeparticipent
ainsi au développement de la filiere « bois-énergie ». Plus de 70@erds inventories
ressemblent fortement a ceuxAdabidopsiset des autres végétaux. Le reste (30%) ne
présente pas de similitude avec des genes et protéines @gépmeoriés (Tuskan at.,
2006). Cet ensemble de genes est vraisemblablement nécessdiggelppement et au
fonctionnement spécifique des arbres. Les résultats détaill&ndetation du génome, c’est-
a-dire l'attribution de fonctions précises correspondant a cegaimss, sont présentés dans le
journal Sciencedu 15 septembre 2006 (Tuskan et al, 2006).

L’analyse de la structure du génome du peuplier montre que l'artebi deux
duplications complétes du génome : la premiére correspond a la m#patas lignées
ancestrales du genRopulws etArabidopsisil y a 100 a 120 millions d’années. La seconde,
plus récente (8 a 13 Ma), a laissé pour témoignage 8000 pairéneke dupliqués toujours
présents (Tuskan etl., 2006). La comparaison avec le génomAradbidopsis thalianaa
permis d’identifier 13,019 paires de génes orthologues (identifiésqudil BLAST). De
plus, le peuplierpossede en moyenne 1,6 géenes putatifs homologues codant pour les mémes
protéines, alors que chéwrabidopsis en estime cette moyenne a 1,4 (Tuskaal.et2006).
Cependant, la fréquence relative des domaines protéiques resteguielecitiez les deux
especes végeétales. Enfin, sur un plan plus dynamique, les substituicéstidiques, les
duplications des genes en tandem et les épisodes de réarrangemerasomique s’operent

plus lentement chezPopulus trichocarpa Les génes sur-représentés chenpulus
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trichocarpa sont impligués dans la biosynthése de la paroi lignocellulosique, ldans
développement méristématique, dans la résistance aux maladiemsete transport des
métabolites (Tuskan ei., 2006).

A.2 Analyse de I'expression du génome

L’analyse de I'expression de I'ensemble des transcrits (righsme) et des protéines
(protéome) sont des stratégies trés performantes pour permedtranalyse pratiquement
exhaustive de l'expression de I'ensemble des genes et des pratamesune condition

donnée.

Il s’agit, dans la pratique, de comparer I'expression dessg@aeéines au sein d’'un
méme organisme, dans des états physiologiques contrastésnfiesations obtenues
permettent de déterminer I'ordre et les conditions d’expression des g@&vesieiellement de

définir un réle de ces genes dans le processus étudié.

A.2.1 Etude du transcriptome

Grace aux programmes de séquencage a tres haut débit, lessteslagit a leur
disposition un catalogue quasi exhaustif des composants du génome pouentaiaet
d’espéces parmi lesquelles quelques eucaryotes (Arabette, RijeRehomme...). Les
approches regroupées sous le teg@romiquevisent a exploiter cette base de connaissance
afin d’étudier comment les genes fonctionnent et interagissent dansellules et les

organismes qui les portent.

De nouvelles technologies engendrées par cette révolution sorggasilipour
quantifier les ARN messagers, collectivement appétasscriptome présents dans un
échantillon biologique (culture cellulaire, tissu ou individu). Bien gee ARNmM ne
constituent qu’une étape de I'expression des genes, leur abondance est sowretée a
I'activité des protéines codées et leur quantification en parakdl plus aisée a conduire que
celle des protéines (Lockhart et Winzeler, 2000). Pour les orgasidiont le génome a été

séquence, I'analyse parallele de I'expression d’'un grand nombrends geut étre réalisée
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via l'identification d’étiquettes provenant des transcrits extrdésl’échantillon biologique
étudié.

A.2.1.1 Principaux types de puces a ADN et applications chez les végétaux

Une puce a ADN, aujourd’hui communément appelée « DNA microarrayamg@ais
(de « array » = rang ordonné), est constituée de fragmen¥\didamobilisés sur un support
solide selon une disposition ordonnée. Son fonctionnement repose sur le nré&ipe e
celui du Southern blot ou du northern blot, technologies couramment utpiséedétecter et
quantifier la présence d'une séquence nucléique spécifique audie échantillon
biologique complexe, par hybridation a une sonde de séquence complémpattnt un
marquage radioactif (Southern, 1975). La confection des puces a ADihis p&tendre ce
principe a la détection simultanée de milliers de séquences @telgarUne puce comporte
quelques centaines a plusieurs dizaines de milliers d’unités dlayibn appelées « spots »
(de l'anglais spot=tache), chacune étant constituée d'un dépotagments d’ADN ou
d’oligonucléotides correspondant a des sondes de séquences donnéeasddtibgbde la
puce avec un échantillon biologique, marqué par un radioélément ou par ubeulmol
fluorescente, permet de détecter et de quantifier 'ensembleildes qu’il contient en une

seule expérience.

D’abord concues sur des membranes poreuses de nylon (appelées parfois
macroarrays » par opposition aux « microarrays »), les pusBsNaont été progressivement
mises au point sur lames de verre a la fin des années 90nlaumsation, rendue possible
par l'utilisation d’'un support solide, de marqueurs fluorescents etlggaprogrés de la
robotique, permet aujourd’hui de fabriquer des puces comportant une tregbasité de
spots, susceptibles de recouvrir I'intégralité du génome d’'un orgasismene simple lame
de microscope. On distingue plusieurs types de puces selon la diassgpots, le mode de
fabrication, la nature des fragments fixés a la surfacesemméthodes d’hybridation. Les
caractéristiques des puces les plus courantes sont résumées dans3a figure

Bien que l'utilisation des puces a ADN soit relativement récelares le domaine
végétal (Schena etl., 1995), plus d’'une centaine de travaux englobant un choix trés large
d’application ont été publiés a ce jour (voir notamment www virilbahly (Botany) Plant-

Arrays, http://www.univ-montp2:fr/~plant-arrays A la suite des premiers travaux meneés

chez Arabidopsispour analyser différents organes (Schenal.etl995 ; Ruan edl., 1998),
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différentes lignées (Kehoe el., 1999) ou conditions environnementales (Despreal.et
1998), les puces a ADN ont trés rapidement trouvé des applicationgrphédiates chez
d’autres espéces d’intérét agronomique comme la fraise (Ahatai, 2000). De plus,
d’ambitieux programmes génomiques principalement orientés sur sjgces modeles
Arabidopsis, riz et peuplier (Wisman et Ohlrogge, 2000 ; Gal.e2000 ; Smith eéal., 2004)
se sont traduits par la mise en place de plates-formesripiostiques dédiées aux plantes
qui offrent la possibilité d'utiliser des puces dédiées a une egiedéveloppées par ces

plates-formes ou de concevoir des puces spécialisées.

A.2.1.2 Le transcriptome de peuplier

Le consortium public international;Internationa Poplar Genome Consortium

(IPGC, http://www.ornl.gov/sci/ipgc/home.hfima constitué plusieurs collections d’ESTs

(plus de 220 000) qui sont exprimés dans différents organes du peupliaegramois,
feuilles, fleurs, ...) ou dans diverses situations physiologiquesis¢ance, carences
nutritionnelles, stress hydrique,...) (Sterky at, 1998). Elles sont disponibles dans les
banques publiques de données. La compilation de ces ESTs par Perrtyiibebersité de
Stockholm) et 'Umea°Plant Science Cente(UPSC ; Université de Umea®) a permis
d’identifier plus de 30 000 genes différents, soit 65 % des génes pisediti peuplier
(Martin et Kohler, 2004). Plus de 10 000 ESTs de plusieurs typescioesgadventives,
latérales, ectomycorhizées) ont été caractérisés danseniffér situations physiologiques
(Kohler etal., 2003). L'INRA d’Orléans a généré en collaboration avec I'INRA de Naney
puce portant 15000 ESTs de plusieurs tissus impliqués dans la formationsdet,ben
particulier, le cambium (Leplé etl., 2004). Toutes les protéineAdabidopsis thalianaont
éte identifiees chez le peuplier avec des taux de sirdilalis ou moins conservés (Martin et
Kohler, 2004).

Ces collections d'ESTs sont également utilisées afin de caesttes microréseaux
d’ADNCc (microarraysou puces a ADNc). Il s’agit d’imprimer plusieurs milliers @Nc, ou
des oligonucléotides de 20 ou 70 bases (Gene Chips), sur une derfpoelques dizaines de
mn? de nylon ou de verre. Un microréseau regroupant 'ensemble des (E$Es! prés
20 000) de peuplier, produits dans les laboratoires de I'INRA d'Orléade Nancy (projet
Lignome, http://www. Pirreton.inra.fr/lLignome/), a été élaboré eralgotation avec le

Centre de Ressources Génomiques PICME de Seibersdorf (Autridbg)microréseaux

22






Partiel : Synthese bibliographique Chapitre 11 : Le peuplier plante ligneuse modele

d’ADN sont utilisés dans I'analyse de I'expression simultad@® ensembles de génes a des
stades de développement variés (croissance méristimatiquesdigranracinement, activité
cambiale, formation du bois, sénescence foliaire) et dans desticosdbhysiologiques
contrastées (sécheresse édaphique, stress froid, carence nuligticattegues parasitaires,
symbioses ectomycorhiziennes) (Kohleraét 2003 ; Hertzberg edl., 2001 ; Andersson et
al., 2004). L’'analyse du transcriptome du peuplier lors d’'une sécheressel'miedaction
avec l'agent de la rouille foliaire a permis de mettreéeitence les principales fonctions
cellulaires régulées dans le systéme racinaire ou letetelolrs de ces contraintes abiotiques
et biotiques (Martin et Kohler, 2004). La transcriptomique faciiitsida sélection de genes

candidats méritant une analyse fonctionnelle plus poussée.

Enfin, cette collection importante d’EST est indispensable anlfifieation des

protéines séquencées par spectrométrie de masse (MALDI-TOF NIS/MS

A.2.1.3 Limitations des puces a ADN et nouvelles orientations

Une des limitations majeures de I'analyse des transcritepauces a ADN concerne
les événements de régulation post-transcriptionnelle car ilsra@mhent détectés a travers
'analyse des profils d’expression des genes. De nombreux procdesuéponse font
intervenir des interactions protéines-protéines ou des modifisatpost-traductionnelles
d’enzymes sans qu’il y ait la moindre variation de I'actidi@nscriptionnelle des génes
correspondants. Une autre limitation des approches transciptomiquesneolase niveaux
d’expression des membres d’'une famille de genes ou ceux-ci ne pétreeqpiantifiés d’'une
facon fiable par la présence de similarités dans les séguenoservées (Richmond et
Somerville, 2000 ; Schenk etl., 2000). De plus, la sensibilité de détection des genes
faiblement exprimés est problématique. En conditions normales, dgses par puces a
ADN sont capables de détecter des transcrits dont I'abondandeeredat de 1/100 000
ARNmM. Cependant, pour des raisons liées aux analyses de données, plapart des cas,
ces genes sont systématiquement éliminés car, en limiteudede détection, ils présentent
une grande variabilité. Une des limitations majeures des pud&iNa la quantité d’ARN
requise (de l'ordre de 1 a 2 ug d’ARN polyA, classiquementeregtasse d'étre levée avec
I'apparition de nouvelles technologies (systemes d’hybridatiomideoarrays notamment)
qui ne nécessitent plus que de l'ordre de 1 a 2ug d’ARN totaux poemiobds mémes

résultats. Cependant, une telle quantité reste difficilememssitte lorsque I'on souhaite
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analyser les profils d’expression de tissus ou d’assisesatedhilet méme d’organe de petite
taille.

Une des perspectives les plus intéressantes est la compatasoimformations
collectées au niveau du transcriptome, du protéome (analyse denil@esdes protéines
d’une cellule) et du métabolome (analyse de I'ensemble des nitgatbline cellule). Cette
intégration commence a apparaitre chez la levure et permetéde de véritables cartes
fonctionnelles (Ideker etl., 2001).

A.2.2 Etude du protéome

Le terme protéome est cité pour la premiére fois lors den&rence de Sienne en
1994 sur I'électrophorése bidimensionnelle. Il décrit 'ensemble B&3TIEines exprimées
par un génOME c'est-a-dire, 'ensemble des genes exprimés émesotlans un organisme
donné, a un moment donné, et dans une situation donnée (Wilkals 195). L'année
suivante (1996), est apparu le terme de protéomumuiereprésente l'analyse de I'état
changeant du protéome et s’occupe de la dynamique qui gouverne lesysdaetogiques

au niveau de la protéine.

Le but de cette approche holistique consiste a avoir une vision Ipheseyet donc
plus juste du fonctionnement de la cellule (Godovac-Zimmermann @ivrBr2001).
Cependant, une approche de type protéomique ne désigne aujourd’hui plozestules
travaux visant a caractériser le protéome d’'une cellule ou dsgn,tmais plutét une étude
utilisant les outils de la protéomique (électrophorése, chromatugrat spectrométrie de
masse) dans le but de réaliser une analyse systématique desegrabntenues dans un
échantillon plus ou moins complexe ; on parle ainsi d’approche protéomiquegmatudes
qui visent a caractériser les protéines d’'un compartiment suladed| les constituants d’'un
complexe multi-protéique ou encore les acteurs protéiques d’'une veignddisation (Garin
et al., 2001). Par ailleurs, la caractérisation de nouvelles protéines pamappreche
protéomique représente un moyen d’identifier de nouveau génes, en Earjmur les
organismes dont le génome n'a pas été séquencé et ceux pour léssjymisgrammes
automatiques de prédiction de séquences codantes sont peu fiables., Enprel@omique
constitue un puissant outil pour I'annotation des génomes (Mann et Pandey 0Opll)s, il
a été montré que la corrélation entre la quantité de transttasquantité de protéines n’est

pas toujours positive (Gygi al., 1999 ; Gion etl., 2005). L'analyse protéomique permet de
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prendre en compte les modifications post-traductionnelles (Rabilloald @001 ; Sperling,
2001).

A.2.2.1 Principales étapes de I'analyse protéomique

L'analyse protéomique se décompose en plusieurs étapes. La prestiére étape
de séparation des protéines, permettant d’obtenir des polypeptides indsesludlette
séparation peut étre effectuée avec des techniques telleéglgadphorese capillaire et sur
gel ou la chromatographie liquide (Vestal, 1990 ; Linkaét 1999). Actuellement la
technique la plus utilisée reste I'électrophorése bidimensionstlgel de polyacrylamide
(2-D PAGE) (O’Farrell, 1975 ; Wilkins, 1997). La seconde est une @tapsaractérisation
permettant d’identifier les polypeptides d’intérét. Les protés@st repérées sur le gel a
'aide d’'une coloration appropriée avant d'étre analysées parosé@guencage ou par
spectrométrie de masse. L'identification des protéines a lopgténéd réalisée par le biais du
microséquencage chimique (chimie récurrente d’Edman). Aujourd’hui, @eteche a été
remplacée par les techniques de spectrométrie de masse, (tesh@gqueoup plus sensibles
et environ 16 fois plus rapides que le micro-séquencage selon Edman), qui éridithent
révolutionné la microanalyse des protéines. Dans une derniée &apdonnées obtenues
(carte peptidigue massique, microséquences) sont comparées TBRAS informations de
séquences protéiques ou nucléiques des bases de données pour identification de la protéine.

D’autres approches ne necessitant pas la séparation préalableraiéines ont
recemment été développées (voir A 2.2.2).

Electrophorese bidimensionnelle

La technique la plus utilisée pour séparer et quantifier legipest dénaturées est
I'électrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (2{DBjarrell, 1975). Cette
technique est capable de séparer simultanément des naéignotéines (Klose, 1995 ; Gorg

etal., 2000) suivant leur point isoélectrique et leur masse moléculaire.

C'est une méthode de séparation quantitative qui permet de détertame
concentrations relatives des protéines exprimées. La précisiomemses dépend de la
méthode de mise en image. Des développements techniques (Pandeynet2®G0) ont

récemment été effectués pour augmenter la séparation @itiacta reproductibilité. Les gels
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de premiere dimension font intervenir des gradients de pH immob{lREs strips) allant

d'un pH de 3 a 12 (Gorg ail., 1997). Ce systeme permet d’étudier des protéines comprises
dans des gammes de pH précises afin d’accroitre leur sépatatiboren augmentant la
reproductibilité. Le chargement sur toute la longueur du gel rendbfms séparation de
grandes quantités de protéines, de I'ordre du milligramme (Haash 1991 ; Bjellgvist et

al., 1993), facilitant ainsi la caractérisation ultérieure des protéines.

Révélation des protéines

Les colorations des protéines en gel 2-DE reposent principaleuetiemploi de
colorants organiques tel que le bleu de Coomassie, de métaux tédsnijmate d’argent, ou
encore par des sondes fluorescentes. Ces méthodes different daesiilede sensibilité et
dans les difficultés de mise en ceuvre. La gamme de détectiendvami facteur d’environ
10000 entre les méthodes utilisant le bleu de Coomassie (détectapotdecontenant une
quantité de protéine de l'ordre du pg) et celles utilisant lataitd’argent qui permettent
d’atteindre 0,1 ng. En revanche, la coloration a l'argent présente nésnroeitains
inconvénients : la stoechiométrie de la coloration n'est pas tatatertinéaire, la
reproductibilité est difficile a obtenir et certaines protés@mst peu ou pas colorées par cette
méthode (Rabilloud, 2001). Plus recemment, la détection des spotsgrasdence (Sypro
Orange, Sypro Red, Sypro Ruby) a été développée, avec une lgénstbune linéarité
d’intensité de coloration équivalente a celle de I'argent mas ane reproductibilité, une
facilité et une rapidité meilleures que celle de la coloradiomitrate d’argent (Rabilloud et
Charmont, 2000).

La méthode de coloration la plus utilisée en protéomique estdeation au bleu de
Coomassie en raison de sa compatibilité avec la spectrométnasie. En effet, bien que
des protocoles de coloration au nitrate d’argent compatibles agpedtrométrie de masse
aient été mis au point (Rabilloud &k, 1998 ; Yan efal., 2000 ; Mortez efl., 2001), la

coloration au bleu de Coomassie donne souvent de meilleurs résultats.

Analyse informatisée des gels 2D

Depuis les années 1970, la méthode d’analyse des gels a évoleiéagxaprogres

combinés de l'informatique et de I'analyse d’image. La premiere étafpmdéyse est la
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digitalisation des gels, c'est-a-dire la transformation 'deagje expérimentale en une
information numérique utilisable par I'ordinateur. Plusieurs typappireils permettent de
réaliser cette acquisition d’image : scanners, caméras, deésismiasers, phospho- ou
fluoro-imageurs. Dans un second temps, les images obtenues sont qsanfbér cela,
divers logiciels [Mélanie, Progenesis, PDQuest, Z3 et Z4000, eeh@Rosengren edl.,
2003 ; Marengo eal., 2005)] qui permettent d’éliminer le bruit de fond, les artéfaets
migration et de comparer lintensité des spots ont été déeveloppeel(etal., 1997). La
détection des protéines présentes dans un gel 2D fournit certafogsations, mais les
données pertinentes sont issues le plus souvent de la comparaigels ggovenant de
différentes situations expérimentales. Toute la difficulté remhm®e sur la capacité de
comparer les spots d’'un gel a l'autre. Durant ces derniéres aaleggsrogres considérables
apportés sur les logiciels d’analyse d'image et sur laodetibilité des gels 2D ont facilité
ce processus de comparaison et ont rendu beaucoup plus fiable agabsitative de
I'expression des protéines (Rosengrealet2003).

Identification des protéines présentes dans les gels 2D : analyse de spetiierdé masse

L’avancée majeure en termes de possibilité d’identificationpdet®ines de gels 2D
date de 1993-1994 et correspond a l'utilisation conjointe de la spetti®h® masse et des
bases de données. En s’adaptant a la biologie structurale, laospdde de masse a permis
de réduire considérablement les quantités de protéines néceadauestification (Matsuo
et Seyama, 2000). Cette technique permet de déterminer avec ubditéeesune précision
extréme la masse des molécules. Un spectrométre de maseenpese d’'une source ou
s’effectue I'ionisation et la désorption des ions, d’un analysele®ions sont séparés en
fonction de leur rapport “masse sur charge* (m/z) et d'un détecpmrmettant

I'enregistrement et la quantification des ions (Figure 6).

Pour I'étude des composés peptidiques, deux modes d’ionisation sont peimeipal
utilisés : la désorption/ionisation laser assistée par maffi@d.DI-TOF) qui permet de
réaliser une empreinte peptidique aprés digestion protéolytiguer€Fo) et la spectrométrie
de masse en tandem en mode nanospray (MS/MS) qui permet d’obtenir une microséguence
acides aminés (Figure 7). Dans une premiére étape les pratépamees par électrophorése
2D sont digérées soit directement dans le gel, soit apréseiasigf une membrane, par un

enzyme ou un composé chimique qui coupe spécifiquement apres certains acided.aminés
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trypsine, qui agit en C-terminal d’un résidu lysine ou arginindagstis souvent utilisée. Les
masses des peptides obtenus aprés digestion de la protéine sontsnesulALDI-TOF et
'ensemble de ces masses constitue I'empreinte peptidique deté&npr Cette empreinte
peptidiqgue est comparée aux empreintes peptidiques théoriques dédudbacdee des
séquences présentes dans les banques de données protéiques (amteffieetdigestiom
silico de chacune de ces protéines par la trypsine). L'identificatida gdeotéine est fondée
sur la reconnaissance d’un nombre maximal de peptides issusngeeiiete peptidique de la
protéine a identifier.

Lorsque plusieurs candidats sont proposés, les données du spectre -WAEDI
peuvent alors étre enrichies par les parameétres physicagcieisnde la protéine (Mr et pl)

déterminés par I'électrophorese 2D.

Une étude plus fine mais plus complexe et plus colteuse peutaisée en utilisant
la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Dans ce @asuae premiére analyse du
spectre de masse, les peptides sont analysés une deuxiéme fgérger des informations
sur la séquence d’acides aminés, a condition de trouver une homolaogideespectre des
masses issues du peptide et les masses de différentsamidés obtenuds silico (Lahm et
Langen, 2000 ; Patterson, 2000).

Le véritable défi de la spectrométrie de masse reposentkisosur I'élaboration de
programmes bioinformatique plus efficaces pour tirer partie awxmées informations
déduites des spectres de masse, et permettre une identificgiide et statistiquement fiable

a partir du contenu de diverses banques de données.

A.2.2.2 Nouvelles approches méthodologiques et technologiques

Une difficulté de l'analyse protéomique vient des différencessdbilité des
protéines du fait de leur hétérogénéité chimique. Ce probléme dbiligdl biaise la
représentation des protéines faiblement solubles dans les carfdectrdphorése
bidimensionnelle. Les protéines membranaires sont trés diffieiie analysables par les
techniques classiques d’électrophorése bidimensionnelle (Adeakj 997 ; Chevallet et
al., 1998 ; Wilkins etal., 1998), en particulier les protéines hydrophobes, qui ont fortement

tendance a précipiter lors de I'étape d’électrofocalisation. Ainsi,dagitpies disponibles ne
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conduisent en effet qu’a identifier des protéines membranaires pégips (Santoni edl.,
1998 ; Peltier eal., 2000 ; Rossignol, 2001).

Une autre limite est liee a la dynamique de I'expressiorpdagines dans la cellule
(Wilkins et al., 1998). En effet, les protéines faiblement exprimées dans laecekurt
présentes a des taux de lI'ordre de 50 a 100 molécules par,celtrte que les protéines
fortement exprimées sont présentes a des taux de I'ordre’ deoléules par cellule. Seules
les protéines les plus abondantes peuvent étre analysées pacHegjues classiques
d’électrophorése bidimensionnelle. Gygiadt (1999), ont développé la methode « ICAT »
(Isotope Coded Affinity TagICAT est une molécule formée de trois parties : une biotine, un
« linker », et un réactif spécifique des thiols. Elle estidaiée sous deux formes qui different
par le remplacement ou non de 8 atomes d’hydrogene du linker pam8satle deutérium.
Pour comparer deux échantillons, I'un est marqué par la formeelég&autre par la forme
lourde, ICAT se fixant sur les cystéines. Les échantillons m@tangés et a la suite d’'une
digestion trypsique, seuls les peptides contenant une cystéinetsontrpar affinité grace a
la biotine. Ceux-ci sont ensuite comparés par LC-MS. Les couplpspdieles séparés par 8
unités de masse sont repérés et quantifiés puis identifiés pMIMEette méthode est
effectivement quantitative car les peptides sont quantifiés ldam&me spectre et les deux
formes d’'ICAT ne modifient pas l'ionisation des peptides. En nects@hmant que les
peptides contenant une cystéine, acide aminé rare, le mélange ideganalyser par LC-
MS est simplifié. Il faut cependant noter que c’est aussi unaventr I'identification des
protéines : les peptides ne pourront pas étre correctement sapanédeur entrée dans le
spectrometre de masse (pouvoir séparatif des nanocolonnes). De plus,bieusempertes
de peptides sont observées (adsorption des peptides sur les difféotomess). De ce fait, la
perte d’'un peptide peut signifier la perte de la protéine qurelante. Lors de la séparation
chromatographique, les paires de peptides lourds et Iégers ne sontgdaées car ils ont des
temps de retentions différents, empéchant toute analyse quemtitatifin la quantification
est limitée a la comparaison d’'un échantillon contre un autreatlpendant suscité un tres
large intérét et conduit au développement de méthodologies altermabuescolteuses. Des
méthodes basées sur le marquage des protéines par des isotidpssostaété développées
pour quantifier les variations de quantité de protéines (Orad.,e2002 ; Washburn edl.,
2002) ou le taux de phosphorylation entre deux échantillons (Cala #099). D’importants
développements sont réalisés dans le domaine de la HPLC aveciadigaliutilisation de

2D-LC, c'est-a-dire I'utilisation en ligne de deux HPLC a critéres paragon différents
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Figure 8: Plusieurs programmes de séquencage de génomes nucléaireBagimamnts de
génes exprimés (ESTs) sont en cours chez les plantes. En roageanpnes terminés ou en
phase finale ; en jaune, programmes en cours. Une liste complétey joigerégulierement
est disponible sur le site du NCBI/GenBank :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PLANTS/plantList.htiiMartin et Kohler, 2004).
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pour mieux séparer les peptides avant I'entrée dans le spectoritsi Wolters etal.

(2001) ont développé une méthode appelée MudMlLiltidimensional Protein Identification
Technology, ou, apres digestion enzymatique (sans séparation électrophorétiglebier

des protéines), les peptides subissent une séparation sur colonne compulewma
compartiments correspondant & une colonne échangeuse d’ions et une colonneseen pha
inverse. Pres de 1500 protéines ont ainsi pu étre identifiéesSatoeharomyces cerevisiae
(Washburn etl., 2002), et prés de 2400 chez le riz, en utilisant les séquences génomiques
connues (Koller eal., 2002).

L’'analyse des interactions protéine-protéine est également umim®nen pleine
extension. Des méthodes tres diverses sont mises en ceuvre poureisplaifier des
complexes protéiques. Elles vont de la technique dite lblue<native» (Brookes etal.,
2002 ; Nijtmans eal., 2002) a des techniques basées sur des constructions ou la iotdine
on veut connaitre les partenaires est fusionnée avec un ou des ppptidestant de la
purifier par affinité , avec ses partenaires (Rigaut et al., 182%in etal., 2002 ; Ho etl.,
2002). Shevchenko el. (2002) ont comparé les résultats obtenus par ce type d’anabse av
ceux obtenus a l'aide du criblage par double hybride. Les deux métitmiment des

résultats assez différents, avec seulement 14% de recoupement.

Des puces a protéines de différents types également dévelappiédsa permis de
mettre en évidence des interactions protéine/protéine ou avec diaatlkEsiles (Schweitzer
et Kingsmore, 2002 ; Zhu at., 2001).

Ainsi, la spectrométrie de masse est un domaine en plein dévelempernchaque
année apparaissent de nouveaux appareils alliant les capacita&hit de telle technologie
avec la précision de telle autre ou encore la sensibilité d’'une troisieme.

A.2.2.3 Analyse protéomique chez les plantes
Les travaux utilisant I'approche protéomique se sont multipliés lelsealantes grace

a la disponibilité des séquences génomiques completes notamieitidopsis du riz et du

peuplier (figure 8).
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Les analyses protéomiques restent encore tres marginades leh végétaux en
particulier chez les ligneux. Seuls des travaux récents saulglier (Plomion etl., 2006 ;
Bohler etal., 2007), le pin maritime (Gion etl., 2005), et I'eucalyptus (Fiorani Celedon et
al., 2007) présentent des gels ou le nombre de spots détectés éstllieiiste deux freins
majeurs a ce type d’étude chez les ligneux : (i) une quantité importante degldysies qui
s’agregent avec les protéines et interferent pendant la tioigrdii) les pigments et les
composeés phénoliques présents en grande quantité dans les tissusntss liglaeuses

peuvent causer des trainées et produire des artefacts (Hari, 1981 ; Bféurget2003).

Ces trois dernieres années, une centaine d’articles originaypoent sur le protéome d’au
moins 26 especes ont été publiés seulement une ou deux référencesabiflipgs sont
disponibles par espece alors qu'on en trouve respectivement 28 et 1Arnabidopsis
thaliana et le riz (Jorrin etl., 2007). Pour les especes différentes du riz Atatiidopsis la
guantité de séquences d’ADN génomique et d’'EST publiées n’estffiaarde, entravant le
succes d’identification des protéines. A cet égard, il egbitant de préciser que le nombre
d’entrées de plantes spécifiques aux bases de données UniProis&B3ot et TrEMBL
pour février 2007, sont de 376647 et 289134, respectivement (Jorain 2007), ce qui
représente une augmentation significative par rapport a 2006dRalsst al., 2006). Jusqu’'a
présent, les travaux ont portés sur I'analyse protéomique des ®rféesus / suspension
cellulaire ou fraction subcellulaire afin de mieux comprendre Veldppement des plantes,
I'effet des hormones, les réponses des plantes aux stiesmise en place de la symbiose.
Un nombre restreint de contributions a traité des modifications qaaitetionnelles (PTMs)

et d’interactions protéiques (Jorrin et al., 2007).

33






Partie 2 : Matériel et méthodes



Partie 2 : Matériel et méthodes

(A) (B)

Figure 9 : Le matériel végétal en cultuire vitro (A) et hydroponique (B).
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Figure 10 (A) Peupliers installés sur un dispositif qui permet de lengrcde maniére
contrblée. (B) Peupliers inclinés 35° par rapport a I'axe verteslentre-nceuds 1 a 5 (bas de
la tige) et 13 a 20 (haut de la tige) sont récoltés aprés 4burinsemaine d’inclinaison. (C)
Peupliers témoins, les entre-nceuds 1 a 5 (bas de la tige) e2A3haut de la tige) sont

récoltés aprés 45 min ou 1 semaine.
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MATERIEL ET METHODES

A. Matériel végetal

Ce travail a été réalisé sur le peuplier, clone femelleAINNR 717-1-B4 Populus
tremula x Populus alfaourni par le Dr. Gilles Pilate (INRA Orléans, France).

Ce matériel végétal est multiplié végétativemantitro sur le milieu de Murashige et
Skoog (1962) (annexe 1). Aprés multiplication végétative, les miartplenracinés sont
acclimatés en hydroponie (solution nutritive aérée) dans une atmosphéireée, saturée en
humidité. La composition de la solution nutritive est décrite en andedg@rés 5 jours en
atmospheére saturée d’humidité, les couvercles sont progressiveavemts au cours des 5

jours suivants.

Les peupliers sont maintenus en culture hydroponique (figure 9) jusguia’ils
aient développé treize entre-nceuds, dans une chambre de culture avec apéripbet
16h/8h, une intensité lumineuse de 60 pmdésm 22°C jour/18°C nuit, et 70% d’humidité
relative. Les peupliers sont alors transférés sur un nouveau disposifiermettra de les

incliner de maniéere controlée (figure 10).

B. Application du stimulus gravitropique

Une semaine aprés avoir été transférés sur le dispositiit diggre 10 (stade
vingtaine d’entre-nceuds), les peupliers sont inclinés de 35° par rappaxe vertical. Cet
angle d’inclinaison a été choisi grace a des études préaldlalesces par le Dr.B. Moulia
(INRA Clermont-Ferrand, France). Une inclinaison plus importam@enduit au
développement de bourgeons axillaires plutdt qu’au redressementige faimcipale. Les
durées d'inclinaison sont de 45 min ou d’une semaine. L'inclinaison disesa h avant la
fin de la nuit. Apres l'inclinaison, les tiges sont coupées, eféas|lles entre-nceuds 1 a 5
(bas de la tige) et 13 a 20 (haut de la tige) sont prélevémegelés dans 'azote liquide a -
80°C jusquau moment de [l'extraction des ARN ou des protéines.
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C. Observations anatomiques

Afin de vérifier la présence de bois de tension et des polyaades tels que
I'amidon, des coupes anatomiques ont été réalisées au niveau desoemdie inférieurs et

supérieurs de la tige apres 45 min et une semaine d’inclinaison.

C.1. Préparation des échantillons

C.1.1 Fixation, inclusion du matériel végétal dans la résine et coupes

La préparation des échantillons pour I'histologie consiste dans un premips a
fixer le matériel végétal pour permettre une bonne conservatitanrderphologie cellulaire
puis dans un deuxiéme temps a imprégner les tissus par uneaasaide de durcir et de
donner un bloc a partir duquel on peut réaliser des coupes semi-fimegratie2 pm

d’épaisseur grace a un microtome.

Le matériel est d’abord fixé dans un mélange de formaldéByt¥é, acide acétique
5%, éthanol 50% sous vide pendant 30 min puis fixé en présence de FAA netfbdai h
a 4°C. La déshydratation du matériel végétal est obtenue par des ddéthanol de
concentration croissante a 4°C : éthanol 50%, 70%, 80%, 95%, (30 min), e{3VO8MN et
une nuit). Le lendemain, la déshydratation est suivie par un échangeh@nt de facon
progressive : éthanol (100%) 2/3, résine 1/3 pendant 30 min puis dansangenéthanol
100% 1/2 : résine 1/2 pendant 30 min et enfin dans un mélange éthanol BOOsire 2/3
pendant 30 min. Le matériel est ensuite incubé dans la résine L& pune pendant 1 h a
4°C. La résine est renouvelée et laissée pendant une nuit a 4°@Gnpdurnne imprégnation.
Le troisieme jour, le matériel est inclus dans des gélules kaquelles la résine est coulée,
puis le tout est placé a 55°C pendant 24 h a 3 jours pour la polynogrisAfprées
polymérisation, des coupes sont réalisées avec un microtonehéReiOm U2) a l'aide de

couteau de verre puis colorées.

C.1.2 Coloration safranine bleu-astra

La présence de bois de tension au niveau des coupes transvestategse en

evidence au moyen d’'une double coloration a la safranine et au bl@utassafranine colore
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en rouge les parois cellulaires lignifiées, le bleu-asttare en bleu la couche gélatineuse de

nature purement cellulosique.

Les différentes coupes sont incubées dans un bain de javel 2.4 M pémdianpour
vider le contenu cellulaire. Aprés rincage des coupes a I'ebes-cesont déposées dans des
solutions au pourcentage d’éthanol croissant (25% a 70%) pendant 5 min egour |
déshydrater. Elles sont ensuite placées successivement dasslutien de safranine a 1%
dans de l'alcool a 70% pendant 3 min et dans une solution de bleu-a8traans I'éthanol
100% pendant 3 min avec un rincage dans I'éthanol 100% entre les 2 étdpe<xlieés sont
séchées et montées entre lame et lamelle dans de I'EEkitbnjedex, Mindelsheim,

France). Les coupes sont observées sous microscope (Axioplan 2, Zeiss).

C.1.3 Coloration PAS

La présence des polysaccharides tel que I'amidon au niveau des t@uns¥ersales
et longitudinales est mise en évidence par la réactioncad gériodique-Schiff (PAS). A
température ambiante, I'acide périodique oxyde les groupemeotdigg(HOH-CHOH) des
polysaccharides, les groupements aldéhydes ainsi libérés géldtsrgar le réactif de Schiff
(Locquin et Langeron, 1978). Cette technique de coloration permet aioslader I'amidon
mais aussi la cellulose, I'hnémicellulose et les composéesqpest permettant ainsi de

visualiser le contour des cellules sans avoir besoin de faire une double coloration.

Les coupes sont d’abord incubées dans I'acide périodique 1% pendant 5 a W@ min.
rincage dans I'eau distillée pendant 4 min est ensuite effquiigeles coupes sont incubées
dans le réactif de Schiff a I'obscurité pendant 15 min, et esdicdupes sont rincées dans du
métabisulfite de Na 1% (N@sS;) pendant 4 min puis dans I'eau. Les coupes sont alors
séchées et montées entre lame et lamelle dans de I'Etkitinjedex, Mindelsheim, France)

et observées sous microscope (Axioplan 2, Zeiss).

C.1.4 Coloration au bleu de toluidine

Le bleu de toluidine colore toutes les structures basophiles aveatensté qui varie
selon leur richesse en acides nucléiques et métachromosomiquzedaetes glycoprotéines

riches en eau. Ce colorant permet ainsi une coloration rose paiesdes cellules a paroi
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pecto-cellulosique (par exemple : épiderme, parenchyme, phloéme, limer)coloration
bleue des parois lignifiées (par exemple : sclérenchyme, fiboés...), coloration violacée
des parois subérifiées (par exemple : suber) et une coloratiofobtee des parois ayant des

acides gras a longue chaine (par exemple : cuticule des épidermes).

Les coupes sont incubées dans une solution de bleu de toluidine a 0.25%n(ghéwi pe
5 min, puis rincées dans 'eau distillée. Les coupes sont aldréeseet montées entre lame et
lamelle dans de I'Eukitt (Euromedex, Mindelsheim, France) et oleses@us microscope

(Axioplan 2, Zeiss).

D. Puces a ADN

D.1 Extraction des ARN totaux

L’échantillon est réduit en poudre a sec et au froid (azote liquide)ARN totaux ont
été extraits a partir d’environ 200 mg de poudre a I'aide du tampatratéon CTAB selon
le protocole de Chang el. (1993) (annexe 3). Les extraits ont ensuite été quantifiés par
spectrophotométrie NanoDrop v 3.3 (ND-1000 Wilmington, DE, USA). La quiEBéARN a
éte vérifiee par la valeur du rapport de J¢IDO,go qui etait comprise entre 1.8 et 2 et par

migration sur gel d’agarose a 1.2%.

D.2 Le plan d’expérience

L’expérience a pour objectif I'identification des génes qui s’ewprit de maniere
différentielle entre peuplier droit et peuplier incliné.

Deux plantes individuelles témoins et deux plantes individuelleéedi de 35° par
rapport a I'axe vertical sont utilisées pour I'expérience. L'eepée a été réalisée sur des

entre nceuds supérieurs et inférieurs et pour la condition d’inclinaison de 45 min.

Nous avons utilisée deux plantes pour chaque condition (témoin et incknédii va

permettre de prendre en compte la variabilité biologique dans le traitdesedonnées.
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Le plan d’expérience comportait 2 séries de manip. Pour chaqagewsépeuplier incliné et
un peuplier non incliné ont été utilisés. Au totale 8 cibles sont Erépat analysées. Chaque

expérience est une répétition biologique.

Expérience 1

ARN cibles

pbl : peuplier penché, prélevement bas
phl : peuplier penché, prélévement haut
tbl : peupier témoin, prélevement bas
thl: peuplier témoin, prélevement haut

Expérience 2

ARN cibles

pb2 : peuplier penché, préléevement bas
ph2 : peuplier penché, prélevement haut
tb2 : peupier témoin, prélevement bas
th2 : peuplier témoin, prélevement haut

On distingue les répétitions techniques des répétitions biologiquestépétitions
techniques ont consisté a réaliser 2 lames avec les méimastidkans en échangeant le

fluorochrome utilisé pour chaque traitement, c’est ce qu’on appelle « dye»swap

Lames Combinaison des
cibles pour hybridation

13040225 pbLTy5, th1Cy3

Dye-swap 1 <
L 13040224 pbTy3, tb1Cy5
[ 13059810 pbZy5, th2Cy3

Dye-swap 2 3
_ 13059809 pbZy3, th2Cy5
(13042427 phTy5, th1Cy3

Dye-swap 3 <
13040227 phTy3, th1Cy5
(13059804 phZy5, th2Cy3

Dye-sawp 4 <
13059811 phZy3, th2Cy5
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Le dispositif en « dye-swap » a pour objectif de corriger las dmmarquage des ADNCc par
les fluorochromes. Elles permettent d’évaluer l'erreur expétabe (Kerr, 2003). Le
déséquilibre de marquage entre les deux fluorochromes peut éématlygtie ou spécifique a
certains genes. Le « dye-swap » est en fait un dispositireé katin (une seule occurrence
pour chaque type de marquage par ligne et par colonne), c'estgudit®on va faire une
répétition technique en inversant les marquages, chaque traiteargrsiiasi marqué par les
deux fluorochromes. L’effet du marquage est ainsi confondu avec kBiifiééraction lame x

traitement.

Ce dispositif est vivement recommandé car le biais de marcesgiique a certains

genes ne peut pas étre supprimé lors de la normalisation des données

D.3 Dépot des sondes

Les sondes sont des séquences d’ADN caractéristiques desdgahes cherche a
déterminer le niveau de transcription. Ces sondes correspondent @uit gramplification
par PCR d’inserts a partir de banques d’ADNc (banques EST).dmeles sont déposées
grace a un robot, selon une matrice d’emplacements définis, stameeale verre. La taille

de chaque spot est de I'ordre de 100 pm.

Un géne peut étre déposé plusieurs fois sur la lame (deux foisndaescas), et
correspond donc a plusieurs spots. Chaque spot est identifié de maniéresuniguame par
ses numéros de bloc, de colonne et de ligne. Le dép6t des sonddarmer da fait par blocs.
Dans notre cas, les spots sont répartis en 48 blocs correspondant aguiles du robot.
Chaque bloc est constitué de (25 lignes x 25 colonnes). De plus, chaguesgdéposé deux
fois sur la lame sur deux spots adjacents. Cependant, lorsquenierpseot d’'un géene est
déposé en colonne 25, le second sera déposé sur la premiére colonne de la ligne suivante.
Les lames comportent aussi certains spots vides, c'est-a-gisgpaks ou aucune sonde n’est
déposée.

Les sondes des lames que nous utilisons proviennent des quatre banques d'EST
réalisées par I'équipe d’Orléans (Déjardirakt 2004). Chaque lame compte environ 15 000

séquences en duplicats.

- La banque PtaC, correspond a la zone cambiale (ou cambium) diens dpposé et dans le

bois tendu.
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- La banque PtaJXO, correspond a du jeune xyléme dans le bois opposé.
- La banque PtaJXT, correspond a du jeune xyleme dans le bois tendu.

- La banque PtaXM, correspond a du xyleme mature dans le bois opposé et tendu.

D.4 Amplification d’ARN pour hybridation sur microarray

L’amplification des ARN et l'incorporation des fluorophores cyanty8 (vert) et
cyanine Cy5 (rouge) sont réalisées a l'aide du Kit Amino |Alllessage-Amp [I aRNA
Ambion, ref 1753) qui a été déja utilisé et validé par Lafarguedttd. (2004), suivant les
recommandations du fournisseur. Les ARN totaux sont rétrotransenitag d’ARN total est
incubé avec 1ul de T7 Oligo(dT) a 70°C pendant 10 min puis placé surgiecéaet la
synthese du premier brin est réalisée en présence de 2arhpart premier brin 10X, 4ul de
dNTP mix, 1 pl d’'inhibiteur de RNase et 1 pl de ArrayScriptgurantillon. La solution est
incubée a 42°C pendant 2 h. Pour la synthése du second brin, sont rajoutégu f&mgdon
second brin, 4 pl dNTP mix, 2 ul DNA polymerase, 1 pul RNase@3 ¢tl H,O nuclease-free
par échantillon. La solution est incubée 2 h & 16°C puis placée sargiace. Les ADNc
double brin synthétisés sont purifiés suivant les instructions du Kih@mllyl Message-
Amp Il aRNA (annexe 4). La transcription vitro pour chaque échantillon est réalisée dans
une solution contenant: 3 pl UTP (50 mM), 12 pl ATP, CTP, GTP mix (29, 18 ul UTP
(50 mM), 4 pl de tampon de réaction 10X, et 4 ul de mix d’enzyme rcamitda T7
polymerase. La solution est incubée a 37°C pendant 16h et la réattasrée=e avec 60 pl
de HO nuclease free. Les ARN amplifiés sont ensuite purifiés suieanmhstructions du Kit
Amino Allyl Message-Amp Il aRNA (annexe 4) et quantifié @de du spectrophotometre
NanoDrop v 3.3 (ND-1000 Wilmington, DE, USA).

D.5 Marquage des cibles

Le couplage des nucléotides s’effectue avec des cyanines Cy5 giréparées selon
les recommandations du fournisseur (kit CyDye Post labellingivedoye, ref RPN 5661,
Amersham).

Dix ug d’ARN amplifiés séchés sont incubés avec 11 pl de Cy3ydy & min a
température ambiante et a I'obscurité. 4.5 pl d’hydroxylamine 4okt ensuite ajoutés
(incubation 15 min a température ambiante et a I'obscurité) puis 8& KO nuclease free

pour amener le volume de la réaction a 30 pl. Les ARN marquésrsuite purifiés suivant
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les instructions du Kit Amino Allyl Message-Amp Il aRNA (anee®) et quantifiés au
spectrophotométre NanoDrop v 3.3 (ND-1000 Wilmington, DE USA). Le taux
d’incorporation des cyanines est évalué en mesurant la DO a 550 &m respectivement

pour Cy3 et Cy5 et permet de calculer la quantité d’ARN amplifiés marqués.

D.6 Hybridation sur lame de microarray, lavages et acquisition de I'image

D.6.1 Hybridation sur lame de microarray et lavages

Les ARN marqués avec les fluorophores (Cy3 et Cy5) sont dénatorésal95°C et
rassemblés dans un volume de 60 pl de tampon d’hybridation (formamid&38/6x, SDS
0.1%). Les ARN sont ensuite chauffés 2 min a 65°C. L’échantillon est@@aogoutte sur
le cb6té spotté de la lame puis est recouvert d’'une lamelle, diénma le mettre en contact
avec I'ensemble de la surface de la lame. Celle-ci estitenglacée dans une chambre

d’hybridation qui est incubée dans un bain-marie a 42°C pendant 18 h a I'abri de la lumiere.

Aprés hybridation, les lames sont lavées en tube Falcon dansatmgerts successifs a 55°C
dans un four a hybridation sous agitation (6 tours/minute).

- 10 min avec une solution SSC 1x, SDS 0.2%

- 10 min avec une solution SSC 0.1x, SDS 0.2%

- 10 min avec une solution SSC 0.1x
Un dernier ringage rapide en®l est effectué avant le séchage des lames par ceatitifiug

10 sec a 800 rpm (microcentrifuge labnet).

D.6.2 Acquisition de I'image et des données

L’acquisition des données se fait par la lecture des lamesimpacanner Genepix
4000B (Axon Instrument Inc., Molecular Devices Corporation, Union City, G8A) qui
permet de mesurer la fluorescence de chaque spot. Ce seahocenstitué de deux lasers qui
vont capter les fluorescences verte et rouge. Le scanner g&ogrénages, une pour chaque
fluorochrome, puis les superpose pour représenter le différentighrd&ston. La couleur
d'un spot peut donc varier du vert (si le gene correspondant n'esnipiise dans le
transcriptome marqué avec la Cy3) au rouge (inversement av@g5S)a en passant par le

jaune lorsque les deux transcriptomes se sont hybridés de maniéere égale.
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L’analyse de I'image se fait en quatre étapes :

- Localisation des spots sur la puce.

- Segmentation des spots, qui permet de discriminer, pour chaque spitels «signal» des
pixels « bruit de fond ».

- L'extraction des données, qui consiste a définir, pour chaque spotides giintensité du
signal Cy3 et Cy5.

- Vérification de la qualité des spots.

La localisation des spots se fait en utilisant un masque aetdist-une grille théorique
définie en fonction du plan de dép6t. Ce masque est placé sur I'imagepérar chacun des
spots. La segmentation permet d’identifier chaque pixel « bruibmig » ou «signal ». Le

bruit de fond n’est jamais uniforme sur la lame, il est donc évalué pour chaque spot.

L’extraction des données permet d’obtenir une ou plusieurs valeurs pajuspaint
représenter le niveau d’expression du géene correspondant. Par exampéit prendre en
compte lintensité totale du signal, I'intensité moyenne, lhst® médiane, le volume de
I'intensité, le ratio entre les intensités rouges et vertes.

Enfin, la qualité des spots est estimée grace a des indgxeEsentant la régularité de la
forme, l'uniformité du spot, son emplacement réel par rapport a I'emplacerestiat

Une fois I'image acquise par le scanner, des spots peuvenigtse4 mauvais » soit
par I'expérimentateur, soit par le logiciel d’analyse G@ad®ro 5.0 (http://www.axon.com/
gn_GenePixSoftware.html). C’est le cas par exemple lorsqueuié de fond est trop
important (spot a coté d’'une tache). Ainsi, il y aura certalbesées manquantes au moment
de I'analyse des données. Le logiciel permet de repérslldment les spots non exploitable
(zone de la lame couvertes de bruit de fond, spot absent...) par un esydtebalisage
« flags » qui assigne un code numérique selon la qualité du spot cénaitede faciliter le
filtrage des données non significatives (dans Genepix Pro ; O corrgsgoddfaut & un spot
exploitable, -100 a un spot défini « mauvais », -75 a un spot défini « Ahsent50 a un
spot non détecté par le logiciel). Nous choisissons en général d’éliminer dygskana

- les spots « mauvais » (flags = -100)

- les spots les trop proches du bruit de fond (SNR635 ou SNR532 > 3)
- les spots dont la saturation de F635 ou E522
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Figure 11: Graphes M-A des données aprés normalisation lowess pour lesgldartiarbre

1, Swapl (lame 1 et lame 2) et I'arbre 2, Swap2 (lame 3 et4ames logratio moyen M =

log, (R/V) est représenté en ordonnée en fonction de I'intensité moyerneg, (RV)/2 en

abscisse. La courbe rouge est issue de la régression lowess de M sur A.
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D.7 La normalisation « de Lowess »

La méthode de normalisation utilisée ici est une des plus engglolyle a été mise au
point par Yanget al. (2002). Les fluorochromes Cy3 et Cy5 n'ont pas la méme effecacit
d’incorporation lors du marquage des cibles et il faut donc coregelais di au marquage.

Par exemple, l'intensité du Cy3 est trés souvent plus haute que I'intensité du Cyb5.

La premiére étape consiste a représenter les données soesifomgraphe M-A qui
permet de visualiser les biais de marquage. Ce graphe represeiifférence des signaux
(M) en fonction du signal moyen du géne (A). En notant R I'intemsédiane des pixels du
signal rouge et V l'intensité médiane des pixels du signal vert, dr=aog»(R/V) et A = log
(RV)/2 Par la suite, on appellera M le « log-ratio ». L’avantageadasualisation M-A par
rapport a une visualisation « Cy5 versus Cy3 » est de meté@damnce l'interaction entre le
niveau moyen d’expression du gene et le fluorochrome. Si un gene esirsqoius exprimé
dans le peuplier incliné, son log-ratio sera positif pour incliné/témbnégatif pour un gene
réprimé. La figure 11 illustre le type de variations du prdfxpression que nous pouvons
observer. Nous présentons en annexe 5 un tableau récapitulatif desdgenéexpression

varie de maniére significative entre les conditions témoin et incliné.

D.8 Analyse des lames

Les analyses transcriptomiques ont été effectuées a I'INRAir€ d’'Orléans, Unité
« Amélioration, Génétique et Physiologie Forestieres » par Jearie€ Leplé.
Pour l'analyse nous avons utilisé la procédure Anapuce (Martin-Mégyre Robin 2004),
développée a 'URGV par Marie Laure Martin-Magniette eteJ@ubert disponible sur le

site : http://www.inapg.inra.fr/ens rech/mathinfo/recherche:mathematiquehtuii Par la

suite, on appellera un géne « différentiellement » exprimé me gxprimé de maniere
différentielle entre témoin et incliné, c'est-a-dire dont la qt@éangprésente est

significativement différente entre les deux traitements.
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E. Analyses par électrophorese bidimensionnelle

E.1 Préparation des échantillons

E.1.1 Solubilisation des protéines

La solubilisation des protéines a été réalisée selon le protooaldié de Pionneau et
al. (1998). L’échantillon est réduit en poudre a sec et au froid (azpield). La poudre est
resuspendue dans la solution de broyage (acide trichloroacétique 1l0&scaptméthanol
0,07% dans l'acétone) et incubée 1h a -20°C. La suspension est centifGgé@0 rpm
pendant 15 minutes a 4°C. Le culot est resuspendu dans la solution de rincage
(mercaptoéthanol 0,07% dans l'acétone) et extrait 1 heure a -20°CGentidfugation est
répétée, le surnageant éliminé et le culot séché a froidvgtrislLe culot est ensuite dissout
dans la solution de resolubilisation (60ul/mg de culot sec) (Uv&eThiourée 2M, CHAPS,
4%, 50mM DTT, 0.5% ampholytes porteurs pH4-7, Triton X-100 6%). Apres le heur
d’extraction a température ambiante, la solution est cengefgy4 000 rpm, 10 minutes). Le

surnageant peut étre conservé a -80°C avant utilisation.

L'urée et la thiourée sont des chaotropes. lls vont ainsi promoavdénaturation et
la solubilisation des protéines en chaines polypeptidiques, en céssanteractions non
covalentes. L'adjonction de thiourée a 'urée augmente le caratigoérope et conduit a une
meilleure solubilisation de nombreuses protéines (Rabilloudl.etl997). Le CHAPS,
détergent zwitterionique, et le Triton X-100, détergent non ioniquejciparit a la
solubilisation et a la prévention de la précipitation des protéinssam@holytes augmentent
la solubilité et assurent une conductibilité uniforme au cours fideddisation. Enfin, le DTT
permet de couper les ponts disulfure intra- et inter-molécula@asettant le dépliement total
de la protéine.

E.1.2 Dosage des protéines

La concentration des protéines de chaque échantillon est détepaimédeméthode de
Bradford modifiée selon Ramagli et Rodriguez (1985). Cette métksterasée sur le
changement de couleur du bleu de Coomassie en fonction de la conmemnaprrotéines de

I'échantillon. L'intensité de la coloration est mesurée a 595 nmest proportionnelle a la
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guantité de protéines présentes dans I'extrait. La quantité dénpsost déterminée d’apres
une gamme étalon établie a partir de concentrations croissaatiesnadhe sérique bovine

(annexe 6).

E.2 Gels d’électrophorese 2D

L'électrophorese 2D permet de séparer les protéines extraitige die peuplier selon
deux dimensions. Les protéines sont séparées, tout d'abord, selon leusqeetdtrique
(premiére dimension ou focalisation isoélectrique), puis selon leassen moléculaire
(deuxieme dimension ou électrophorese sur gel de polyacrylamide entiaendi
dénaturantes). Les protéines sont ensuite visualisées par coloratnitnate d'argent ou au

bleu de Coomassie. Cette technique est appliquée a des tiges de peuplier inclinées ou non.

E.2.1 Focalisation isoélectrique

La premiere dimension est effectuée sur I'appareil ProteaCékBio-Rad, Marnes
la Coquette, France). Nous avons utilisé des bandelettes IP@liised pH gradient) de 7,
11 ou de 17 cm de longueur, couvrant une gamme de pH allant de 4 a 7 ou de 3 a 10.

E.2.1.1 Réhydratation

Les bandelettes de gel d’isoélectrofocalisation de 17 cm (pH 3-fiersham
Biosciences) sont réhydratées avec 300 ul de tampon de solubiliGatnexe 7) contenant
200 pg de protéines avec quelques grains de bleu de bromophénol. Les lesndieléit cm
(pH 4-7, Bio-Rad) sont rehydratées avec 200 ul de tampon de résatidnlisontenant 100
ug de protéines. Des bandelettes de 7 cm (pH 4-7, Bio-Rad, Mar@eguette, France) sont
réhydratées avec 125 pl de tampon de solubilisation contenant 50 p@téimgst Les
bandelettes sont protégées de la déshydratation et de l'oxygstioenviron 2 ml de

paraffine. La réhydratation s’effectue a 20°C, pendant un minimum de 16h.

E.2.1.2 Migration

Un papier buvard imbibé d'eau Ultrapure est placé entre la bandéleytratée et

chacune des électrodes du plateau de focalisation. Ces papiers ohupade faciliter le
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passage du courant entre I'électrode et le gel et de piégsel$essus de I'échantillon. Le
programme de focalisation nécessite trois étapes a 20°C dont &mevddiffere selon

['utilisation d'une bandelette 7, 11 ou 17 cm

- une phase de conditionnement (15 min a 250 V), permettant d'éliminer I'excés;de sels
- une montée linéaire en voltage (de 250 a 4000 V pour une bandelettel 250 a 8000 V
pour une bandelette 11 cm, de 250 a 10000 V pour une bandelette 17 cm) ;

- une phase de focalisation (5 h a 4000 V pour une bandelette 7 cm, 6 h\d Bo00Oune
bandelette 11 cm ou 8 h a 10000 V pour une bandelette 17 cm). Enfin une &@p V est
appliguée jusqu'a l'arrét du programme afin d'éviter la diffusion des protéines au geln du
Les bandelettes peuvent alors étre directement utilisées palguldeme dimension ou

stockées a -80°C.

E.2.2 Electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes

Les bandelettes IPG sont mises en présence de dodécylsultadiwia (SDS) qui se
lie aux protéines en leur conférant une charge négative imponenyi@nt complétement les
charges propres de la protéine. Cette propriété permet, soios l@dlah courant, la migration
des protéines de I'échantillon vers lI'anode. Le gel d'acrylamideepemme séparation des

protéines en fonction de leur masse moléculaire.

E.2.2.1 Réduction/alkylation des molécules

Les bandelettes sont équilibrées 15 min dans 2 ml d'un tampon contenantég,M
2% (p/v) SDS, 100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 30% (v/v) glycérol et 2% XDV T. Cette étape
permet de saturer le gel en SDS et de réduire les protéiegshandelettes sont ensuite
placées 15 min dans le méme tampon en substituant le DTT par 2%-ifwlpyridine,
permettant l'alkylation des protéines et du DTT résiduel. Quelguaiss de bleu de
bromophénol sont ajoutés a la solution d'alkylation afin de coloremideleite et suivre la

migration des protéines.
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E.2.2.2 Migration

Les bandelettes équilibrées sont alors déposées sur un gel éompod2%
d’acrylamide et enfoncées dans le gel de concentration (annebes8)andelettes 7 cm sont
déposées sur un gel de petite dimension (8 x 8 cm) et les baewidtetou 17 cm sur un gel
de grande dimension (20 x 20 cm). Dix pl de marqueurs de maséeutagke « Silver stain
SDS-PAGE » de faible gamme (14,4 a 97,4 KDa) (Bio-Rad, Francelléposés sur un coté
du gel.

Pour les petits gels, une tension constante de 200 V est appliquée pendant 45 min.
Pour les grands gels, un ampérage par gel de 20 mA est appliqué @noantpuis 40 mA

par gel jusqu’a la fin de la migration.

E.2.3 Coloration des protéines

E.2.3.1 Coloration au nitrate d’argent

La coloration utilisée est celle décrite par Blunale(1987).
A la fin de la seconde dimension, les gels sont fixés dans uneoedligtiméthanol 50% v/v,
acide acetique 10% vl/v, et formaldéhyde 0.1% v/v (Sigma) pendant uree hes gels sont
rincés 2 fois pendant 20 min avec une solution d’éthanol 50% v/v, et 1 falam@e20 min
avec une solution d’éthanol 30% v/v. Les gels sont ensuite placés 5 minrgasslution
composeée de thiosulfate de sodium 0.02% p/v (Sigma), lavés 4 fomugpkbmdant 5 min et
incubés pendant 20 min dans une solution de nitrate d’argent 0.2% pinajSket
formaldéhyde 0.1% v/v (Sigma) sous agitation. Aprés un lavagewad &as 20 min, les gels
sont placés dans la solution de révélation (0.1% v/v formaldéhygim#}i6% p/v carbonate
de sodium (Sigma), et 0.0004% p/v de thiosulfate de sodium (Sigma), s@ti®RgUSqU’a
apparition des spots. La réaction est arrétée en plongeantdekags de I'acide acétique 1%.

Les gels sont conservés dans une solution d’acide acétique 1%.

E.2.3.2 Coloration au bleu de Coomassie

La coloration utilisée est adaptée de celle de Laurier®. €11996). Les gels sont

incubés 1 heure dans une solution de fixation composée de 42% médthhand0% TCA
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(v/v), puis dans une solution de coloration (méthanol 50%, acide orthophosphorique 2%
(Sigma), sulfate d’'ammonium 10% p/v (Sigma), et bleu de Coom@s8E0 (Sigma) 0.4%
p/v) pendant 48 h. Les gels sont alors décolorés a I'eau, en changaartblites les 20 min,
jusqu’a ce que le rapport entre l'intensité des spots et ledeuibnd soit satisfaisant. Cette

coloration est compatible avec I'analyse par spectrométrie de masse.

E.2.4 Analyse qualitative et quantitative informatisée des gels

Les cartes bidimensionnelles des protéines de tige de peutieins ou inclinées
sont comparées entre elles et les spots quantifiés afin lhercber d'éventuelles variations
dans le contenu protéique en fonction du contexte d'inclinaison. Capte ést réalisée a
I'aide du logiciel PDQuest v7.0.1 (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France)giCiell convertit
un signal provenant de données biologiques en données numériques et décompose chaque
objet détecté selon le nombre de pixels qui le représente. BD&tribue a chaque pixel des
coordonnées X, y et z. Les coordonnées x et y représentent la posifpaxedsur un axe
horizontal et vertical et la valeur z représente lintenditésignal. Cette derniere valeur
permet de quantifier un objet (nos spots) en groupant les pixels gairlposent. L'intensité
de signal moyenne est calculée en additionnant les valeuenditét de chaque pixel et en
divisant le total par le nombre de pixels qui composent 'objet. dqoun objet soit visible et
quantifiable, il faut que l'intensité totale de cet objet soit sexper a l'intensité des pixels qui
représentent le bruit de fond de limage. Pour effectuer la a@ispn qualitative et
guantitative des gels scannés, I'analyse par le logiciel PiDQeaet étre détaillée en plusieurs
étapes dont certaines sont automatiques et d'autres doivent &téesat complétées par

['utilisateur.

E.2.4.1 Détection automatique des spots et nettoyage des images

Apres avoir scanné les gels (GS-800 Calibrated Imaging Derd#onBio-Rad,
France), il faut définir les paramétres qui vont permettreragr@dmme de fixer un seuil de
détection (spot de plus faible intensité, de plus petite et de @lndegtaille ainsi qu'une zone
représentative du bruit de fond). Aprés la détection automatiquspdés de nos gels, une
étape de "nettoyage" manuelle est alors nécessaire. En ddtettrainées, des particules

d'argent, des bulles et des poussieres sont également détectéas desspots et il est
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nécessaire de les écarter de l'analyse. Les spots résidtartte étape sont appelés "spots
validés".

E.2.4.2 Appariement des spots (ou "matching")

Cette étape consiste a associer, sur les différents caigs@s, les spots identiques
entre eux. Ceci est effectué automatiguement mais nécessitauttisateur définisse des
points d'ancrage (ou "landmarks™) qui permettent au programmeetealés points de repere
et de compenser d'éventuelles déformations des gels. Pour un appademestt il faut
indiqguer manuellement au moins 10% de spots validés comme "landmagatisrésur
I'ensemble du gel. Cependant, dans les zones contenant beaucoup de sgofsarfbis
nécessaire d'en assigner une plus grande quantité ou de corageellement certaines
erreurs d'appariement du programme. Une fois que le ébgichpparié la totalité des spots,
I'analyse quantitative peut étre réalisée. Pour cela, un desgiedésigné comme gel de
référence afin de créer un gel "master" synthétique regnblgs données de tous les spots

des gels de 'analyse.

E.2.4.3 Normalisation des gels et analyse des données

Une certaine variabilité dans la taille des spots ou leur itdepsut étre due a des
facteurs expérimentaux (perte d'échantillon au cours des ati®par mauvais transfert des
protéines de la premiére vers la deuxieme dimension, variatioenges tde coloration des
gels, etc.). Afin d'effectuer une comparaison fiable des talpoddance des protéines, il faut
pouvoir compenser ces variations indépendantes du contexte biologique. Rouuneel
normalisation est réalisée pour chaque expérience. Il existeypisnanieres de normaliser
les gels : par rapport a un groupe de spots dont on sait que |'intemsiarie pas, par rapport
a la densité totale du gel ou par rapport a I'ensemble des sfidés vide connaissant pas les
spots invariants, nous avons choisi de normaliser par rapport aux sjs.viah totalité des
informations de chaque spot détecté (surface, densité, quantitéggestipée sur le gel
"master”. Le logiciel peut alors mettre en évidence lesssgont l'intensité augmente ou
diminue d'un gel a l'autre selon un facteur déterminé. L'ensemblesddoonées peut étre

exporté sous forme de fichiers Excel pour étre analysé en détail.
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E.2.5 Identification des protéines par spectrométrie de masse

Les spots diintérét sont excisés des gels en utilisant un embaqipetee coupé
comme emporte piéce. Les spots excisés sont conservés a -20°@edanscrotubes.
L'identification d'un spot protéigue issu d'une analyse protéomique peupdier est facilitée
par le fait que le génome de ce modéle est entierement ségliersiélempreinte trypsique
de la protéine comparée a I'empreinte virtuelle contenue dammanesies de donnée peut

suffire a l'identification.

E.2.5.1 Digestion des protéines et extraction des peptides générés

Le fait de décolorer les spots avant de les digérer élimgnerédblemes dus aux restes
de colorant et améliore la détection ultérieure des signaux prpgdpar spectrométrie de
masse (Gharahdaghi &t, 1999). Suite a I'analyse des gels colorés au bleu de Coomassie, |
spots dont l'intensité est modulée sont excisés puis immergésl@ansl d’'une solution
bicarbonate d’ammonium 25 mM (NHHCGs), acétonitrile 5% (ACN). Aprés 30 min
d’agitation, la solution est éliminée. Les échantillons sont incubésid@ans 100ul d’'une
solution composée du mélange de bicarbonate d’ammonium 25 myIHRB:) et I’ACN
50%. Cette opération est répétée une seconde fois, la solution étant chaqueif@is.€lim

Les morceaux de gels sont alors déshydratés dans 200 pl d'’ACHOpomi(, sous
agitation). Apres élimination de la solution, les morceaux desget séchés sous vide
pendant 10 minutes (Speed-vac). Les échantillons peuvent étres stockés a — 20°C.

La digestion consiste a réhydrater les morceaux de gelum&solution de trypsine a 15
ng/ul dans du tampon NHCO; 25 mM. Les échantillons sont incubés une nuit ou 5h a

37°C. Les peptides sont extraits par 8 pl d’acétonitrile pur pendant 15 min a 37°C.
E.2.5.2 Analyse des échantillons par spectrométrie de masse MALDI-TOF
Les analyses des fragments trypsiques ont été effectuéspguaromeétrie de masse

MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - BnOf Flight (Perseptive
BioSystems, Farmingham, MA)la plate-forme protéomique de I'INRA de Theix (Clermont-
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Ferrand). Elle a été réalisée par le personnel techniquea de#ate-forme (Christophe
Chambon).

Cette technique, particulierement sensible, permet de mesunesise de peptides
présents dans un mélange a une concentration subpicomolaire. De ptes,agtne
calibration interne et dans certaines conditions d'analyse (mdedetn@i), une précision de
masse treés élevée (< 50 ppm) peut étre obtenue. Un tel nivgaéoion est indispensable a
l'utilisation de la spectrométrie de masse comme techniquaseréidentification de
protéines (Corthals atl., 2000). Cette technique est basée sur l'analyse de I'échantillon co-
cristallisé avec une matrice (acidecyano hydroxycinnamique) selon la préparation
"sandwich" décrite par Kussmannadt (1997). L'ensemble est bombardé par un rayon laser.
La matrice, en exces par rapport a I'échantillon, le protegeadéesions laser et isole les
molécules a analyser les unes des autres, prévenant la forrdatconglomérats. L'énergie
du laser est absorbée par les co-cristaux et provoque le passage en phasedgdaematrice
et de l'analyte (Yates, 1998). Il y a un mécanisme de tradsfg@rotons de la matrice vers les
peptides donnant des ions préférentiellement monochargé#l](M Les ions produits au
niveau de la source sont ensuite acceélérés par un champ électnifpren@ avec une
extraction retardée (200 ns) puis traversent un tube de vol, libr@ahepc ou ils volent
jusqu'a l'analyseur selon une vitesse inversement proportionnelle aut rappse sur charge
(les ions les plus chargés et les plus légers atteignedgtkcteur les premiers). Une
calibration interne est effectuée en utilisant les fragm#atgolyse de la trypsine ([W]" a
m/z 842,510, 1045,546 et 2211,104). L'analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF
permet ainsi d'obtenir une liste de masses des différaagménts de la protéine obtenus

apres la digestion trypsique.

E.2.5.3 Analyse des échantillons par spectrométrie de masse LC-MS/MS

Les analyses MS/MS ont été effectuées par Christophe Chamlzoplate-forme
protéomique de I'INRA de Theix (Clermont-Ferrand) avec un spectrende masse LC-
MS/MS (LC Packings, Amsterdam, The Netherlands). Elle aézlsée par le personnel
technique de la plate-forme.

L’information supplémentaire que I'on utilise dans cette méthotaresinformation
de masse directement liee a I'enchainement en acides amimp&ptide analysé. En mesure

MS/MS, Tlinformation est trés spécifique, on obtient “une empreig@Enétique,
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contrairement a I'empreinte MS obtenue en MALDI-TOF qui seligitale. Les ions formés
dans la source entrent dans le premier analyseur MS1 ¢FiQurParmi ces ions, un ion
précurseur est sélectionné (MS1 est utilisé comme filtrenslji Seuls les ions ayant le
rapport m/z sélectionné pourront sortir de MS1. lls vont alors red&es une cellule de
collision contenant des molécules de gaz neutres placées dans ubeectiarnollision. Les
collisions vont augmenter leur énergie interne de maniere a proviaqugrture de certaines
liaisons chimiques dans la molécule et ainsi fournir des ionsdfiist le rapport m/z sera
analysé dans l'analyseur MS2. L'analyse des fragments obtepestre MS/MS) permet de
déterminer des éléments de la séquence en acides aminés du(prptideal., 1986). Cette
séquence sera utilisée pour chercher a identifier la protéindedananques de données (Eng
etal., 1994).

E.2.5.4 Identification des protéines par recherche dans les banques de données

Dans la mesure ou le génome de peuplier est connu, I'analyse dessneasles
séquences des fragments trypsiques dans des banques de données protEgoesicries
est facilitée. Ainsi, les valeurs de masse mesurées etelquences obtenues sont comparées,
en utilisant les outils informatiques disponibles sur la plate-fg@ragomique de I'INRA de
Theix avec les valeurs calculées contenues dans les banqdesnges spécialisées. Cette
comparaison est associée a une valeur (ou « score ») fondée mombre de fragments
protéolytiqgues obtenus, dont les masses et les séquences peuvent coeesmmilds des
fragments protéolytigues des banques de données. Les meilleurs cooespondent aux
comparaisons les plus fiables. On peut ainsi caractériser ur@npraonnue grace a une
mesure de masses et/ou comparaison de séquences. L'ideatifdas peptides est réalisée

en utilisant le moteur de recherche MASCQiw{v.matrixsciences.cojndont une version

résidente est disponible a 'INRA de Theix. L'interrogationté &ffectuée sur une base de
données dont les spécificités sont détaillées dans I'article (voir page 76).

F. Etude de I'expression des genes par RT-PCR quantitative
L’expérience a pour objectif une étude cinétique de la transcripti@ertins genes

codant pour des protéines visualisées sur gel 2D et variant icatjagment apres

I'inclinaison.
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Afin d’étudier la régulation de ces génes et Vvérifier sleeal dépend du temps
d’inclinaison, I'expression de ces genes a été étudiée au cours dhétemue par PCR

quantitative.

F.1 Plan de I'expérience

Les peupliers sont inclinés de 35°. Les parties supérieures éieines de ces
peupliers ont été prélevées apres différents temps d’inclinaison a I'obsEiguge(12).
Le temps ¢ correspond au témoin droit, le tempscorrespond a 10 min d’inclinaison, les
temps i, t3, 1, t5, t5 €t & correspondent respectivement a 20 min, 30 min, 45 min, 1 h, 3 h, et a

6 h d’inclinaison.

Nous avons réalisé deux répétitions. Ainsi, pour chaque temps, évgrant des
tissus analysés a été fait sur deux plantes. Ceci nous pedmgtrendre en compte la

variabilité biologique dans le traitement des données.

s 35°
to t1 to t3 t4 ts ts tz

Figure 12 Schéma de I'expérience en cinétique. Le terpg®rrespond au témoin droit, les
temps i, t, t3, 4, t5, &, €t ¥ correspondent & 10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1h, 3h et a 6h

d’inclinaison.

F.2 La RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reactiom}itqtize, basée
sur la PCR classique, permet de suivre en temps réel I'évolutida deantité d'ADN
synthétisé au cours des cycles, grace a une sonde spécifiqeaald'igtérét couplée a un

fluorophore, le SyberGreen (Sigma;L8uis, Mo, USA), qui émet une forte fluorescence en

55






Partie 2 : Matériel et méthodes

se fixant sur les doubles brins d'ADN. Cette technigue possédntbge d'étre trés sensible,

spécifique et rapide.

F.2.2 Transcription inverse

Avant la transcription inverse les ARN totaux ont été traiés da DNase RNase free
RQ1 (Promega, Madison, WI, USA) et un inhibiteur de RNase (RN@#nUSA) suivant
les instructions du fournisseur afin d’éliminer les contaminations du#&DN génomique.
Ensuite, La transcription inverse a été réalisée sur 2 ug d'é&mRslivant les instructions du
Kit SuperScript Il RNase H reverse transcriptase (Inggrg Groningen, The Netherland).
Le mélange est composé de 2 pl du tampon de transcription inRFs&@0x), 1 pl de
SuperScript Il RT (200U/ul), 1ul de RNase OUT (40U/ul), dNTE® mM), Oligo (dT)o
(50 uM), MgCh (25 mM) et DTT (0.1 M) dans un volume totale de 20ul. La réaction se
déroule pendant 5 min a 65°C, 1 h 30 a 50°C, 10 min a 70°C et 20 min a 37°C.

F.2.3 PCR quantitative en temps réel

La PCR est réalisée sur les ADN complémentaires obtenusarbaxes spécifiques
pour les genes d'intéréts, ainsi que pour le géne codant la prités@male 18S qui sert de
référence, ont été dessinées grace a un outil disponible en I{Bnener3,
http://frodo.wi.mit.edu) et fabriquées par la société Eurogentec entec, Liege, Belgique).
Les séquences des amorces utilisées dans cette étude sont reportéeseeh annex

La réaction est réalisée grace a un i-Cycler (Bio-Rad laboratoieesulds, CA, USA)
sur des plaques de 96 puits dans lesquels 4 pul d’ADNCc (dilué au 1/24ppartra la solution
initiale d’ADNCc) de chaque échantillons sont déposés dans un geétamposé des amorces
(10 uM), de tampon réactionnel (PCR 10 X), de Md2b mM), de dNTPs (10 mM), 0.25 ul
de SyberGreen (solution diluée au 1/10 000), 0.12 pl d’enzyme Taq platinium DN
Polymerase (5U/ul) (Invitrogen, Groningen, The Netherland), etudén quantité suffisante
pour 25 pl. Les échantillons sont déposés au moins en triplicats tezhimgiépendants et
duplicats biologiques indépendants. Les fragments amplifiés lors BERa sont détectés
grace au SyberGreen ajouté dans le milieu réactionnel. La lectwardlderescence émise par
le SyberGreen se fait a la fin de chaque cycle d’élongatiolRR est effectuée selon le

programme suivant : dénaturation 95°C pour 4 min ; 40 cycles de dénaturatian 903G,
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hybridation 30 s a des temératures comprises entre 55 et 61°C eslenpériences, et
extension 30 s a 72°C. La quantification du changement relatif deauxivd’expression
d’ARNs a été calculé en utilisant la méthadeCt = (Ct, ciple — Ct, 185 ARNTemps x- (Ct, cible —
Ct, 18s ARNTemps 0@Prés normalisation avec le niveau d’expression des transciNRMel8S
(annexe 10) comme décrit par Livak et Schmittgen (2001).

G. Western blots

G.1 Migration et transfert

Quarante pg de protéines totales extraites des entre-nceud=uisfét supérieurs de
tige de peuplier témoin et inclinée de 35° durant 45 min et unaise, sont séparées sur
SDS-PAGE (12.5%). La migration est conduite a 50 mA durant 1 h, puis a 80 mA jusqu’a que
le bleu de Bromophénol sorte du gel. Les protéines sont ensuite réasstér membrane de
Nitrocellulose (Amersham Biosciences). Le transfert s’éfie@pendant 1 h a 100V et a 4°C
dans du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% mathpH 8.4), en
utilisant un systeme Mini-TransBlot transfert cell (Bio-Radnhsota St., San Francisco).
Apres transfert, les protéines sont colorées au rouge S-Romfi@ade vérifier que la
migration et le transfert des protéines sont corrects, puiseendans de l'eau distillée.
L’immunodétection est réalisée grace a un anticorps dirigé ctanpeotéine Trx hl et un
anticorps dirigé contre la protéine Trx h2, fourni par Nicolas Rouli@rersité Henry
Poincaré, (Nancy). L'anticorps primaire est détecté en utilisardnticorps anti-lapin (AP-
conjugated anti-rabbit, Bio-Rad), et I'anticorps secondaiaele kit ECL plus (Amersham

Bioscience).

G.2 Immunodétection

Apres lavage de la membrane de nitrocellulose 3 fois pendairt S3ans du tampon
TBS 1x (annexe 11), les sites aspécifiqgues sont saturés pendaimt d&ns du tampon TBS
1x et 0.2% Tween-20 sous légere agitation. Aprés 3 rincages de dansrdu TBS 1x, les
membranes sont incubées 2 h en présence de l'anticorps primairauiliéd000 dans du
tampon TBS 1x. Les membranes sont ensuite rincées 3 fois penaamtabl TBS 1x pour
éliminer I'excés d’anticorps primaire, puis saturées pentfamhin dans du tampon TBS 1x
et 0.2% Tween-20. Aprés saturation les membranes sont incubéesarc@rds I'anticorps

57






Partie 2 : Matériel et méthodes

secondaire anti-lgG de lapin couplé a la phosphatase alcaline dildé¢20800 dans du TBS
1x et BSA 1%. Apres 3 nouveaux ringages au TBS 1x, la révélastfiectue a I'aide du kit

ECL plus(Amersham Biosciences).

H. Immunolocalisation in situ

H.1 Saturation des sites non spécifiques

Les coupes d’environ 2 um d’épaisseur réalisées a partir du btéside (voir C.1.1)
a laide d’'un microtome (Reichert, Om U2) sont déposées dansalgwmlles en verre
contenant du PBS 1X (annexe 11), pendant 10 min a température ambésnteupes sont
alors incubées 15 min dans une solution PBS 1X + Triton X-100 0.1%, suivi dan &ans
une solution PBS 1X + Triton X-100 0.1% + Glycine 0.2 %, puis 10 min dansoluries
PBS 1X + Triton X-100 0.1% et enfin 45 min avec une solution PBS 1X + Triton X-100 0.1%
+ Tween 20 0.2 % + BSA 0.1 % + NGS (Normal Goat Serum) 5 %oké&durité) afin de

saturer les sites non spécifiques.

H.2 Réaction avec I'anticorps primaire

Les coupes sont incubées avec I'anticorps primaire dilué daas\pmh de saturation
précédent (PBS 1X + Triton X-100 0.1% + Tween 20 0.2 % + BSA 0.1 %$ Bl %) une
nuit a l'obscurité et a température ambiante. Elles sont enswiées 2 fois 20 min a
température ambiante avec une solution PBS 1X + Triton X-100 0.1224a$ 15 min a
température ambiante avec une solution TBS pH 8.2 (annexe 11 Xrit00 0.2% afin

d’éliminer I'anticorps en exces.
H.3 Saturation des sites non spécifiques
Les coupes sont incubées 45 min a I'obscurité et a températurantenbvec la

solution de saturation suivante : TBS pH 8.2 + Triton X-100 0.2% + Tween 20+0RSA
1% + NGS 5%.
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H.4 Dépbt de I'anticorps secondaire

Les coupes peuvent alors étre incubées avec l'anticorps secondapk @ la
phosphatase alcaline dilué au F20(Goat Anti-Rabbit, Sigma) pendant 2 h 30 min &
I'obscurité et a température ambiante. Elles sont ensuite |8vEss 20 min a température
ambiante avec une solution TBS pH 8.2 + Triton X-100 0.2%.

H.5 Réaction de coloration

Pour la révélation, le kit « Alkaline Phosphatase Conjugate Substrat(Bio-Rad) a été
utilise.

Les coupes sont incubées 10 min a température ambiante avepda t@enréveélation
1X (fourni dans le kit), puis dans un mélange contenant: 1 ml de solutienA® (color
reagent A = NBT), 1 ml de solution B (= AP color reagent BGIH et 10 ml de tampon 1X.
La réaction est arrétée par immersion des coupes 2 foisridans I'eau. Les coupes sont
ensuite récupérées, séchées et déposees entre lame ket tmelde I'Eukitt (Euromedex,

Mindelshein, France).
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Chapitre I

Coupes anatomiques
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Prélevement 45 min Prélevement 1 semaine

Coloration
Bleu de toluidine

Coloration
Safranine-bleu asti

Bois opposé

'FEOum ‘ ' SFOum

Figure 13: Coupes transversales des entre-nceuds inférieurs de peumierési de 35°

colorées au bleu de toluidine (A, B) ou par la safranine-bleu é8trd). Les coupes
effectuées sur les entre-nceuds inférieurs sont issues de peipimés de 35° durant 45
min (A, C) ou durant une semaine (B, D).

¢ : cambium, p : phloeme, x : xyleme, m : moélle
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A. Coupes anatomiques

A.1 Formation du bois de tension

Des coupes anatomiques longitudinales et transversales ontliétes2au niveau des
entre noeuds supérieurs et inférieurs des peupliers, apres 4bunsmsmaine d’inclinaison.
La présence du bois de tension a été mise en évidence au nivesniredaseuds inférieurs,
une semaine aprées l'inclinaison par une double coloration a lanis&frat au bleu-astra
(Figure 13D). Observé sous microscope, le bois de tension apgpzsaikairement en bleu, le
bois opposé apparait en rouge (Figure 13D). Aucun bois de tension n'a été& abez les
peupliers inclinés 45 min (Figure 13C). La coloration par le bletollédine des coupes
anatomiques transversales a permis d’observer que la moedldige est excentrée chez les
peupliers inclinés durant une semaine (Figure 13B), ce qui ne$t pas chez les peupliers
inclinés 45 min (Figure 13A). Aucun bois de tension n’est mis en évidmnceveau des
entre-nceuds supérieurs inclinés de 35° aprés 45 min ou une semairieaibioc! (Figure
14).

A.2 Mise en évidence des grains d’amidon

Des coupes anatomiques longitudinales et transversales, réalisee®au des entre
nceuds supérieurs et inférieurs des peupliers puis colorées (Hauidime 0.25% ou PAS)
montrent la présence de grains d’amidon dans le parenchyme situé det ilots de
sclérenchyme et dans quelques cellules au niveau de la zone @hioér(frigure 15 D, E, I,
J).

61



Partie 3 : Résultats Chapitre I : Coupes anatomiques

Prélevement 45 min Prélevement 1 semaine

Coloration /
Bleu de toluidin *

Coloration :
Safranine-bleu astra ~ °

Figure 14: Coupes transversales des entre-nceuds supérieurs de peupliees.inofis

coupes ont été colorées au bleu de toluidine (A, B) ou par la saftdainastra (C, D). Les
entre-nceuds supérieurs ont été prélevés sur des peupliers idelB&Sdurant 45 min (A, C)
ou une semaine (B, D).

¢ : cambium, p : phloeme, x : xyleme, m : moélle
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Figure 15 : Coupes transversales (A, B, D, F, G, 1) et longitudinales (C,, B) Hes entre-
nceuds supérieurs et inférieurs de peupliers. Les coupes ont étésaloréleu de toluidine
(A, F) ou par la technique PAS (Acide Periodique-Schiff) (BDCE, G, H, 1, J). Les images
D, E, I, J sont respectivement les agrandissements des zones indignugdss images B, C,
G, H. Les grains en rose foncé sont des grains d’amidon.

¢ : cambium, m : moélle, p : phloeéme, pc : parenchyme corticagcéerenchyme, x : xyléme
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Processus Biologique Nombre de génes
(Ratio induits/réprimés) Reprimes Induits
60 40 20 0 20 40 60
Energie ' I | | |

Lignification (0.1 30
Métabolisme des carbohydrates
Transport (0.5

Transport d’électron (1.6)

Expression des génes et des (1.0)
protéines 50
Métabolisme des acides aminés (2.0)

Cytosquelette (1.1)
Métabolisme des nucléotides
Réponse au stress (2.4)
Métabolisme des lipides
Métabolisme de I'azoté
Paroi cellulaire (4.8)
Croissance
Cycle cellulaire
Hypothétique (0.8) 34

Inconnus (2.2)

Figure 16 : Comparaison selon la classification fonctionnelle des gériestéd par une

stimulation gravitationnelle.
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A. Approche transcriptomique

L’analyse transcriptomique a été effectuée a I'INRA d’@nk& unité “Amélioration,

Génétique et Physiologie Forestieres".

A.1 Importance des répétitions des mesures

Pour chaque condition étudiée, des entre nceuds supérieurs et inféried@t® ont
prélevés sur deux plantes individuelles afin de tenir compte \dwikbilité biologique. Pour
chaque échantillon en effectuant 2 hybridations, 2 répétitions techniquéséoréalisées.
Nous ne présenterons pas les résultats obtenus a partir descentte-supérieurs car, les
deux répétitions biologiques donnent des résultats trop différents qubnhedenc pas

exploitables.

A.2 Identification des génes dont I'expression est affectée par la gravité

L’'analyse différentielle a été réalisée par la procédurapuce avec la méthode de

Bonferroni avec un risque de premiere espéece de 5%.

Au total, sur les 15 000 genes étudiés, 474 genes sont différentiellerpemhés.
Parmi ces 474 genes, 243 génes ont un log-ratio positif et 231 géneslogiratio négatif.
Pour essayer de mieux percevoir les phénomenes induits par lisafinaous avons classé
ces genes selon des groupes fonctionnels (figure 16). lls ont été dassdsy groupes basés
sur des catégories fonctionnelles en utilisant I'annotation « @eelogy » pourPopulus

trichocarpa (http://genome.jgi-psf.org/annotator/serviet/jgi.annotat{igure 17).

Nous avons noté que 171 et 176 genes respectivement induits et réprimeés lorsragdoncl
ont des fonctions connues ou potentielles (figure 16). Soixante six gérgks identifiés

correspondent respectivement a des protéines inconnues et hypothétiqued jigure

Parmi les genes impligués dans la lignification, seulement 4ssomxprimeés tandis
que 30 montrent une diminution de I'accumulation de transcrits (figureDle maniere
plus globale, la figure 16 montre une sous-expression des génesuigspldans la
lignification, I'énergie, le métabolisme des carbohydrates, et lepanst une sur-
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Inconnus : Métabolisme de
Energe  Lignification  carbohydrates
14% 20 Y
0 7% 4%
Hypothétiques

Cycle celulaird3% Trag)iport
0.4%
Transport d'électron
Croissance 3%

0.4% . \
Expression des génes

Paroi celulaire protéines
12% 22%
Métabolisme de l'azote Métabolisme des acid
o -
,0'4/9 - Cytosquelette amnes
Métabolisme des lipide , i 6% 5%
0.9% Métabolisme de 0

Réponse au stresswcléotides
4% 0.4%

Figure 17 : Répartition en classes des catégories fonctionnelles des dmmd&Expression

est affectée par la gravité.

66



Partie 3 : Résultats Chapitre 11 : Aproche transcriptomique

expression des genes impliqués dans la biosynthése de la paraireglle métabolisme des

acides aminés et la réponse au stress.

Parmi les génes différentiellement exprimés, certains smpliqués dans des
fonctions biologiques tres importantes telles que la biosynthese cdludose (cellulose
synthase), la biosynthese de la lignine (phénylalanine amorsie;lgaadénosylméthionine
décarboxylase, cinnamyl alcool dehydrogénase, caffeic acid 3-din@nsférase, caffeoyl-
CoA O-méthyltransférase, et glyceraldehyde 3-phosphate deféydrse), métabolisme des
sucres (dTDP-glucose 4-6-dehydratase, UDP-glucose 4-epiméraskgcine g
hydroxymeéthyltransférase, phosphoglucomutase, et glycoside hg@kola paroi cellulaire
(Arabinogalactan, glycosyl transférase). Parmi les genefrdgion connue, nous avons
identifié 48 (14%) de type Arabinogalactane (AGPs). Ces ipegésont toutes sur-
exprimées. On sait que ces genes sont plus exprimés dans lershisque dans le bois
opposé (Déjardin etal., 2004). L'expression différentielle de certains de ces genes
(PopFLA7, 4, 5, 15) a été confirmée par RT-PCR quantitative (figure 18).

Certains genes différentiellement exprimés sont connus pour détmportants
médiateurs de la transduction du signal et pour étre impliqués dargranue variété de
processus physiologiques tels que la défense et la réponse asx estv&ronnementaux
(Calmoduline, GTPase activating protein, G-protein, MAPK, Disaasétance protein,

Annexine, et Déhydrine Dhn1).

Neuf genes ont été classés dans la catégorie métabolismarericorrespondent a
des protéines HATP synthase et FOF1 ATP synthase.

Une autre voie métabolique fortement affectée par la gravitécelle de la
biosynthese des protéines. Nous avons identifié 18 genes appartereitd woie et qui
correspondent a des protéines 60S ribosomale L11, 60S ribosomale L44bd@isnele
L26, 60S ribosomale L36, et 60S ribosomal L37. De nombreuses autresnéamliques
différentes sont affectées par la gravité. En effet, lessgées protéines impliquées dans le
meétabolisme des acides aminés, des nucléotides et des lipideaffscids par la gravite.
Nous avons identifié 24 génes appartenant au métabolisme desasgidés, correspondent
a des protéines de méthionine synthase Il, 3-phosphoshikimate Xycanytiransferase,
Vitamin-B12-independent methionine synthase, U4/U6-associated splictog P&tP4,
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w
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o
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=
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|

Niveau d’expression relatif 24"

PopFLA7 PopFLA4 PopFLA5 PopFLA15

Figure 18 Profils d’expression relative obtenus par RT-PCR quantitativgéess PopFLA
7, 4, 5, et 15. Les ARN totaux sont extraits des entre-noeuds inféaptgs 45 min
d’inclinaison. L’expression des genes a été normalisée avec laimiggression des genes
références ARN 18S. Le niveau d’expression du peuplier témoin non irecl&té pris
comme condition de référence dans le calcul pour déterminer launivEd » d’expression

des génes. Nous avons réalisé 2 répétitions. Les barres wesrtindiquent les erreurs
standards de 3 répétitions techniques.
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tatricopeptide (PPR), Predicted aminopeptidase M17, et Asparggipiilases. Deux génes
identifiés dans le métabolisme des nucléotides correspondent atdémerArmadillo/beta-
Catenin/plakoglobin et un seul gene identifié dans le métabolismpides correspond a la

a la protéine protéase aspartyle.

Pour la catégorie “expression des géenes et des protéines” nousréwerierié 103
génes dont I'expression est modifiée par l'inclinaison. Un grand reoif@3) de ces génes
code pour unfgutative translation initiation factogelF)."

Dans la catégorie cytosquelette, I'expression de 10 et 4 genasit cedpectivement
pour uneo-tubuline et une B-tubuline est modifiée par 'inclinaison. De plustue g’'actine
et 13 génes codant pour des profilines sont aussi différenteltelexprimés lors de

I'inclinaison.

Finalement, nous avons identifié 42 genes différentiellement expim&Eyenant
dans le transport, dont 16 codant pour des aquaporines impliqués dans le transport de I'eau.

L’'analyse transcriptomigue montre que d’autres catégories de génes sotdteasfaussi par
la gravité. Par exemple, les genes des protéines impliqguées dans la cepisseyaie

cellulaire et le métabolisme de I'azote (figure 16).
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Analyse du protéome des régions apicale et basale de tiges de peuplier deasma une

stimulation gravitationnelle

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires d@dmseé gravitropique
chez le peuplier, nous avons mis en place une expérience sur despgkums de peuplier
inclinés ou non de 35° par rapport a I'axe vertical. Nous avons cheratentfier les
régulations précoces (45 min) ou plus tardives (une semaine) emisglace en réponse a
l'inclinaison, et ceci dans les zones en croissance prim&igio( apicale) et les zones en

croissance secondaire (région basale) de la tige par une analyse protéomique.

Au cours de l'application du stress, le profil protéique de peupleiué
considérablement. Les variations qualitatives et quantitativespt#s colorés au nitrate
d’argent ont été analysées. Les gels des conditions non inclinésin$g ont été utilisés

comme référence dans I'analyse d'image.

Nous avons réalisé une analyse statistique tigsident au seuil 5%) sur 3 répétitions
de chaque échantillon, afin d’identifier les spots dont I'accumulatiaih fgnificativement
affectée par le stress. L'analyse a porté sur 285 spots po@ntee-nceuds supérieurs et
inférieurs des tiges inclinées 45 minutes et 336 spots pour lesneatids supérieurs et

inférieurs des tiges inclinées une semaine.

Apres coloration par le bleu de coomassie, les spots differemeiterégulés par
l'inclinaison ont été prélevés et analysés par spectrométmeadee. Soixante protéines ont
éteé identifiées.

Les analyses montrent que la plupart de ces protéines sont sédifféeemment dans les

entre-noeuds supérieurs et inférieurs des tiges inclinées.

Le détail de ces expériences ainsi que la discussion demtgsoint présentés dans le

manuscrit soumis a Physiologia plantarum est accepté pour publication.
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Abstract

Gravity is a constant force guiding the direction of plant growth. In young poplar stem,
reorientation of the apical region is mainly obtained by differential growth of elongating
primary tissues. At the base, where elongation is achieved but where the cambium is active,
reorientation is due to asymmetrical formation of reaction wood. After 45 min of
gravistimulation, the stem showed no reorientation, but one week later, reaction wood was
observed at the base of the stem. To determine the molecular mechanisms taking place at
the top and base of the stem, after 45 min or one week of inclination, the changes induced in
protein accumulation were studied by 2D-PAGE and quantitatively analyzed using image
analysis software. Around 300 protein spots were reproducibly detected and analyzed. Forty
percent of these proteins showed significant changes after inclination. Mass spectrometry
analysis of 135 spots led to the identification of 60 proteins involved in a wide range of
activities and metabolisms. Very different patterns of protein expression were obtained
according to conditions tested, highlighting the complexity of gravitropic responses. Our
results suggest that primary and secondary tissues present specific mechanisms to sense

reorientation and to respond to inclination. Some selected proteins are discussed.

Abbreviations

EFla , elongation factor 1-alpha ; NDPK , Nucleoside diphosphate kinase ; OEE , Oxygen
Evolving Enhancer ; PCBER , Phenylcoumaran benzylic ether reductase ; ROS , Reactive
oxygen species; SAM , S-adenosylmethionine synthase ; SOD , Superoxide dismutase ;

TCTP : translationally controlled tumour protein.

72






Partie 3 : Résultats Chapitre 111 : Proteome analysis of poplar stems

Introduction

Gravity governs the organization and function of all life in the biosphere. In particular, gravity
strongly influences the growth of plant organs, roots and shoots in order to ensure their
correct orientation in space (Barlow 1995). In response to a gravity-derived stimulus caused
by a change from the normal position, plant reaction will result in a bending moment which
counterbalances the inclination imposed (Firn and Digby 1985). Two different motors enable
axis curvature: (1) in zones of primary elongation growth, reorientation is obtained by
differential growth, preferentially stimulated on one side of the organ (Cosgrove 1997); (2) in
zones with an active cambium assuring radial growth, reorientation occurs by differential
maturation between the two sides of the stem. In woody stems, in response to mechanical
stress, asymmetrical formation of reaction wood by the cambium helps to position newly
formed parts of the plant. The structure and chemical composition of reaction wood differ
from those of normal wood (Fournier et al. 1994).

The way the gravitational force as an abiotic signal is translated into gravity-dependent
phenomena and how this force generates plant structures maintaining adaptive strategies
for survival are not clearly understood (Schnabl et al. 2002). It is widely accepted that one of
the primary events in gravity sensing in higher plants involves the displacement or settling of
dense starch-containing amyloplasts, which can occur in seconds to minutes depending on
the plant tissue (Blancaflor and Masson 2003). The columella cells of the root cap and the
endodermall cells surrounding the vascular tissue in plant shoots contain sedimented
amyloplasts. How the displacement of amyloplasts might trigger a signalling cascade is still
a matter of debate (Perera et al. 2006). Several different second messengers and proteins
have been suggested to be involved in signal transduction of gravitropism (Chang et al.
2003, Perera et al. 2006). In addition, the gravistimulus must be transferred from the sensing
cells to the responding cells. Recent studies have provided molecular evidence supporting
the Cholodny-Went hypothesis (Cholodny 1927, Went 1933) which suggests that auxin is
transported laterally and accumulates on the lower side of graviresponding tissue. Several
possible events leading to differential auxin distribution within the sensing cells have been
suggested recently (Morita and Tasaka 2004, Harrison and Masson 2008).

To date, only a few studies have reported differential gene expression profiles induced by
gravity in herbaceous species (Moseyko et al. 2002, Centis-Aubay et al. 2003, Kimbrough et
al. 2004). The results recently obtained in the field of genomics on reaction wood have been
reviewed (Andersson-Gunneras et al. 2006). Since it is well documented that regulation of

cellular events can be determined by proteins with no apparent change in mRNA steady
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state levels, proteomic analysis should provide important information. The first proteomic
analysis on gravitropism was conducted on Arabidopsis root (Kamada et al. 2005).

In this report, we present studies on proteins isolated from young poplar stem after
inclination. To our knowledge, this approach is the first conducted on woody angiosperm
species, which develop reaction wood known as tension wood showing specific structure,
chemical composition and kinetics of formation (Fournier et al. 1994, Coutand et al. 2007).
We chose to analyze two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE)
patterns of proteins extracted from the top and the base of the stem, in order to check if
regulatory mechanisms differ between zones showing preponderant primary elongation
growth and radial growth respectively. To appreciate early and late changes, protein
expression was monitored at 45 min and one week after inclination, corresponding
respectively to early stress perception before reorientation of the axis and to reaction wood

formation.

Materials and methods

Plant materials and culture conditions

Hybrid poplar (Populus tremula x Populus alba), clone INRA n°717-1-B4 was obtained from
Dr. G. Pilate (INRA Orléans, France). This plant material was multiplied clonally in vitro on
Murashige and Skoog medium (Murashige and Skoog, 1962). After vegetative multiplication,
the deep-rooted micro-plantations were acclimatized in hydropony (Herbette et al. 2004) and
then kept in a controlled environment growth chamber (16h photoperiod at 60 pmols.m?.s™,
22TC/18<T (day/night) and 70% of relative humidity) . At the 14 internodes stage, the poplars
showing straight stems were transferred on a new device that can tilt them in a controlled

manner. Mineral solution and growth chamber environment were not modified.

Inclination of the stems

After one week on the device in a straight position, poplars showing 20 developed
internodes were inclined at 35° from the vertical a xis for 45 min. This angle value caused
gravitropic response of the stems without initiation of secondary branching (data not shown).
Plants were inclined 1h before light in order to avoid phototropism for the 45 min treatment
as far as possible. Some of the plants were kept inclined for one week. At the end of the
week, the plants had 26 developed internodes. Starting from the base, internodes 1 to 5
(showing preponderant secondary growth), 13 to 20 (for the 45 min condition — zone of
preponderant primary growth) and 19 to 26 (for the one week condition — zone of
preponderant primary growth) were harvested from inclined and non inclined plants, frozen

in liquid nitrogen and stored at -80C until protein extraction.
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Protein extraction and 2-D-PAGE

For each treatment (45 min and one week), five stems were tilted and 5 stems were used as
controls with two sets of plants. For each condition (inclined / control — 45 min / 1 week), the
internodes from the two biological replicates were pooled and ground in liquid nitrogen.
Three replicate protein preparations were isolated from each sample. The fine powder was
suspended in ice-cold 20% w/v TCA in acetone containing 0.07% v/v B-mercaptoethanol,
incubated at -20C for 1 h and centrifuged for 15 min at 13 000 rpm. The pellets were
suspended in 0.07% v/v B-mercaptoethanol in acetone, incubated at -20C for 1 h and
centrifuged for 15 min at 13 000 rpm. The pellets were dried under vacuum, then solubilized
in preparation buffer (7 M urea , 2 M thiourea, 50 mM DTT, 4% w/v CHAPS, 1% v/v pH 4-7
IPG buffer, 0.4% (v/v) Triton X 100) for 1 h at room temperature. This was followed by
centrifugation for 15 min at 12 000 rpm to remove unsolubilized materials. Protein
concentration was determined using the Bradford assay (Ramagli and Rodriguez 1985)
using bovine serum albumin as standard.

For 2-DE, 100 pg and 200 ug of proteins were loaded onto analytical and preparative gels,
respectively. For IEF, pH 4-7 IPG strips (11 cm, linear) were used according to the
manufacturer’s recommendations (Bio-Rad). The IPG strips were hydrated overnight with
samples containing 100 ug of proteins in preparation buffer and traces of bromophenol blue.
Proteins were subjected to isoelectric focusing (PROTEAN IEF Cell, Bio-Rad) for a total of
35 000 V.hrs. Prior to the second dimension, the IPG strips were incubated twice for 15 min
in an equilibration buffer (6 M urea, 30% v/v glycerol, 2% SDS, 0.002% bromophenol blue, in
100 mM Tris-HCI buffer, pH 8.8) containing 2% DTT as the first step, then replaced by 4%
iodoacetamide as the second step. SDS-PAGE was performed with 12% gels using the
buffer system of Laemmli (1970). The gels were run at 20 mA per gel for the first 30 min and
then at 40 mA. The protein spots in analytical gels were visualized by silver staining (Blum et
al. 1987). Preparative gels were stained with CBB G-250 (Lauriere et al. 1996).

Image and data analyses

The silver stained gels were scanned using a densitometer GS-800 (Bio-Rad). The wizard
detection method proposed by the PDQuest 7.0.1 software (Bio-Rad) was used to detect the
spots. The gels were automatically matched in order to attribute a common spot identity for
the same spots derived from different images. Manual editing was carried out. The PDQuest
software was used to construct a master gel (Fig. 3). For each sample, when a protein was
detected in all the replicates, this protein was automatically added to the master gel. Spot
abundance was normalized as a relative volume to compensate for differences in sample

loading and gel staining, using the PDQuest software. The spots whose quantity varied
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significantly after inclination were numbered (Marengo et al. 2005). Three gels using
independent protein preparations were analysed for each condition. Statistical analyses

were performed using the student’s t-test (p< 0.05).

Protein identification by MALDI-TOF analysis

In CBB-stained gels, we looked for spots whose quantity varied significantly from control to
treated silver-stained gels. Protein spots from preparative CBB-stained gels were manually
excised using pipette tips. The spots where then destained with 100 pL of 25 mM NH,HCO;
and 5% v/v acetonitrile for 30 min, followed by 100 pL of 25 mM NH4HCO; and 50% v/v
acetonitrile and then dehydrated in acetonitrile. Gel spots were completely dried using a
Speed Vac before trypsin digestion at 37C over 5 h with 3 volumes of trypsin (10 ng/uL;
V5111, Promega, Madison, WI).

For matrix-assisted laser desorption/ionization—time of flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry analysis, 1 pL of supernatant was loaded directly onto the MALDI target. The
matrix solution (5 mg/mL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% acetonitrile, 0.1%
trifluoro-acetic acid) was immediately added and allowed to dry at room temperature.
Peptide masses were determined in positive-ion reflector mode in a Voyager DE-Pro model
MALDI-TOF mass spectrometer (PerSeptive BioSystems, Framingham, MA). External
calibration was performed with a standard peptide solution (Proteomix, LaserBio Labs,
Sophia-Antipolis, France). Internal calibration was performed using peptides resulting from
auto-digestion of porcine trypsin, with protonated masses of 842.509, 1045.564, and
2211.104 Da.

Peptides mass fingerprints (PMF) were compared with specific Populus EST database
(Populus trichocarpa v1.0, downloaded from http://genome.jgi-
psf.org/Poptrl 1/Poptrl 1.home.html, containing 45555 entries) by using MASCOT v. 2.1

program [http://www.matrixscience.com).

Database searches were made using the following criteria: 1 missing trypsin cleavage site,
partial methionine oxidation, partial carbamidomethylation of cysteine, and mass deviation

lower than 30 ppm

Protein identification by LC-ion trap MS/MS analysi s

HPLC was performed with an ultimate LC system combined with Famos autosample and
Switchos 1l microcolumn switching for pre-concentration (LC Packings, Amsterdam, The
Netherlands). The samples were loaded on a PEPMAP C18 column, 5 um, 75 um ID, 15 cm
(LC Packings) using a pre-concentration step in a micro pre-column cartridge (300 um ID, 1
mm). Six pL of the sample were loaded on the pre-column at 30 pL /min. After 3 min, the

pre-column was connected with the separating column and the gradient was started at 200
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nL /min. The buffers were 5% acetonitrile in water with 0.5% HCOOH (A) and 95%
acetonitrile in water with 0.5% HCOOH (B). A linear gradient from 10 to 90% B for 45 min
was applied. For ion trap MS, a LCQ deca with a nano electrospray interface
(Thermofinnigan, Les Ulis, France) was used. lonization (2 kV ionization potential) was
performed with a liquid junction and a non-coated capillary probe (New Objective,
Cambridge, MA, USA). Peptide ions were analyzed by the data-dependent “triple play”
method: (i) full MS scan (m/z 400-1800), (ii) zoomscan (scan of the major ion with higher
resolution), (iii) MS/MS of this ion. Identification of peptides was performed with SEQUEST
or MASCOT, using the query settings “partial methionine oxidation and partial
carbamidomethylation of cysteine” and “mass deviation lower than 1,5 Da and 0,8 Da for
ions parents and fragments respectively”, within Populus EST database [http://genome.jgi-
psf.org].

The candidate database peptide with the highest score was retained if the following
identification criteria were met: Xcorr (SEQUEST) of at least 2.0, 2.2 and 3.5 for singly,
doubly and triply charged peptides respectively or probability based Mowse score
(MASCOT) significant (p<0.05). This was confirmed by peptide manual validation after
meeting the following criteria: (i) MS/MS spectrum was of good quality with fragment ions
clearly above baseline noise, (ii) continuity to b or y ion series, (iii) N-terminal to proline y
ions were intensive ions. This process allowed satisfactory peptide identification, so that
when 2 or more valid peptides were obtained for one protein, the protein could be identified.
When only one valid peptide was obtained, the protein was identified only if analysis of the
sequence tag by PepNovo [http://proteomics.bioprojects.org/Software/PepNovo.html] gave
the same protein (Waridel et al. 2007).

Histochemical analysis

Stem portions were fixed in a solution containing 3.7% v/v formaldehyde, 5% v/v acetic acid,
50% v/v ethanol, for 4 h at 4C. The samples were t hen dehydrated and gradually infiltrated
with medium grade L.R. White resin (Sigma Aldrich) with solutions of 25:75, 50:50, 75:25
(v/v) L.R. White resin: ethanol for 1 h each. Infiltration was completed in 100% L.R. White
resin overnight at 4C. The samples were then place d in gelatine embedding capsules, filled
with fresh resin and heat polymerized at 55 for at least 15 h, before semi-thin sectioning.
The Periodic acid/ Schiff (PAS) reaction was used to detect starch and polysaccharides
(Jensen 1962). Stained sections were dried, mounted in Eukitt and examined under Zeiss
Axioplan 2 microscope. Data were recorded using a digital camera (AxioCam HR, Zeiss)
with the AxioVision digital imaging software. In order to visualize the reaction wood which

was generated by stem inclination, semi-thin sections were stained with astra blue and
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safranine (Sigma). Astra blue stained tissues composed of pure cellulose, such as G fibers,

while safranine stained lignins red. Observations were made as described above.

Recording of tree shape and curvature analysis

The shape of the inclined poplar tree was recorded immediately after inclination and 45 min,
1, 3, 5 and 7 days after inclination using a fine metallic strand to make a replica of the stem
onto a sheet of paper. After scanning, the tree shape was digitized using ImageJ software

version 1.38 (http://rsb.info.nih.gov/ij/). The field of curvature of each tree shape was

computed using digitalized data (Coutand et al. 2007).

Results

Histochemical analyses of stem sections

In order to characterize the plant material used for proteomic studies, microscopical
observations were made of stem sections from internodes 4 (basal part) and internodes 15
and 21 of stem inclined 45 min and one week respectively. Cross and longitudinal sections
clearly showed the presence of starch grains only in parenchymatic cells localized in the
cortex close to sclerenchyma. These amyloplasts sedimented onto the lower face of the
cells (Fig. 1A, B). Dual staining with safranine and astra blue showed tension wood in the
basal region of stems inclined for one week. This tension wood was limited to the upper face
of the stem (Fig. 1C, D). On the lower face, the opposite wood fibers were produced at a
slower rate, causing a pith eccentricity. No tension wood was observed in the top internodes

even when the stem was inclined for as long as one week (data not shown).

Kinematics of the gravitropic response

A typical example of the changes of stem shape over time is given in Figure 2A.
Reorientation became clearly visible in the stem apical region after inclination for 24 h. The
top region nearly reached the vertical position one week after inclination. The gravitropic
response was quantified using curvature fields (Fig. 2B) since this method makes it possible
to visualize phases of the righting process (Coutand et al. 2007). The basal part of stems
showed no significant deformation when inclined for 45 min or for one week. After 45 min
inclination, the top part used for protein extraction bent slightly downward. When observed
over one week, a change in curvature occurred in the apical region of the stem (Fig. 2A).
Curvature first increased and progressed toward the base, but then it decreased to zero
giving decurving of the trunk. The apical region used for extraction (one week of inclination)

had nearly reached the vertical, and was in the autotropic phase (Coutand et al. 2007).
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Overall changes in protein pattern

Using silver or CBB staining, 2D-PAGE patterns were revealed in a pl range between 4 and
7. More than 1300 protein spots were initially detected in each silver stained gel using Bio
Rad PDQuest software. From this analysis, we generated two distinct master gels for 45 min
and one week of inclination respectively. After manual editing, 285 and 336 distinct spots
were monitored for the 45 min and one week conditions, respectively, of which about 40%

were seen to undergo significant changes (Table 1 and Fig. 3).

Identification of differentially expressed proteins

All the spots, revealed by CBB staining, that were clearly distinct and differentially expressed
were analyzed by mass spectrometry. Among the 135 spots analyzed, there were no clear
data for 56 spots, and no matches (no hits) were found in databases for 19 other spots,
while 60 spots were successfully identified; either by PMF or MS/MS analysis. The database
search results are given in Table 2. The identified proteins were classified into functional
categories using Gene Ontology annotations for Populus trichocarpa available at the Joint

genome Institute [http://genome.jgi-psf.org/], and manual curation (Table 2). Some of these

identified proteins were annotated either as unknown and hypothetical proteins or as
proteins without specific function in the database. The relative distribution of identified
proteins associated with these categories is presented in Figure 4. When an identified spot
was differentially expressed before and after inclination (p<0.05), it is mentioned by an arrow
in Table 2. The arrowhead pointing downwards or upwards indicates a decrease or an
increase of the normalized quantity of the spot after inclination respectively. Supplementary

data related to this table are also available.

Modifications of protein expression after 45 min of gravitational stimulation

Few identified spots showed qualitative changes. The SEC14 protein (spot 6), was not
detected at the basal region of the stem, either in the control or in the inclined plant. SEC13
(spot 8202) and Elongation Factor 1 alpha subunit (EF1a — spot 2108) were not detected at
the basal part of the stem after inclination. These proteins are indicated as decreasing at the
base of the stem in Figure 5.

At the top and the basal regions of the stem, similar patterns of expression (i.e. increase or
decrease after inclination) were observed for an unclassified protein (spot 7 noted as RNA
recognition motif containing protein) which decreased, and for an isoform of ATP synthase
(spot 51) which increased. Some proteins showed opposite patterns of expression between
the top and the basal part of the stem after inclination. The expression of three proteins was

increased by inclination at the top of the stem, and decreased at the base (Oxygen Evolving
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Enhancer protein 2 (OEE2 — spot 7003), a translationally controlled tumor protein homolog
(TCTP — spot 16) and EFla (spot 2108). In contrast, the Oxygen Evolving Enhancer protein
1 (OEE1 - spot 3108) was decreased at the top and increased at the base of the inclined
stem. Most proteins showed a modification of expression after inclination only in one part of
the stem. Figure 5 is a synthetic representation of the modifications of expression pattern

for the proteins identified.

Modifications of protein expression in stems inclin ed for one week

Similar patterns of expression were observed between the top and the basal stem for three
spots. A chaperonin 60 beta like protein (spot 55) was up-regulated while a nucleosome
assembly protein (spot 9) and tubulin alpha chain (spot 50) were down-regulated after
inclination. Opposite patterns of expression between the top and the base were found for
two spots (OEE1 spots 1 and 3108). As observed for the 45 min condition, most proteins
identified were significantly differentially expressed after one week of inclination, either at the

top or in the basal part of the stem (Fig. 6).

Discussion

Intracellular and intercellular events occurring in the stem after gravitropic stimulation are not
well understood, especially in woody species. We undertook a global approach concerning
modifications in protein expression in whole internodes, as a parallel to studies already
made for herbaceous species (Moseyko et al. 2002, Centis-Aubay et al. 2003). We did not
separate the upper side from the lower side of the organ since the entire section probably
participates as a whole in perception of inclination. The young poplar stems used in our
experiments showed amyloplasts only in parenchymatic cells from the cortex and not in the
xylem. Since these cells could be the “sensing cells” of the gravistimulus and since young
stems still display not fully differentiated tissues which are difficult to isolate, we chose to
work with whole internodes instead of separating xylem from the other tissues. Young poplar
stems show a preponderant primary growth in the top internodes and differential cambium
activity in the basal internodes after inclination with some tension wood formed after one
week. In addition, curvature fields which help the visualization of the righting process show
that the apical part was largely modified between 45 min and one week of stimulation. Both
series of observations highlighted different cytological and mechanical states of the stem
between the conditions tested i.e. at the top and basal parts after 45 min or one week of
inclination.

Based on these observations, it can be suggested that each part of the plant senses and

responds differently to inclination. Signalling cascades leading to stem reorientation may be
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different in primary or secondary tissues. Informative molecules possibly circulate through
the plant to give a coordinated response to the stimulus. We chose to analyze modified
protein expression both in the apical and basal regions of the stem to obtain an integrative
understanding of the plant response to the stimulus. Sixty protein spots representing a large
range of functional categories involved in multiple metabolisms, regulation and signal
pathways were successfully identified. The patterns of protein expression differed between
the conditions tested (apical, basal regions, 45 min and one week of inclination), underlining
the importance of physical state and developmental stage of the organ in gravitropic
responses.

Interestingly, the energetic pathway seems to be affected by gravitational stimulation. After
45 min of inclination, among the few proteins that were up-regulated both at the top and the
base of the stem, we have found three spots corresponding to mitochondrial ATP synthase
beta chain. This observation could be related to a possible high energy and metabolic
activity demand for straightening of the stem. Similarly, genes coding for subunits of ATP
synthase increased in their transcript abundance following gravitational stimulation of
Arabidopsis root (Kimbrough et al. 2004). Alternatively to the energetic hypothesis, it has
been postulated that the up-regulation of ATP synthase might be a response related to the
detrimental effect caused by an oxidative stress in the synthesis of ATP, because ATP
synthase catalyzes key phosphorylation reactions associated with aerobic catabolism
(Requejo and Tena 2005). These last years, the involvement of oxidative burst plant defence
genes in the gravitropic response has been evoked (Joo et al. 2001, Moseyko et al. 2002).
The implication of ROS (Reactive Oxygen Species) in response to 45 min of inclination is
consistent with the fact that we observed a down-regulation of the cytosolic CuZn
Superoxide Dismutase (CuZn SOD) at the top of the stem. SOD has been shown elsewhere
to be down-regulated by various oxidative stresses (Sweetlove et al. 2002). Furthermore,
after 45 min of gravistimulation, at the top of the stem, the increase observed in
accumulation of the large subunit of RUBISCO, showing a low experimental mass compared
to the theoretical protein mass, could indicate greater rates of protein degradation. There is
evidence that large RUBISCO subunits can be cleaved by ROS generated at the metal-
binding site (Luo et al. 2002). In addition, down-regulation of a chlorophyll A-B binding
protein and of the nuclear encoded protein OEE1 (Oxygen Evolving Enhancer protein 1
which is bound to photosystem II) might also be interpreted as a response to oxidative stress
caused by inclination. It has been shown that deviation from regular redox homeostasis can
be sensed in chloroplasts and that specific chloroplast signals control nuclear gene
expression (for review see Baier and Dietz 2005). The decrease in OEEL and in chlorophyll

A-B binding protein could be a consequence of such signalling and thus would impair
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oxygen evolving activity and photosystem Il stability (Sugihara et al. 2000). In turn, this could
avoid the absorption of an excess of light energy in already oxidant conditions.

Of interest too is the up-regulation of actin at the top of the stem after 45 min inclination.
Although an intact actin microfilament network does not seem to be required for
gravisensing in stems (Yamamoto and Kiss 2002), recent studies showed the importance of
cell wall-plasma membrane-cytoskeleton structural continuum, and essentially of actin
microfilaments, for a proper functioning of plant cells (Wojtaszek et al. 2007). The putative
displacement of amyloplasts found along the young poplar stem may modify this continuum,
and trigger signalling cascades (Perera et al. 2006). Our proteomic data do not show directly
the implication of microtubules in the top part of the inclined stem. However, at the top of
inclined stem after 45 min, the regulation of proteins such as the translationally controlled
tumour protein (TCTP) and elongation factor 1-alpha (EFla) could be related to these
elements. TCTP is a highly conserved protein expressed in all eukaryotic organisms, defined
as a cytoplasmic Ca*- and microtubule binding protein (Durso and Cyr 1994). Regarding
EFla, it is worth noting that it was also up-regulated by gravitational stimulation in
Arabidopsis roots (Kamada et al. 2005). Aside from its role in protein synthesis, EFla was
proposed to be involved in lateral association with microtubules within higher plant cells. A
Ca?'/calmoduline pathway was shown to be involved in this association (Durso and Cyr
1994). Although still controversial, Ca?* has already been proposed to link gravity sensing to
differential growth response (Plieth and Trewavas, 2002; Morita and Tasaka, 2004). In our
study we found that calreticulin, a Golgi and ER localized Ca?**-storage protein (Pagny et al.
2000), was down-regulated in inclined stems. It suggests that modulation of calcium-
signalling does occur. Inositol 1,4,5-triphosphate might also be involved in gravity sensing
(Perera et al. 2006). In agreement with this hypothesis, we observed in our experiments that
SEC14, a protein showing homologies with a prokaryotic Phosphatidyl-Inositol transfer
protein (SEC14p) was down-regulated after inclination. SEC14p orthologs have been
identified in eukaryotes where they do function as phosphoinositide signalling intermediates
(Routt and Bankaitis 2004).

At 45 min of gravistimulation, four proteins (namely OEE1, OEE2, EFla and TCTP) of the 11
found differentially expressed at the base of the stem show opposite patterns of regulation
(highlighted proteins). This suggests that these proteins are involved in the same signalling
pathways. The opposite patterns of expression could be due to differences of deformation
between the top and the base of the stem. After inclination, the top bent downward whereas
the basal part exhibited almost no curvature. In addition, the apical region showed a
preponderant primary growth, while the basal region showed a preponderant secondary

growth. Both the different mechanical state and the different type of growth of these two
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regions might induce opposite patterns of regulation. Further studies are necessary to
sustain this hypothesis, such as the cellular localization of these proteins.

In contrast to the situation observed in the apical region at 45 min, at the base we found two
proteins which could be involved in wood development. Phenylcoumaran benzylic ether
reductase (PCBER), an enzyme involved in lignan synthesis, was up-regulated. PCBER has
been shown to be preferentially produced in the secondary xylem of stems and roots and is
associated with the active growth period (Vander Mijnsbrugge et al. 2000a). PCBER
synthesis was observed in xylem, bark and pith of mechanically bent poplar stems by
Vander Mijnsbrugge et al (2000b) who suggested a role for PCBER in wood development.
The apical up-regulation recorded of S-adenosylmethionine synthase (SAMs), an enzyme
involved in lignin formation (Moffatt and Weretilnyk 2001, Plomion et al. 2006), could be
another signal, along with PCBER up-regulation, that opposite or tension wood formation

occurried in our stressed plants.

After one week of inclination, the top of the stem had almost reached the vertical, but the
process of decurving, referred as the autotropic phase (Coutand et al. 2007) was still
ongoing. Our data showed an implication of ROS signalling in the decurving process since
Glutathione-dehydroascorbate reductase (GSH-DHAR), glutathione S-transferase (GST)
and thioredoxin h were up-regulated, while CuZn SOD was down-regulated. At this stage of
our study, without precise information regarding the cellular localization of these different
ROS primary or secondary scavengers, it is difficult to understand what is happening. It was
however not surprising that ROS could participate in gravitational stress signal integration,
since ROS in plants act as regular signal transducers in various processes (Foyer and
Noctor 2005). The finding that pyruvate dehydrogenase (E1), and triose-P isomerase were
up-regulated after one week inclination at the top of the stem, merits some attention.
Involvement of such enzymes suggests that there are some changes in carbohydrate
requirements (Tovar-Méndez et al. 2003, Dorion et al. 2005). Observations that some
proteins are first up-regulated at the base of the stem at 45 min and then up-regulated at the
top of the stem after one week (for example SAMs, Triose-P isomerase, OEE1 and ATP
synthase) suggest a community of signalling cascades that may take place both in early
curving and late decurving processes. Finally, it should be noted that several chaperones
(copper chaperone and chaperonin 60 B) were found up-regulated after one week of
inclination at the base of the stem. This does not come as a surprise because chaperones,
by their effects in protein folding and protein trafficking, are intermediates in multiple

transduction pathways (Kimura et al. 1995, Tsai and Douglas 1996).
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As a conclusion, different metabolisms and signalling pathways appear to be involved in
each region of the stem following 45 min or one week of inclination. This suggests that
primary and secondary tissues present specific mechanisms to sense reorientation and to
respond to inclination. In primary growth, the gravitropic curvature results from differential
cell elongation on opposite sides of the tilted organ, while the gravitropic response includes
the formation of reaction wood in the case of parts exhibiting secondary growth. This
indicates opposite regulations of some proteins such as OEE1 and OEE2 between the
apical and basal regions of the stem. Additional studies will be necessary to ascribe a more
detailed role to these proteins after gravitational stress. Most of the proteins which were
regulated following inclination were also involved in response to other biotic or abiotic
stresses. This is in accordance with the hypothesis of the existence of a sensory network for
the perception of numerous environmental signals including gravitropic, thigmomorphic, self
loading, growth strains, turgor pressure, xylem pressure potential and sound (Telewski
2006). How plants distinguish between the different stimuli to select the appropriate

response is still unknown.
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45 min one week
top base top base
Spot inclined (1) control (C) ratio 1/C inclined control ratio 1/C inclined control ratio I/C inclined control ratio 1/C
4412 24895,57 11297,20 2,20 15579,19 16049,58 0,97 5188,24 10594,56 0,49 3652,30 6253,18 0,58
49 _ _ _ _ _ _ 4575,98 5364,20 0,85 2048,34 886,19 2,31
50 _ _ _ _ _ _ 1190,80 2737,22 0,44 1616,02 3318,90 0,49
48 B B B B B B 561,68 2140,90 0,26 95,32 84,99 1,12
36 2361,63 2067,62 1,14 2113,01 2426,44 0,87 856,46 1683,00 0,51 516,03 535,40 0,96
24 5929,91 4500,92 1,32 6202,17 9452,92 0,66 2943,56 3833,88 0,77 2478,32 1376,48 1,80
3220 1901,45 2707,36 0,70 B B B B _ B B B B
3312 10309,98 7164,21 1,44 12241,79 4423,91 2,77 _ _ _ _ _ _
4315 33044,68 19774,89 1,67 35992,01 29247,71 1,23 _ _ _ _ _ _
12 1307,39 2578,21 0,51 269,67 150,49 1,79 493,82 977,76 0,51 406,98 326,44 1,25
6208 14437,36 14926,86 0,97 21629,17 12749,78 1,70 9202,00 7428,59 1,24 10065,60 7507,98 1,34
7521 6774,84 4789,63 1,41 8262,20 6143,11 1,34 6145,37 2538,18 2,42 1447,43 1402,81 1,03
7512 7379,51 6122,90 1,21 7669,98 2965,26 2,59 2594,25 1378,40 1,88 1238,90 922,59 1,34
46 3376,56 3910,54 0,86 2098,18 1433,28 1,46 1357,32 880,80 1,54 1158,05 979,78 1,18
5108 3474,04 4864,60 0,71 1865,31 1259,31 1,48 1722,56 1239,83 1,39 935,29 910,96 1,03
30 _ B _ B B B 2177,69 783,52 2,78 1364,49 1319,51 1,03
13 17653,72 15000,72 1,18 5302,54 4399,38 1,21 3113,42 2588,08 1,20 593,65 896,55 0,66
8209 11795,36 10030,92 1,18 3581,23 2988,80 1,20 3113,42 2588,08 1,20 234,77 896,55 0,26
32 4874,31 6338,07 0,77 767,41 785,93 0,98 4086,83 2493,22 1,64 939,29 765,22 1,23
7011 9346,77 9058,72 1,03 7814,42 9539,40 0,82 5130,28 9384,67 0,55 5771,49 6445,57 0,90
7002 308,37 850,71 0,36 2576,72 2786,31 0,92 _ _ _ _ _ _
8002 6397,24 4633,04 1,38 4966,60 4420,37 1,12 3748,59 2064,30 1,82 1660,15 2415,24 0,69
3007 3399,26 2981,14 1,14 3356,62 2907,93 1,15 3920,23 3783,79 1,04 1262,14 857,39 1,47
7003 2676,19 93,56 28,60 128,07 8489,37 0,02 _ _ _ _ _ _
15 _ _ _ _ _ _ 4153,74 2201,60 1,89 1091,11 976,06 1,12
1 11076,10 90828,82 1,13 12265,53 5740,20 2,14 10784,76 5514,16 1,96 2762,86 8247,15 0,34
3108 11609,80 14647,01 0,79 6218,42 2319,71 2,68 6120,54 4544,04 1,35 2458,56 3629,94 0,68
2015 1424,29 2598,37 0,55 2556,26 2155,52 1,19 784,06 1076,77 0,73 1396,24 1170,61 1,19
4002 3065,70 378,57 8,10 B B B B _ B B B B
51 14789,11 4684,57 3,16 14043,64 8631,65 1,63 7764,39 4206,89 1,85 3991,89 3305,70 1,21
4524 9473,33 2690,28 3,52 4147,45 4089,94 1,01 3220,70 1936,66 1,66 1327,52 1942,97 0,68
3521 8145,68 1784,09 4,57 3660,34 2632,94 1,39 4532,52 1729,05 2,62 1341,29 1316,53 1,02
5003 144,61 777,61 0,19 128,07 150,49 0,85 B _ B _ _ B
55 _ _ _ _ _ B 2244270 821,260 2,733 512,910 268,190 1,912
5008 2732,00 3182,66 0,86 3084,85 2948,47 1,05 2499,81 3768,74 0,66 1853,00 883,36 2,10
21 _ _ _ _ _ _ 1632,30 2303,77 0,71 815,88 635,30 1,28
5007 5628,10 2585,89 2,18 B B B B _ B B B B
8 1958,12 5531,84 0,35 19461,80 12996,17 1,50 10969,23 12329,83 0,89 1312,41 2704,02 0,49
44 _ _ _ _ _ _ 244,660 166,570 1,469 1404,440 2704,020 0,519
9 1083,44 4254,80 0,25 4040,68 5651,45 0,71 3459,81 5318,65 0,65 1033,26 3462,62 0,30
5011 101,44 350,97 0,29 89,56 111,83 0,80 55,00 64,29 0,86 409,71 67,73 6,05
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2108
23
33
10
8202

6102
207

53
16
5006
28

40
6004
6003
6006
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20654,77
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11432,89
2211,51
900,27
4045,78
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101,44

5024,58
6132,79

35159,88
9167,24

5606,01
647,54

8122,35
8564,85
1674,93
5913,20
3036,49
1146,46
3836,69
3915,26
350,97

1332,09
2674,39

15073,67
5565,23

4877,93
504,08

1,50
2,41
1,09
1,93
0,73
0,79
1,05
0,78
0,29

3,77
2,29
2,33
1,65
1,15
1,28

abs
10690,73
1132,05
8323,93
abs
abs
1304,05
2677,68
580,44

3353,52

45330,63

16173,78
4116,25
907,31

10071,12
9342,09
475,02
9302,00
328,80
abs
1012,99
2004,90
2044,00

10195,78

41684,29

20332,79
5569,78
467,80

4400,78

9945,44
1300,70
2516,89
1106,65
1559,24

2777,60
55,00
1545,490
4852,58

1110,265
55,00
45,63

3145,31
5023,08

5791,05

7762,25
5660,29
3943,13

291,50
1425,37

1691,69
64,29
1064,000
6132,00

837,378
4824,45
5434,32

8605,33
1188,12

0,76

1,28
0,23
0,64
3,80
1,09

1,64
0,86
1,453
0,79

1,326
0,01
0,01

0,37
4,23

5724,86

2802,84
abs
3131,17
337,37
252,18

5788,71
409,71
447,630
1736,14

1011,817
12473,05
5756,95

442688
1159,88

2842,31

72,41
abs
1994,72
288,84
265,77

2077,18
67,73
622,280
1525,34

465,937
16182,88
447733

3935,44
895,73

2,01

38,71
abs
1,57
1,17
0,95

2,79
6,05
0,719
1,14

2,172
0,77
1,29

1,12
1,29

Appendix S1 : Differentially expressed proteins identified by mass spectrometry.

The proteins were extracted from the top or the base of the stem that were inclined 35°from the vertical axe for 45 min or one week (see Material and

methods section).
First column: Assigned spot number as indicated in the accompanying paper.

- indicates that the spot was present but was not quantified either in the control or inclined condition, (abs) the spot was absent both in control and inclined
conditions, (C**) the spot was present in the control but not detected after inclination.
The means of normalized quantities was calculated from three replicas for spots from the control (C) and inclined (I) conditions, and statistical analyzes were

performed (p < 0.05 student test). When the difference between the means of the normalized quantities from the inclined and control conditions was

significant, the ratio I/C is indicated in red.
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Appendi x S3:

Appendix S3: Results of the PepNovo and MSBlasteutares to validate hits produced by MASCOT searches.

The procedure was initially described by Waridehle2007). It was used here to validate the redultm the MASCOT searches which gave only one pegaidspot.Using
PepNovo software [http://proteomics.bioprojectd®aftware/PepNovo.html] other sequence tags werairtddd. Only tags obtained with a score higher tharnwére
considered. These sequences were submitted to MSSBLhttp://dove.embl-heidelberg.de/Blast2/msblastlhto confirm validation. Since isobaric oxidizedethionine
and phenylalanine residues were not distinguishadrirtrap spectra, both candidate sequences wehaded into the query string for MS BLAST searchl MIASCOT
results were validated since the same hit was ddaafter PepNovo/MS-BLAST procedures (yellow hightégl). The MS-BLASTscores obtained for the highisgh
peptides are presented as well as the total séxained after interrogation of databank with atjsence tags. For some proteins (28, 6003 and 6666hatch was found in
the nrdatabase, although JGI interrogations [higendme.jgi-psf.org] gave positive results and tegdrotein identification.

spot MASCOQOT search PepNovo sequencing /score MS BLAST scores MS BLAST total score
13 IVQGLSIDEFSR LSDLDSLLAEVK/ 105
LVQGLSLDEFSR / 102 88 ( 84% Identity, 100% Positives) 151
LSVQVSDVK /76
7002 AVAVLNSSEGVK MEQEAMGRVDLFGGDR / 92
AVLNSSEGVK / 87 72 (100% ldentity, 100% Positives) 105
GGDNDM+16THLNLNGHNR / 82
4002 DTNILAAFR CPDLDSLLAEVK /101
DTDLLAAM+16R / 72 113
DTDLLAAFR / 71 61 ( 75% Identity, 83% Positives)
28 LPLVTIFTR PDNM+16GNTLDNDLMPEK / 92
GCTRTNGNTLDQTLMPTR / 87
LPLVTLM+16TR / 83 no match no match
10 NTALNHYAAGYGR HAAQLLLEAGATVDALDELK /132
NTALHYAAGYGR / 104 175 ( 86% ldentity, 90% Positives) 175
YANNLAGCLEGNEQFLNAAK / 79
207 GFGFVTFGNEK GFGFVTM+16GNEK / 97 72 ( 76% ldentity, 84% Positives)
GM+16VTFGNEK / 87 72
GM+16VTM+16NNEK / 85
6003 VAGAAEDLLEAASK VAGAAEDLLEAASK / 115 no match no match
6006 VAGAAEDLLEAASK VAGAAEDLLEAASK / 120 no match no match
QWNQM+16ASM+16LDK / 84
THGDRPNCGLELLSGTK /81
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Partie 3 : Résultats Chapitre 111 : Proteome analysis of poplar stems

45 min 1 week
Top Base Top Base
Decreased 59 55 48 59
Increased 39 60 107 55
Unchanged 187 170 181 222
Sum 285 285 336 336

Table 1: Alteration of protein expression in poplar stemeradé min or 1 week of inclination.
Proteins were extracted from the top or the base of émssand submitted to 2D-PAGE and silver
staining. When the mean normalized quantities of spots vamgmifisantly between control and
inclined conditions, spots are counted in the “decreased” oredsed” category. The other spots
were noted “unchanged”.
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45 min 1 week
Spot @ / Definition line Assigned name® Method  Score® Peptides % Coverage® Exp.plMr? Theor. pMr® Top Base Top Base
Category (on detailed poplar annotation and manual curation) matched”
Cytoskeleton organisation and biogenesis
4412 estExt_Genewisel_v1.C_1850029 MS/MS* 1063 16 61 5.5/50.0 5.3/41.7 1 ns l ns
49 gwl.IX.2621.1 Maldi-Tof 97 10 33 5.2/50.5 5.0/48.9 - - ns 1
50 gwl.IX.2621.1 Maldi-Tof 84 7 23 5.3/50.5 5.0/48.9 - - ! !
48 gwl.1X.3151.1 Maldi-Tof 120 14 31 5.0/60.3 4.8/49.4 - - 1 ns
Nucleotide metabolism
36 _ eugene3.00400106 MS/MS 121 2 13 6.4/14.4 6.0/16.3 ns ns ! ns
24 gw1.11.1445.1 MS/MS* 204 4 26 6.6/14.7 5.7/18.1 ns l ns 1
3220 Adenosine kinase estExt_Genewisel_v1.C_LG_VIII1052 MS/MS 103 2 7 5.2/44.7 5.0/37.3 ns - - -
Lipid metabolism process
3312 Lipolytic enzyme, G-D-S-L eugene3.01210029 MS/MS 333 5 15 5.5/50.1 5.1/42.3 ns 1 - -
4315 Lipolytic enzyme, G-D-S-L eugene3.01210029 MS/MS 257 4 14 5.4/50.6 5.1/42.3 1 ns - -
Lignification
12 Isoflavone reductase homolog (EC 1.3.1.-) eugene3.00090496 MS/MS 101 2 7 5.9/41.6 6.0/33.7 1 ns l ns
6208 Phenylcoumaran benzylic ether reductase 7 (EC 1.3.1.-) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_l110164 MS/MS 156 3 16 6.0/43.5 5.9/33.9 ns 1 ns 1
7521 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XIV0257 Maldi-Tof 88 10 38 6.0/57.1 5.6/43.1 ns ns 1 ns
7512 grail3.0050014702 Maldi-Tof 78 9 34 5.9/57.1 5.6/43.1 ns 1 ns ns
Carbohydrate metabolism and one-carbon compound met abolic process
46 estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV0988 Maldi-Tof 78 8 42 5.1/29.9 5.0/27.3 ns ns 1 ns
5108 estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX1362 Maldi-Tof 97 9 40 5.4/30.6 6.4/33.7 ns 1 ns ns
30 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_10194 Maldi-Tof 68 5 18 5.5/41.6 5.9/38.6 - - 1 ns
13 eugene3.00081537 MS/MS 68 1 3 6.4/45.7 6.1/35.7 ns ns ns 1
8209 eugene3.00081537 MS/MS 315 6 27 6.4/45.7 6.1/35.7 ns ns ns l
Oxidative metabolism and detoxication
32 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_X0841 Maldi-Tof* 62 6 39 6.1/28.8 5.8/23.6 ns ns 1 ns
7011 eugene3.00700152 MS/MS* 87 2 17 6.0/15.7 5.6/15.3 ns ns l ns
7002 estExt_Genewisel_v1.C_LG_XII11233 MS/MS 73 1 7 5.8/18.0 5.4/15.2 | ns - -
8002 eugene3.00020134 MS/MS 237 6 24 6.4/28.4 6.3/24.3 ns ns 1 ns
3007 Thioredoxin h estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1461 MS/MS 128 4 36 5.1/13.1 5.6/12.6 ns ns ns 1
Photosynthesis
7003 estExt_fgenesh4_kg.C_LG_XI110043 MS/MS* 301 4 39 5.8/21.2 5.3/17.4 1 l - -
15 eugene3.00020518 MS/MS 153 4 16 6.3/26.3 7.7/128.1 - - ns ns
1 estExt_fgenesh4_kg.C_LG_VII0034 Maldi-Tof* 62 7 28 5.4/33.8 5.8/35.1 ns 1 1 l
3108 estExt_Genewisel_v1.C_LG_V3745 MS/MS 411 9 32 5.3/345 5.8/35.1 l 1 I l
2015 Chlorophyll A/B binding protein precursor estExt_Genewisel_v1.C_LG_110002 MS/MS 142 2 9 5.1/30.1 5.2/28.2 ! ns ns ns
4002 gw1.XI11.3028.1 MS/MS 38 1 16 5.2/20.9 6.1/60.4 1 - - -
Primary metabolism (energy)
51 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1053 Maldi-Tof 132 15 42 5.5/60.3 6.0/59.8 1 1 1 ns
4524 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1053 MS/MS 744 12 27 5.4/60.3 5.9/59.9 1 ns 1 ns
3521 Gw1.XI11.3025.1 MS/MS 97 2 3 5.3/61.4 5.1/54.0 1 ns T ns
5003 F1F0-type ATP synthase (EC 3.6.1.3) grail3.0022036601 Maldi-Tof 116 10 53 5.4/21.5 5.2/19.6 l ns - -

93



45 min 1 week
Spot @/ Definition line Assigned name” Method  Score® Peptides % Coverage® Exp. pi/Mr? Theor. pMr® Top Base Top Base
Category (on detailed poplar annotation and manual curation) matched”
Genetic information processing

)

55 fgenesh4_pm.C_LG_I1000009 MS/MS 218 3 5 5.3/71.1 5.6/64.2 - - 1 1
5008 Gw1.X.3496.1 MS/MS 143 2 36 5.7/12.6 6.4/7.7 ns ns ns 1
21 estExt_fgenesh4_pg.C_1500058 Maldi-Tof* 90 14 25 5.0/75.8 5.2/75.3 - - ns ns
5007 HSP90 co-chaperone p23 grail3.0003052802 MS/MS 113 2 18 5.4/15.7 5.2/14.0 1 - - -
8 Calreticulin 1 fgenesh4_pm.C_scaffold_133000042 Maldi-Tof* 68 7 18 4.6/63.0 4.6/43.8 1 ns ns l
44 Calreticulin 1 estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIIl0635 Maldi-Tof 100 8 27 4.5/63.0 4.3/47.4 - - ns l
9 Nucleosome assembly protein fgenesh4_pg.C_scaffold_145000035 MS/MS 199 5 12 4.6/64.5 4.3/43.9 ! ns l l
5011 40S ribosomal protein S12 eugene3.00020526 MS/MS 100 2 18 5.6/16.6 5.5/15.3 | ns ns 1
39 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_IX0111 MS/MS* 164 2 30 4.5/14.4 4.4/11.3 - - ns 1
2108 eugene3.00091463 MS/MS 54 2 8 4.8/31.6 4.6/24.4 1 C** - -
23 Midasin-related protein gw1.111.1966.1 Maldi-Tof* 64 4 45 4.7/33.1 4.8/13.6 1 ns ns 1
Unclassified

33 Bet v | allergen, estExt_Genewisel_v1.C_LG_VIII0155 Maldi-Tof* 28 4 26 6.0/15.7 6.0/17.0 ns 1 l abs
10 Ankyrin-repeat HBP1 protein gw1.66.739.1 MS/MS 77 1 3 4.8/44.0 4.4/33.5 1 ns l ns
8202 SEC13 protein gwl.VIIl.2915.1 Maldi-Tof* 48 5 15 6.1/38.5 5.6/32.6 ns C** 1 ns
6 Phosphatidylinositol transfer protein SEC14 gwl.111.1524.1 MS/MS 65 2 8 5.2/30.0 5.0/21.1 | abs ns ns
6102 Predicted dehydrogenase eugene3.00060732 Maldi-Tof 106 9 48 5.6/31.6 5.6/27.0 ns 1 - -
207 gw1.1X.1795.1 MS/MS 64 1 8 4.2/41.8 5.1/12.9 ns ns 1

7 estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV0527 Maldi-Tof* 79 7 52 5.7/14.8 5.5/16.5 | | ns 1
53 Alpha-1,4-glucan-protein synthase (EC 2.4.1.) grail3.0155001302 Maldi-Tof 96 11 32 6.0/49.4 5.8/41.2 - - ns ns
16 Translationally controlled tumor protein estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3955 Maldi-Tof* 66 7 51 4.7/25.7 4.5/19.0 1 1 ns ns
5006 [ RNArecognition motif containing protein | gw1.I1X.1795.1 MS/MS* 98 2 16 5.5/16.5 5.1/12.9 1 - - -
28 Unknown protein estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4753 MS/MS 39 1 27 4.7/77.6 4.6/65.2 - - ns

2 Unknown protein estExt_Genewisel_v1.C_LG_X0701 Maldi-Tof* 64 5 63 4.9/10.7 4.9/12.4 1 ns l ns
40 Unknown protein estExt_Genewisel.vl.C_LG_X0701 Maldi-Tof* 60 4 57 4.4/15.1 4.9/12.4 - - l ns
6004 Unknown protein estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1353 MS/MS* 114 2 17 5.8/10.9 5.7/12.9 1 ns - -
6003 Unknown protein estExt_Genewisel_v1.C_LG_X0897 MS/MS* 94 1 10 5.6/16.2 5.5/14.6 ns ns l ns
6006 Unknown protein estExt_Genewisel_v1.C_LG_X0897 MS/MS* 95 1 10 5.9/17.0 5.6/14.6 ns 1 1 ns

Table 2: Differentially expressed proteins identfley mass spectrometry.

The proteins were extracted from the top or the lmdstems inclined at 35° for 45 min or one wesde(Material and methods section).

a) Assigned spot number as indicated in fig. 3A Bn) Assigned name: Blastp. from the JGI datalfatsp://genome.jgi.-psf.org) iRopulus trichocarpapecies

c) Statistical probability of true positive idemt#ition of predicted proteins calculated by MASCO®#://www.matrixscience.comd) Number of matched peptides.

e) Sequence coverage %: percentage of predictéeipsequence covered by matched peptides. f) Epfidr, experimental pl and mass of protein in KDa.

g) Theor pl/Mr, theoretical pl and mass of prot@iKDa.

The mean of normalized quantities was calculatedhfthree replicates for spots from the control emetined conditions, and statistical analyzes weggformed (p < 0.05).
1 indicates that the spot was significantly upretpdaafter inclination, compared to the control dtiad, | indicates that the spot was significantly downatated after
inclination, (ns) no significant difference was foubetween the means calculated for the spot ircdinérol and inclined conditions, (-) the spot vgesent but was not
quantified either in the control or inclined comaiit, (abs) the spot was absent both in controlianlined conditions, (C**) the spot was presenttlie control but not
detected after inclination. The quantitative datiadicated in “supplementary material Appendix.g1) spots identified by both methods: LC-MS/MS.

The sequences of the peptides are indicated irpfsogentary material Appendix S2”. The results & BrepNovo / MS-BLAST analyses, which were carriegvban only
one peptide was produced by MASCOT search, are shotgupplementary material Appendix S3”.
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Partie 3 : Résultats Chapitre 111 : Proteome analysis of poplar stems

Figure legends

Fig. 1.

Localization of amyloplasts and tension wood in young poplar stems.

Starch grains were visualized after PAS reaction in the cortex of the stems (arrows).
(A) Longitudinal section of the 15" internode (top) from a plant showing 20 developed
internodes. (B) Longitudinal section of the 4™ internode (base).

Tension wood was localized using the Astra blue-safranine double staining. Cross
section of stems inclined for 45 min (C) or one week (D) were made in the 4™
internode (base). The arrow indicates the tension wood on the upper face of the
stem.

Fig. 2.

Stem shape evolution during the righting process.

(A) Evolution of the stem shape during gravitropic movement. to: inclination, t;: 45
min after inclination, t; to ts: 1, 3, 4, 5 and 7 days after inclination. (B) Evolution of
curvature along the stem for t; and ts. The position of each cross section along the
stem is given by its curvilinear abscissa value. For both graphs, the positions of
internodes 5 and 13 (for t;) and 5 and 19 (for tg) are noted in order to visualize the
regions of the stem used for protein extraction.

Fig. 3.

Master gels for poplar stem (top and basal parts). ldentified spots are marked with
arrows and the numbers indicate the respective proteins identified in Table 2.
Proteins of unknown function are circled. (A) Stem gravistimulated for 45 min; (B)
stem gravistimulated for one week.

Fig. 4.
Functional classification of the identified protein spots of the poplar stem proteome.

Fig. 5.

Venn diagram of the differentially expressed proteins identified in poplar stems
subjected to gravitational stimulation for 45 min. (A) Proteins up-regulated by
inclination at the top and the base of the stem; (B) down-regulated proteins. Opposite
regulations between the top and the base are highlighted.

Fig. 6.

Venn diagram of the differentially expressed proteins identified in poplar stems
subjected to gravitational stimulation for one week. (A) Proteins up-regulated by
inclination at the top and the base of the stem; (B) down-regulated proteins. Opposite
regulations between the top and the base are highlighted.
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Fig. 3
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Partie 3 : Résultats Chapitre 111 : Proteome analysis of poplar stems

Fig. 4
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Fig. 5
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Figure 1€ : Analyse par RT-PCR quantitative de I'expression des genedaligs de peuplier en réponse a
la gravité. Les valeurs présentées sont les moyennes des ni/eapression des génes en cinétiqgue au
niveau des entre-neouds supérieurs (Haut de tige) et inférieassd@tige). Une plante a été utilisée a
chaque temps. L'expression des genes est déterminée pour chaquenpaitiisant trois répétitions
techniques indépendantes. L’abondance de transcrits pour chaque gene a éli€éeoawec le niveau
d’expression de transcrits du gene référence ARN 18S. L'abondantewrderits de géenes dans les
échantillons témoins et traités est obtenue par I'équafitit’,2comme décrit par Livak et Schmittgen
(2001). Le niveau d’expression du peuplier témoin droit a été pris carantiétion de référence dans le
calcul pour déterminer le niveau « 1X » d’expression des géenes.
Les barres verticales indiquent les erreurs standards.
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A. Suivi de I'expression des génes codant pour des protéines réguléeslpaclinaison

Quantification de I'expression de génes en cinétique par RT-PCR quantitative

Nous avons sélectionné 8 protéines différentiellement expriméegidotanalyse
protéomique et qui sont potentiellement régulées par la thioredoxEE1(GDEE2, Cu-Zn
SOD, POOCH, Trx hl1, APX, SAMs, ATPase). Une analyse par RT-f\@Rtitative a été
réalisée pour étudier les variations d’expression des géenes qmiantes protéines lors de
I'inclinaison sur une cinétique courte (10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1h,t3h)elLe
niveau d’expression du peuplier témoin droit a été pris comme conditigiélence dans le
calcul du niveau d’expression des génes (niveau 1X). Les résultatitdestude montrent
une variabilité d’accumulation des transcrits entre les entre neeypdsieurs et inférieurs
(Figure 19), montrant ainsi que chaque tissu répond differemmemgraviéé. Une répétition

biologique sur un autre lot d’arbre montre une réponse similaire.

Nous avons suivi I'expression de deux genes codant des protéines inmghigusela
photosynthése: oxygen evolving enhancer 1 (OEE1) et oxygen evolving enhdOteE2).
Les deux genes présentent une expression qui diminue au niveau deseardsesupérieurs
et inférieurs, pendant la durée d’application du stimulus gravitatioffiglre 19). Pour
'OEEL1 le profil d’expression au niveau des entre nceuds supériedesmgde méme sens que
celui obtenu au niveau protéique, tandis qu’au niveau des entre nceudslisféexpression
va dans le sens opposé. De maniere opposée, le profil d’expressiofcB@ BKD niveau des
entre nceuds inférieurs va dans le méme sens que celui obtenu aupndtémue et dans le
sens opposé au niveau des entre noeuds supérieurs. L'expression deokydembsmutase
(SOD) impliguée dans le métabolisme oxidatif, augmente au nidesuentre nceuds
inférieurs apres des temps de stress trés courts (10 mimn260 min, 45 min, et 1 h) et une
diminution aprés 3 h et 6 h de stress (Figure 19). Le profil d’egjme de la SOD au niveau
des entre noeuds supérieurs va dans le méme sens que celui obteeawapnoiéique, apres
45 min de stress. Une autre protéine, impliquée dans la défensent@rése baisse
d’expression au niveau des entre noeuds supérieurs pendant la duréeati@pplu stimulus
gravitationnel. Elle correspond a une copper chaperone (POCCH). L'sixprede cette
protéine augmente au niveau des entre nceuds inférieurs, aprempgsgliinclinaison tres
courts (10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1 h, et 3 h), et diminue aprés 6 Hirdiaon
(Figure 19).
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Aucun changement d’abondance de cette protéine n'a pu étre détectéaauprotéique sur
des peupliers inclinés durant 45 min. L’expression de la Thioredoxigpdenl (Trx hl),
augmente au niveau des entre-nceuds inférieurs, apres des tempssddes80 min, 45 min
et 3 h, et diminue 6 h apres le stress (Figure 19). Sur des pgupdianés durant 45 min, au
niveau protéique, la variation d’abondance de la Trx hl est plus faiblenesignificative.
Pour 'APX impliquée dans le métabolisme oxydatif un pic d’exgpoesest observé a 20 min
d’inclinaison. Cette protéine présente une faible diminution de l'aglaiion des transcrits
au niveau des entrenceuds inférieurs au cours de la cinétique d’sanlirfgigure 19). Nous
n'avons pas observé de changement significatif d’abondance des transcrits diria pieX
sur des peupliers inclinés durant 45 min. Le géne codant la protéamhénesylméthionine
synthase impliquée dans la biosynthése des lignines, présentecsle$aocumulation de
transcrits au niveau des entre nceuds supérieurs et infériels28pmén et 3h d’inclinaison
(Figure 19). Au niveau protéique, aprés 45 min de stress, cettanprgigésente une
augmentation d’accumulation dans les entre nceuds inférieurs. Nous gatereent suivi
I'expression d’'une protéine sur-exprimée au niveau protéique. Cetengr¢ATP synthase
est impliquée dans la régulation des différentes voies métabolmpuesla production
d’énergie. On observe un pic d’accumulation des transcrits apresn3@imlinaison dans
les entre-noeuds supérieurs et inférieurs. Un deuxiéme pic est@bpees 1h (entre-noeuds

supérieurs) ou 3h (entre-noeuds inférieurs).

B. Analyse protéique par western blot et immunolocalisatiorin situ de la thioredoxine
Trx hl et Trx h2

Parmi les protéines (60) différentiellement exprimées dassctmditions testées
(tableau 2 page 94), 20 sont potentiellement régulées par la thioredormegprotéines
colorées en rouge, tableau 2 page 94). La thioredoxine peut régallerod&ines impliquées
dans de nombreux processus métaboliques (métabolisme de I'amidobpliséta des
lipides, métabolisme des acides aminés, métabolisme des caditesydmétabolisme
oxydatif, dans la défense et la structure des protéines (Matatal., 2004 ; Balmer edl.,
2006). Ces observations ont amené a vérifier I'expression de ladibwane dans les tiges

inclinées.
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B.1 Régulation de la thiorédoxine

Afin d’étudier la régulation de la Trx, lors de la déformatioraditge et de la mise en
place du bois de tension, nous avons vérifié 'abondance et la localisigticette protéine
aprés 45 min et une semaine d'inclinaison. Des analyses par rwdstdr et par
immunolocalisatiorin sity, utilisant des anticorps spécifiques anti-Trx hl et anti-Trx h2 ont

été réalisées.

B.1.1 Analyse par western blot

Les résultats obtenus par western blot montrent que 45 min d’inclinssmodifient
pas I'accumulation de la protéine Trx hl, tandis qu’une semaine damsmin entraine une
augmentation de I'accumulation de Trx h1l au niveau des entre-nceudsisspgiriaférieurs.
La bande obtenue correspond exactement a celle attendue pour la protéine ihted (k4
kD) (Figure 20 C). La détection de la protéine Trx h2 n’est [@sedFigure 20 D). Il semble
que I'expression de Trx h2 soit stable dans les entre-noeuds supériedésieurs et dans les

différentes conditions testées.

B.1.2 Immunolocalisatiom situde Trx hl et Trx h2

L'immunolocalisationin situ de la Trx hl et Trx h2 a été réalisée a I'aide d’anticorps
spécifigue au niveau des entre-nceuds supérieurs et inférieutigateiclinées durant 45
min et une semaine. Les résultats indiquent clairement et mienmaeproductible que Trx hl
et Trx h2 ont été détectées au niveau des cellules parenchyesatieuls tige au niveau des
grains d’amidon (figure 21 et 22 a, b). On peut noter néanmoins quedaaga est variable
entre les entrenceuds supérieurs et inférieurs. Les cellulentiesceuds inférieurs semblent
présenter un marquage plus important que les cellules des entrenceuitsursup€es
différences sont peut étre dues a une quantité d’amidon plus faibieeaw des entrenceuds

supérieurs gu’au niveau des entrenceuds inférieurs.

Afin de vérifier que ce marquage n’est pas dd a une fixatip@c#gue de I'anticorps
secondaire, plusieurs coupes ont été incubées dans le tampon sarwpamiimaire. Apres
plusieurs lavages, les coupes ont été incubées en présenastiderpa secondaire : dans ce

cas, aucun marquage n'a été observé (figure 21 et 22 c, d, g, h).
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45 min 1 semain 45 min 1 semain

TH PH TB PB_TH PH TB PB TH PH TB PB TH PH TB PB

© (D)

Figure 20: Western blot réalisé avec 40 ug de protéines totales estidéls entre-noeuds
supérieurs (H) et inférieurs (B) de tige de peuplier non incl{i¢eu inclinée de 35° (P)

durant 45 min et une semaine. Les protéines thioredoxine 1 et 2 onte&tiek® grace a des
anticorps spécifiques de Trx hl (C) et de Trx h2 (D), fournis pawlds Rouhier Université

Henry Poincaré (Nancy).

TH : Témoin haut, PH : Penché haut, TB : Témoin bas, PB : Penché bas
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Figure 21: Immunolocalisationn situ de la protéine Trx hl dans la partie supérieure (a, c, e,
g) et inférieure (b, d, f, h) de tige de peuplier inclinée de 35° ddianmnin (A) et une
semaine (B). La protéine Trx hl est détectée dans ladesepparenchymateuses, au niveau
des grains d’amidon (a, b, e, f) (coloration bleue indiquée par la fleche).

Aucun marquage n’est mis en évidence dans le cas du témoin ségaténticorps primaire

(c, d, g, h). (Anticorps fourni par Nicolas Rouhier Université Henry Poincaré yNanc
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Figure 22: Immunolocalisationn situ de la protéine Trx h2 dans la partie supérieure (a, c, e,
g) et inférieure (b, d, f, h) de tige de peuplier inclinée de 35° ddianmnin (A) et une
semaine (B). La protéine Trx h2 est détectée dans ladesepparenchymateuses, au niveau
des grains d’amidon (a, b, e, f) (coloration bleue indiquée par la fleche).
Aucun marquage n’est mis en évidence dans le cas du témoin ségaténticorps primaire

(c, d, g, h). (Anticorps fourni par Nicolas Rouhier Université Henry Poincaré yNanc
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A. Caractérisation du stimulus gravitropique et du processus de redreement de la tige

Il est tres largement admis que le gravitropisme, réponseodsamce d’'un végétal a
I'effet de la pesanteur terrestre, constitue le mécanismiegael les plantes se reperent dans
I'espace. Les tiges ligneuses ou non présentent une capaeitédresser activement suite a
une perturbation de leur inclinaison. L’angle d’inclinaison que nous ayapigj@é sur les
jeunes arbres pendant une semaine a été suffisant pour induire une gpEItEEPIqUE.
L’éclairage a été disposé a la verticale des plantesdafise rapprocher au maximum des
conditions environnementales. Dans ce cas le redressement de ksttigassi relié au
phénomene de phototropisme (dans le cas d’inclinaison une semassggitllintéressant de
réfléchir & un plan d’expérience qui permettrait d’analyser intgpament les effets du
stimulus gravitropique et de l'orientation de la lumiére ainsi daeleur interaction. Le
redressement gravitropique implique un processus de courbure locale doétanisme est
lié soit a une élongation différentielle dans les zones en ammssprimaire, soit a la
différentiation de bois de réaction ayant des retraits diff@sntians les zones en croissance
secondaire (Moulia atl., 2007). Coutand «dl. (2007) ont remarqué qu’un redressement via
un mécanisme de courbure implique nécessairement une dé-courbure dhoe gartie de
la tige afin que celle-ci soit de nouveau verticale. Cette eauurbure apparait de maniere
anticipée avant que la tige ne passe la verticale et estidemmh pas a un pur gravitropisme
mais a une réaction par rapport a la forme de la tige @haemou autotropisme. Ces derniers
auteurs ont pu confirmer que la perception de l'inclinaison n’est péfisasié et que la
contre-courbure est bien un mécanisme d’auto-tropisme lié a leppierc de la courbure ou
d'une variable associée (comme par exemple la déformation). BDassconditions
expérimentales, a 45 min d’inclinaison, la tige ne se redresanpare et les régulations que
nous observons ne sont pas liées au mécanisme d’auto-tropisme. Par ajomréseune
semaine d’inclinaison, il est possible que les régulations observiged ks conséquences

des stimulations gravitropiques et autotropiques.

La formation des bois de réaction se réalise si la phase mdelaion se produit
pendant une durée critique. Dans le cas de la formation du bois @ terette phase de
stimulation est en général de 24 a 48 heures (Jourez et Avellg-36@3). Un temps de
présentation de 6 heures est nécessaire pour la formation du bois Quuoee ét Avella-
Shaw, 2003). Nos conditions expérimentales nous permettent d'étudieéptmse

gravitropique lors de la déformation de la tige (45 min d’inclinaisrprs de la mise en
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place du bois de tension (une semaine d’inclinaison). Une stimulatioe demaine a été

suffisamment longue pour permettre la formation du bois de tension.

Nous avons choisi d’étudier les réponses de la plante au niveparties apicale et
basale de la tige de peuplier, afin de mieux comprendre d'umdegamécanismes liés a
I'élongation différentielle (courbure locale) dans les zones ensamig primaire et d’autre
part les mécanismes liés a la difféerentiation de bois déigeadans les zones en croissance

secondaire.

B. Observation anatomique

B.1 Formation de bois de tension

Nous pouvons noter qu'une durée d’exposition au stimulus de 45 min n’est pas
suffisante pour induire la formation du bois de tension. Cette obserestiaan accord avec
les résultats de Jourez et Avella-Shaw, (2003). On a remarquéagaeled 2 heures qui
suivent l'inclinaison a 35°, la partie terminale de la tige &ealrbe vers le haut pour se
repositionner a la verticale. De tels mouvements rapides et sppstamévraisemblablement
dus a des variations de pression de turgescence au sein des dellldegousse terminale
(Moulia etal., 2006). lls ne doivent pas étre confondus avec des redressements plas lents
progressifs résultant de la formation d’'un tissu de bois de tensbomeg et Avella-Shaw,
2003). Le bois de tension apparait tres clairement une semagsel'amiinaison au niveau
de la partie basale de la tige, une zone en croissance seeoffiure 13). Ici, le
redressement implique un processus de courbure lié a la difféoentia bois de réaction
(Moulia etal., 2007). Aucun bois de tension n'a été détecté au niveau de la partie apica
méme aprés une semaine d’inclinaison (figure 14), ce qui suggerelans cette zone le
redressement implique un processus de courbure local lié & unetiélongjéérentielle
(Moulia etal., 2007).

B.2 Localisation des amyloplastes

Les observations anatomiques des coupes longitudinales et tramsveesgleuplier
nous ont permis de visualiser les amyloplastes sédimentés as& dms cellules

parenchymateuses entourant les vaisseaux conducteurs. On peut doncr Sygp@senme
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chez les herbacées (Moctezuma et Feldman, 1999), la sédimentatiamyeplastes est a
I'origine de la perception de la gravité. Mochtezuma et Feldmh@89) ont montré que chez
Arachis hypogaedes amyloplastes sédimentent dans la direction du vecteur gs@vitén
aprés une réorientation. Les mutants dont les statocytes contiemeeguantité réduite en
amidon dans les amyloplastes ont une croissance tout a fait nommaile sont moins
sensibles au stimulus gravitropique que les plantes sauvagesefkiks 1996). L'analyse
génétique des mutantBArabidopsis thaliana(sgr) a suggéré que la vacuole contribue a la
perception de la gravité dans la tige en affectant la sédammntles amyloplastes (Morita et
Tasaka, 2004).

B.3 Etude de la protéine thioredoxine h

A lissue de notre approche protéomique, 20 protéines différentiellemprimées se
sont révélées étre potentiellement régulées par la thioredgoigifies colorées en rouge
tableau 2 page 94), ce qui représente 34% des protéines que nous avonéeglgraif
spectrométrie de masse. Les thioredoxines sont des protéinelsle@deds moléculaire, qui
ont été mises en évidence chez un grand nombre d’organismes, oateligseat différentes
réactions d’oxydoréduction impliquant des échanges dithiolsulfhydryles.

Chez les plantes, il y a 3 types de thioredoxines, les 2 prenfievem et f), sont des
thioredoxine ferrédoxines-dépendantes, localisées dans les chlwsplasu elles
interviennent dans la régulation de la photosynthese. Un troisiepes tyenommé
thioredoxine h, a été mis en évidence dans le cytosol. La thioredoXwmé fartie d’'un
systeme Trx NADP-dépendant, ou elle est associee au NADBHIme enzyme dénommée
NADP-thioredoxine réductase. Les Trx h agissent notamment en agduiss ponts
disulfures de certaines protéines de réserves telles qugliéebnes et les gluténines
(Kobrehel efal., 1992).

Des anticorps dirigés contre les protéines Trx hlou Trx h2 nous ronispde montrer
par western blot une forte abondance de Trx hl au niveau des entre intéresrs et
supérieurs de tige inclinée pendant une semaine (figure 20). Onv®lbser bande fortement
marquée a 14 KDa, ce qui correspond a la taille attendue de lanproiien que
I'accumulation de Trx hl ne semble pas étre modifiée de manggiécative apres 45 min

d'inclinaison, on observe une accumulation des transcrits Trx hl dansntee nosuds
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inférieurs 45 min apres linclinaison (figure 19). En revanchejtitarps ne met pas en
évidence d’accumulation de protéine Trx h2 (figure 20). Ces résudistisnt préliminaires.

Des analyses complémentaires sont nécessaires pour confirmer ceatmvser

Lors de I'analyse par immunolocalisationsity, les protéines Trx hl et Trx h2 ont été
détectées dans les tiges inclinées pendant 45 min et une sefigairee1 et 22) mais aussi
dans les tiges non inclinées (résultats non montrés). Le marqopgeia dans des cellules
parenchymateuses au niveau des amyloplastes. Ces données saippeser un role de la
thioredoxine en relation avec les amyloplastes dans la réponserapignie. D’apres
Buchanan et Balmer (2005) environ 200 protéines semblent étre egaleka thioredoxine
dans les plantes. De plus, il a été montré que 40 protéines identifiée les organites des
feuilles d’Arabidopsissont des cibles de la thioredoxine (Marchanal.e2004). Récemment,
les cibles des thioredoxines dans les mitochondries ont été aleéberen utilisant une
approche protéomique. Un grand nombre de protéines (au moins 50) implignée$2da
processus sont ainsi potentiellement réduites par des thioredoxioesondriales (Balmer
et al., 2004). Les thioredoxines h sont trées abondantes dans le phloeme, suggérale
dans la régulation redox dans les tissus vasculaires (Ishiwbshri1995). La thioredoxine h
pourrait agir sur des protéines cibles impliqguées dans de nombrewssusanétaboliques
tels que le métabolisme de I'amidon, des acides aminés, des rdedeates lipides, des
carbohydrates, oxidatifs, dans la défense et la structure demesdilarchand edl., 2004 ;
Balmer etal., 2006). Récemment, cette protéine a été détectée dans leplastas isolés de
'endosperme et de chloroplastes de blé ou elle agit comme unateigulentre la
photosynthese et les processus métaboliques dans les amyloplabtes @al., 2006). Des
études actuelles ont suggéré un role de la thioredoxine dans legplastgs. D’abord,
certaines enzymes localisées dans les amyloplastes, peueerpélees par la thioredoxine,
a savoir, ADP-glucose pyrophosphorylase (Ballicoraakt 2000), NADP-glucose 6-
phosphate dehydrogénase (Wendalet2000) eta-glucan (Mikkelsen eal., 2005). Ensuite
une analyse du protéome des amyloplastes a montré la présencertbiumnombre d’autres
enzymes qui, dans le chloroplaste, sont liees a la thioredoxine gBatral., 2006).
Cependant, la présence d’'un systeme complet de la thioredoxine dans les ateglofdapas
été encore prouvée. L'identification des cibles de la thioredaldns les fractions solubles et
membranaires des plastes, mitochondries, noyau et membrane plasiengaie mener a
I'élucidation des mécanismes de régulation des protéines liéabiaredoxine (Rossignol et
al., 2006).
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C. Identification des génes dont I'expression est régulée par un stitas gravitropique

Au cours de nos travaux de recherche, nous avons entrepris degagédpales des
profils des protéines et des transcrits de peuplier suite aiomdagton gravitationnelle. La
premiére approche est basée sur l'utilisation combinée de I'électropbaiiésensionnelle et
de la spectrométrie de masse, tandis que la seconde, essimab@gbridation de la puce a
ADN avec un échantillon biologique, marqué par une molécule fluorescekas ARN
messagers transcrits sont éventuellement traduits en protéinedancarrélation entre les

abondances de ces deux types de molécules n’est pas absolue (Greeraba@e0ey).

Nous avons analysé les modifications de Il'accumulation des protépres a
inclinaison des tiges de peuplier pendant 45 min ou une semaine. Skl d®&f45 min

d’inclinaison a été analysé au niveau transcriptomique.

Dans ce chapitre, nous présentons une discussion des résultats oltdaysupa a

ADN, les résultats obtenus par gels 2D ayant déja été discutés dangl'artic

Lors du redressement de l'arbre, la mise en place du boisndeon se fait par
I'intermédiaire d’'une expression coordonnée d’un certain nombreedesgmpliqués dans
différentes catégories fonctionnelles telles que I'expresdes genes et des protéines, la
biosynthése de la lignine, métabolismes des acides aminés, destides|é des
carbohydrates, du cytosquelette, du transport, de la paroi cellulaide: enétabolisme

primaire et secondaire (Figure 17).

C.1 Expression des génes et des protéines

Cette classe comporte I'ensemble des genes impliqués dansckpter et la
transduction du signal, la transcription, la traduction, I'assemblagenodification et la
dégradation des protéines. Ceci concerne 103 génes dont 53 sont suéxgiriid sous-

exprimés (figure 16).

Les geénes impliqués dans la régulation de la transcriptiobleat avoir un réle trés
important dans la réponse a la gravité. Nous avons identifié 12 fai&nitiation de

transcriptionelF-1/SUI1 présentant une sous-expression. Ce gghel/SUIL a été aussi
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identifié en condition de stress hydrique chez le pin maritindds etal., 2003). Quatre
génes intervenant dans la régulation de [linitiation de la trgmien elF4-
gamma/elF5/EIF2-epsilonprésentent une sous-expression. GelEe5A présentent une sur-
expression suite a la stimulation gravitationned#--5A n’agit pas en tant que facteur
conventionnel d’initiation de traduction parce qu’il semble ne pasn&tessaire pour la
synthése globale de protéines, mais semble fonctionner comme proginensport
nucléocytoplasmique (Faurobert at., 2007). Cette protéine est censée jouer un role
déterminant dans la traduction des ARN messagers lors de lamligis la mort des cellules
(Thompson eal., 2004).

Un facteur d’élongation G(EF-G) impliqué dans la synthese des protéines, présente
une sur-expression suite a l'inclinaison. Pendant le cycle d’diongdes peptidesEF-G
facilite la translocation des ARNt (Modolell &, 1973).

Nous avons aussi identifié 11 molécules chaperonne dd@mad et 3 Hsp70 qui
présentent une sous-expressibes protéinePnad sont codées par de grandes familles de
genes. Elles interviennent dans le repliement, I'adressagerendturation des protéines et
dans des voies multiples de transduction de signal (Miyata et&(at®91 ; Xu et Lindquist,
1993 ; Kimura efal., 1995). Les domaines J de plusieurs protéines DnaJ, peuvent interagir
avec un domaine conservé Hep7Q modulant son activité¢ ATPase (Langeraét 1992 ;

Tsai et Douglas, 1996). Il est intéressant de noter que cerness protéines peuvent
former de grands complexes hétéro-oligomériques, qui se lientilamerts d’actine en
présence des calmodulines et servent ainsi de médiateur depéxédmges de transduction

de signal (Nishida edl., 1986 ; Kimura egl., 1995). Ainsi, il a été suggéré que la protéine
DnaJ codée par le géndRG1lintervient dans les voies de transduction de signal au cours de
la réponse a la gravité (Sedbroolkakt 1999 ; Chen edl., 1999). On notera que ces genes se
trouvent induits au cours du stress hydrique chez le pin mari@ostq etal., 1999 ; Dubos
etal., 2003).

Nous avons identifié des génes qui suggérent que le calcium estessager
secondaire de la transduction du signal gravitropique. En effedlrodulines sont sur-
exprimées et unprotéine de liaison dépendante du calciunprésente une sous-expression.
Ces protéines sont capables de fixer des iofi§ €gulant ainsi la transmission du message
et/ou I'activité de certaines enzymes. Le?Qgeut intervenir dans la transmission du signal

via les calmodulines. Les calmodulines correspondent a une famillgémidiue de protéines
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de faible poids moléculaire. Une fois activées par |&",Gas calmodulines vont & leur tour
activer la transcription d’autres genes. De par le grand nombre de @bles de cette classe
de protéines (McLaughlin et Wimmer, 1999) il semblerait quedéraadulines interviennent
dans le contrble d’'une large gamme de réponses liées aux stimuli environneni@néalgen
et Fromm, 1998). Plieth et Trewavas (2002) ont montré des changemagmsitoires de la
concentration en G4 au cours de la réorientation de plantuléarabidopsis thaliana
soumises a une inclinaison. Il a été montré aussi que la graméles induire une
augmentation de la teneur en calcium libre dans le cytosol, acgoggad’une variation de
pH (Morita et Tasak, 2004). Des changements dans les concentratiofsf’eet en
calmoduline dans le cytosol seraient donc capables de provoquandduction du signal et
ainsi la croissance et le développement de la plante. Ludeh&el(1997) ont suggéré que le
Ca*/calmoduline-dépendant de la protéine kinase est impliqué dansgildatién du
gravitropisme de la racine de mais.

Nous avons identifié IAPK (Mitogen Activated Protein Kinage qui présentent une sous-
expression suite a l'inclinaison. Les changements de I'actWA®K se produisent dans le
pulvinu de mais en réponse a une stimulation gravitationnelle (€toad, 2003). Ces
protéines sont connues pour étre d'importants médiateurs de la tramsdlecgignal et elles
sont impliguées dans une grande variété de processus physiologigupseta réponse aux
stress environnementaux (Hirt, 1997).

Un facteur de transcriptioAUX/IAA induit par I'auxine est sur-exprimé au cours de
I'inclinaison. Cette protéine a un rble de régulation des génes 'dgptdssion est auxine-
dependante (Liscum et Reed, 2002). Moylealet(2002) ont observé que plusieurs génes
AUXI/IAA sont sur-exprimés pendant la formation de la paroi secondaireuohbybride
aspen 4opulus trémula x trémuloidessuite au stimulus gravitationnel, ce qui confirme
notre étude. Au contraire, Andersson-Gunnerale2006) ont montré une sous-expression
de AUX/IAA suite a une stimulation gravitationnelle chez I'hybridBopulus trémula x
trémuloides». La différence entre notre observation et celle d’Andersson-Gasetal.
(2006) peut I'expliguer par les différents temps d’application du stisngdavitationnel : dans
notre travail, une stimulation gravitationnelle précoce a été appliquée i@} ttas tissus ont
été prélevés avant la formation du bois de tension. En revanche,edeas ¢’ Andersson-
Gunneras edl. (2006), la stimulation gravitationnelle a été appliquée 11 jouesdisisus ont

éte prélevés apres la formation du bois de tension. Cette diffégshsasceptible de refléter
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I'importance de I'état physique et des processus liés au dévaleppele I'organe dans la
réponse gravitropique.

Par ailleurs, nous avons montré que 11 facteurs de transcription dgirtgginger
protein, présentent une sur-expression au cours du stimulus gravitropiqué liveontré que
certains facteurs de transcription de ce type sont répaméours du stress gravitationnel
chezArabidopsis thaliangKimbrough etal., 2004).

Nous avons observé que 5 génes codant pousétew/thréonine protéine kinase
sont sous-exprimés et un gene codant pourséni@e/thréonine/tyrosine protéine kinase
est sur-exprimé lors de linclinaison. Bien que ces protéines aiéntléja décrites comme
étant impliquées dans la réponse aux stress hydrique et sdbnctemn de ces kinases n’a
pas encore été définie (Yoon at, 1997). Cependant, Mikolajczyk at. (2000) proposent
gue ces protéines puissent étre impliguées dans la transductiamdeds stress chez les
plantes.

Dix huit genes impliqués dans la synthese des protéines sonteuiiiéiement
exprimés suite a l'inclinaison, 12 d'entre eux sont sur-exprimés (&€ protéines
ribosomales L11une60S protéine ribosomale L44ept60S protéines ribosomales L26t
deux60S protéines ribosomales LB6t 6 sous-exprimés (quafpeotéine ribosomale S26et
deuxprotéine ribosomale L3)/ Au niveau protéique, Plomion at. (2006) ont observé une

diminution de plusieurs protéines ribosomales chez le peuplier suite a un stregpsehydr

Enfin, 13 génes classés dans la catégorie « expression deggéesprotéines », qui
correspondent aux ubiquitines sont différentiellement exprimés dprésin d’inclinaison.
Les ubiquitines sont impliguées dans la dégradation des protéines. ¢esrmgénes, nous
notons la présence @S protéasomeet 20S protéasomeajui présentent une sur-expression.
Dans les cellules eucaryotes, ces protéines participent adleahérla transduction de signal
en éliminant sélectivement les protéines de régulation. Le trdfacellulaire et I'activité du
protéasome se combinent pour contréler la dégradation de PIN2 pendaniti®gisme de
la racine dArabidopsis (Abas etal., 2006). Aprés une stimulation gravitationnelle, les
variations protéasome-dépendantes de la localisation PIN2 et raddégn sur les cotés
supérieurs et inférieurs de la racine ont comme conséquencerilauten asymeétrique de
PIN2. L'ubiquitination de PIN2 se produit d'une facon protéasome-dépendatitpiant que

le protéasome est impliqué dans le controle de PIN2 (Abak, €006). Nous avons aussi
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identifié 3 ubiquitines ligase E3,dont 2 présentent une sur-expression et une présente une
sous-expression. Il y a plus de 1000 ubiquitines ligase E3 dans les mlanteplusieurs ont

été déja caractérisées chez les eucaryotes. Récemmtaitiesede ces enzymes E3 ont été
impliquées dans des voies de signalisation spécifique chez lessp(&atavechheimer et
Villalobos, 2004). Deuxubiquitine protéases speécifiqueqUBP14), présentent une sous-
expression. Il a été montré que cette protéine joue un role ebpentiant le développement
précoce de la plante (Doelling ak, 2001). Pendant ou aprés la dégradation des protéines
cibles par le protéasome, les chaines d’ubiquitines sont libdrpksaard désassemblées par
les ubiquitine protéases spécifiqueblBP14) pour régénérer les monomeres libres

d’ubiquitines.

C.2 Cytosquelette

Divers composants du cytosquelette sont impliqgués dans la réponseogrquér
probablemenvia leurs interactions avec les amyloplastes (Siever.e1991 ; Baluska et
Hasenstein, 1997). Cependant, le détail de la nature de ceftaciidn reste encore non

résolu (Blancaflor, 2002 ; Yamamoto et Kiss, 2002).

Nous avons constaté que l'expression de 30 génes appartenant aglariecaté
fonctionnelle du cytosquelette est modifiée lors de l'inclinaisanmiPces genes 13 codants
pour desprofilines et 1 géne codant pour une actine présentent une sur-expression. Quatre
génes codants pour dd&tubulines présentent une sous-expression. Nous avons aussi
identifié 12 genes codants pour detubulines dont 10 présentent une sur-expression et 2
une sous-expression. Bien que les tubulines en tant que composants desbuoles
pourraient avoir un réle dans un certain nombre de processus dévelopem@iasteneys,
2000 ; Wasteneys et Galway, 2003), les microtubules sont peu suscapétrkesirectement
impliqués dans la perception de la gravité (Drobail.e2004). En revanche, il a été montré
que des filaments d’actine peuvent étre impliqués dans le mouvementrghaselles
cellulaires (Hawes et Satiat-Jeunemaitre, 2001). Par exel@plstatolithes des rhizoides de
Charasont entourés par des protéines de myosine (myosin-like) (Brauastengys, 1998),
et semblent étre associés dans des filaments d’actine (Sietar, 1989). Par ailleurs, la
rupture de filaments d’actine dans la coiffe de la racine dés mse traduit par une
augmentation de sensibilité a la gravité, et les racinggdsamontrent une forte réponse

gravitropique (Hou eal., 2003). En utilisant I'analyse microarray, Kimbroughaét(2004)
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ont montré que chexrabidopsis I'expression des génes liés au cytosquelette diminue suite a
une stimulation gravitationnelle. Ainsi, le cytosquelette semhtessaire pour le mouvement
des amyloplastes durant la stimulation gravitationnelle nesigke aussi étre impliqué dans

la transduction du signal conduisant a la courbure (Drobak, @004).

C.3 Paroai cellulaire

Suite a une stimulation gravitationnelle, la composition et I'extdnéi de la paroi

cellulaire sont modifiées (Gibeautadt, 1990).

Cinquante huit genes codant pour des protéines pariétales présametenbdification
d’expression lors de l'inclinaison. Quarante huit de ces genessporident a des protéines
Arabinogalactan (AGP9 et présentent une sur-expression. B&Ps, représentées par un
grand nombre de protéines, interviendraient dans de nombreux proceseggjlés. Ces
genes AGP9 sont plus exprimés dans le bois de tension que dans le bois opp@sdi(De]
al., 2004 ; Andersson-Gunneras at., 2006). L'expression de certains genA&Ps
spécifiguement dans le bois de tension, peut étre liée aux propriéb@miques spécifiques
du bois de tension (Lafarguette at, 2004). Nous avons confirmé la surexpression apres
inclinaison de certains genes codant pour des AGPs par RT-P@&Rnps teel (figure 18).
Les génes étudiés sont PopFLA4, 5, 7 et 15, ce qui corrobore leateggsitenus par
Lafarguette etl. (2004), excepté PopFLA15 qui s’est avéré non régulé. La différenee entr
notre observation et celle de Lafarguettale(2004) pour PopFLA15 peut s’expliquer par les
différents temps d’application du stimulus gravitationnel et leférdnts stades de

développement de I'organe étudié.

Parmi les 58 genes pariétaux dont I'expression est modifiéaldorinclinaison six
génes codant pour d€ellulose synthaseprésentent une sous-expression, dont 3 PttCesA2
ont un réle dans la synthese de la paroi secondaire (Samuga £2008hiet 3 PttCesA7 ont
un réle dans la synthése de la paroi primaire (Samuga et Joshi, R&@&Jlulose synthase
est impliquée dans la voie de biosynthése de la cellulose (Dolaln 2002). La diminution
des transcrits de ce géne a été également observée cher raantime suite un stress
hydrique (Dubos, 2001). Les analyses d’expression ont suggéré qumesertallulose
synthase ont un r6le dans la synthése de la paroi secondaire,qatord’autres sont

importantes pour la synthese de la paroi primaire (Peal, 996 ; Gardiner eal., 2003 ;
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Burton etal., 2004). Aspeborg (2004) a montré par une approche microarray que les genes
codant pour quatre des isoenzymes putatives de cellulose syriRti&@sesAl, PttCesA3-1,
PttCesA3-2, et PttCesA9, sont sur-exprimés pendant la difféientdu xyleme de peuplier

alors que I'expression des autres genesetlalose synthaseeste stable (Aspeborg, 2004).

Enfin, 4 genes codant pour dglgcosyl transférasesont sous-exprimés dans les tiges
inclinées. Les glycosyl transférasessont impliquées dans la polymérisation des
polysaccharides, elles transferent un ose d’'un sucre diphosphonucléosidigne molécule
donnée (Ridley eal., 2001). Ce résultat a aussi été confirmé par Andersson-Gunnaira et
(2006) en utilisant des peupliers hybride aspdPopulus trémula x trémuloides La
diminution de 'abondance des transcrits de glycosyl transférases penfieintdon du bois
de tension suggere leur intervention dans la biosynthese d’hémiceliosiEmninue dans le
bois de tension (Timell, 1969).

C.4 Métabolisme des carbohydrates

Vingt et un genes faisant partie de cette catégorie fonctienmedsentent une sous-
expression lors du stress gravitropique, parmi lesquels 11 codent paliiRglucose 4-6-
dehydratases4 codent pour desUDP-glucose 4-épimérase® codent pour deglycine
hydroxymeéthyltransférases2 codent pour unglycoside hydrolaseet enfin 2 genes codent

pour dephosphoglucomutases

Les géneslTDP-glucose 4-6-dehydratasst UDP-glucose 4-épimérasénterviennent
vraisemblablement dans la biosynthese de la cellulose etntation de la paroi cellulaire.
L’UDP-glucose 4-épiméraseatalyse la transformation de 'UDP-glucose en UDP-galactos
qui est la forme active du glucose incorporé dans les chainesiddtiéose (Zablackis et
al., 1995). Il a été suggéré que les monolignols sont glycosylés poutefalglitransport a
travers la membrane, puis déglycosylés par ddgcoside hydrolasesavant leur
polymérisation dans la paroi cellulaire (Boerjan eatl., 2003). La glycine
hydroxymeéthyltransférasgGHMT) est une enzyme clé dans le métabolisme du carbone
(Besson etal., 1995), et catalyse la conversion réversible de glycine et 5, 10-
méthylénetétrahydrofolate en sérine et tétrahydrofolate. Mueau protéique, Vander

Mijnsbrugge etal. (2000) ont identifié cette protéine dans le jeune xyleme de peulpdie
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diminution de I'accumulation de cette protéine est en accord avelofnées observées dans
I'analyse protéomique chéabidopsispour un stress gravitationnel (Kamadalet2005).

C.5 Biosynthése de la lignine

Le bois de tension du peuplier est caractérisé par une faibler tenelignine et
hémicellulose (Andersson-Gunneras at, 2006). De nombreuses études ont montré la
répression des genes impliqués dans la voie des phénylpropanoides,pairfptuierement
dans la biosynthese des monolignols, notamment Bbprlus(Andersson-Gunneras at.,
2006). Ces observations sont en accord avec les données que nous avons alitdaues s
transcriptome. En effet, nous avons identifié 34 genes impliqués ddnissynthese des
lignines, dont 30 sous-exprimés et 4 sur-exprimés. Nous pouvons donchigetiiese que
la sous-expression de génes associés a la voie de biosynthdgeides et de génes codant
pour des enzymes intervenant dans leur polymérisation est probabbssecite a la teneur

plus faible en lignine dans le bois de tension.

Nous avons aussi observé que six genes intervenant dans la gyeliysraldéhyde
3-Phosphate Déshydrogénag@3PDH) présentent une sous-expression suite a la stimulation
gravitationnelle. Cett€&s3PDH est sur-exprimée pendant la formation du bois comprimé de

pin maritime (Le-Provost, 2003).

Le transfert de groupement méthyle sur différents typesilostrats semble jouer un
rle central dans la régulation des différentes voies métaboligpiasnment en condition de
stress gravitropique. En effet, nous avons observé la sous-expressionx de si
adéenosylméthyonine décarboxylaséSAM). Cette enzyme est sur-exprimée dans le bois
opposé de pin maritime exposé a un stimulus gravitationnel (Le-Pr@@@8). Deux autres
enzymes (S-adénosyl méthionine) impliquées dans ce métabolisn&eointentifiees par
Costa (1999).

C.6 Autres métabolismes

Vingt quatre génes classés dans la catégorie métabolismeacidss aminés,
présentent une sous-expression suite a l'inclinaison. Ainsi3-pdnosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase intervient probablement dans la voie shikimate (Weaver et
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Herrmann, 1997). La lignine est un composé phénolique synthétisé a geartia
phénylalaninevia la voie shikimate. Nous pouvons donc faire I'hypothese que la sous-
expression de genes codant pour des enzymes de la voie shikitnassoesee a la teneur
plus faible en lignine dans le bois de tension. &esnopeptidasesonstituent un ensemble
divers de peptidases avec des rOles importants dans [I'entretieyoissance, le
développement, et la défense de la cellule.dreBopeptidasesont considérées comme des
enzymes omniprésentes avec des rbéles de maintien de 'homéastiadmre. Dans cette
catégorie I'expression de neuf genes codant poumdghionine synthase ll(cobalamin-
indépendant est modifiée par l'inclinaison. Cette protéine catalysesyathese de la
méthionine par un transfert direct du groupement méthyle “dméthyltétrahydrofolate a
'atome de soufre de I'homocystéine. Deghlutamine synthasessont sous-exprimées au
cours de l'inclinaison. Andersson-Gunnerasalet(2006) ont mis en évidence chez le peuplier
la diminution d’'un transcriglutamine synthasedans le bois de tension au cours du stress
gravitationnel. Nous avons aussi observé des variations au niveau thboliséne
nucléotidique (diminution de I'expression de Atmadillo/beta-Catenin/plakoglobipy et

lipidique (diminution de I'expression d’urfespartyl proteasg

Neuf genes ont été classés dans la catégorie énergie qu@pomadeau métabolisme
primaire. Parmi ces génes nous notons la présence ld'uAdPaseet de huitFOF1-ATPase
qui présentent une sous-expression. La régulation des différentesnéamliques au sein
de la cellule passe par la régulation du pH des différents comeats cellulaires et par la
production d’énergievia la synthese d’ATP. Ainsi, la sous-expression au niveau
transcriptionnel des genes codant pour des ATPases, pourrait étrdaddenénution de la
production de I'ATP par la phosphorylation. En utilisant 'analyse raitey et protéique, il
a été montré que I'expression des genes codant pour des AtiHasege au cours du stress
gravitationnnel cheArabidopsis(Kimbrough etal., 2004 ; Kamada el., 2005).

C.7 Réponse au stress, croissance, et transport

Dix sept génes classés dans la catégorie fonctionnelle “mepamsstress”, sont
différentiellement exprimés lors de linclinaison. Parmi c&ney, 12 codant pour des
Déhydrines (Dhnl), présentent une sur-expression au cours du stress. Trois genes codant
pour uneAnnexine et deux codant pour umpeotéine 14-3-3 présentent une sous-expression

au cours du stress. L'expression d®hknl est modifiée par la secheresse. En effet, Plomion
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et al. (2006) ont montré une forte accumulation de cette protéine au coaness hydrique
chez le peuplier. Laléhydrineest induite par d’autres stress environnementaux tels que, le
froid et la salinité (Yuxiu eal., 2007).

Une stimulation mécanique effectuée sur un entre-noeud jeurirydeia dioica
provoque une délocalisation trés rapide desexinesdu cytosol vers les membranes, 30
minutes aprés la stimulation (Thonat, 1996). Thonat a suggéré que |lax@anméexine
intervient dans la médiation du signal calcique a la suite d'uustinmécanique. Clark at.
(2000) ont montré gu’avant la stimulation gravitationnelle la plus footecentration des
annexinessont orientées vers la direction de la gravité le long des cellules. En revihete
30 min apres une stimulation gravitationnelledesexinessont distribuées tout autour de la
cellule et plus distinctement le périphérique cellulaire. Ces @gansigggerent qu’il existe une
corrélation entre la gravité et la distribution demexinesdans les cellules de plantes a

fleurs.

Les protéines14-3-3sont une famille de protéines régulatrices. Elles sont coreservé
et ubiquitairement exprimées dans les cellules eucaryotes. &flht capables de se lier et de
réguler des protéines de signalisation fonctionnellement ditiéseelles que des kinases, des
phosphatases, des récepteurs transmembranaires. Cette abondant&rss mibles permet
a laprotéine 14-3-3de jouer des rdles importants dans de nombreux processus régulateurs

vitaux comme la transduction des signaux (Subramanian et Masters, 2000).

Parmi les 42 genes intervenant dans le transport dont I'expressimodifiée lors de
I'inclinaison, 18 génes sont sur-exprimés et 25 genes sont sous-éxpNstamment, 10 de
ces genes codant pour deguaporines présentent une sous-expression au cours du stress
gravitationnel. Récemment, il a été montré que le potentiel osmatsfugransitoirement
diminué du coté gravistimulé chez le riz et que la courbure grpiquie est empéchée par
des inhibiteurs connus desjuaporines(Hu et al.,, 2007). Ces données suggerent que la
stimulation gravitationnelle pourrait affecter I'influx d’eata les aquaporines conduisant

ainsi a la courbure de I'organe.

La sur-expression d'un gene codant pour upmtéine de transfert du
phosphatidylinositol(SEC14, au cours de l'inclinaison est en accord avec les travaux de
Perera eal. (2006) qui montrent que l'inositol 1, 4, 5-triphosphate pourrait étre impliqué dans

la perception de la gravité. Cette proteBieCl4tres conservee, réglerait divers évenements
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de signalisation par I'intermédiaire de lipides. Elle joue ua dans la signalisation au cours
du développement des plantes (Routt et Bankaitis, 2004).

Parmi les 8 genes intervenant dans le mécanisme d’import maclé@éacodant pour
une protéineRANBP1 (Ran-binding proteir) et deux codant pour uNTF2 (facteur de
transport nucléairg@, présentent une sur-expression au cours du stress gravitationnel. La
protéineRANBP1 fournit de I'énergie et INTF2, quant a lui est responsable du transport de
RANBP1de part et d’'autre du NPC (nuclear pore complex) pour permetteaduvellement

du cycle d'import (Van Impe etl., 2008).

Deux génes appartenant a la famille des transporteurs dauwm@RAMP),
présentent une sous-expression au cours du streBlRARP présente une similarité avec la
protéineEIN2 (Alonso etal., 1999) qui pourrait jouer un role régulateur dans la voie de la
réponse a I'éthyléene (Chen &, 2004). Par ailleurs, il a été montré qu’un niveau élevé de
I'éthyléne régule négativement le gravitropisme de la radideabidopsis (Buer etal.,
2006).

C.8 Protéines inconnues et hypothétiques

Vingt sept pour cent (27%) des genes régulés lors de I'inclinaggoespondent soit a
des protéines inconnues soit a des protéines hypothétiques. Il elstepgss ces genes aient
des fonctions spécifiques aux arbres. lls peuvent aussi correspaedranscrits qui n’ont
pas encore été annotés, bien que le génome du peuplier soit totadémericé (Tuskan et
al., 2006).

L’analyse transcriptomique présentée dans ce mémoire, bien geéeéalr une puce
ne contenant pas I'ensemble des génes du peuplier, montre que la teptanpante lors de
l'inclinaison est complexe. Cette réponse implique en effet de nosgse voies
métaboliques. Le suivi simultané de ces voies métaboliques etsbzaIx de régulation des
géenes, serait nécessaire pour réaliser une analyse dynamique du foniutrohe la plante.
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D. Comparaison transcriptome/protéome

Les analyses transcriptomiques montrent que I'expression d’'un grand nombre de géenes
est modifiée par [linclinaison. L'analyse comparée des résul@des approches
transcriptomique et protéomique obtenus pour la partie basale suitaeia d9nclinaison, ne
peut se faire que sur 5 protéines/genes. Les variations d’eéppressces génes et protéines
sont divergentes. En effet, I'analyse transcriptomique montre unawution de I'expression
de 'ATPase, FOF1 ATPase, EF et une augmentation de I'accumulation des transcrits de
'actine et SEC14. Au contraire, I'analyse protéomique montre awmgmentation de
I'ATPase. Les quantités des protéines FOF1 ATPase et actirsgiapt pas significativement.

Le spot correspondant a &F et SEC14 n’est pas détecté apres inclinaison. Il a été montré
que les quantités de transcrits et de protéines, ne sont pas towgjoatées (Gygi etl.,
1999). L'étude de l'expression des protéines permet de prendrengrtecaussi bien le
contrble post-transcriptionnel que les modifications post-traductionnelles.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES GENERALES

Ce travail, qui concerne la réponse gravitropique de jeunes plarsuplier a une
stimulation gravitationnelle montre que le redressement du peuppégue un processus de
courbure lié a la différentiation du bois de réaction dans les smneissance secondaire et
un processus de courbure locale lié a une élongation différentielle lda zones en
croissance primaire. Nous avons montré que la réponse morphologigueedmh basale est
distincte de celle de la région apicale (figure 2, articla)rdgion basale a développé le bois
de tension une semaine apres l'inclinaison, alors que la régioteagstaéorientée 24h apres
I'inclinaison. Ceci implique que les processus liés au développeteelat région basale et

apicale de la plante sont ainsi différents.

Dans les arbres le mécanisme de la perception de la gravitéit faire intervenir les
amyloplastes. Nous avons montré que les amyloplastes sont prékehtsa des cellules de
“endoderme”. Le redressement est corrélé avec la séditienties amyloplastes a la base
des cellules de “I'endoderme” (Nakamuraagt 2001). Des interrogations subsistent sur le
réle des amyloplastes : doivent-ils entrer en interaction avégirceicomposants cellulaires
tels que le RE, ou bien les amyloplastes créent ils des termEiosde cytosquelette qui sont
transmises a la membrane plasmique. Il est possible que laeséaliion des amyloplastes
dans les cellules endodermiques conduise a la formation du xyleroadage et a

I'excentricité de la moelle de la tige.

Nous avons étudié la variation du protéome de tige de peuplier. Nous ravoire
gu’'une stimulation gravitationnelle induit différentes voies métabdigiede signalisation
dans chaque région de la tige inclinée 45 min ou une semaine. Notreha&aromntré que
I'expression de protéines n'est pas identique dans la région apichsale. Ceci suggéere
que les événements moléculaires conduisant a la réorientatiortigie $ant différents selon
le stade de développement de I'organe. Probablement, chaque partie detdargtoit et
répond differemment au signal. La majeure partie des protéinéendions connues que
nous avons identifiées au cours de linclinaison, correspondent a des praléordes
comme étant affectées par des stress biotiques ou abiotiquemelssagers secondaires
connus pour étre impliqués dans la transduction du signal gravitropique cttB8meéa’,
NDP-kinase, et le cytosquelette pourraient étre directememtdineétement impliqués dans

la régulation transcriptionnelle. Nos résultats et les donnéleshilgliographie suggerent que
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la sensibilité des tiges a l'inclinaison pourrait étre due séthmentation des amyloplastes, a
des contacts entre les amyloplastes et les éléments du cyettsgeedes méchanorecepteurs
sur la membrane plasmique. Il semble que les amyloplastes sacihést aux filaments
d’actine qui sont eux méme reliés a la membrane plasmique. loesvements des
amyloplastes produiraient des tensions sur les filaments dac@es tensions se
propageraient le long du filament jusqu'a la membrane produisant laosvation des
canaux ioniques. On peut supposer que les canaux ioniques actieésdsihs la membrane
plasmique sont responsables de la transduction du signal gravité. Haiguuétre stimulés
par laction des amyloplastes sur les éléments du cytosquetetiés a des
méchanorecepteurs. Dans le futur nous prévoyons d’analyser I'egpredsi certaines
protéines impliqguées dans la transduction du signal gravité queamons mis en évidence
ici, dans différents tissus suivant I'inclinaison, en utilisanttéehiniques de western blot et
d'immunolocalisationsn situ. Notre étude a porté sur la partie entiére apicale et hdesdde
tige. Nous envisageons de la compléter par la comparaison denfaletion des protéines du

cOté supérieur de la tige a celle du c6té inférieur.

La détermination de la distribution tissulaire et de la loatdia cellulaire des Trx
végétales au cours du stress peut apporter des indications subléewtans la réponse
gravitropique. Nous avons montré que les 2 protéines Trx hl et Trx h2etooivees dans
les cellules parenchymateuses des régions apicale ete bdsala tige au niveau des
amyloplastes et que la Trx h1l est exprimée spécifiguementekadsuix régions une semaine
apres l'inclinaison. Cette détection au niveau des amyloplastgei®e que la Trx pourrait
avoir des protéines cibles au niveau de I'enveloppe des amyloplastrsitldonc intéressant
de chercher les cibles des thioredoxines h dans les amylgptastetilisant une approche
protéomique. Nous disposons pour cette étude de diverses Trx h cytosi@igeenplier et
d’'une de leur réductase spécifique, la NADPH-thioredoxine redu¢tER). Les extraits
protéiques seront incubés en présence de chacune des Trx h (préadabkduite par la
NTR) puis les thiols apparus sous l'effet de la réduction seromu@a par un composé
radioactif. Les protéines seront ensuite séparées par 2ED les eglant incorporé la

radioactivité seront identifiées par spectrométrie de masse.

Le suivi en cinétique de certaines protéines (OEE1, OEE2, Cu-Zn 8BODBCH,
APX, ATPase, SAMs et Trx) difféerentiellement expriméepaentiellement régulées par la

thioredoxine et participant & la production des molécules de isigtiah EAO (especes
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activées de l'oxygéne) montre une accumulation de transcriigblearentre les régions
apicale et basale de tige inclinée. Nous avons également montréngligalson induit des
changements d’expression rapides et transitoires. Ainsi, figsedices d’accumulation des
transcrits entre les deux régions (Figure 19) suggerent gépdage a la gravité implique des
voies de signalisations spécifiques de chaque région. Une augoreritahsitoire de la
concentration intracellulaire de 'EAO est obtenue dans la ragprés une stimulation
gravitationnelle (Joo eal. 2001). Il serait intéressant de piéger les formes réactives de
'oxygene (EAO) par des antioxydants (par exemple : N-&oéti¢ine, acide ascorbique, et
Trolox), chez les plantes inclinées, afin de mieux comprendre dderdans la réponse
gravitropique.

L’analyse transcriptomigue nous a montré que plusieurs genes sonill SOUS-
exprimées 45 min apres l'inclinaison. Parmi ces genes, certaingténpréalablement
identifiés dans la graviperception, tels que les génes codant paatrteoduline (Sinclair et
al., 1996), protéine de liaison dépendante du calciume (Bjorkman et Cleland, 198dihepr
de transfere phosphatidylinositole (SEC14) (Pererd.e2006), MAPK (Clore etl., 2003),
AUX/IAA (Bennett et al., 1996), et I'actine (Yamamoto et Kiss, 2002). En outre, notre
analyse a révélé de nombreux géenes qui n'ont pas été précédeamveries a la réponse
induite par la gravité, tels que les genes codant pour Ran-bindinghprotesérine/thréonine
protéine kinase, G-protein, et déhydrine. Dans le futur, nous prévoyarsuddocaliser sur
des groupes de geénes spécifiques que nous avons mis en évidence i@ tansdé
déterminer leur rdle précis dans le gravitropisme. Par exergtalyse du transcriptome
suggere qu’il pourrait étre fructueux d’étudier le réle des PopFgikspsyltransférases et la
lignification dans la réponse gravitropique. Le futur travail poursaitconcentrer sur la
dynamique de I'expression de ces genes en examinant I'abondancandests pendant une
cinétique. Il serait également intéressant d’examiner la itonae ces genes durant la
formation du bois de tension au cours du stress en utilisant des petnalifesgéniques
modifiés pour I'expression de ces genes. En outre, le suivi des genedepquels
I'abondance des transcrits a augmenté ou diminué en réponse a I'inclinaisondesiipoints
de départ utiles pour identifier les composantes de signalisatpiguées dans la perception
et la transduction du signal gravité dans les plantes ligneuses.

Les analyses du transcriptome et du protéome nous ont permis de donkisiame

globale des différentes voies métaboliques impliquées dans la rég@weopique et la

127






Partie 4 : Conclusions et perspectives générales

formation du bois de tension. Les génes et les protéines identifiésepadeux types
d’approches serviront de point de départ dans I'étude fonctionnelle desiggrigués dans
la graviperception et la formation du bois de tension. Nous pouvons nous cengamt
exemple sur la voie de biosynthese de la lignine, de la paroiaded] De plus, les approches
menées au hiveau du transcriptome et du protéome pourraient étre téemglar une
description plus intégrée de I'évolution qualitative et quantitatigendétabolites synthétisés
dans les tissus inclinés et non inclinés de maniere a sarsehble du réseau métabolique et

de pouvoir caractériser la fonction des genes.
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Annexe 1

MURACHIGE AND SKOOG
PREPARATION DES SOLUTIONS MERES (les stocker au frigo a 4°C aprés
stérilisation)

Macro-éléments (10x) dans 1000 ml

NHsNO3 nitrate d’ammonium 1659
KNO3 nitrate de potassium 19¢
CaCb,2H,O chlorure de calcium 4.4 9
MgSOy, 7H,O sulfate de magnésium 3.7¢9
KH.PO, phosphate de potassium 179

Autoclaver la solution 20 min a 120°C
Prendre 100 ml de solution finale par litre de milieu
Vitamines B (100x) dans 500 ml

Acide nicotinique 50 mg
Pyridoxine hydrochloride 50 mg
Thiamine hydrochloride 50 mg
Panththénate de calcium 50 mg
L-cystéine chlorydrate 50 mg
Biotine (5mg/50ml) se dissout dans NaOH 5ml

Stériliser la solutiorpar filtration unité a vis pour membrane g 47 mm
Prendre 10 ml de solution finale par litre de milieu
Oligo-éléments (1000x) dans 100 ml

H3BO3 : acide borique 620 mg
MnSO,,H-0 : sulfate de manganése 1690 mg
ZnSQ,, 7H,0 : sulfate de zinc 1060 mg
Kl : iodure de potassium 83 mg
NaMo0O4,2H,0 : molybdate de sodium 25 mg
CuSQ,5H,0 : sulfate de cuivre 2.5 mg
CoCh,6H,0 : chlorure decobalt 2.5 mg
Ou CoC} 1.36 mg

Autoclaver la solution 20 min a 120°C
Prendre 1 ml de solution finale par litre de milieu

Fer (préparation dans 500 ml)
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Ethylendiaminetetra-acetic acid ferric 29
Monosodium salt

Autoclaver la solution 20 min a 120°C

Prendre 10 ml de solution finale par litre de milieu
Myo-inositol (100x) dans 500 ml

Préparation & 100 mg/I

Peser 59

Autoclaver 20 min & 120°C

Prendre 10 ml de solution finale par 1litre de milieu
L-glutamine (100x) dans 500 ml

Préparation & 200 mg/I

Peser 10g

Stériliser la solutiorpar filtration unité a vis pour membrane g 47 mm.

Prendre 10 ml de solution finale pour llitre de milieu

PREPARATION MURASHIGE ET SKOOG AU % (1000 ml)

Multiplication végétative du peuplier

Macro-éléments 50 ml

Oligo-éléments 1mi

Vitamines 10 mi

Fer 10 mi

Myo-inositol 10 ml

L-glutamine 10 mi

Saccharose 209

Compléter a 1000 ml en rajoutant 910 ml d’eau distillée

Ajuster le pH entre pH =5.9-6
Agar 749
Répartir 10 ml par tube ou 120 ml/bocal
Autoclaver 20 min a 120°C
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Annexe 2

Solution nutritive (peuplier)

Macro-éléments : (préparer une solution par sel)

Sol. n° Sel Quantité Stockage
- 1 NacCl 10 g/l T° ambiante
- 2 Mg SQ 7H,0O 270 gl 4°C
- 3 (NHy), SOy 72.5 gl 4°C
- 4 Ca (NQ); 345 g/l 4°C
- 5 K NG; 202 g/l T° ambiante
- 6a K HPQ 192 g/l T° ambiante
- 6a KH PO 150 gl 4°C

Prendre 10ml de chaque solution pour 20 L de solution finale.

Micro-éléments : (Préparer une unique solution de 200 ml, stocker a 4°C)

- Mo O, (NH4), 100 mg
- Mn SQ, H,O 610 mg
- Zn SQ 7 H,0 880 mg
- Hs; BOs 560 mg
- Cu SQ5H20 196 mg

Mascolate de fer (2%) : 2 ml pour 20 L
Prendre 4 ml de cette solution pour 20 L de solution finale
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Annexe 3
Extraction des ARNs totaux ('aprés Chand et al., 1993

Extraction d’ARN totaux a partir de 200 mg de matériel végétal.

Broyer dans de I'azote liquide (ou prendre poudre a -80°C).

Transvaser le broyat dans tube eppendorf 2 ml : il faut qu’il y a moins d’'1/3 du tube rempl
Ajouter 1 ml tampon d’extraction (température ambiante ; en prépare 40 a 50 ml).
Vortexer vigoureusement.

Incuber 5 min a 65°C.

Laisser 1 min a température ambiante.

Extraire des acides nucléiques avec 1 volume (1 ml) de chloroforme-isoan{giqus.
Centrifuger 14 000 rpm, 20 min a 4°C.

Récupérer le surnageant dans un tube eppendorf 2 ml.

Renouveler I'opération avec 1 volume (1 ml) de chloroforme-isoamylique (24 :1).
Centrifuger 14 000 rpm, 10 min a 4°C.

Récupérer le surnageant dans un tube eppendorf 1.5 ml.

Calibrer le volume final & 1 ml avec de I'eau “RNAse Free*.

Précipiter les ARNtx par 250 ul de LiCl 10 M (1/4-¥ 2 M final), vortexer vigoureusement
et incuber la nuit & 4°C.

Centrifuger 14 000 rpm, 45 min a 4°C.

Laver 2 fois avec éthanol 70% ; centrifuger 14 000 rpm, 5 min a 4°C et bien mélanger.
Sécher le culot 10 min dans la glace ou 2 & 3 min a température ambiante.

Solubiliser doucement le culot dans 25 pl d’eau “RNAse Free*.

Purifier les acides nucléiques avec 500 ul de tampon SSTE.

Extraire les acides nucléiques avec 1 volume de chloroforme-isoamylique (24 :1).
Centrifuger 14 000 rpm, 10 min a 4°C.

Précipiter les ARNtx 1 ml éthanol 100% (2V), 2h a -20°C (ou 20 min a -80°C).
Centrifuger 14 000 rpm, 45 min a 4°C.

Laver 3 fois par éthanol 70%, centrifuger 14 000 rpm, 5 min a 4°C.

Sécher le culot 10 min dans la glace ou 2 a 3 min a température ambiante.

Solubiliser le culot dans 20 a 50 pl d’eau “RNAse Free*.

Doser les ARNtx avec le NanoDrop (ND-100), et visualiser suag@tose 1.5% (dépdt de 1
[g) migration 150 V, révélation BET.

Stocker les ARNtx a -80°C.
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Tampon d’extraction

CTAB 2% (p/v)

PVP 2%

Tris-HCI pH8 100 mM
EDTA pH8 25 mM
NaCl 2 M

Dissoudre le tout dans de® up en chauffant. Mélanger et autoclaver.

Ajouter 2% de Béta-mercaptoéthanol juste avant utilisation ;

Pour 500 ml de tampon :

dissoudre 10 g de PVP dans 300 ml d®ldp en chauffant et en agitant,
ajouter 10 g de CTAB, dissoudre en continuant de chauffer et d’agiter,
ajouter 50 ml de tris-HCI pH8 1 M et 25 mI d’'EDTA pH8 0.5 M,

ajouter enfin les 58.44 g de NaCl,

ajuster le volume a 500 ml avec dgCHup.

Tampon SSTE

NaCl1 M

SDS 0.5%

Tris-HCI pH8 10 mM
EDTA pH8 1 mM
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Annexe 4

Purification du ADNc pour microarray

NB: toutes les centrifugations sont éffectuées a 100009 a temperaturatambia

Vérifier que I'H,O est a 55°C, que I'éthanol a bien été ajouté au tampon de lavage et qu
’ADNc binding buffer n’est pas precipité, s'il I'est, chauffer 10 min a 37°C afin de
dissoudre le précipité et refroidir a température ambiante avant uditisati

ajouter 250 ul d’ADNc binding buffer a chaque échantillon et bien ngéla
centrifuger brievement 2 sec et transférer sur la colonne de diftrati

Centrifuger environ 1 min a 10000g

Eliminer le filtrat

Ajouter 500 ul de tampon de lavage

Centrifuger 1 min a 10000g

Eliminer le surnageant et centrifuger de nouveau 1 min pour ertlewe trace de
tampon

Transférer la colonne de filtration sur un tube d’élution

Ajouter 9 ul d'HO préchauffée a 55°C au centre de la colonne

Laisser 2 min a température ambiante puis centrifuger environ 1.5 min a 100009
Eluer de nouveau avec 9 ul @ préchauféee

Vérifier le volume élué et si besoin le compléter a 14 ul avec de I'eau Ridase f
L’ADNc contenu dans environ 14 ul peut-étre congelé a -20°C

Purification du ARN amplifié pour microarray

Préchauffer HO nuclease free pendant au moins 10 min a 55°C

Ajouter a chaque (IVT master) échantillon 350 pl d’ARNa binding buffer

Ajouter 250 pl déthanol 100% et mélanger par pipetage 3 fois

Transférer sur une colonne de filtration

Centrifuger 1 min a 10000g jusqu’a que le mélange passe a travers le filtre

Ajouter 650 ul de tampon de lavage

Centrifuger 1 min & 10000g

Eliminer le surnageant et centrifuger de nouveau 1 min pour enlever toute trace
Transférer la colonne sur un nouveau tube

Eluer avec 100 pl d’H20 préchauffée a 55°C ; laisser 2 min a température ambiante
Centrifuger 1.5 min & 10000g

Prendre 2 ul pour estimer la concentration des échantillons a I'aide du Nanodrop
Prélever 2 ug d’ARNa pour une analyse sur gel

Aliquoter 10 pg d’ARNa par tube en vue de la lyophilisation

Congeler les échantillons a -20°C pour la nuit ou a -80°C pour des durées plus
longues.

Préparation d’un IVT (/In Vitro transcription) master mix

- 3 ulaaUTP (50mM)

-12 ul ATP, CTP, GTP mix (25mM)
- 3 I UTP solution (50mM)

-4 ul T7 10X reaction buffer
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-4 pul T7 enzyme mix
Mélanger en vortexant gentiment et centrifuger brievement (5 sec) et swatiglace

- Ajouter 26 pl de IVT master mix a chaque échantillon

- Mélanger par pipetage 2 a 3 fois, puis centrifuger brievement 5 sec

- Incuber a 37°C pendant 16 h

- Arréter la réaction avec 60 pl d’H20 nuclease free pour obtenir un volume de 100 pl
- Vortexer gentiment et procéder immédiatement a la purification.

Purification de ’ARNa marqué
Préchauffer HO nuclease free pendant au moins 10 min a 55°C

- Ajouter 105 pl ARNa binding buffer a chaque échantillon

- Ajouter 75 ul d’éthanol 100% et mélanger par pipetage 2 a 3 fois

- Transférer le mélange sur une colonne ARNa marqué

- Centrifuger 1 min a 10000g, puis éliminer le surnageant

- Ajouter 500 pl de tampon de lavage

- Centrifuger 1 min a 100009

- Eliminer le surnageant et centrifuger de nouveau 1 min pour enlever les traces
- Transférer la colonne sur un tube d’élution

- Ajouter 10 pl d’'HO préchauffée a 55°C

- Eluer 2 min a température ambiante

- Centrifuger 1.5 min a 10000g

- Répéter ces 2 derniéres étapes

- L’ARNa marqué est ainsi élué dans environ 20 pl

- Estimer la concentration en Cyanines au Nanodrop (2 pl nécessaires)
- Conserver les échantillons marqués a -20°C a I'obscurité
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Annexe 5 : Récapitulatif des genes dont I'expression est affectéeaparavité. Le niveau
d’expression du gene est significativement plus élevé dans le pauaplieé par rapport au
témoin si Logratio moyen est positif et inversement qu’il gghificativement réduit si
Logratio moyen est négatif.

Nombre de géne Catégorie Accession Fonction Ratio (Incliné/témoin) Logratio Moyen
Energie
1 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetes@TPase 0.546 -1.146
2 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetese\TPase 0.597 -1.343
3 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetese\TPase 0.643 -1.570
4 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetes@TPase 0.648 -1.595
5 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetes@TPase 0.664 -1.696
6 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetes\TPase 0.666 -1.706
7 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetese\TPase 0.683 -1.816
8 estExt_fgenesh4_pg.C_1700003 H+-transporting tvetesé\TPase 0.698 -1.925
9 gw1.20770.4.1 FOF1-type ATP synthase 0.710 -2.025
Ligninfication

10 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 550.5 -1.177
11 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 560.5 -1.182
12 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 420.6 -1.565
13 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 490.6 -1.605
14 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 710.6 -1.740
15 gw1.123.86.1 S-adenosylmethionine decarboxylase 850.6 -1.829
16 estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX2359 CAD - cinnamybhid dehydrogenase 1.454 1.851
17 fgenesh4_pg.C_LG_XIX000854 putative orcinol O-ryitthnsferase 0.497 -0.990
18 fgenesh4_pg.C_LG_XIX000854 putative orcinol O-ryitthnsferase 0.530 -1.092
19 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-Ethyitransferase 1 (COMT-1) 0.642 -1.566
20 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-Ethyitransferase 1 (COMT-1) 0.649 -1.606
21 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-Ethyitransferase 1 (COMT-1) 0.651 -1.614
22 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-&hyitransferase 1 (COMT-1) 0.651 -1.618
23 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-&hyitransferase 1 (COMT-1) 0.658 -1.657
24 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-Ethyitransferase 1 (COMT-1) 0.659 -1.662
25 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-Ethyitransferase 1 (COMT-1) 0.671 -1.736
26 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-&hyitransferase 1 (COMT-1) 0.682 -1.811
27 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-&hyitransferase 1 (COMT-1) 0.688 -1.850
28 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10129 Caffeic acid 3-&hyitransferase 1 (COMT-1) 0.692 -1.883
29 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_11023 Caffeoyl-CoA O-nitinysferase 2 (CCoAMT-2) 1.401 2.054
30 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_11023 Caffeoyl-CoA O-nitinysferase 2 (CCoAMT-2) 1.406 2.036
31 grail3.0021004701 Glutathione-dependent formaldefactivating, GFA 1.590 1.495
32 estExt_Genewisel_v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehistidine ammonia-lyase 0.601 -1.360
33 estExt_Genewisel v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehastidine ammonia-lyase 0.623 -1.466
34 estExt_Genewisel v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehastidine ammonia-lyase 0.662 -1.678
35 estExt_Genewisel v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehastidine ammonia-lyase 0.681 -1.803
36 estExt_Genewisel_v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehistidine ammonia-lyase 0.683 -1.817
37 estExt_Genewisel_v1.C_280658 PAL - Phenylalamdehistidine ammonia-lyase 0.695 -1.901
38 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygdh@sphate dehydrogenase 0.652 -1.619
39 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygd@sphate dehydrogenase 0.654 -1.634
40 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygi@sphate dehydrogenase 0.673 -1.751
41 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygi@sphate dehydrogenase 0.674 -1.759
42 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygi@sphate dehydrogenase 0.695 -1.908
43 estExt_Genewisel v1.C_LG_XII1463 Glyceraldehygdh@sphate dehydrogenase 0.698 -1.929
Métabolisme des carbohydrates
44 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X0989 Phosphoglucomutase 0.581 -1.275
45 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X0989 Phosphoglucomutase 0.613 -1.417
46 grail3.0039009101 Glycoside hydrolase, family 28 616. -1.426
47 grail3.0039009101 Glycoside hydrolase, family 28 620. -1.494
48 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.617 38.4
49 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§eiatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.621 548.4
50 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§eiatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.637 36.5
51 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.638 44.5
52 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.642 62.5
53 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.646 88.5
54 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§eiatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.649 04.6
55 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.656 471.6
56 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.677 8.7
57 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X1860 dTDP-glucose 4-§etatase/UDP-glucuronic acid decarboxylase 0.689 58.8
58 eugene3.00700070 dTDP-glucose 4-6-dehydratasefillzBronic acid decarboxylase 0.705 -1.982
59 eugene3.00180906 UDP-glucose 4-epimerase/UDPgsirifavose synthase 0.676 -1.773
60 eugene3.00180906 UDP-glucose 4-epimerase/UDPgsirifavose synthase 0.685 -1.833
61 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12408 UDP-glucose 4-episedd DP-sulfoquinovose synthase 0.701 -1.955
62 estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12408 UDP-glucose 4-episedd DP-sulfoquinovose synthase 0.711 -2.031
63 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_10969 Glycine hydroxynigtimsferase 0.698 -1.926
64 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_10969 Glycine hydroxynigtinsferase 0.705 -1.982
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Transport

65 estExt_fgenesh4_pm.C_280080

66 estExt_fgenesh4_pm.C_280080

67 estExt_Genewisel v1.C_LG_XV1399

68 eugene3.00102165

69 eugene3.00102165

70 eugene3.00102165

71 eugene3.00102165

72 eugene3.00102165

73 eugene3.00102165

74 eugene3.00102165

75 eugene3.00102165

76 eugene3.00102165

7 eugene3.00102165

78 eugene3.00102165

79 estExt_Genewisel_v1.C_LG_I5715

80 eugene3.00102165

81 eugene3.00102165

82 estExt_Genewisel_v1.C_LG_l110271

83 grail3.0049017002

84 grail3.0038018602

85 eugene3.00090923

86 eugene3.00090923

87 eugene3.00090923

88 eugene3.00090923

89 eugene3.00090923

90 eugene3.00090923

91 grail3.0034007101

92 eugene3.00031404

93 eugene3.00031404
Expression des génes et des protéines

94 eugene3.00111103

95 eugene3.00111103

96 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VI10088

97 eugene3.00111103

98 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VI10088

99 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VI10088

100 eugene3.00111103

101 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VII0088

102 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VII0088

103 eugene3.00111103

104 eugene3.00111103

105 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VII0088

106 estExt_fgenesh4_kg.C_870004

107 estExt_fgenesh4_kg.C_870004

108 estExt_fgenesh4_kg.C_870004

109 estExt_fgenesh4_kg.C_870004

110 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

111 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

112 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

113 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

114 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

115 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

116 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

117 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

118 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVII10351

119 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

120 estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVIII0351

121 gwl.70.171.1

122 eugene3.00021666

123 eugene3.00070822

124 gwl.XVII1.1819.1

125 gwl.XVIII.34.1

126 estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317

127 estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317

128 estExt_Genewisel_v1.C_LG_VIII0594

129 estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317

Mn2+ and Fe2+ tramspaf the NRAMP family
Mn2+ and Fe2+ traresparf the NRAMP family
Xanthine/uraaih$porters

Aquaporin (major intrinsic profanily)

Aquaporin (major intrinsic profanily)

Aquaporin (major intrinsic profanily)

Aquaporin (major intrinsic profeinily)

Aquaporin (major intrinsic profanily)

Aquaporin (major intrinsic profanily)

Aquaporin (major intrinsic profeanily)

Aquaporin (major intrinsic profamily)

Aquaporin (major intrinsic profamily)

Aquaporin (major intrinsic profamily)

Aquaporin (major intrinsic profemily)

Aquaporin (majoinsic protein family)

Aquaporin (major intrinsic profamily)

Aquaporin (major intrinsic profemily)

Aquaporin (majtinsic protein family)

Aquaporin (major intrinsic piotamily)

Endosomal membrane proteins, BMP
Ran-binding protein RANBP1 datiece RanBD domain proteins
Ran-binding protein RANBP1 datiece RanBD domain proteins
Ran-binding protein RANBP1 datiece RanBD domain proteins
Ran-binding protein RANBP1 datiece RanBD domain proteins
Ran-binding protein RANBP1 datied RanBD domain proteins
Ran-binding protein RANBP1 datiec RanBD domain proteins
Phosphatidylinositol transfet@n SEC14 and related proteins

Nuclear transport factor 2
Nuclear transport factor 2

Translation initiation factoelF<1/SUI1)
Translation initiation factoelF<1/SUI1)
Translation itidiafactor 1 (elF-1/SUI1)
Translation initiation factoelF<1/SUI1)
Translation itidiafactor 1 (elF-1/SUI1)
Translation itidiafactor 1 (elF-1/SUI1)
Translation initiation fact¢elE-1/SUI1)
Translationatigin factor 1 (elF-1/SUI1)
Translationatigin factor 1 (elF-1/SUI1)
Translation initiation fact¢elE-1/SUI1)
Translation initiation fact¢elE-1/SUI1)
Translationatign factor 1 (elF-1/SUIL)
elF4-gamma/elF5/epBien
elF4-gamma/elF5/epBien
elF4-gamma/elF5/epBion
elF4-gamma/elF5/epBien
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
Eukaryoticiaion factor 5A hypusine (elF-5A)
AUX-IAA TF family (DPTF annotatioAJX/IAA protein
60S acidic ribosomal protein P1
Elongation factor G, domain IV
PHD TF family (DPTF annotation)
Ca2+-dependent lipid-hinding priote
Molecular chapge(BmaJ superfamily)
Molecular chapge(BmaJ superfamily)
Molecular clhape (DnaJ superfamily)
Molecular chapge(BmaJ superfamily)

0.585
0.603
0.644
0.626
0.629
0.629
0.637
0.642
0.644
0.644
0.647
0.675
0.688
0.692
0.695
0.704
0.704
0.710
0.711
1.410
1.442
1.459
1.464
1.518
1.537
1.551
1.601
1.438
1.442

0.600
0.614
0.660
0.665
0.667
0.670
0.679
0.689
0.704
0.706
0.708
0.713
0.671
0.700
0.707
0.713
1.404
1.411
1.415
1.416
1.436
1.481
1.564
1.571
1.580
1.605
1.627
1.447
4211
672.
1.566
0.697
0.642
0.645
0.645
0.673

-1.293
-1.369
-1.575
-1.479
-1.494
-1.497
-1.534
-1.563
-1.574
-1.574
-1.590
-1.764
-1.853
-1.883
-1.907
-1.971
-1.973
-2.023
-2.036
2.017
1.895
1.835
1.817
1.662
1.614
1.579
1.473
1.910
1.893

-1.359
-1.421
-1.671
-1.701
-1.709
-1.730
-1.789
-1.863
-1.975
-1.988
-2.011
-2.050
-1.736
-1.941
-2.003
-2.045
2.042
2.011
1.996
1.995
1.917
1.765
1.550
1.534
1.515
1.464
1.424
1.877
1.975
1.349
1.546
-1.922
-1.564
-1.579
-1.582
-1.752
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130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

151
152

153
154
155
156
157
158
159
16(
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317
estExt_Genewisel_v1.C_LG_VIII0594
estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317
estExt_Genewisel_v1.C_LG_X3317
eugene3.00080489
eugene3.00080489
eugene3.00080489
grail3.0095002101
grail3.0095002101
grail3.0095002101
grail3.0095002101
grail3.0095002101
grail3.0095002101
grail3.0095002101
estExt_Genewisel_v1.C_1520011
estExt_Genewisel_v1.C_1520011
grail3.0001021601
grail3.0001021601
eugene3.00280292
eugene3.00280292
grail3.0152000301

estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VII0972
estExt_tgenesh4_pg.C_LG_VIII0Y

fgenesh4_pm.C_LG_XIX000099
gwl.XIV.2852.1
estExt_Genewisel_v1.C_1240101
estExt_Genewisel_v1.C_1240101
eugene3.00141439
eugene3.00141439
eugene3.00141439

eugene3.001414:
gWL.VIIL.OYL.1

gwl.VIIlL.591.1
gwl.X1.101.1
gw1.X1.101.1
gwl.VIIl.591.1
gwl.VII.591.1
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI1248
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI1248
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VII0715
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI10552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI10552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VII0552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI10552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI10552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VII0552
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI10552
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV2725
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV2725
eugene3.00190574
eugene3.00190574
eugene3.00190574
eugene3.00190574
estExt_Genewisel_v1.C_LG_VI2460
estExt_Genewisel_v1.C_LG_VI2460
fgenesh4_pg.C_LG_VII000976
fgenesh4_pg.C_LG_VII000976
eugene3.00290196
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_1X1338
estExt_Genewisel_v1.C_LG_l13432
eugene3.00070174
eugene3.00070174
grail3.0345000101
grail3.0345000101
estExt_Genewisel_v1.C_LG_lII1771
estExt_Genewisel_v1.C_LG_Il11771
estExt_Genewisel_v1.C_LG_lII1771

Transport d'électron

estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XIV0527
eugene3.03470003
eugene3.03470003
fgenesh4_pg.C_LG_XIX000103
fgenesh4_pg.C_LG_XIX000103
grail3.0061012401
grail3.0061012401
grail3.0061012401
grail3.0061012401
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_110928
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_110928
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_110928
gwl.XVIl.1273.1

Molecular chape(bmal superfamily)
Molecular chape (DnaJ superfamily)
Molecular chapge(bmal superfamily)
Molecular chape(bmal superfamily)
Molecular chaperones HSP70/H${SRI70 superfamily
Molecular chaperones HSP70/H${SR70 superfamily
Molecular chaperones HSP70/H${SHI70 superfamily
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR0O07087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR0O07087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein - IPR007087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR007087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR007087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR007087
Zn-finger, C2H2 type contairpngtein -  IPR007087
Predicted Zn-fipgeein
Predicted Zn-fipgeein
Predicted Zn-finger protein
Predicted Zn-finger protein
Serine/threonine protein kinase
Serine/threonine protein kinase
Serine/threonine protein kinase

Serine/threopitgein kinase
Serine/threonine protein King

Casein kinase (séhirenine/tyrosine protein kinase)
Predicted E3 ubiquitin ligase
Predicted E3 tibidigase
Predicted E3 tibidigase
26S proteasome subunit P45
26S proteasome subunit P45
26S proteasome subunit P45
26S proteasome subunit F

2US proteasome, regulatory subunit beta type PSNHEBSE/PRE
20S proteasome, regulatory subleiia type PSMB5/PSMB8/PRE2

Ubiquitin-specific protease UBP14
Ubiquitin-specific protease UBP14

20S proteasome, regulatory subleiia type PSMB5/PSMB8/PRE2
20S proteasome, regulatory subloetit type PSMB5/PSMB8/PRE2

60S ribosomakpratll
60S ribosomakjprdtl 1
60S RIBOSOMAL FEON L44
60S ribosomaigimd 26
60S ribosomaigimd 26
60S ribosomaigimd_26
60S ribosomaigimd 26
60S ribosomaigimd 26
60S ribosomaigimd_26
60S ribosomaigimd 26
60S ribosomakprd.36
60S ribosomadkprd.36
ribosomal protein S26
ribosomal protein S26
ribosomal protein S26
ribosomal protein S26
60S ribosomdkprd.37
60S ribosomdkprd.37

Guanine nucleotiddibinprotein (G-protein), alpha subunit
Guanine nucleotiddibinprotein (G-protein), alpha subunit

Predicted GTPase-activatingiprot
Calmodulin arated proteins (EF-Hand superfamily)
Calmodulin atated proteins (EF-Hand superfamily)
Calmodulin and related proggirdHand superfamily)
Calmodulin and related proggird¢Hand superfamily)
Disease resistance proteitaitzniNB-ARC domain
Disease resistance proteirtaitsiNB-ARC domain

MAPK relatedns¢threonine protein kinase
MAPK relatednséthreonine protein kinase
MAPK relatednsgthreonine protein kinase

KAO2 (ent-kauieaecid oxidase)
Predicted membrane protein
Predicted membrane protein
Zinc-containing aldatehydrogenase superfamily
Zinc-containing aldatehydrogenase superfamily
Cytochrome ¢ oxidase subunit Vc
Cytochrome ¢ oxidase subunit Vc
Cytochrome c oxidase subunit V¢
Cytochrome ¢ oxidase subunit Vc
Blue (type 1) eoplomain - plastocyanin-like
Blue (type 1) eoplomain - plastocyanin-like
Blue (type 1) eoplomain - plastocyanin-like
Plastocyanin-like

0.686
0.686
0.701
0.712
0.617
0.659
0.693
1.480
1.547
1.548
1.581
1.608
1.624
1.646
1.535
1.544
6.65
6.66
.6880
.6960
0.709
0.701
0.69¢
1411
0.704
1.599
1.660
1.534
1.635
1.534

1.63¢
1.54

1.627
816

1.547
1.627
1.429
1.456
1.413
1.485
1.486
1.502
1.511
1.530
1.552
1.573
1.785
1.876
0.609
0.621
0.684
0.709
0.682
0.685
0.617
0.628
0.708
1.417
1.453
1.625
1.627
0.539
0.561
0.667
0.686
0.688

0.622
0.659
0.698

0.700
0.700
1.410
1.458
1.564
1.582
1.503
1.515
1531
1.611

-1.838
-1.838
-1.955
-2.042
-1.433
-1.660
-1.887
1.768
1.589
1.586
1512
1.459
1.429
1.390
1.618
1.597
1.374
1.357
-1.850
-1.909
-2.015
-1.949
-1.93¢
2.015
-1.975
1.477
1.368
.620 1
410 1
.620 1

1.41C
1.58t

1.424
-1.802
-1.884

1.588

1.424

1.941
1.845
2.004
1.752
1.749
1.705
1.680
1.630
1.578
1.530
1.196
1.102
-1.398
-1.454
-1.825
-2.014
-1.812
-1.834
-1.434
-1.490
-2.009
1.989
1.856
1.428
1.424
-1.121
-1.201
-1.712
-1.842
-1.855

-1.459
1.663
-1.931
-1.944
-1.946
2.018
1.839
1.550
1.510
1.701
1.670
1.628
1.453
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Métabolisme des acides aminés

210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263

eugene3.00021350
eugene3.00021350
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_Genewisel_v1.C_LG_XIX1125
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_IX0162
eugene3.00101190
eugene3.00101190
eugene3.00101190
eugene3.00101190
eugene3.00101190
eugene3.00101190
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X0999
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_X0999
gwl.XVII1.3218.1
gwl.XVII1.3218.1
gwl.XVII1.3218.1
grail3.0013022501
grail3.0013022501
Cytosquelette
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
gwl.1X.2621.1
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_111020
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_111020
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_I1X0458
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_I1X0458
grail3.0068008502
grail3.0068008502
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0007002601
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0007002601
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0013025102
grail3.0013025102
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4297

Métabolisme des nucléotides

264
265

266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282

estExt_fgenesh4_pg.C_LG_I13337
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_I13337
Réponse au stress
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V0157
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V0157
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V0157
eugene3.01230072
eugene3.01230072
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_V1612

3-phosphoshikimate 1-carboMyangferase
3-phosphoshikimate 1-carboMyangferase
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Methionine syséhll (cobalamin-independent)
Vitamin-B12-indefeat methionine synthase
U4/U6-associated splicing f&iRit4
U4/U6-associated splicing f&dRsr4
U4/U6-associated splicing f&iRi4
U4/U6-associated splicing f&dRsr4
U4/U6-associated splicing f&iRit4
U4/U6-associated splicing f&iRit4
pentatricopepRERR() repeat-containing protein
pentatricopepBER() repeat-containing protein
Predicted aminopeptidase of M7 family
Predicted aminopeptidase of M7 family
Predicted aminopeptidase of M7 family
Asparaginyl peptidases
Asparaginyl peptidases

Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Alpha tubulin
Beta tubulin
Beta tubulin
Beta tubulin
Beta tubulin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Profilin
Actin depolyniegifactor

Armadillo/beta-@atplakoglobin
Armadillo/beta-@afplakoglobin

Annexin
Annexin
Annexin

14-3-3 protein

14-3-3 protein
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl
Dehydrin Dhnl

0.624
0.649
0.570
0.575
0.652
0.664
0.699
0.700
0.701
0.706
0.709
1.403
1.442
1.451
1.474
1.520
1.525
1.632
1.646
0.629
0.638
0.676
0.589
0.604

0.630
0.663
0.673
0.684
0.684
0.690
0.700
0.701
0.705
0.714
1.894
1.940
0.657
0.675
0.682
0.689
1.400
1.421
1.425
1.428
1.431
1.442
1.464
1.464
1.489
1.493
1.504
1511
1.576
1572

0.633
0.654

0.691
0.697
0.709
0.707
0.708
1.403
1.447
1.448
1.472
1.477
1.481
1.532
1.553
1.572
1.581
1.655
1.669

-1.471
-1.606
-1.232
-1.254
-1.623
-1.695
-1.937
-1.942
-1.949
-1.991
-2.017
2.046
1.893
1.862
1.785
1.655
1.643
1.415
1.391
-1.497
-1.542
-1.772
-1.309
-1.375

-1.501
-1.687
-1.748
-1.822
-1.825
-1.871
-1.946
-1.955
-1.981
-2.054
1.085
1.046
-1.652
-1.765
-1.812
-1.862
2.058
1.971
1.957
1.945
1.933
1.894
1.819
1.818
1.740
1.730
1.697
1.679
1.524
1.533

-1.515
-1.631

-1.874
-1.923
-2.017
-1.996
-2.006
2.049
1.877
1.872
1.792
1.776
1.766
1.626
1.574
1.533
1.514
1.376
1.353
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283

284
285

286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343

344
345

346
347

Métabolismes des lipides

estExt_fgenesh4_pg.C_1660009

Métabolisme de l'azote

Paroi cellulaire

Croissance

Cycle celluliare

estExt_fgenesh4_pg.C_1220090
estExt_fgenesh4_pg.C_1220090

grail3.0094006801
grail3.0094006801
grail3.0094006801
grail3.0094006801
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IX4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
estExt_Genewisel_v1.C_LG_1X4802
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00151077
eugene3.00131208
eugene3.00131208
eugene3.00131208
eugene3.00131208
eugene3.00131208
eugene3.00131208
eugene3.00131208
grail3.0031016901
grail3.0031016901
grail3.0031016901
grail3.0031016901
eugene3.00130132
eugene3.00131210
eugene3.00131210
eugene3.00130132
eugene3.00130132
eugene3.00130132
eugene3.00130132
eugene3.00130132
eugene3.00130132
estExt_fgenesh4_pg.C_1480042
estExt_fgenesh4_pg.C_1480042
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_10109
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_10109
gwl.V.3193.1
gwl.v.3193.1
gwl.XVII.3152.1
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VII0650
gwl.XVII.3152.1
gwl.XVII.3152.1

eugene3.00121021
eugene3.00121021

estExt_fgenesh4_pm.C_1630014
estExt_fgenesh4_pm.C_1630014

Aspartyl protease

Glutamine synthetase
Glutamine synthetase

PopFLA5 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA5 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA5 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA5 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBifasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA8 (Bet#tBgfasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA15 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLAG6 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA7 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA7 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA7 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA7 (Beta-1g-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
PopFLA4 (Beta-lg-H3/fasciclin)
Glycosyl transfefarsdy 48
Glycosyl transfefasdy 48
Glycosyl transfefasely 48
Glycosyl transfefasely 48
Cellulose synthase
Cellulose synthase
Cellulose synthase
Cellulose synthase
Cellulose synthase
Cellulose synthase

Exostosin-like
Exostosin-like

Cyclin-dependenseéimagulatory subunit
Cyclin-dependenge&imagulatory subunit

0.710

0.711
0.711

415
433
539
610
1.419
1.431
1.449
1.459
1.493
1.494
1.495
1.497
1.529
1.531
1.535
1.539
1.544
1.563
1.568
13.4
22.4
35.4
40.4
41.4
49.4
73.4
18.5
19.5
30.4
70.4
18.5
19.5
20.5
38.5
58.5
434
489
527
532
70.4
99.4
43.5
78.5
04.6
38.6
33.7
53.7
59.7
0.476
0.486
0.523
0.526
0.538
0.588
0.646
0.664
0.665
0.689

1.558
1.590

1.764
1.839

-2.023

-2.032
-2.033

1.997
1.854
1.607
1.455
1.980
1.933
1.870
1.835
1.728
1.727
1.724
1.719
1.634
1.627
1.618
1.608
1.597
1.553
1.540
2.003
1.967
1.920
1.901
1.876
1.869
1.791
1.660
1.658
1.937
1.799
1.666
1.657
1.656
1.611
1.562
1.853
1.741
1.637
1.577
1.799
1713
1.593
1.520
1.466
1.405
1.260
1.235
1.228
-0.933
-0.960
-1.068
-1.079
-1.118
-1.305
-1.584
-1.690
-1.702
-1.861

1.564
1.495

1.221
1.138
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348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393

414
415
416
417
418
419
420
421
422
423

Inconnus

gwl1.123.91.1
gwl1.123.91.1
gwl1.123.91.1

gw1.123.91.1
gw1.123.91.1
gw1.123.91.1
gw1.123.91.1
eugene3.00080178
eugene3.00080178
eugene3.00080178
eugene3.00080178
grail3.0140003901
grail3.0035028601
grail3.0035028601
grail3.0140003901
grail3.0140003901
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV0987
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV0987
estExt_Genewisel_v1.C_LG_IV0987
estExt_Genewisel v1.C_LG_IV0987
grail3.0035028601
grail3.0040028802
grail3.0040028802
grail3.0040028802
estExt_fgenesh4d_pm.C_LG_I110726
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_I110726
eugene3.00080178
eugene3.00080178
eugene3.00080178
eugene3.00080178
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0311
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0311
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0311
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0311
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0311
eugene3.00700157
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found
No hits found

No hits found
No hits fount

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found

No hits found
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI1052
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI1052

Hépoyhétiques

estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12562
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12562
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12562
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_12562
grail3.0062001301
grail3.0062001301
grail3.0062001301
grail3.0062001301
gw1.X111.1801.1
gw1.X111.1801.1

Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Unknown (small protein) no SP
Protein of unknown function CB1F2
Protein of unknown function CB1F2
Protein of unknown function CB1F2
Protein of unknown function CB1F2
Unknown
unknown
unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Uncharacterizgia-glucose-regulated protein
Uncharacterizgi-lucose-regulated protein
Protein of unknown function CB1F2
Protein of unknown function C81F2
Protein of unknown function C81F2
Protein of unknown function C81F2
Protein of unknfumotion DUF1218 IPR009606
Protein of unknfumotion DUF1218 IPR009606
Protein of unknfumotion DUF1218 IPR009606
Protein of unknfumotion DUF1218 IPR009606
Protein of unknfumation DUF1218 IPR009606
Uncharacterized conservedproteitains IPR000533 Tropomyosin
Unknown - Small protein with SP gutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +tgtial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP gutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP gutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +gutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP gguial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP gguial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +gguial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone

Unknown - Small protein with SP +tgtial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP + potential GPI amch PAST rich backbon

Unknown - Small protein with SP +guial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +guial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +guial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP guial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GP1 anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP +ggial GPI anchor + PAST rich backbone
Unknown - Small protein with SP tgutial GPI anchor + PAST rich backbone
Uncharacterizedawed protein, contains ML domain
Uncharacterizedawed protein, contains ML domain

Polyadenylatefigngiiotein (RRM superfamily)
Polyadenylatefigngiotein (RRM superfamily)
Polyadenylatefingiotein (RRM superfamily)
Polyadenylatefingiiotein (RRM superfamily)
Predicted hydrolase (HIT family
Predicted hydrolase (HIT family
Predicted hydrolase (HIT family
Predicted hydrolase (HIT family
O-linked N-acetylglucosamine statase OGT
O-linked N-acetylglucosamine statase OGT

0.526
0.527
0.543
0.544
0.553
0.570
0.599
0.600
0.667
0.685
0.697
0.708
1.535
1.526
1.525
1.515
1.463
1.448
1.442
1.423
1.412
1.402
0.692
0.689
0.669
0.667
0.688
0.667
0.685
0.697
0.708
1.402
1.404
1.418
1.426
1.480
1.448
1.487
1.534
1.590
1.597
1.601
1.615
1.695
1.703
1.720
1.730
1.749
1.767
1.769
1.783
1.786
1.792

1.797
1.79¢

1.803
1.812
1.814
1.834
1.847
1.849
1.850
1.854
1.915
1.497
1.529

0.576
0.603
0.663
0.693
0.584
0.586
0.594
0.603
0.586
0.616

-1.077
-1.084
-1.134
-1.139
-1.171
-1.235
-1.351
-1.355
-1.711
-1.831
-1.921
-2.008
1.617
1.641
1.643
1.668
1.823
1.871
1.894
1.966
2.010
2.053
-1.883
-1.861
-1.722
-1.711
-1.855
-1.711
-1.831
-1.921
-2.008
2.053
2.043
1.985
1.954
1.767
1.873
1.747
1.621
1.494
1.480
1.473
1.445
1.313
1.302
1.278
1.264
1.239
1.218
1.215
1.199
1.196
1.188

1.183
1.181]

1.175
1.166
1.164
1.143
1.130
1.128
1.127
1.122
1.067
1.718
1.633

-1.257
-1.370
-1.688
-1.890
-1.288
-1.299
-1.330
-1.371
-1.297
-1.429
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424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474

estExt_Genewisel v1.C_640646
gwl.X1.1745.1
gw1.40.135.1
gw1.40.135.1
eugene3.00131099
eugene3.00131099
gwl.XVI.771.1
gwl.XVI.771.1
gwl.XVI.771.1
gwl.XVI.771.1
eugene3.00120551
eugene3.00120551
estExt_Genewisel v1.C_LG_XIV1157
estExt_Genewisel v1.C_LG_XIV1157
gwl.X.4168.1
gwl.X.4168.1
grail3.0147001601
estExt_Genewisel v1.C_820082
eugene3.00140347
estExt_Genewisel v1.C_LG_XIV0740
estExt_Genewisel v1.C_LG_XIV0740
eugene3.00141104
eugene3.00141104
gw1.210.58.1
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI0110
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_VI0110
estExt_Genewisel v1.C_640357
estExt_Genewisel v1.C_640357
estExt_Genewisel v1.C_400962
estExt_Genewisel v1.C_400962
estExt_Genewisel v1.C_LG_11393
estExt_Genewisel v1.C_LG_11393
grail3.0003028702
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_111071
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_111071
grail3.0018035501
grail3.0018035501
fgenesh4_pg.C_LG_XV000741
fgenesh4_pg.C_LG_XV000741
estExt_fgenesh4_pm.C_290135
estExt_fgenesh4_pm.C_290135
grail3.0001126601
estExt_Genewisel v1.C_LG_l13659
estExt_Genewisel v1.C_LG_IX0048
estExt_Genewisel v1.C_LG_IX0048
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_l11071
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_111071
estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VI0500
estExt_fgenesh4_kg.C_LG_VI110078
estExt_fgenesh4_kg.C_LG_VIII0078
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_XI1X0984

Similar to sp|P83304|L&RPE Mannose/glucose-specific lectin
PH domain-containing protein
Speckle-type POZ protein SPOP and redadéeins with TRAF
Speckle-type POZ protein SPOP and redadéeins with TRAF
FOG: Ankyrin repeat
FOG: Ankyrin repeat
Plant lipid transfer protein/seed storage/myalgha amylase inhibitor IPR003612
Plant lipid transfer protein/seed storage/tmyplgha amylase inhibitor IPR003612
Plant lipid transfer protein/seed storage/tmypigha amylase inhibitor IPR003612
Plant lipid transfer protein/seed storage/myalgha amylase inhibitor IPR003612
DEAD/DEAH box helicase
DEAD/DEAH box helicase
ATP-dependent RNA helicas
ATP-dependent RNA helicas
BTB/POZ
BTB/POZ
Vesicle coat complex COPI, beta subunit
Acyl-CoA synthetase
Nucleolar GTPase/ATPase p130
Transketolase
Transketolase
Projectin/twitchin and related proteins
Projectin/twitchin and related proteins
Kinesin-like protein
Scaffold/matrix specific fauiRNP-U/SAF-A, contains SPRY domain
Scaffold/matrix specific fAtiBRNP-U/SAF-A, contains SPRY domain
Ribokinase
Ribokinase
F-box protein FBX9
F-box protein FBX9
C2H2 TF family (DPT&ation)
C2H2 TF family (DPT oation)
Golgi proteins involved in ER retenf{RER)
LIM TF family (DPTFatation) Regulatory protein MLP and related LIM proteins
LIM TF family (DPTFatation) Regulatory protein MLP and related LIM proteins
Reticulon
Reticulon
Protein involved in membrafict(Y OP1/TB2/DP1/HVA22 family)
Protein involved in membrafiict(Y OP1/TB2/DP1/HVA22 family)
Cell cycle-associated pkéobit-1
Cell cycle-associated pkaoéih-1
FOG: Leucine rich repeat
Protein tyrosine phosph&HP 1/Cofactor for p97 ATPase-mediated
Inner membrane protein eddfoir assembly of the FO sector of ATP synthase
Inner membrane protein eelfoir assembly of the FO sector of ATP synthase
LIM TF family (DPTFatation) Regulatory protein MLP and related LIM proteins
LIM TF family (DPTFatation) Regulatory protein MLP and related LIM proteins
C-type lectin
N-methyl-D-aspartate receptanghte-binding subunit
N-methyl-D-aspartate recepitanghte-binding subunit
Similar to Kunitz tirypshibitor 3. [Populus trichocarpa x Populus delesipi

0.599
0.601
0.615
0.654
0.616
0.628
0.622
0.644
0.670
0.679
0.636
0.641
0.640
0.646
0.643
0.697
0.665
0.669
0.674
0.678
0.695
6940.
6980.
0.706
1.405
1.459
1.412
1.413
1.434
1.457
1.457
1.490
1.472
1.557
1.621
1571
1.624
1.573
1.695
1.597
1.669
1.599
1.601
1.613
1.637
1.557
1.621
1.637
1.666
1.681
0.709

-1.353
-1.362
-1.425
-1.633
-1.433
-1.487
-1.459
-1.575
-1.729
-1.793
-1.531
-1.561
-1.552
-1.584
-1.570
-1.923
-1.697
-1.725
-1.758
-1.781
-1.905
-1.895
-1.930
-1.990
2.040
1.835
2.011
2.003
1.924
1.843
1.842
1.739
1.793
.56a
438
1.534
1.429
1.531
1.314
1.480
1.353
1.476
1.473
1.450
1.407
.56a
438
1.406
1.359
1.335
-2.014

164






Annexes

Annexe 6

Gamme étalon réalisée avec Albumine Sérique Bovine (BSA)

Quantité de protéines 0 5 10 15 20
(19)
BSA (ul) 0 5 10 15 20
Tampon T.C.T (ul) 20 15 10 5 0
HCI 0.1 N (ul) 10 10 10 10 10
H,O (ul) 70 70 70 70 70
Dye reagent dilué 3X (ml) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
(Bio-Rad)
Préparation des échantillons
Volume échantillon a prélevel 5
(1))
Tampon T.C.T (ul) 15
HCI 0.1 N (ul) 10
H,O (ul) 70
Dy ereagent dilué 3X (ml) (Bior 3.5

Rad)
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Annexe 7
Solution de résolubilisation (U.K.S)
Urée 9.5 M 22.8¢
K2CO; (2.8% solution stock) 5 mM 1ml
SDS (10% solution stock) 1.25% 5 mi
DTT 0.5% 200 mg
Triton X-100 (20% solution stock) 6% 12 mi
Ampholytes pH 4-7 2% 2 mi
H,0 MilliQ qasp 40 mi
Solution de résolubilisation (T.C.T)
Urée 7 M 219
Triton X-100 (20% solution stock) 0.4% 1ml
Chaps 4% 29
Thiourée 2% 7619
DTT 10 mM 77.12 mg
Ampholytes pH 4-7 1% 0.5 ml
H,0 MilliQ gsp 50 ml
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Annexe 8

Gel de séparation 12% (calcul pour 10 ml)

H,O distillée 4.5 ml

Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) 2.5 ml

SDS (10% solution stock) 100 pl

Acrylamide/Bis (40%) 3 mi

Ammonium persulfate (10%) 50 ul (a faire extemporanément)
TEMED 5 ul

Gel de concentration 4% (calcul pour 10 ml)

H,O distillée 6.4 ml

Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8) 2.5 ml

SDS (10% solution stock) 100 pl

Acrylamide/Bis (40%) 1ml

Ammonium persulfate (10%) 50 ul (a faire extemporanément)
TEMED 10 pl

Tampon de migration 5X

Tris base 99
Glycine 43.2 ¢
SDS 3g
H,O distillee gsp 600 ml
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Amorces utilisées pour la RT- PCR quantitative

Annexe 9

Gene Amorce sens (5'-3) Amorce anti-sens (5’-3) LongueurTbp)p. d’hybridation (°C)
POCCH ATGTCTCAGACTGTTGTCCTC GGCGGTCTTCTTCCCGGTCTT 195 56

OEE1l GGTGTGCCTTCTAGGACCAG TCGGAACTCCTTCAGCACTT 179 61

OEE2 GCAGGCAGTACAGGAAGAGG TCAGAACCTGACCAGGGAAC 248 61

Cu/zn SOD TGGCACCATCTTCTTTACCC TGACATTTCCCAGATCACCA 215 59

ATPase CACTCAATCCGGTTGGTTCT TGGAGCCTCCCTATGAATTG 243 59

SAMs GGCACTGGAAAAATTCCTGA CTTGACCACTTCCCCAGGTA 179 61

APX2 GGACGATCAGACACCCAGAT CCTTCTGGAGGTGGATCAGA 214 58

Thx h AGGGAAAGGGGTCTCAGAAA ATTGCCTCCACATTCCACTC 178 55

18SrRNA  CTTCGGGATCGGAGTAATGA GCGGAGTCCTAGAAGCAACA 232 55to 61
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Annexe 10
Méthode de calculAACt

La quantité de géne cible, normalisée avec un géne référencdiet i@lan calibreur est

donnée par la formule suivante :
2—AACt

L’équation est décrit la réaction exponentielle de PCR est :
Xn=Xox (1 +E)"
Ou:
Xn : Nombre de molécules de cibles au cycle n
Xo: Nombre initial de molécules cibles
Ex : Efficacité de I'amplification de la cible
n : Nombre de cycles

Le cycle seuil (Ct) indique le nombre de cycles pour lequel la quantité deipldiée
atteint un seuil fixé. Alors,

Xi = Xox (1 + B)*
Ou:

Xt : Nombre de molécules de cibles au seulil
Cix:Cycle seuil pour 'amplification de la cible

Une équation similaire pour le géne référence est obtenue :

Ri=Rox (1 +E)™
Oou:

Rt : Nombre de molécules de référence au seull
Ro: Nombre initial de molécules de références

Er : Efficacité de I'amplification de la référence

Ci,: Cycle seuil pour 'amplification de la référence
La division de Xpar R donne I'expression suivante :

Xt Xox (1 +EB)°™

Rt Rox(L+E)%
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En s’assurant que les efficacités de la cible et de la référence stagneneent les mémes
(calcul de I'efficacité grace a une courbe standarg)= Es = E,

Xo

— X (1 + EXft,X—Ct,r: K
Ro

Ou
Xn X (1 + ExfC'=K

Ou:
Xn : Xo/Ro, quantité normalisée de cible
ACt : Ct,x — Ct,r, différence de cycles au seuil pour le géne cible et leéfénence
En réarrangeant on obtient la formule suivante :
Xn = Kx (1 + B)™*¢
L’étape finale est de diviser leywtle chaque échantillon (q) pak Xu calibreur (cb) :

Xng K x (1+EB)2cd

— — (1 + E-AACt
XN,cb K X (1 + E()-ACt,Cb

Ou:
AACt =ACt,q -ACt,cb
L’efficacité d’amplification dans les conditions optimales pour la PCR gaswét(taille <

150 bp) est proche de 1. La quantité de géne cible, normalisée avec le géneeerété
relative au calibreur, est alors donnée par la formule suivante :

AACt
z
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Annexe 11
Tampon TBS
NacCl 8¢
KCI 029
Tris base 39
H.0 800 ml

Ajuster le pH a 8 avec de HCI 1 M
Ajuster le volume a 1 litre

Autoclaver et conserver a température ambiante

Tampon PBS 10 X :

NacCl 80¢g 409
KCI 24 lg
NaoHP Oy 14,4 ¢ 7,29
KH,PO, 2449 129
H>O gsp 11 500 ml

Ajuster le pH a 7 avec NaOH et autoclaver

FAA : a préparer extemporanément :
Formaldéhyde 3,7 % (v/v)
Ethanol 50 % (v/v)

Acide acétique 5% (v/v)
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RESUME

Le redressement du peuplier suite a une stimulation giawviteile impligue un processus de
courbure locale lié a une élongation différentielle dans te®es en croissance primaire et un
processus de courbure lié a la différentiation du bois detisdéadans les zones en croissance
secondaire. Ces modifications morphogénétiques sont détectéeseau de la région basale et
apicale de la tige de peuplier inclinée. La région basaéveloppé le bois de tension une semaine
apreés l'inclinaison, alors que la région apicale est réorientée 24h apcésdison. Ceci implique que
les tissus de la région basale et apicale de la tige répondentdelif&rente a 'inclinaison.

Une étude d’expression menée au niveau du transcriptome a étéerégbartir des ARNm extraits de
tiges ayant été ou non inclinés pendant 45 min. En 45 min, la plastestgas redressée, mais a
percu le signal. Cette approche a permis d’identifier dasstrits de genes impliqués dans la
graviperception. L'étude de la régulation du transcriptome &létgie par une analyse de la variation
de l'accumulation des protéines extraites de tiges indirgde non. Les profils d’électrophorese
bidimensionnelle des conditions non stressées et stressées de la rédgoet lageale ont montré une
variation dans l'accumulation des protéines. Une analyse parORT-uantitative de certaines
protéines différentielles dont I'activité est potenéelent régulée par la thioredoxine (Trx) montre
une accumulation de transcrits variable entre la région lapiea basale et des changements
d’'expression rapides et transitoires. Une étude complémentairehdarezioxines (Trx) (western blot,
immunolocalisatiorin situ) a permis de montrer d’'une part I'expression de Trx hl uneiserapres
I'inclinaison et d’autre part la localisation de Trx hl et Trx h2 au niveaamgiplastes.

L'ensemble de ces résultats a conduit & suggérer que degrdgnts moléculaires conduisant a la
réorientation de la tige sont différents selon le tissuyagalProbablement, chaque partie de la tige
recoit et répond différemment au signal gravité.

Mots-clés: Peuplier, Stimulation gravitationnelle, Transcriptome, Electr@geidimensionnelle,
Thioredoxine

ABSTRACT

The upright reorientation of poplar after gravistimulation imesl a differential growth in zones of
primary elongation, and a differentiation of reaction wood in zoneseobndary growth. These
modifications are detected in the basal and apical regionslafied poplar stem. The basal region
developed tension wood one week after inclination, while the amgain was reoriented 24 hours
after inclination. This implies that the tissues of the basa apical region of the stems respond
differently to inclination.

An expression study carried out at the transcriptomic level was developgdnRNA extracted from
control and inclined stems during 45 min. After 45 min inclination strEghtening had not started.
We identified genes involved in the graviperception and genesateduburing tension wood
formation. The transcriptomic approach was broadened to the ignalygprotein accumulation
extracted from control and inclined stems. Two-dimensional getrefghoresis patterns of the same
control and stress conditions of the basal and apical region shoffezdrdiprotein accumulation. An
analysis by quantitative RT-PCR of selected proteins, potgntegulated by the thioredoxin (Trx),
showed different transcript accumulation between basal and apgian with fast and transient
changes of expression. A study carried out on 2 thioredoxins ([@estern blot, immunolocalisation
in situ) showed the expression of Trx hl a week after inclination antbtiaéization of Trx hl and
Trx h2 in the amyloplasts.

These results led to suggest that molecular events lemd#tgm reorientation are different according
to the analyzed tissue. It is probable that each region ofdhrerstceives and responds differently to
gravity signal.

Key-words: Poplar, Gravistimulation, Transcriptomic, Two-dimensional gel elpbtresis,
Thioredoxin






