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Liste des principales abréviations

Lorsque l'abréviation est issue du terme anglais et quand la correspondance en francgais
n’est pas évidente, le terme anglais est indiqué entre parenthéses.

A : Adénine

A : Assimilation nette de CO, par unité de surface

ABA : Acide abscissique (« ABscissic Acid »)

ABRE : Elément de réponse a 'ABA (« ABA Responsive Element »)
AcH3 : Histone H3 acétylée

AcH4 : Histone H4 acétylée

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ADNg : ADN génomique

ADNTr : ADN ribosomique

ANOVA : Analyse de variance (« ANalysis Of VAriance »)
ARN : Acide RiboNucléique

ARNmM : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomique

At : Arabidopsis thaliana

ATP : Adénosine TriPhosphate

BET : Bromure d’EThidium

BS : Séquencage bisulfte (« Bisulfite Sequencing »)

C : Cytosine

CDS : Séquence codante (« CoDing Sequence »)

CG ou CpG : Dinucléotide cytosine-guanine

CHG : Trinucléotide cytosine-H-guanine (ou H est A, T ou C)
CHH : Trinucléotide cytosine-H-H (ou H est A, T ou C)
CMT3 : Chromométhyltransférase 3 (« CHROMOMETHYLASE 3 »)
CO, : Dioxyde de carbone

cv. : Cultivar

Cy3 : Cyanine 3 (Fluorochrome rouge)

Cy5 : Cyanine 5 (Fluorochrome vert)

DCL : Protéine similaire a DICER (« DICER-LIKE protein »)

ddc : Triple mutant drm1 drm2 cmt3

DDM1 : Protéine « Méthylation de 'ADN diminuée » (« DECREASED DNA METHYLATION
1»)

DME : ADN glycosylase (« DEMETER »)

DNase | : DésoxyriboNucléase |

DNMT : ADN méthyltransférase (« DNA METHYLTRANSFERASE »)
dNTP : DésoxyNucléoside TriPhosphate

DRE : Eléments de réponse a la déshydratation (« Dehydration Responsive Element »)
DRM : ADN méthyltransférase aux domaines réarrangés (« DOMAINS-REARRANGED
METHYLTRANSFERASE »)

epiQTL : QTL épigénétique (« epigenetic QTL »)
epiRIL : Lignée recombinante épigénétique (« epigenetic Recombinant Inbred Line »)
EST : Etiquette de séquence de génes exprimés (« Expressed Sequence Tag »)
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G : Guanine

gCO, : Conductance stomatique au dioxyde de carbone
GO : Ontologie de géne (« Gene Ontology »)

gs : Conductance stomatique de la feuille a la vapeur d’eau
H1 : Histone de liaison

H2A : Histone ‘de coeur’ H2A

H2B : Histone ‘de coeur H2B

H,0 : Eau

H3 : Histone ‘de coeur’ H3

H3.2 : variant de I'histone H3 de type 2

H3.3 : variant de I'histone H3 de type 3

H3K27me : histone H3 méthylée sur la lysine 27
H3K36me : histone H3 méthylée sur la lysine 36
H3K4me : histone H3 méthylée sur la lysine 4

H3K9me : histone H3 méthylée sur la lysine 9

H4 : Histone ‘de coeur’ H4

HAT : Histone AcéTylase

HDAC : Histone DésACétylase
HPLC : Chromatographie liquide a haute performance (« High Pressure Liquid
Chromatography »)

HS : Site hypersensible a la DNase | (« Hypersensitive Site »)

MBD : Domaine de liaison a un groupement méthyl (« Methyl Binding Domain »)

mC : MéthylCytosine

McrBC : Enzyme de restriction de méthylcytosine BC (« Methylcytosine restriction enzyme
BC »)

MeDIP : Immunoprécipitation de 'ADN (« MethylDNA ImmunoPrecipitation »)

MeDIP-chip : Immunoprécipitation de 'ADN suivie d’'une hybridation microarray (« MethylDNA
ImmunoPrecipitation chip»)

MeDIP-SEQ : Immunoprécipitation de 'ADN suivie d’un séquengage haut débit (« MethyIDNA
ImmunoPrecipitation SEQuencing»)

MET1 : ADN méthyltransférase 1 de plantes (« DNA METHYLTRANSFERASE 1 »)
MS-PCR : PCR sensible a la méthylation (« MethylSensitive-PCR »)

P : Probabilité (p-value)

PCA : Analyse en composante principale (« Principal Component Analysis »)

PCR : Réaction en chaine de polymérisation (« Polymerase Chain Reaction »)

Pt : Populus trichocarpa

QTL : Loci contrélant un caractére quantitatif (« Quantitative Trait Loci »)

RdDM : Méthylation de 'ADN dirigée par 'ARN (« RNA-directed DNA Methylation »)
RDR1 : ARN polymérase ARN-dépendante 1 (« RNA-Dependent RNA polymerase 1 »)
RDR2 : ARN polymérase ARN-dépendante 2 (« RNA-Dependent RNA polymerase 2 »)
RGR : Taux de croissance relatif (« Relative Growth Rate »)

ROS : Forme active de 'oxygéne (« Reactive Oxygen Species »)

ROS1 : ADN glycosylase (« REPRESSOR OF SILENCING 1 »)

rp : Coefficient de Pearson

RT-PCR : PCR aprés transcription inverse (« Reverse Transcription — PCR »)

SAM : S-Adénosyl-L-Méthionine

SAM : méristéeme apical caulinaire (« Shoot Apical Meristem »)
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SE : Erreur Standard (« Standard Error »)

siRNA : petit ARN interférence (« short interfering RNA »)

SLA : Surface massique de la feuille (« Specific Leaf Area »)

sp : Espéce (« species »)

sRNA : petit ARN (« small RNA »)

SWI : Protéine de remodelage de la chromatine (« SWitching mating type protein »)
T : Thymine

TAE : Tris Acétate EDTA

TBE : Tris Borate EDTA

TCR : Taillis a Courte Rotation

TE : Elément transposable (« Transposable Element »)

Tm : Température de demi-dénaturation (« melting Temperature »)
TSS : site d'initiation de la transcription (« Transcription Start Site »)
TTCR : Taillis a Trés Courte Rotation

TTS : site de terminaison de la transcription (« Transcription Termination Site »)
U : Uracile

UTR : région non traduite (« UnTranslated Region »)

UV : Ultra-Violet

WUE : Efficience d’utilisation de I'eau (« Water-Use Efficiency »)

Y : Potentiel hydrique

Wpd : Potentiel hydrique foliaire de base
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Préambule : Epigénétique, un phénomene de mode ou une révolution ?

Aujourd’hui, le mot « épigénétique » apparait dans de multiples contextes (Figure 1.1).

Pourquoi donc un tel engouement médiatique pour cette discipline de la biologie ?

Probablement parce que certains faits marquants laissent penser que I'épigénétique
pourrait compléter de facon notable notre maniére de penser I'évolution ou encore la
psychologie humaine. Par exemple, le cas de la Hongerwinter, famine ayant eu lieu en 1944
aux Pays-Bas suite a un rationnement extréme par le régime Nazi, est souvent cité dans les
articles de vulgarisation scientifique. Lors de cette famine et parmi les adultes sous-
alimentés, des femmes ont accouché de nouveau-nés en mauvaise santé et plus petits que
la normale. Les embryons exposes a cette famine lors de leur conception présentaient une
fois adultes des risques accrus de maladies cardiovasculaires ou de schizophrénie,
contrairement a ceux exposeés lors du dernier trimestre de gestation (Heijmans et al., 2008).
Ainsi, l'exposition trés tét dans I'embryogenése a la famine de 1944 a généré des
changements de nature non génétique persistant tout au long de la vie adulte. Des travaux
récents ont montré que ces individus, soixante ans aprées leur naissance, possédaient des
changements épigénétiques (profils de méthylation de 'ADN) dans certains génes (Heijmans

et al., 2008) et transmis aux générations suivantes.

De nombreux autres cas ont été décrits, aussi bien chez les animaux que chez les
plantes, suggérant qu’en plus de la génétique, une autre information influence le phénotype
d’un individu, est inductible par I'environnement et transmissible au cours des générations.
De Conrad Waddington en 1942 aux biologistes actuels, le concept d’'« épigénétique » a
beaucoup évolué, laissant une place de plus en plus grande aux mécanismes moléculaires.
Les recherches des derniéres décennies ont en effet révélé que l'information épigénétique
correspondait a des modifications de la structure de la chromatine (association ADN-
protéines dans le noyau) sous le contrble de différentes marques sur la chromatine
(méthylation de I'ADN, modifications post-traductionnelles des histones), induisant des
modifications d’expression de génes et transmissibles par division cellulaire (Figure 1.2).
Cette découverte remet en cause la séquence d’ADN comme seul support de l'information
héréditaire. Deux citations résument bien cette idée (Allis et al., 2007) : « We are more than
the sum of our genes » (Klar) et «You can inherit something beyond the DNA sequence.

That’s where the real excitement in genetics is now » (Watson).

L’influence de I'environnement sur les mécanismes épigénétiques et donc la part de
variance transmise non-génétique questionne également notre vision et définition de

I'évolution. En effet, les variations épigénétiques se placeraient ainsi comme facteur transmis
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public, I'industrie ou la recherche en biologie.



Préambule : Epigénétique, un phénomene de mode ou une révolution ?

des variations de traits phénotypiques aux cbtés de I'effet parental, de facteurs écologiques
ou sociaux (Danchin et al., 2011). Cependant, I'épigénétique est une discipline récente, en
plein essor depuis les années 2000, et des études sont encore indispensables pour estimer
'ampleur du phénoméne et son réle dans I'évolution des espéces. Néanmoins, sans étre
une révolution, les découvertes passée, presentes et futures en épigénétique pourraient bien

étre une avancée majeure dans la biologie.
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Figure 1.2. Schéma représentant la définition moderne de I'épigénétique. A partir d'un génome,
plusieurs états de la chromatine, transmissibles par mitose et/ou méiose, peuvent exister (Allis et al.,
2007).
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1. Foréts et réponse des arbres face aux changements climatiques, un réle
pour I’épigénétique ? (Brautigam et al. 2013, Ecology and Evolution :
article 1)

De part leur nature pérenne et sessile, les arbres et leur réponse aux changements
climatiques globaux prédits représentent un modéle biologique en matiére de stratégies de
plasticité phénotypique (au niveau de I'individu) et adaptatives (au niveau des populations).
Les changements climatiques globaux attendus, avec des périodes de sécheresse de durée
et d’intensité sans précédents, pourraient atteindre voire dépasser les limites des capacités
de réponses des arbres (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007; Allen et al.,
2010; Figure 11.1A). Les conséquences en seraient aussi bien écologiques (santé des foréts)
gu’économiques (production de bois), la limitation en eau étant un des contributeurs majeurs
du déclin des foréts (Bigler et al.; van Mantgem et al., 2009; Allen et al., 2010; Hamanishi &
Campbell, 2011).

Une centaine de cas de mortalité de régions forestiéres liée a des stress climatiques
(chaleur et/ou sécheresse) a été recensée depuis les années 1970 (Allen et al., 2010),
touchant tous les continents. Des épisodes de sécheresse sévére au début des années 2000
ont notamment augmenté drastiquement le taux de mortalité d’essences de pin en Turquie
(Semerci et al., 2008) et en Gréce, affectant méme Pinus halepensis sub. brutia, la plus
tolérante a la sécheresse des espéces de pin méditerranéen (Korner et al., 2005). Trois
causes majeures ont été avancées pour expliquer la mortalité liée aux événements de
sécheresse et/ou fortes températures (McDowell et al., 2008; Figure 11.1B). Tout d’abord, une
sécheresse intense combinée a une forte demande évaporative peut entrainer une embolie
généralisée des vaisseaux conducteurs, aboutissant a I'arrét du flux d’eau dans la plante
(Tyree & Zimmermann, 2002) ; la formation de nouvelles pousses, la resaturation du xyléme
ou la tolérance des cellules a la dessiccation peuvent toutefois limiter ce probléme
(McDowell et al., 2008). Cependant, la fermeture des stomates en réponse a la sécheresse
limite également la photosynthése et I'assimilation de CO,, pouvant aboutir a un épuisement
des ressources en carbone de la plante. De plus, des températures plus élevées en hiver
augmentent la respiration et les pertes en carbone associées (Damesin, 2003). Enfin, des
températures plus élevées modifient et accélérent le cycle de vie de certains agents
biotiques (insectes, pathogénes). L’épuisement en carbone, de par la diminution du
métabolisme secondaire, est susceptible d’accroitre la sensibilité des arbres aux stress
biotiques (McDowell et al., 2008; Sala & Hoch, 2009).
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Figure I.1. Facteurs influencant la survie des arbres forestiers face aux sécheresses extrémes
prédites dans les prochaines années. A) Relation théorique entre durée de sécheresse, son intensité
et trois mécanismes hypothétiques de la mortalité chez les arbres. L'épuisement de carbone peut
avoir lieu lorsque la sécheresse inhibe la photosynthése plus longtemps que la capacité de stockage
du carbone ne le permet pour le maintien du métabolisme. La cavitation peut se produire si I'intensité
de la sécheresse du sol et la demande évaporative sont suffisantes pour créer une embolie
généralisée dans les vaisseaux conducteurs, aboutissant a I'arrét du flux d’eau dans la plante. L’effet
des agents biotiques, tels que les insectes ou pathogénes, peut amplifier ou étre amplifié par
I'épuisement de carbone ou la cavitation (Allen et al., 2010). B) Diagramme montrant la gamme de
variabilité des précipitations et température (ou alternativement de la durée et de lintensité des
épisodes de sécheresse) du climat actuel, avec une faible portion de cette gamme dépassant le seuil
de mortalité espece-spécifique des arbres. A l'inverse, le climat futur prédit, avec des éveénements de
sécheresse et de température extrémes, présente un risque accru de mortalité pour les arbres
(McDowell et al., 2008). C) Exemple de plasticité adaptative pour un trait phénotypique donné. Ce
trait, selon I'environnement (A ou B), a un réle positif ou négatif sur la valeur adaptative d’'un génotype
(Nicotra et al., 2010).
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Face a ces menaces, les arbres peuvent ajuster leur développement via la plasticité
phénotypique, s’adapter via la sélection naturelle et/ou migrer (leur descendance) dans des
régions ou le climat est celui auquel ils sont adaptés (Lande, 2009; Nicotra ef al., 2010). Le
réle de la plasticité phénotypique, définie comme la gamme de phénotypes que peut
exprimer un génotype en réponse aux variations de I'environnement, a longtemps été sous-
estimé dans le processus d’évolution des espéces. Cependant, elle a été documentée pour
de nombreux caractéres incluant entre autres la phénologie, la durée de vie de la feuille ou
la morphologie du xyléeme en réponse a des facteurs liés aux changements climatiques
(Metcalf et al., 2003; Fichot et al., 2009; Nicotra et al., 2010). De plus, il est généralement
accepté que la variabilité génétique au sein d’'une population participe a sa capacité
d’adaptation a de nouveaux environnements (Jump et al., 2009) et la capacité a percevoir
les variations environnementales et produire une réponse plastique posséde une telle
variabilité chez les arbres (Monclus et al., 2006; Chamaillard et al., 2011). Ainsi, la plasticité
phénotypique pourrait a la fois tamponner les risques liés aux changements climatiques a
I'échelle de lindividu mais également étre un caractére soumis a la sélection naturelle a
I'échelle de I'espéce (Nicotra et al, 2010). En outre, certains auteurs définissent la
« plasticité adaptative » comme la plasticité phénotypique augmentant la valeur sélective
d'un génotype (Nicotra et al.,, 2010). Cette plasticité adaptative (Figure 11.1C) est ainsi
envisagée comme un déterminant de I'adaptation des arbres aux changements climatiques

globaux.

Compte tenu du rdle de I'épigénétique dans la plasticité développementale en
réponse a des stress environnementaux d’'une part (Blédner et al., 2007), et des évidences
croissantes de transmission via la méiose de certaines marques épigénétiques d’autre part
(Feng et al., 2010b; Saze, 2012), il est important de comprendre la part que ces mécanismes
auraient a jouer dans I'adaptation des arbres aux changements climatiques annoncés. Cette
question a été abordée par un groupe de travail euro-nord américain réuni a linitiative d’'un
programme de recherche européen appelé FoResTTrac (Forest ecosystem genomics

Research: supporTing Transatlantic Cooperation ; www.foresttrac.eu) visant a favoriser les

collaborations scientifiques entre Europe et Amérique du Nord concernant 'adaptation des
arbres aux changements climatiques. Les réflexions de ce groupe ont été valorisées sous
forme de revue, a laquelle jai participé, des connaissances actuelles en épigénétique des
plantes, de son réle potentiel dans I'adaptation des arbres aux changements climatiques et

des efforts scientifiques a fournir pour mieux le comprendre.

Pour ne pas déstabiliser la structure de lintroduction de cette thése et sa lecture, nous

avons décidé de placer l'article en annexe.


http://www.foresttrac.eu/
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2. Peuplier et réponse aux variations de disponibilité en eau, un modeéle

d’étude pour la réponse des arbres aux changements climatiques

2.1. Le peuplier, arbre modéle
Pourquoi le peuplier ?
Une aire de répartition trés large dans des écosystémes variés

Les peupliers sont des plantes pérennes Angiospermes Eucotylédones de la famille
des Salicacées. Cette famille comprend le genre Salix, regroupant entre autres les espéces
de saules et d’osiers, et le genre Populus, regroupant les espéces de peuplier. Les espéces
de ces deux genres sont considérées comme espéces pionnieres, possédant a ce titre une
croissance extrémement rapide et une forte capacité de multiplication végétative (Dickmann
& Kuzovkina, 2008).

Taxonomiquement, le genre Populus est composé d’environ trente espéces réparties
en 6 sections botaniques (Abaso, Aigeiros, Leucoides, Populus, Tacamahaca et Turanga)
sur la base de critéeres a la fois morphologiques et écologiques (Dickmann & Kuzovkina,
2008).

Actuellement, l'aire naturelle de répartition du genre Populus couvre la quasi-totalité
de 'hémisphére Nord (Amérique du Nord, Europe, Afrique du Nord, Asie) ; aucun peuplier ne
pousse a I'état sauvage dans I'hémisphere Sud bien qu’il soit largement planté par 'THomme
dans certaines régions tempérées (Dickmann & Kuzovkina, 2008). De fagon générale, les
peupliers sont présents aux abords des terrains humides en bordures de rivieres ou de
fleuves, voire dans les vallées et plaines alluviales temporairement inondées. On trouve
toutefois quelques espéces adaptées aux régions désertiques de par leur comportement
phréatophytique (Populus euphratica Oliv. et Populus pruinosa Schrenk dans la section

Turanga).

Ressources génomiques et outils moléculaires développés

Avant méme le séquencgage de son génome, fait qui a définitivement entériné le choix
du peuplier comme un des arbre modéles, de nombreux groupes de recherche avaient
contribué a l'effort de séquencage de cet organisme, ayant permis d’accumuler 376 565
séquences d'EST en 2006, sur des espéces, organes ou conditions variés (Jansson &
Douglas, 2007). Un nombre important de bases de données moléculaires était déja

disponible (Tuskan et al., 2004; Sterky et al., 2004), nombre continuant de croitre jusqu’a
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aujourd’hui, ou des outils comme PopGenlE integrent les données de I'ensemble de la
communauté « peuplier » (Sjédin et al., 2009). Par ailleurs, quelques équipes américaines et
européennes avaient déja acquis une expertise de la transformation génétique et

régénération in vitro du peuplier (Busov et al., 2005).

En 2006, le séquengage du génome du peuplier a été publié (Tuskan et al., 2006),
obtenu a partir du clone « Nisqually-1 » de I'espéce Populus trichocarpa, alors utilisé dans
les programmes de sélection américains. Pour une plante, le peuplier est relativement simple
d’un point de vue génétique : il est diploide (2n = 38) et son génome ne mesure que 423 Mb
(v3, dernier assemblage en date de 2012), taille relativement faible pour un arbre (pour
comparaison, le génome de Pinus tadea fait 21,7 Gb ; Morse et al., 2009). Le peuplier
présente également un intérét du point de vue de I'évolution des génomes puisque
phylogénétiquement proche d’Arabidopsis, il partage avec la plante modéle un événement
de duplication de génome (datant d’environ 100 Ma) mais a également subi un autre
événement du méme type (~ 60 Ma) coincidant avec I'émergence des genres Salix et
Populus (Tuskan et al., 2006; Abrouk et al., 2010). Ainsi, il contient 41 335 génes prédits
codant pour des protéines, ce qui signifie que chaque géne chez Arabidopsis posséde en
moyenne 1,4 homologues chez P. trichocarpa. Plus intéressant encore, I'évolution
génomique se fait beaucoup plus lentement chez le peuplier que chez Arabidopsis,
probablement d{i a son plus long cycle de vie mais aussi a sa forte capacité de multiplication
végeétative, permettant a d’« anciens » génotypes de persister sur des millénaires et de
contribuer génétiquement de maniére importante a la descendance (Mitton & Grant, 1996).
La lenteur de I'horloge moléculaire du génome du peuplier laisse penser qu'’il ressemble

fortement au génome de 'Euroside ancestral (Tuskan et al., 2006).

Un modéle pour I'étude du développement

Sa croissance rapide et sa forte propension a la multiplication végétative font du
peuplier un modéle d’étude intéressant pour le développement, autant sur le plan
fondamental qu’appliqué (Dickmann & Kuzovkina, 2008). De plus, dans un contexte de
changements climatiques, sa forte demande en eau et sa faible tolérance a la sécheresse en

font un cas d’étude pertinent.

Par ailleurs, le peuplier présente une maturité sexuelle précoce (4-6 ans) comparé a
d’autres arbres, permettant des études génétiques, de croisements et de localisation de QTL
plus rapides (Yin et al., 2004). Les peupliers sont des espéces dioiques dont la

détermination du sexe est de type ZW, les méles étant WW et les femelles ZW (Yin et al.,



Introduction générale



Introduction générale

2008). De maniére intéressante, la région déterminant le sexe est située sur le chromosome
19 et inclut un cluster de génes NBS-LRR, impliqués dans la résistance aux pathogénes.
Cependant, méme si le sexe est déterminé de maniére génétique, un grand nombre de
« mutants » hermaphrodites a été observé au sein de plusieurs espéces. lls présentaient un
taux de réversion important laissant penser a une implication de mécanismes épigénétiques
(Santamour, 1956; Chardenon, 1968; Stettler, 1971; Rowland et al., 2002). Enfin, La grande
particularité du genre Populus réside dans la quasi-inexistence de barriéres entre espéces
(Stanton, 2009). Cette caractéristique quasi-unique chez les arbres explique notamment les
difficultés rencontrées par les botanistes et les systématiciens (Eckenwalder, 1996).
Certaines hybridations sont toutefois impossibles ou unidirectionnelles, I'exemple typique
étant celui des hybrides Populus deltoides % P. nigra (syn. P. x euramericana) qui n’est
possible que dans le sens P. deltoides (?) x P. nigra (3). Ces caractéristiques apportent des
perspectives intéressantes pour les études d’évolution des espéces et de spéciation, la
barriére interspécifique étant un phénoméne encore mal compris. Ce processus posséde
une composante épigénétique (Kinoshita, 2007) et le cas des croisements unidirectionnels
supposent probablement une empreinte parentale, laissant penser que barriere
interspécifique et empreinte parentale partageraient des mécanismes épigénétiques

communs.

Une plante d’intérét agronomique

L’hybridation interspécifique constitue la base des programmes de création et de
sélection variétale en populiculture (Stanton, 2009). Les descendants F; issus des
croisements présentent généralement une forte vigueur hybride (phénomene d’hétérosis) en
terme de productivité (Marron & Ceulemans, 2006; Marron et al., 2006; Dillen et al., 2009).

En Europe, la plupart des cultivars commercialisés sont des hybrides interspécifiques
issus de croisements entre trois espéces, deux originaires des Etats-Unis (Populus deltoides
Bartr. ex Marsh. et Populus trichocarpa Torr. & Gray) et une originaire d’Europe (Populus
nigra L.). Les hybrides de type Populus deltoides x P. trichocarpa ou Populus trichocarpa %
P. deltoides (syn. P. x interamericana), qui présentaient une résistance totale au
champignon pathogéne Melampsora larici-populina (agent de la rouille foliaire), ont dominé
les ventes de cultivars jusqu’en 1997, date a laquelle de nombreux dépérissements se sont
produits en raison du contournement des résistances qualitatives par de nouvelles souches
virulentes. Depuis, les ventes de cultivars sont dominées par les hybrides de type Populus
deltoides x P. nigra (Thivolle-Cazat, 2003). Aujourd’hui, l'objectif des programmes

d’amélioration est de fournir aux propriétaires forestiers le matériel génétique le mieux adap-
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-té aux exigences stationnelles et au mode de culture pour la production de bois. Jusqu’a
présent, les critéres de sélection ont été centrés sur la productivité et la résistance aux
pathogénes (rouille foliaire, brunissure des feuilles et chancre bactérien) notamment
(Berthelot et al., 2005).

En France, les surfaces plantées en peuplier représentent plus de 235 000 ha, soit
moins de 2% des surfaces boisées. Toutefois, la forte productivité, la faible durée de rotation
et l'utilisation de techniques productivistes permettent de compenser nettement les faibles
surfaces populicoles, le peuplier représentant la deuxiéeme essence feuillue récoltée en
volume de bois d’ceuvre (1,5 millions de m® par an), derriére le chéne. La création du
Groupement d’Intérét Scientifique (GIS) Peuplier en 2001, regroupant TAFOCEL (aujourd’hui
FCBA), le Cemagref et 'INRA, a permis de structurer le programme frangais d’amélioration
génétique du peuplier. Le bois produit est essentiellement utilisé pour la confection

d’emballages légers, et dans une moindre mesure pour la production de pate a papier.

Un arbre au cceur des problématiques de changements climatiques

En paralléle des conduites culturales classiques sur des rotations de 15 a 20 ans, les
conduites culturales en haute densité de type taillis a courte ou trés courte rotation (TCR et
TTCR, respectivement) recoivent actuellement un regain d’intérét. Ces plantations pourraient
notamment jouer le réle de puits de carbone et donc mitiger les effets du changement global
tout en assurant la production d’énergie renouvelable (Liberloo et al., 2009; Dillen et al.,
2010).

2.2. Problématique, objectifs de la thése et stratégie

Jusqu’a présent, la populiculture était concentrée majoritairement dans les plaines
alluviales, la ou la ressource en eau n’est pas un facteur limitant a la production. Toutefois,
'augmentation des événements climatiques extrémes de type canicule et sécheresse prévue
a moyen et long termes (Meehl & Tebaldi, 2004; Intergovernmental Panel on Climate
Change, 2007) pourrait affecter la productivité des plantations futures, particulierement dans
les zones hors vallées (Loustau et al., 2005), et également menacer le compartiment

sauvage (peuplier noir).

Dans ce contexte et dans une volonté de gestion raisonnée des ressources en eau,
identifier de nouveaux critéres de sélection semble indispensable afin d’ajuster les cultivars

aux exigences stationnelles et de faire face aux modifications climatiques prédites. En outre,
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en plus du caractére productivité, d’autres critéres sont a considérer tels que la capacité de
produire une méme quantité de biomasse a moindre colt en eau, autrement dit I'efficience
d’utilisation de I'eau, ou la capacité de limiter 'impact de contraintes édaphiques ponctuelles
et modérées sur le niveau de productivité, autrement dit la tolérance a la sécheresse. En cas
d’épisodes de sécheresse plus intenses, la résistance a la cavitation (voir chapitre
précédent) pourrait également étre un caractére important a prendre en compte (Brignolas et
al., 2012).

La thématique de recherche de I'équipe « Arbres et Réponses aux Contraintes
Hydriques et Environnementales » (INRA USC1328) du Laboratoire de Biologie des Ligneux
et des Grandes Cultures de I'Université d'Orléans (LBLGC, UPRES-EA 1207) vise a
développer une approche intégrative afin d’identifier chez le peuplier les bases
écophysiologiques et moléculaires impliquées dans les variations génétique et phénotypique
de caracteres complexes d’intérét comme le potentiel de croissance, I'efficience d’utilisation
de 'eau (WUE), la tolérance a la sécheresse ou encore la résistance a la cavitation. Cette
thématique est développée en combinant des approches complémentaires (écophysiologie,
genétique quantitative, épigénétique, protéomique et transcriptomique) sur différents fonds
génétiques [compartiment cultivé (hybrides interspécifiques P. x euramericana et P. x
interamericana) versus compartiment sauvage (Populus nigra)]. Sur le plan appliqué, les
travaux ont pour obijectif final d’'une part de juger de la possibilité de sélectionner du matériel
génétique a la fois performant et adapté aux exigences stationnelles (compartiment cultivé),
et d’autre part de fournir des informations utiles a la conservation des ressources génétiques
naturelles (compartiment sauvage). Sur un plan plus fondamental, il s’agit de comprendre
comment ces caractéres peuvent influer sur la plasticité phénotypique des espéces
ligneuses en réponse aux changements climatiques annoncés, voire sur leur adaptation. Ces
travaux sont réalisés en étroite collaboration avec les centres INRA d’'Orléans (Unité
‘Amélioration, Génétique et Physiologie Forestiéres’), de Clermont-Ferrand (équipe HYDRO
de 'TUMR INRA-UBP ‘Physique et Physiologie Intégratives de I'Arbre Fruitier et Forestier’),
de Nancy (équipe Bioclimatologie et Ecophysiologie de 'UMR INRA-UHP ‘Ecologie et
Ecophysiologie Forestiére’) et de Bordeaux (équipe Génétique de 'TUMR INRA-Bordeaux |

‘Biodiversité, Génes et Communautés’).

L’axe « épigénétique » de I'équipe (S. Maury) base ses travaux sur les résultats du
laboratoire et notamment ceux obtenus en écophysiologie (F. Brignolas). Ces derniers,
portant sur les principaux cultivars commercialisés en Europe (Populus deltoides x P. nigra)
mais également plus récemment sur des populations d’espéces naturelles (P. nigra), ont

permis de mettre en évidence une large gamme de variations génotypiques pour des
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caractéres tels que le potentiel de croissance, WUE, la tolérance a la sécheresse et la
résistance a la cavitation (Monclus et al., 2006; Marron et al., 2006; Fichot et al., 2010;
Chamaillard et al., 2011). Ces résultats ont également montré que la plasticité de ces traits
en réponse a des variations de la disponibilité en eau posséde une gamme de variations
genotypiques tout aussi importante. Les travaux en protéomique ont révelé que les variations
de ces traits pouvaient étre reliées a des variations a I'échelle du protéome, notamment au
niveau de 'accumulation de protéines impliquées dans la photosynthése (Bonhomme et al.,
2009a,b). Au regard des connaissances existantes chez les plantes sur le role de
I'épigénétique dans la plasticité phénotypique et dans les variations génotypiques de traits
quantitatifs (Boyko & Kovalchuk, 2008; Johannes et al., 2009), 'axe épigénétique se propose
d’étudier dans quelle mesure les variations génotypiques et phénotypiques observées

pourraient avoir une composante épigénétique.

La feuille est considérée comme un niveau d’étude privilégié pour la compréhension
des relations hydriques et carbonées de I'arbre puisqu’elle est a la fois le site des processus
de transpiration et de photosynthése. Cependant, pour rechercher les déterminants de
caractéres liés a la morphogenése, il semble plus pertinent de s’intéresser aux régions de la
plante responsable de sa trajectoire développementale et donc de la formation des organes,
c’est-a-dire le méristtme apical (dans le cas de la tige feuillée). Qui plus est, la notion
d’épigénétique implique tacitement la transmission au moins par mitose de modifications de

la chromatine.

L’hypothése de travail de cet axe de recherche est donc que des variations
épigénétiques dans le méristéme apical (i) au sein de différents génotypes, (ii) en réponse a
des variations de I'environnement et (iii) de cette réponse au sein de différents génotypes,
induisent des variations d’expression de génes et sont transmises aux futurs organes,
aboutissant a des variations de la morphogenése de la tige feuillée (Figure 11.2). Cette
hypothése pourrait par exemple participer a expliquer le fait que la morphogenése des
feuilles produites pendant un déficit hydrique est modifiée (surface foliaire réduite, feuilles
plus épaisses), phénoméne réversible lorsque le régime hydrique redevient non limitant
(Marron et al., 2002, 2003).

Bien que l'axe épigénétique existe au laboratoire depuis 2000 (S. Maury), ses
activités sur le modéle peuplier n'ont démarré qu’en 2007 avec les travaux de Master 2 de
Delphine Gourcilleau. Aussi, les résultats présentés dans ce manuscrit correspondent a la
premiére thése au laboratoire sur cette thématique. Au démarrage de celle-ci, rien n’était
connu en épigénétique chez le peuplier et les données concernant son réle dans la réponse

a I'environnement chez les arbres étaient trés parcellaires. Ce champ était donc prometteur
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Figure I1.2. Hypothése de travail de I'axe épigénétique. Cette hypothése postule que des variations de
compaction de la chromatine dans le méristtme apical caulinaire, affectant I'expression de certains
génes, sont transmises aux futurs organes, modifiant leur morphogenése.
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méme si le nombre croissant des modifications de la chromatine connues rendait nécessaire
de focaliser les recherches sur une, voire quelques marques épigénétiques. Compte tenu
des résultats obtenus par Delphine Gourcilleau et de la stabilité de la méthylation de '’ADN,
transmissible par mitose voire méiose, cette marque a été choisie comme candidat en tant
que potentiel déterminant des variations phénotypiques et génotypiques observées chez le

peuplier.

Dans ce contexte, I'objectif général de cette thése était tout d’abord de caractériser
chez le peuplier la méthylation de 'ADN dans 'apex caulinaire puis d’évaluer son réle dans
la plasticité développementale de la tige feuillée en réponse a la sécheresse. Cet objectif
geneéral a été décliné en trois objectifs plus spécifiques, donnant ainsi naissance a trois

parties structurant la thése :

1. La caractérisation du méthylome de la chromatine non condensée dans le méristéme
apical caulinaire en relation avec I'expression des génes.

2. L’étude de I'impact d’une sécheresse sur la méthylation globale de 'ADN dans 'apex
caulinaire dans différents génotypes et sur leur production de biomasse.

3. La caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de disponibilité en eau du sol pour un génotype hybride (P. deltoides x P.

nigra).

Afin de mieux appréhender cette problématique et les objectifs précis de ce travail, un
état de I'art sur I'épigénétique et son implication dans la vie de la plante est proposé. Le
manuscrit s’organise ensuite en trois chapitres, chacun contenant un article accepté ou en
préparation. Certains résultats non publiés sont présentés a titre complémentaire. Enfin, les
principaux résultats acquis dans le cadre de ce travail sont synthétisés, avec leurs limites et

accompagnés de perspectives de recherche.

Dans le cadre du 1° objectif, le clone ‘101-74’ de I'espéce Populus trichocarpa a été
étudié en condition hydrique non limitante. Aprés isolement de la chromatine non condensée
des cellules du méristtme apical a 'aide d’'une digestion ménagée par la DNase |, les
fragments d’ADN méthylés ont été isolés par immunoprécipitation puis séquenceés (technique
lllumina/Solexa). Les lectures de 36-mer générées ont ensuite été repositionnées sur le
génome du peuplier (v2.0). Les loci ainsi mappés ont été analysés et caractérisés en

particulier pour leur expression.

Dans le cadre du 2™ objectif, six clones hybrides (Populus deltoides x P. nigra) ont
été étudiés en condition hydrique non limitante et en condition de déficit hydrique modéré

court. Des caractéres phénotypiques liés a leur potentiel de croissance ont été mesurés,
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différentes marques épigénétiques ont été étudiées a I'échelle globale ainsi que l'activité et
'accumulation d’enzymes responsables de I'établissement de ces marques. Des corrélations
statistiques ont ensuite été testées entre les caractéres liés a la production de biomasse et

les marques épigénétiques.

Enfin, dans le cadre du dernier objectif, un des clones précédemment étudiés
(‘Carpaccio’, Populus deltoides x P. nigra) a été suivi en condition hydrique non limitante, en
condition de déficit hydrique modéré court avec en supplément une modalité de ré-irrigation
aprés le déficit hydrique. Des caractéres phénotypiques indicateurs de la réponse au déficit
hydrique ont été mesurés pour les trois conditions. La réponse du méristétme apical a été
suivie au niveau transcriptomique et épigénomique (méthylation de 'ADN) a l'aide d'une

approche microarray (expression et MeDIP-chip).
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1. Emergence de I’épigénétique

On attribue a juste titre linvention du terme « épigénétique » a Conrad Hal
Waddington (1905-1975). Ses travaux en tant qu’embryologiste et biologiste du
développement ont en effet influencé la pensée scientifique actuelle méme si ce qu'il

entendait par épigénétique était assez différent du terme utilisé aujourd’hui.

1.1. Contexte scientifique ayant amené a la création du concept

Waddington a commencé a travailler sur 'embryologie dans les années 1930.
Convaincu que la génétique était a la base de la biologie, il allait rapidement introduire ses
concepts dans I'embryologie (Waddington, 1939). La génétique était alors une discipline

naissante qui définissait un géne comme « unité de I'hérédité » non matérialisée.

Ainsi, le concept de géne n’était pas utilisé en embryologie pour expliquer le
développement d’'un embryon. Celui-ci était expliqué a I'aide de concepts biochimiques peu
précis comme le ‘champ embryonnaire’ (région spatiale initiant le développement d'une
structure compléte). Waddington allait enrichir et clarifier ce modéle explicatif en y ajoutant le

concept de géne, sans pour autant exclure d’autres facteurs, notamment liés au cytoplasme.

Pour arriver a un modéle cohérent incluant a la fois génétique et connaissances
existantes en embryologie, Waddington s’est inspiré d’'un débat scientifique ayant eu lieu aux
16°-17° siécles. Ce débat opposait deux théories, la préformation, selon laquelle tous les
caractéres de I'adulte étaient présents dés 'ovule fécondé et n’avaient besoin que de grandir
et I'épigenése, ancien terme désignant la croissance et la différenciation embryonnaires, se
focalisant sur les interactions entre les constituants du zygote (Van Speybroeck et al., 2002).
Pour Waddington, ces deux théories étaient complémentaires : d’'une part, la préformation
pouvait signifier que les caractéres adultes étaient représentés par « quelque chose » dans
'ovule fécondé, méme sous forme potentielle et d’autre part, I'épigenése soutenait que le
zygote contenait des éléments qui interagissaient durant le développement pour produire un
grand nombre de caractéristiques adultes non présentes précédemment (Waddington,
1966). Ainsi, selon Waddington, la préformation pouvait s’assimiler a la génétique,
considérant les génes comme éléments préformés alors que I'épigenése traduisait les idées
de la biologie du développement, mettant 'accent sur les interactions entre les éléments du

zygote, y compris les génes. Sa théorie devait porter un nom, il emploierait un néologisme :
Epigenesis + Genetics = Epigenetics

Le terme « épigénétique » était né.
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1.2. L’épigénétique selon Waddington

Cependant, cette équation ne convenait pas a Waddington puisque notamment, elle
ne pouvait expliquer les différences de phénotype observées au sein d’'un organisme (entre
organes par exemple). D’aprés lui, le phénotype était le produit du génotype, de I'ensemble
des constituants d’'une cellule ou d'un tissu et de leurs interactions avec le génotype (= la
fraction épigénétique) tout au long du développement et en réaction a I'environnement. Ainsi,
Waddington allait définir I'épigénétique comme « la branche de la biologie qui étudie les
interactions causales entre les génes et leurs produits établissant le phénotype »

(Waddington, 1942). Par géne, il entendait ici « séquence d’ADN ».

Cette définition s’articulait autour de la cellule, du gene action system (un géne
conduit a une protéine qui conduit a un phénotype via des éléments cytoplasmiques) et
d’'une action de géne a géne (Waddington, 1962). Ce systéme était cyclique puisque les
genes régulaient la fabrication des éléments cytoplasmiques, qui eux-mémes régulaient

I'activité des génes a différents niveaux (Figure 111.1).

En d’autres termes, alors que la génétique classique s'intéressait uniquement au
comportement des génes lors de I'hérédité, I'épigénétique de Waddington décrivait leur
comportement lors du développement de l'ovule fécondé jusqu’'a l'adulte, décrivant un

nouveau composant du phénotype, I'épigénotype :

Genotype + Epigenotype + Environment = Particular Phenotype

L» = la composante épigénétique d’'une cellule/d’un tissu

1.3. Idées et perspectives apportées par Waddington

Waddington a participé a la modernisation de I'embryologie, discipline héritiere de la
théorie de I'épigenése du 17° siécle, en y ajoutant des concepts de génétique, domaine
présentant peu d’intérét pour les embryologistes des années 1940. Il I'a subtilement fait en
réactualisant le vieux débat scientifique opposant préformation et épigenése et rassemblant
ces deux théories sous un nouveau concept, I'épigénétique. Cependant, ce concept ne sera
jamais vraiment utilisé en embryologie et il faudra attendre les années 1990 pour que le

terme soit repris, bien qu’ayant changé de signification.

En outre, I'épigénétique de Waddington a été inventée pour expliquer le
développement embryonnaire a une époque ou le géne n’avait pas de définition stricte,
excepté « unité d’hérédité », définition vague pouvant décrire tout ce qui était qualifié
d’héréditaire. Néanmoins, conscient de ce flou, Waddington définissait, dans son systéme

épigénétique, le géne comme « séquence d’ADN », précision permettant de définir les
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Figure lll.1. Fonctionnement du systéme épigénétique au sein d’'une cellule (Waddington, 1962). Les
différentes influences envisagées sont représentées dans le schéma, (a) de géne a géne, (b) du
cytoplasme vers les génes, (c) du cytoplasme vers le systéeme [géne—>protéine] et (d) du cytoplasme
vers le systéeme [protéine primaire—>phénotype]. L’'ensemble constitue le contexte génique.
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composants présents « autour du géne », nommes « épi-génétiques ».

Ainsi, selon lui, lors du développement, sous l'action des génes et des constituants
épigénétiques, une population de cellules se différenciait dans différents types pour former
un organisme (Waddington, 1966). Le célébre epigenetic landscape, avec sa bille et ses
sillons bifurquant a certains endroits, traduisait cette idée mais pas uniquement: cette
métaphore illustrait le concept de « canalisation », selon lequel un embryon, malgré les
perturbations environnementales, pouvait se développer selon un plan établi (la bille
revenant dans le sillon grace la pente des versants de la vallée). Dans ce « paysage », les
genes et leurs interactions causales avec leurs produits, autrement dit I'épigénétique,

modelaient le relief (Figure 111.2).

Malgré tout, le concept d’épigénétique ne revétait pas le sens entendu aujourd’hui.
Certes, Waddington était conscient qu’au sein d'un individu, donc a partir d'un méme
génotype, différents organes se développaient, quel que soit I'environnement, et donc que
quelque chose d’autre, son « épigénotype » avait un role a jouer dans la différentiation des
cellules. Certes, Waddington était convaincu que la structure du chromosome jouait un réle
dans l'expression des génes (Waddington, 1962), remettant au godt du jour certaines
découvertes comme la variégation liée a I'effet position chez la drosophile (Sturtevant, 1925)
ou la paramutation (interaction entre les alléles d’'un géne menant a un changement héritable
par mitose et/ou méiose dans I'expression d’'un des deux alléles) chez le mais (McClintock,
1950).

Cependant, I'épigénétique de Waddington avait pour but de décrire de maniére
dynamique le comportement des génes au cours du développement. Autrement dit, il
montrait I'importance de la génétique dans I'embryologie et centrait sa discipline autour des
genes, « séquences d’ADN », tandis que I'épigénétique moderne allait nuancer cette

importance.

1.4. Exceptions aux lois de Mendel et redéfinition de I'épigénétique,

exemple de la paramutation

Dans les années 1990, le nombre de découvertes de cas d’hérédité ne se conformant
pas aux lois de Mendel ne cessant de croitre, un champ de la biologie ne se focalisant plus
sur la séquence d’ADN allait naitre. Il allait prendre un nom inventé quelque 50 ans plus t6t :

'épigénétique. Le cas de la paramutation est décrit ci-aprées.

La paramutation a été définie dans les années 1950 par Brink comme une interaction
entre les alléles d’un gene qui menait a un changement héritable par mitose et ou méiose

dans I'expression d’un des deux alléles (Chandler, 2007). Brink a décrit pour la premiere fois



Lo
<

~

écanismes

tique, ses concepts et m

éné

-

Etat des connaissances : L'épig

Waddington pour expliquer

tisé par

ema

étique (epigenetic landscape) sché

épigén

Figure Ill.2. Paysage

(rectangles noirs en bas) gouvernent le relief de ce paysage, et donc du devenir cellulaire, sous

l'influence du syst

les phénoménes de « canalisation » et de différentiation cellulaire (Waddington, 1957). Selon lui, les
génes

t dans la Figure 111.1.

écri

anétique d

éme épigén



Etat des connaissances : L'épigénétique, ses concepts et mécanismes

la paramutation chez le mais en 1956. En croisant I'allele R-r, conférant une couleur violet
foncé aux graines, avec l'alléle R-stippled, donnant des graines tachetées de violet, I'alléle
R-r était changé de maniére héritable puisqu’il conférait une couleur faiblement pigmentée
aux graines, alors appelé R-r’ (Brink, 1956). Ce phénomeéne ne respectait donc pas les lois
de I'hérédité de Mendel. Cette observation a permis d’identifier un alléle susceptible a la
paramutation, dit « paramutable », et un allele faciltant ce changement, appelé
« paramutagéene » (Chandler & Stam, 2004). L’alléle paramuté devient par la suite et de
maniere héritable alléle paramutagéne et ainsi de suite. Les cas similaires des génes plant
color1/booster1 (b1) et purple plant1 (pl1), tous deux impliqués dans la voie de biosynthése
des anthocyanes (Dooner et al., 1991), traduit bien ce changement héritable (Figure 1l11.3).
Cependant, la stabilit¢é de ce changement au cours des générations est variable
(Martienssen, 1996).

Par ailleurs, des expériences plus récentes ont montré que le changement de l'alléle
paramutable pouvait étre transitoire et que la paramutation pouvait étre réversible (Gross &
Hollick, 2007; Figure I11.3B). Enfin, les paramutations affectent aussi les animaux comme la
souris et la drosophile (Chandler, 2007; de Vanssay et al., 2012). Les mécanismes de la

paramutation ne sont pas clairement élucidés a ce jour.

La paramutation présente donc des caractéristiques particuliéres : elle provoque des
changements d’expression de génes héritable par mitose et méiose sans modification de

séquence de 'ADN, son hérédité échappe aux lois de Mendel et elle est réversible.
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Figure lll.3. Paramutation chez le mais (Chandler, 2010; Hollick, 2010). A) Cas du géne b1, impliqué
dans la voie de biosynthése des anthocyanes. Le croisement en F, entre un homozygote B-//B-/
(plantes colorées) et un homozygote B'/B’ (plantes faiblement colorées) donne une descendance
100% B’/B’. B”* correspond a un alléle B-I modifié suite a l'influence de l'alléle paramutagéne B’. B)
Exemple du géne p1, également impliqué dans la voie de biosynthése des anthocyanes. PI-Rh est
lalléle exprimé (phénotype coloré) et PI’ est faiblement transcrit (phénotype peu coloré). La
paramutation spontanée (a) se produit lors du développement somatique, transmise par mitose, ou se
produit lors de la méiose, transmise aux gameétes. La paramutation facilitée (b) est le résultat de
l'action paramutagénique de l'allele PI’ sur l'alléle PI-Rh, celui-ci devenant a son tour paramutagéne.
La répression trans (c) est similaire excepté que l'alléle p/1-W22 paramuté sous l'influence de PI’ est
ré-exprimé dans la descendance si PI’ est absent (Gross & Hollick, 2007). La réversion de la
paramutation (d) est possible dans le cas d’hémizygotie, I'alléle PI’ redevenant P/-Rh.
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Suite a la découverte croissante de nouvelles exceptions aux lois de I'hérédité de
Mendel, Holliday propose en 1990 une nouvelle définition de I'épigénétique comme étant
« 'étude des mécanismes spatio-temporels contrélant I'activité des génes au cours du
développement d’'un organisme » (Holliday, 1990). Il y ajoute en 1994 la notion d’héritabilité,
définissant alors I'épigénétique comme « I'étude du changement de l'expression des
genes dans des organismes dont les cellules sont différenciées, et de I'héritabilité mitotique

des profils d’expression des genes » (Holliday, 1994).

En 1996, Russo trouve une définition plus précise de I'épigénétique, a savoir « I'étude
des changements héréditaires mitotiques et/ou méiotiques affectant la fonction d’'un géne et
qui ne peuvent pas étre justifiés par des changements de séquences de 'ADN » (Russo et
al., 1996).

2. Mécanismes cellulaires et moléculaires : la notion d’épigénétique

aujourd’hui

Comme le pensait McClintock dans les années 1950, les données moléculaires
acquises ces dernieres décennies montrent que la chromatine, sa structure et son
organisation spatiale sont impliquées dans de nombreux processus essentiels au
développement (McClintock, 1951; Roudier et al., 2009).

2.1. La chromatine et ses états structuraux
2.1.1. Composition

La chromatine, support du matériel génétique, est une structure nucléoprotéique
complexe constituée d’ADN et d’histones (Exner & Hennig, 2008). Longtemps restreinte a un
simple « emballage » de I'ADN, la chromatine est désormais considérée comme une
structure dynamique présentant différents états de condensation et qui affecte aussi bien la
transcription, la réplication, la réparation de 'ADN, la recombinaison et la transposition que la
ségrégation des chromosomes (Cuylen & Haering, 2011; Wright et al., 2012; Soria et al.,
2012).

L’'unité de base de la chromatine est le nucléosome dont le coeur, composé d’un
octamere d’histones, est entouré de 147 pb d’ADN (Luger, 2006). Cet octamére comporte
une paire de 4 types histone : H2A, H2B, H3 et H4 (Figure Ill.4). Chaque nucléosome est
relié a un autre par une région de liaison, composée de 50 pb d’ADN sur laquelle se fixe
I'histone H1.
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Figure IlIl.4. Nucléosomes, composés du coeur octamérique histone et reliés entre eux par une région
de liaison (50 pb d’ADN et histone H1). D’apres Buchanan et al., 2000.

Figure lII.5. Photographie d’un nucléofilament (érythrocyte de poulet) réalisée par cryo-microscopie a
force atomique (Shao, 1999). Chaque nucléosome, séparé de son voisin par 'ADN de liaison, mesure
~12-15 nm (taches blanches).
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2.1.2. Condensation de la chromatine

Le chromosome métaphasique est le résultat de différents niveaux de condensation
de la chromatine a l'aide d’'une armature protéique (condensines). Le premier niveau, le
nucléofilament ou « collier de perle », de 11 nm de diamétre, est une succession de
nucléosomes (Figure 111.5). Le deuxiéme, appelé fibre chromatinienne de 30 nm, correspond
a I'enroulement hélicoidal du nucléofilament en solénoide (Figure III.6). Enfin, le dernier
correspond au surenroulement de la fibre chromatinienne sur elle-méme (Felsenfeld &
Groudine, 2003; Kamakaka & Biggins, 2005).

Dans le noyau interphasique, on distingue par microscopie électronique deux états de
condensation de la fibre chromatinienne : 'euchromatine, structure relachée et lieu d’'une
forte transcription, et I'hétérochromatine, structure compacte ou l'activité transcriptionnelle
est faible (Weiler & Wakimoto, 1995; Grewal & Elgin, 2007). Dans cette derniére, on
distingue [I'hétérochromatine constitutive de I'hétérochromatine facultative (Trojer &
Reinberg, 2007). La premiére, dont I'état de condensation est relativement stable, regroupe
les régions centromeériques, péricentromériques et télomériques, est riche en séquences
répétées et pauvre en génes. La seconde, en revanche, correspond aux domaines
chromatiniens capables d’adopter de fagon réversible des caractéres structuraux et
fonctionnels proches de I'hétérochromatine constitutive (Trojer & Reinberg, 2007). Ce
changement de conformation s’effectue sous [I'action combinée de complexes de
remodelage de la chromatine ATP-dépendants, de protéines du groupe Polycomb (PcG) ou
trithorax (trxG). Les complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants sont des
complexes multi-protéiques qui utilisent I'énergie produite par I'hydrolyse de I'ATP pour
déstabiliser les contacts histone-ADN, déplacer les octaméres d’histones ou catalyser
lincorporation de variants d’histones spécifiques, impactant l'accessibilité de I'ADN a
d’autres protéines (Clapier & Cairns, 2009). Ces complexes sont classés en plusieurs
familles, dont la plus étudiée est celle des SWI/SNF. Les complexes de remodelage de la
chromatine ATP-dépendants, en association avec des modifications d’histones, participent a
I'établissement rapide, réversible et/ou transmissible de différents profils d’expression de
genes impliqués dans la régulation de processus développementaux essentiels chez les
animaux et les plantes, tels que le développement embryonnaire ou la floraison (Ho &
Crabtree, 2010). Les protéines PcG et trxG sont présentes chez les plantes et les animaux
(Buzas et al., 2012). Les premiéeres, associées en complexes, induisent un état chromatinien
répressif via leur activité enzymatique d’histone méthyltransferase (Schwartz & Pirrotta,
2008; Buzas et al., 2012) alors que les secondes ont un effet antagoniste sur la transcription
(Papp & Muller, 2006). Les protéines PcG et trxG jouent un role fondamental dans le

développement, aussi bien chez les animaux que chez les plantes (Buzas et al., 2012).
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2.2. Les modifications d’histone et les variants

Les modifications ajoutées au cceur du nucléosome ou l'incorporation de variants
d’histone comptent parmi les processus définissant I'état de la chromatine et modulant
l'accessibilité a I'ADN, que ce soit directement ou indirectement par le recrutement
d’effecteurs additionnels (Roudier et al., 2009).

2.2.1. Marques histones

Les histones peuvent subir une gamme importante de modifications post-
traductionnelles, soit avant soit aprés incorporation dans le nucléosome (Roudier et al.,
2009; Tan et al., 2011). Ces modifications post-traductionnelles affectent les 4 histones du
cceur du nucléosome et plus particulierement la queue N-terminal des histones H3 et H4.
Elles incluent l'acétylation, la méthylation, l'ubiquitination ou la sumoylation des lysines, la
méthylation des arginines ou encore la phosphorylation des sérines et thréonines (Zhang et
al., 2007).

Ces modifications peuvent altérer, de facon différentielle, la charge des histones, les
interactions protéine-protéine au sein du nucléosome et donc sa stabilité ou encore les
interactions histone-ADN, modifiant la mobilité des nucléosomes le long de '’ADN (Cosgrove
et al., 2004). Au sein d’une histone, I'acide aminé modifié, le type et le degré de modification
(par exemple la mono-, di- ou triméthylation) affectent de maniéere différente ces propriétés
(Pfluger & Wagner, 2007). Enfin, les marques histones interagissent mutuellement, certaines
étant antagonistes et n’étant jamais retrouvées ensemble alors que d’autres agissent de
maniere synergétique (Roudier et al., 2009; Lee et al., 2010). Il a été suggéré que les
différentes modifications des histones et leurs interactions constitueraient le « code histone »
qui détermine I'état transcriptionnel d'un locus. Cependant, des études récentes semblent
indiquer que les modifications des histones ont un effet dépendant du contexte, rendant
délicat I'association d’'un « code » bien précis a un niveau transcriptionnel donné (Lee et al.,
2010).

Ainsi, la combinaison de modifications d’histone peut modifier I'accessibilité de ’ADN
ou la stabilit¢ des nucléosomes ou encore étre le point de liaison d’autres facteurs
chromatiniens, aboutissant a un rdle répresseur ou activateur sur I'expression des génes
(Pfluger & Wagner, 2007). Par exemple, alors que I'acétylation des histones H3/H4 et les di-
triméthylation des lysines 4 des histones H3 (H3K4me2/me3) sont présentes dans génes
activement transcrits, H3K27me3 et H3K9me3 se retrouvent plutét dans des genes réprimés
(Figure 111.7). Enfin, bien que certaines modifications soient labiles et transitoires, d’autres

peuvent étre transmises par mitose (Roudier et al., 2009).
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Figure IlIl.7. Répartition de quelques modifications d’histone le long d’'un géne d’Arabidopsis et leur
effet sur la transcription. ' H3K9me3 et H3K36me2 peuvent avoir différent réles sur la transcription
selon I'endroit du géne ou elles se trouvent (Pfluger & Wagner, 2007).
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2.2.2. Variants d’histone

Chez les plantes et les mammiféres, chacune des quatre histones majeures H1, H2A,
H2B et H3 est codée par plusieurs génes (Kiefer, 2007), permettant I'existence pour une
méme histone de plusieurs variants aux séquences protéiques et propriétés biophysiques
propres. Le nombre de variants dépend de I'histone et des organismes. Par exemple,
I'histone H2A est celle possédant le plus de variants, tels que H2A. X et H2A.Z présents chez

les Eucaryotes et H2A.Bbd et MacroH2A uniquement présents chez les vertébrés.

Le réle des variants dépend de leurs propriétés physico-chimiques. Notamment,
linteraction des variants H2A.Z et H3.3 avec les autres histones est faible, altérant la
stabilité du nucléosome (Jin et al., 2009). L’accessibilité a 'ADN en est facilitée et c’est
pourquoi ces variants se retrouvent dans les régions fortement transcrites et notamment au

niveau du Transcription Start Site (TSS) des génes (Figure I11.7).

2.3. La méthylation de ’ADN

2.3.1. Définition et découverte

La méthylation de 'ADN consiste en l'addition d’'un groupement méthyle (—CHs)
provenant de la S-adénosyl-L-méthionine sur le carbone 5 d’un résidu cytosine (Figure 111.8).
La 5-méthylcytosine a été identifiée pour la premiére fois comme un acide nucléique en
1925, a partir dADN de Mycobacterium tuberculosis (Johnson & Coghill, 1925). En 1950, la
présence et I'abondance de la 5-méthylcytosine avaient déja été décrites dans 'ADN de
plusieurs animaux et dans 'ADN du germe de blé (Wyatt, 1950, 1951). Durant la décennie
suivante, la 5-méthylcytosine fut dosée chez de nombreuses plantes telles que la betterave,
le riz, le mais, le tournesol et le coton (Thomas & Sherratt, 1956 ; Ergle & Katterman, 1961).
La méthylation de 'ADN est donc présente a la fois chez les Procaryotes et chez la grande
majorité des Eucaryotes, incluant les plantes, les champignons et les animaux. Elle est
impliquée dans une myriade de processus biologiques incluant I'embryogénése et le
développement, I'empreinte parentale, ['inhibition des éléments transposables et la
régulation transcriptionnelle des génes (Li et al., 1992 ; Bestor, 1998 ; Lippman et al., 2004 ;
Zhang et al., 2006 ; Zilberman et al., 2007 ; Weber & Schubeler, 2007 ; Lister et al., 2008).

La méthylation de 'ADN est régulée par deux voies enzymatiques distinctes appelées
méthylation « de novo » et « de maintenance », régies par les ADN méthyltransférases. La
méthylation de novo correspond a la méthylation de séquences antérieurement non
méthylées via I'ajout de groupements méthyle sur de nouveaux résidus cytosine en dehors

de la phase de réplication, induisant I'apparition de nouveaux patrons de méthylation. La



Etat des connaissances : L'épigénétique, ses concepts et mécanismes

MH; H||"i'
|
C C CHy
P s
N ¥ * gC—H Méthybation N L
I [ » | I
#‘:CZ;H.I_ 8. —H wcm _’C—I-f
0 N 0 =
| |
H H
Cytosine S5-methylcytosine
Figure 111.8. Cytosine et méthylcytosine.
) 4
Méthylation de E DRM 1 & DRM2 J
novo
CcG CNG CHH (asymétrique)
H}(I:
Méthylation de GbD
maintenance Réplication
de 'ADN
MET 1 DRM 1/2

Figure I11.9. Etablissement et maintenance de la méthylation chez Arabidopsis (Trap-Gentil, 2009).
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méthylation de maintenance est le processus par lequel les patrons de méthylation
préexistants sont maintenus aprés réplication de I'’ADN, guidé par la méthylation présente
sur le brin d’ADN parental (Zhang et al., 2010). Ainsi, le profil de méthylation de 'ADN est

stable et transmissible par mitose voire par méiose (Holliday, 1990).

2.3.2. Les processus de méthylation et déméthylation de 'ADN chez les

plantes

Chez les plantes, la méthylation de 'ADN a lieu dans les contextes CG, CHG et CHH
(ou H = A, C ou T). La méthylation des sites CG est la plus abondante, ces sites pouvant
atteindre un niveau de méthylation de 80 a 100%, tandis que la méthylation des sites CHH
excede rarement 10%. Le niveau de méthylation des sites CHG varie de 20 a 100% (Cokus
et al., 2008). La méthylation des sites CG est maintenue par 'ADN méthyltransferase MET1,
et par un cofacteur reconnaissant 'ADN hémi-méthylé lors de la réplication appelé VIM
(VARIATION IN METHYLATION) chez Arabidopsis (Law & Jacobsen, 2010). La méthylation
des sites CHG est maintenue par 'enzyme CMT3 spécifique aux plantes (Figure 111.9), et une
histone méthyltransférase appelée KRYPTONITE (KYP). La méthylation des sites CHH est
maintenue par les ADN méthyltransférases DRM 1 et 2 via une voie appelée RNA-directed
DNA methylation (RADM ; voir paragraphe « ARN non codant » ; Law & Jacobsen, 2010). La
voie RADM est aussi responsable de la méthylation de novo, et ce quel que soit le contexte
nucléotidique. MET1 serait par ailleurs aussi impliquée dans la méthylation de novo des sites
CG via la voie RADM (Matzke et al., 2007).

Bien que la méthylation de 'ADN soit une marque épigénétique stable, des taux
réduits de méthylation sont observés au cours du développement des plantes (Feng et al.,
2010b). Cette perte de méthylation peut étre passive, les cytosines méthylées étant alors
remplacées par des cytosines non méthylées durant la réplication de 'ADN en l'absence
d’'une méthylation de maintenance, ou active. La déméthylation active résulte de I'activité
des ADN glycosylases en combinaison avec la voie de réparation de ’ADN nommée base
excision repair (lkeda & Kinoshita, 2008 ; Zhu, 2009). DEMETER (DME) et REPRESSOR
OF SILENCING 1 (ROS1) sont les membres de la famille des ADN glycosylases chez
Arabidopsis, qui inclut également DEMETER-LIKE 2 et 3 (DML2 et DML3). Chez
Arabidopsis, les glycosylases reconnaissent les cytosines méthylées et les excisent de ’ADN
double-brin quel que soit le contexte nucléotidique, une mutation dans I'un des génes codant
pour ces enzymes entrainant une hausse de la méthylation de 'ADN a des loci spécifiques
(Law & Jacobsen, 2010). DME et ROS1 ont une forte préférence pour les sites CG mais
possédent aussi une activité au niveau des sites CHG et CHH (Vanyushin & Ashapkin,
2011).
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Arabidopsis et le riz (Feng et al., 2010a).
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2.3.3. Distribution génomique et réle de la méthylation de I’ADN dans

I'expression des génes chez les plantes

Dés la fin des années 1980, bien que les mécanismes épigénétiques contrélant
I'expression des génes soient encore mal compris, un nombre croissant d’éléments met en
évidence I'importance de la méthylation de 'ADN dans ce processus (Holliday, 1990). Par
exemple, linactivité transcriptionnelle de certains génes a été associée a la présence de
cytosines méthylées dans la région du promoteur de ces génes (Doerfler, 1983 ; Dennis &
Brettell, 1990). La démeéthylation de 'ADN par application de 5-azacytidine a également été
corrélée avec linduction de la transcription de génes chez certains animaux et plantes
(Klaas et al., 1989; Jones et al., 1990).

Les études de la distribution de la méthylation de I'ADN a l'échelle du génome
(méthylome), rendues possibles ces derniéres années grace a des techniques haut-débit
(microarray, séquencages de nouvelle génération), ont permis une avancée importante des
connaissances sur le rle de cette marque épigénétique (Zhang et al., 2006 ; Lister et al.,
2009). Un fait déja connu, confirmé par ces travaux, est que les zones centromériques et
péricentromériques sont méthylées dans les sites CG, CHG et CHH chez les végétaux, tout
comme les séquences répétées et les transposons (Zhang et al., 2006; Weber & Schibeler,
2007; Feng et al., 2010a). La fonction primaire de la méthylation de 'ADN serait d’inhiber la
transcription et le mouvement des éléments transposables pour protéger le génome de leurs
effets délétéres (Gehring & Henikoff, 2007). En effet, chez les mutants ddm1 (decreased
cytosine methylation 1) d’Arabidopsis, qui possédent un niveau de méthylation faible, le taux
de transposition est accru par rapport a une lignée sauvage et l'insertion de transposons

dans les genes engendre des phénotypes altérés (Singer et al., 2001 ; Miura et al., 2001).

De maniére plus surprenante, la méthylation de I'ADN dans I'euchromatine et
particulierement dans le corps des génes est loin d’étre négligeable, touchant entre 30 et
45% des sites CG selon I'organisme, correspondant a Arabidopsis et au riz respectivement
(Figure 111.10 ; Cokus et al., 2008; Li et al., 2008; Lister et al., 2008; Feng et al., 2010a;
Zemach et al.,, 2010). A linverse, la plupart des régions promotrices sont dépourvues de
méthylation, tout comme I'extrémité 3’ des génes (Zhang et al., 2006; Feng et al., 2010g;
Zemach et al., 2010). Dans le corps des genes, la méthylation de ’ADN ne semble pas jouer
un réle de répression de la transcription. Au contraire, la méthylation dans le corps des
genes montre une relation parabolique avec leur expression, les génes exprimés a un niveau
intermédiaire étant les plus méthylés (Zhang et al., 2006 ; Zilberman et al., 2007 ; Zemach et
al., 2010 ; Figure 111.11). De plus, chez Arabidopsis, les génes ciblés par cette méthylation

ont une tendance a étre exprimés de maniére ubiquiste alors que les génes méthylés dans le
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promoteur ont une tendance a étre exprimés de facgon tissu-spécifique (Zhang et al., 2006 ;
Figure I11.12).

Aussi, chez les plantes, la relation entre méthylation de 'ADN et expression des
geénes s’avére complexe et suggeére un réle de cette marque dans des processus différents,
bien que liés a la transcription (Zilberman et al., 2007). Dans le promoteur, les résultats
existant actuellement semblent indiquer un lien négatif entre méthylation de 'ADN et fixation
de facteurs de transcription, expliquant notamment I'expression de génes tissu-spécifiques
(Zhang et al., 2006, 2012a). Pour le corps des génes, 'augmentation de la méthylation avec
la taille des génes chez Arabidopsis a laissé penser a un role de protection contre les sites
cryptiques d’initiation, dont la probabilité d’apparition augmente logiquement avec la
longueur du géne (Zilberman et al., 2007 ; Zhang et al., 2008 ; Figure 111.11). Bien que cette
observation ait été faite a plusieurs reprises (Zilberman et al., 2007; Zhang et al., 2008;
Roudier et al., 2011), ce rble putatif n’a encore jamais été vérifié. D’autres études faites chez
Arabidopsis montrent que les exons sont enrichis a la fois en méthylation de 'ADN et en
nucléosomes et 'ARN Pol || s’accumule plus particulierement dans les exons par rapport aux
introns. Cette forte densité de nucléosomes méthylés dans les exons induirait ainsi I'arrét de
'ARN Pol Il au niveau des exons pour augmenter la précision de I'épissage des introns
(Chodavarapu et al., 2010). La encore cependant, cette idée reste une hypothése non
confirmée par des approches expérimentales. Néanmoins, une étude statistique récente de
I'ensemble des données de méthylation des génes disponibles chez Arabidopsis confirme
que les genes les plus méthylés en leur corps sont plus longs, plus importants
fonctionnellement (d’aprés le phénotype des mutants connus) et évoluent moins vite (taux de
mutations plus faible). Cette étude suggére donc que la méthylation de I’ADN jouerait un réle
central dans le fonctionnement de la transcription des génes et leur évolution (Takuno &

Gaut, 2012), sans qu'’il soit pour l'instant bien déterminé.

2.3.4. Méthylation de I'ADN au sein des Eucaryotes : approche
phylogénétique

La méthylation des cytosines est présente chez une grande partie des Eucaryotes
(Feng et al., 2010a; Zemach et al., 2010). Dans ce contexte, il semble intéressant de
connaitre dans quelle mesure ses caractéristiques et son rdle sont conservés au sein de ce
domaine. Grace au développement des études de type méthylome, effectuées a ce jour sur
plus de 20 espéces eucaryotes, une approche phylogénétique de la méthylation de 'ADN a
pu voir le jour (Feng et al., 2010a; Zemach et al., 2010; Jeltsch, 2010 ; Figure [11.13).
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sont représentés les différents contextes de méthylation associés aux DNMT : en rouge CG, en vert
CHG et en bleu CHH (Jeltsch, 2010).
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En ce qui concerne les ADN méthyltransférases, la MET1 des plantes posséde un
homologue dans la plupart des Eucaryotes étudiés (Jeltsch, 2010 ; Figure 111.13), la DNMT1.
Ainsi, de maniére logique, la méthylation en CG est retrouvée chez 'homme, la souris, la
cione, le poisson zébre, I'abeille ou encore les champignons (Suzuki & Bird, 2008 ; Lister et
al., 2009 ; Feng et al., 2010a ; Zemach et al., 2010). Cependant, une grande variabilité dans
le niveau et la distribution de cette méthylation est observée au sein de ces organismes. En
effet, chez les mammiféres ou les poissons, la méthylation touche 70-80% des dinucléotides
CG dans tout le génome (Smallwood & Kelsey, 2012). Les ilots CpG (loci a forte densité en
dinucléotides CG) sont trés peu touchés par la méthylation de 'ADN et sont retrouvés dans
40% des promoteurs et des exons (Larsen et al., 1992). A linverse, les insectes tels que
'abeille ou encore les champignons présentent une méthylation de 'ADN assez faible
(Zemach et al., 2010).

Les autres types d’ADN méthyltransférase sont moins répandus au sein des
Eucaryotes, expliquant une plus grande disparité de la méthylation de 'ADN non-CG dans
ce domaine (Jeltsch, 2010). L’enzyme DRM, responsable de la méthylation de novo des
sites CG et non-CG chez les plantes, possédent un homologue chez une partie des animaux
uniquement (notamment les vertébrés), la DNMT3. Cependant, contrairement aux plantes, la
méthylation non-CG chez les vertébrés est trés faible et restreinte aux cellules souches
embryonnaires (Ramsahoye et al., 2000 ; Lister et al., 2009), bien que la raison en soit
inconnue a ce jour. Enfin, CMT3 n’est présente que chez les végétaux, expliquant chez ces
organismes une forte méthylation des sites CHG. Néanmoins, DIM-2, une ADN
méthyltransférase propre aux champignons, affecte indifféeremment sites CG et CH et
présente des caractéristiques communes a CMT3 suggérant une origine monophylétique de

ces deux enzymes (Zemach et al., 2010).

De maniére trés générale, alors que la méthylation de 'ADN chez les vertébrés
touche I'ensemble du génome, les invertébrés, les plantes et les champignons présentent
quant a eux une mosaique de méthylation caractérisée par des domaines méthylés et non
méthylés dispersés (Suzuki & Bird, 2008 ; Figure 111.14). Plus précisément, les zones
centromériques et péricentromériques sont, comme chez les plantes, hyperméthylées chez
les vertébrés et les champignons, tout comme les transposons, dont I'activité est réprimée
par la méthylation de 'ADN (Zhang et al., 2006; Weber & Schubeler, 2007; Feng et al.,
2010a; Zemach et al., 2010 ; Figure I11.15). Cependant, les insectes comme l'abeille et le ver
a soie constituent une exception puisque les séquences répétées y sont hypométhylées,
indiquant que les génes sont la cible préférentielle de la méthylation (Feng et al., 2010a ;
Xiang et al., 2010). De maniére intéressante, la méthylation des sites CG du corps des

genes a été observée aussi bien chez les animaux que les végétaux (Cokus et al., 2008 ;
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Figure 1ll.14. Répartition de la methylation de 'ADN dans le génome de divers organismes. (a) Chez
un champignon, Neurospora crassa ; (b) chez une plante, Arabidopsis thaliana ; (c) chez un animal
invertébré, Ciona intestinalis ; (d) chez I'humain. Les domaines méthylés sont représentés en gris, les
domaines non-méthylés en jaune et les éléments transposables en rouge (Suzuki & Bird, 2008).
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Zhang et al., 2008 ; Ball et al., 2009 ; Lister et al., 2009 ; Feng et al., 2010a ; Zemach et al.,
2010 ; Figure 111.15). De plus, les exons sont globalement enrichis en méthylation dans les
sites CG par rapport aux introns chez les animaux comme les végétaux, particulierement
chez l'abeille et Chlamydomonas et de facon plus discréte chez les vertébrés (Lister et al.,
2009 ; Feng et al., 2010a). La colocalisation des nucléosomes, de la méthylation de 'ADN et
de 'ARN Pol Il observée chez Arabidopsis au niveau des exons semble aussi vraie chez les
animaux (Andersson et al., 2009; Chodavarapu et al., 2010), tout comme la relation
parabolique entre méthylation du corps des génes et leur expression (Zemach et al., 2010).
Aussi, le réle de la meéthylation du corps des génes dans le fonctionnement de la
transcription, possiblement via son influence sur I'épissage, semble indiquer que ce
phénoméne est une propriété ancienne commune aux génomes eucaryotes (Tran et al.,
2005; Zilberman et al., 2007; Feng et al., 2010a; Zemach et al., 2010; Jeltsch, 2010 ; Figure
111.15). Par ailleurs, la plupart des régions promotrices sont dépourvues de méthylation chez
les plantes comme les animaux (Zhang et al., 2006 ; Weber & Schiibeler, 2007 ; Feng et al.,
2010a ; Zemach et al., 2010), suggérant également un réle de la méthylation des promoteurs

dans I'expression des génes similaire au sein des Eucaryotes.

Enfin, I'absence de la méthylation de 'ADN chez des organismes modéles tels que
Saccharomyces cerevisiae ou Caenorhabditis elegans ou son niveau trés faible chez la
drosophile suggére que cette marque épigénétique n’est pas essentielle pour le
fonctionnement d’'un organisme (Zemach & Zilberman, 2010). Elle peut méme s’avérer
délétére, les cytosines méthylées étant plus sujettes a la mutation par déamination (C->T)
que les cytosines non modifiées (Shen et al., 1994). Néanmoins, la répression de I'activité
des éléments transposables parait particulierement nécessaire aux organismes
pluricellulaires et a reproduction sexuée, présentant une méthylation de 'ADN importante et
ciblée sur les séquences répétées (Feng et al., 2010a; Zemach et al., 2010). En effet, le
mode de reproduction sexuée semble avoir favorisé la sélection d’éléments transposables
particulierement actifs, nécessitant d’autant plus leur répression pour l'intégrité du génome
(Zemach & Zilberman, 2010).
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Figure 1ll.15. Evolution de la méthylation de 'ADN chez les Eucaryotes. Les cercles contenant « 1 »,
« 3 », « CMT », « DIM » et « C/D » représentent les ADN méthyltransférases DNMT1, DNMT3, CMT,
DIM-2 et CMT/DIM-2 respectivement. Les cercles avec une croix représentent la perte de la famille du
gene indiqué. Les lignes verte et marron montrent la trajectoire évolutive de la méthylation du corps
des génes et des éléments transposables (TE), respectivement. Les lignes marrons en pointillés

représentent la méthylation des TE chez les vertébrés (Zemach & Zilberman, 2010).
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2.4. ARN non codant

Un autre niveau de contrdle épigénétique implique les ARN non codant (Esteller,
2011). Des phénoménes tels que linactivation du chromosome X chez les mammiféres,
'empreinte parentale et certains cas de paramutation sont contrélés par des ARN non
codant qui entrainent des modifications covalentes de la chromatine aboutissant a un état
répressif stable et héritable (Lejeune & Allshire, 2011). Cependant, tous les ARN non codant
n’induisent pas ces modifications épigénétiques et n’ont un rdle que dans la régulation post-
transcriptionnelle, tels les micro-ARN (Esteller, 2011). Parmi ceux induisant des
modifications de la chromatine stables, les PIWl-interacting RNA (piRNA) chez les animaux
et les small interfering RNA (siRNA) chez les plantes ont été abondamment décrits (Teixeira
& Colot, 2010; Esteller, 2011). Ces deux voies de répression épigénétique ont un une partie
de leur fonctionnement commun. En effet chez les deux régnes, ces ARN non codants sont
transcrits a partir de séquences cibles (transposons en particulier), reconnus et liés par des
protéines de la famille ARGONAUTE. Ces protéines liées aux ARN non codants vont ensuite
se fixer sur les séquences cibles et induire leur répression chromatinienne via le recrutement
d’enzymes de méthylation de 'ADN ou de modification des histones (Teixeira & Colot, 2010;
Esteller, 2011). Chez les plantes, ces ARN non codants sont synthétisés (simple brin) par
I'ARN Pol IV, propre aux plantes, a partir desquels des ARN double brin sont générés par la
RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) puis clivés par DICER-LIKE 3 en ARN de
24 nucléotides (nt), les siRNA (Lahmy et al., 2010; Teixeira & Colot, 2010). Ces siRNA sont
ensuite fixés a ARGONAUTE 4 (AGO4) et ce complexe s’associe a des enzymes de
modification des histones, de méthylation de 'ADN et de remodelage de la chromatine

aboutissant a la répression des séquences cibles (Figure 111.16).
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Figure 1ll.16. Voie RNA-directed DNA Methylation (RADM) chez les plantes. AGO4, ARGONAUTE 4;
DCL3, DICER-LIKE 3; DRB, DOUBLE-STRANDED RNA-BINDING PROTEIN; DRD1, DEFECTIVE IN
RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1; DRM2, DOMAIN REARRANGED METHYLASE 2; dsRNA,
double-stranded RNA; HEN1, HUA ENHANCER 1; nt, nucleotide; Pol IV, RNA polymerase |V, RdADM,
RNA-directed DNA methylation; RDR2, RNA-dependent RNA polymerase II; siRNA, small-interfering
RNA; SPT5I, suppressor of Ty insertion 5-like; WG/GW, neighbouring tryptophan—glycine/glycine—
tryptophan residues (Wang & Dennis, 2009).
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2.5. Etats chromatiniens et marques épigénétiques

II nest pas toujours pertinent d’étudier les différentes marques épigénétiques
séparément. En effet, deux études récentes de la distribution d’'un grand nombre de marques
dans le génome, I'une chez la drosophile et I'autre chez Arabidopsis, ont démontré qu’un
état donné de la chromatine est le résultat d’'une combinaison de marques, plutét que le fait
d’'une seule (Lee et al.,, 2010; Filion et al., 2010; Roudier et al., 2011). Malgré le grand
nombre de facteurs étudiés (53 protéines associées a la chromatine, 11 marques histones,
méthylation de I’ADN), seulement 5 combinaisons, donc 5 états chromatiniens chez la
drosophile et 4 chez Arabidopsis ont été trouvés. Les conclusions sont similaires, montrant
guil n’existe pas I'hétéro- et l'euchromatine, mais des hétérochromatines et des
euchromatines, dont les marques épigénétiques et leurs combinaisons sont spécifiques a
chaque état, et dont la répartition dans le génome n’est pas fixe, influencée de maniére tissu-
dépendante notamment. Enfin, ces états chromatiniens présentent énormément de

caractéristiques communes entre la drosophile et Arabidopsis (Roudier et al., 2011).

Plus particulierement, chez Arabidopsis, chacun des 4 états chromatiniens a pu étre

associé a des caractéristiques propres (Figure lIl.17A) :

- le 1%, riche en de nombreuses marques histone dont H3K4me2-3, H3K9me3 ou
H3K36me3 et avec un niveau moyen en méthylation de I'’ADN, contient la maijorité
des génes et est associé a un niveau d’expression important.

- le 2° riche en H3K4me2 et H3K27me2-3 et sans méthylation de I'ADN, est
essentiellement composé de génes, réprimés en majorité.

- le 3% riche en H3K9me2 et H4K20me1 notamment et avec un fort niveau de
méthylation de 'ADN, contient la grande majorité des éléments transposables.

- le dernier, associé a aucune modification particuliere, est plutét situé dans

lintergénique.

Ainsi, en plus de I'hétérochromatine constitutive, riche en éléments transposables et
en méthylation de 'ADN entre autres, un autre état répressif de la chromatine a été décrit,
spécifique des génes, sans méthylation de 'ADN et caractéristique d’une répression par les
protéines du groupe Polycomb (Kdhler & Hennig, 2010). Les 4 états chromatiniens répartis

en domaines successifs chez Arabidopsis forment un épigénome mosaique (Figure I11.17B).

Ces études, bien que permettant une vision d’ensemble de la chromatine et de ses
états, ne permettent pas une étude précise de I'état chromatinien au sein des différentes

parties géniques, notamment des promoteurs.
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Figure 111.17. Les 4 états principaux de la chromatine chez Arabidopsis (Roudier et al., 2011). A) Le
tableau indique la composition des 4 états chromatiniens (CS) principaux. La distribution des 12
marques de la chromatine au sein de chaque CS est indiquée par une heat map représentant le
pourcentage de sondes contenant les marques, de 25% (rose clair) a 100% (violet foncé). Les chiffres
a lintérieur des cases représentent, pour chaque marque épigénétique, le pourcentage de sondes
associées a un des 4 états chromatiniens. Le pourcentage de génes contenus dans les états CS1,
CS2 et CS4 et le pourcentage de TE contenus dans I'état CS3 sont aussi montrés. B) Distribution des
4 CS le long du chromosome 4. Chaque domaine est coloré selon son état chromatinien. K :
heterochromatic knob. La partie non séquencée du centromeére (C) est représentée par la ligne noire

verticale.
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Au vu de l'avancée des connaissances des mécanismes moléculaires, une nouvelle
définition de I'épigénétique a été proposée comme « les altérations de la chromatine qui
établissent et propagent différents profils d’expression de génes a partir dun méme
génome. » (Figure II1.18 ; Allis et al., 2007). Roudier et al. (2009) souligneront I'importance
de la propagation par mitose/méiose de ces altérations, n’étant autrement que des

mécanismes de régulation chromatinienne de la transcription des génes (Figure 111.19).

Malgré la progression des connaissances en épigénétique, un grand nombre de
phénoménes restent encore mal compris, de la paramutation au role de la méthylation dans
l'expression des génes en passant par les mécanismes coordonnant I'ensemble des
marques épigénétiques qui se regroupent dans des combinaisons bien précises. La
découverte de nouvelles marques comme I'hydroxyméthylcytosine laisse penser que les
phénoménes régissant la stabilité et l'organisation du génome sont encore bien mal

appréhendés...
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Figure IlI.19. Régulation chromatinienne ou réponse épigénétique aprés un signal environnemental
ou intrinseque (Roudier et al., 2009). (a) Les états chromatiniens peuvent étre soit inversés en
'absence du signal d’induction ou stables mais non transmis aux cellules filles (= régulation
chromatinienne). (b) Les états chromatiniens peuvent étre transmis aux cellules filles en I'absence du
signal d’induction (= épigénétique).
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3. Implication de la méthylation de ’ADN dans la vie de la plante

3.1. Développement

A I'heure actuelle, I'implication de la méthylation des cytosines dans le contréle
développemental des plantes n'est que partiellement connue. Néanmoins, l'utilisation de
mutants de la méthylation (mutation des génes codant des enzymes liées a la mise en place
de la méthylation) a permis une progression dans ce domaine (Zhang et al., 2010). La
premiére preuve de l'implication de la méthylation dans le développement des végétaux
provient de I'étude du mutant anti-sens met1 d’Arabidopsis (Figure 111.20), qui révéle des
phénotypes remarquables tels que la réduction de la dominance apicale, le décalage du
délai de floraison, des anomalies florales et des feuilles enroulées (Finnegan et al., 1996).
Ces effets sont transmissibles au cours des divisions cellulaires et se maintiennent pendant
plusieurs générations. Comme les plantes-méres, les plantes-filles présentent de faibles taux
de méthylation, méme en 'absence du transgéne (Finnegan et al., 1996). Chez le tabac, les
mutants anti-sens met1 présentent des phénotypes semblables a ceux observés chez
Arabidopsis (Nakano et al., 2000), suggérant que la méthylation des cytosines a des effets
pléiotropiques et affecte de nombreux génes impliqués dans le développement des

végétaux.

Chez les végétaux, plusieurs études comparant les niveaux de méthylation globale
de différents tissus ont révélé des différences. Ainsi, chez la tomate des tissus immatures
tels que des tiges, des feuilles et des racines sont moins méthylés que des feuilles matures,
des fruits ou des graines (Messeguer et al., 1991). Ces résultats sont en accord avec une
étude plus récente (Teyssier et al., 2008) montrant que les taux de méthylation varient dans
les différents tissus du fruit de tomate de facon distincte au cours du développement et de la
maturation du fruit. De plus, des régions différentiellement méthylées ont été identifiées entre
plusieurs organes (Ruiz-Garcia et al., 2005) chez Arabidopsis et le peuplier (Vining et al.,
2012), entre des plantules et des plantes adultes chez le riz (Xiong et al., 1999; Sha et al.,
2005) et entre des types de feuilles particulier chez le mais (Lu et al., 2008). Ainsi, la
méthylation de 'ADN a I'’échelle du génome pourrait jouer un réle dans l'orientation et la
maintenance de I'expression différentielle des génes entre tissus (Vining et al., 2012). Des
variations de méthylation globale et des séquences différentiellement méthylées ont aussi
été observées chez la betterave sucriére lors de la différentiation et organogenése in vitro a
partir de cals (Causevic et al., 2005, 2006; Maury et al., 2012).
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Figure 111.20. Effets d’'une mutation dans le géne MET1 chez Arabidopsis. A gauche le phénotype
sauvage et a droite les différents phénotypes obtenus a partir de transformations indépendantes du
géne MET1 (Vaucheret & Fagard, 2001).
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Chez les végétaux, les variations de méthylation de 'ADN des génes soumis a
'empreinte parentale font partie de leur cycle de vie en conditions normales. L'empreinte
parentale est un phénoméne bien connu chez les plantes comme chez les mammiféres
correspondant a I'expression différentielle des alléles maternels et paternels selon leur
origine parentale. Chez les Angiospermes, I'empreinte parentale prend place essentiellement
dans I'albumen, qui sert de réserve nutritive a 'embryon au cours du développement de la
graine. Pour se faire, une phase de déméthylation dans la cellule centrale, le précurseur de
l'albumen, est requise (Choi et al., 2002 ; Gehring et al., 2006 ; Jullien et al., 2008). Cette
déméthylation serait a la fois passive via I'inactivation de MET1 et 'absence de méthylation
de maintenance qui en résulte (Jullien et al., 2008), et active via I'activité de déméthylation
de DME. Cette déméthylation induit I'expression de l'alléle maternel dans I'endosperme,
tandis que l'allele paternel reste méthylé et inactif. Derniérement, des études a I'échelle
génomique ont permis d’isoler entre 100 et 300 génes régulés par 'empreinte parentale chez
Arabidopsis, le riz et le mais (Gehring et al., 2011; McKeown et al., 2011; Hsieh et al., 2011;
Luo et al., 2011; Wolff et al., 2011; Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011)

La méthylation de 'ADN est impliquée dans le passage du stade végétatif au stade
reproducteur chez les végétaux. En effet, la vernalisation, processus correspondant a
I'acquisition ou I'accélération de I'aptitude a fleurir aprés une exposition au froid de plusieurs
semaines (Chouard, 1960), induit des variations de méthylation globale de 'ADN (Burn et al.,
1993; Trap-Gentil et al., 2011). De plus, le traitement de plantes avec de la 5-azacytidine, un
inhibiteur des DNMT, induit la floraison chez I'écotype C24 d’Arabidopsis (Burn et al., 1993 ;
Dennis et al., 1998 ; Finnegan et al., 1998) et le blé (Brock & Davidson, 1994) mais pas chez
la betterave sucriere (Trap-Gentil et al.,, 2011). Des études de génétique inverse montrent
que des mutations dans les genes DECREASED DNA METHYLATION1 (DDM1, un facteur
de remodelage de la chromatine), MET1 (Vongs et al., 1993 ; Kakutani et al., 1996), KYP
(Jackson et al., 2004) et ROS1 (Agius et al., 2006) affectent le niveau global de méthylation,
menant a des variations du délai de floraison chez Arabidopsis. Chez la betterave sucriére
des cibles des remaniements de la méthylation de ’ADN au cours de la vernalisation ont été
identifiées (Hébrard et al., 2013). La méthylation de I'ADN est donc impliquée dans la
régulation de nombreux processus développementaux chez les plantes mais également
dans la réponse a des variations de I'environnement, comme en témoigne I'exemple de la

vernalisation.
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Figure lll.21. Analyses en composantes principales des profils (A) génétiques et (B) épigénétiques
dans les populations naturelles de Laguncularia racemosa. Les individus retrouvés sur les bords de
rivieres sont entourés de vert et les individus retrouvés dans les marais salants sont entourés de rose
(Lira-Medeiros et al., 2010).
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3.2. Réponse a I'environnement et plasticité phénotypique

Les végétaux sont constamment exposés aux variations de I'environnement. Parce
que ce sont des organismes sessiles, ils ne peuvent pas fuir ces conditions stressantes.
Pour cette raison, les plantes ont développé des mécanismes leur permettant de répondre et
de s’adapter aux stress biotiques et abiotiques récurrents (Blédner et al., 2007). Les
végétaux peuvent moderer les effets du stress en régulant I'expression de génes impliqués

dans diverses voies, notamment via la méthylation de '’ADN.

Chez Arabidopsis, une baisse de méthylation réduit la tolérance au stress salin. En
effet, les mutants met1, dont la méthylation est quasiment abolie, sont hypersensibles au
stress salin. De plus, le transporteur de sodium AtHKT1, qui est indispensable a la tolérance
au stress salin, est surexprimé dans les racines de ce mutant. AtHKT1 présente une région
hyperméthylée en amont de son codon start, qui serait la cible de petits ARN impliqués dans
la méthylation des sites non-CG. MET1 compléterait la méthylation de cette région dans les
sites CG. La méthylation de cette zone méne donc a l'inhibition d’AtHKT1 et a une tolérance
accrue au stress salin (Baek et al., 2011). A linverse chez Laguncularia racemosa, une
plante spécifique de la mangrove, une hypométhylation a I'échelle du génome est associée a
une tolérance au stress salin accrue (Lira-Medeiros et al., 2010). Cette plante présente une
grande variabilité morphologique selon I'endroit ou elle vit. Lorsqu’elle est implantée en bord
de riviere (BR), Laguncularia racemosa est plus haute et ses feuilles sont plus développées
qgue dans les marais salants (MS), ou la salinité est plus élevée. Les plantes MS présentent
une proportion de loci méthylés moindre par comparaison aux plantes BR aprés analyse
MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism). De plus, les individus analysés
présentent des profils génétiques similaires mais des profils épigénétiques distincts

caractéristiques des deux environnements étudiés (Figure 111.21).

La méthylation de 'ADN intervient dans la réponse a des stress abiotiques mais aussi
dans la réponse aux agents pathogénes. Chez Arabidopsis, des mutants déficients pour la
méthylation de maintenance des sites CG (met?) et non-CG (ddc pour drm1/drm2/cmt3)
exposés a la bactérie pathogéne Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst) se
montrent résistants a la colonisation bactérienne et ne développent pas le phénotype
chlorotique caractéristique d’une infection pathogéne. Des mutants partiellement affectés
pour la méthylation des sites CG (ddm7) ou non-CG (rdr1, rdr2, rdr6, drd1, nrpdia et
dcl2/3/4) présentent une résistance a Pst modestement accrue (Figure 111.22). La croissance
bactérienne de souches non-virulentes ou non-pathogénes de P. syringae est également
réduite chez les mutants met1-3 et ddc, indiquant que la baisse de méthylation associée a

toutes ces mutations augmente de fagon non-spécifique la résistance aux bactéries
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Figure 111.22. Feuilles issues de lignées sauvages Col-0 ou des mutants met1-3 ou ddc apres infection
par Pseudomonas syringae chez Arabidopsis (Dowen et al., 2012).

Figure Il1.23. Fleurs du type sauvage et du mutant pélorique chez Linnea vulgaris. (a) spécimen de
fleurs du mutant pélorique issu de I'herbier originel élaboré par Linné. (b) Inflorescence d’'un spécimen
vivant du mutant pélorique. (c) Vue de face de fleur de type sauvage et du mutant pélorique. (d)
Diagramme floral du type sauvage et du mutant pélorique (Cubas et al., 1999).
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(Dowen et al., 2012). De plus, I'exposition a Pst méne a des variations d’expression de
genes de réponse a des pathogénes chez les mutants par rapport a la lignée sauvage,
indiquant que les réseaux transcriptionnels induits par Pst interférent avec la méthylation de

I’ADN pour réguler I'expression des génes (Dowen et al., 2012).

Ainsi, des altérations de la méthylation de 'ADN sont donc une source possible de
variations phénotypiques chez les plantes en I'absence de changement dans la séquence
d’ADN. Des études ont montré que cette marque épigénétique pouvait étre transmise via la
méiose, laissant supposer que les variations phénotypiques associées pourraient aussi étre

transmises.

3.3. Les variations et leur transmission transgénérationnelle

Pour expliquer I'évolution des espéces, Darwin postulait que « les variations, quelque
faibles qu'elles soient et de quelque cause qu'elles proviennent, (...) se transmettent
ordinairement a leur descendance, pourvu qu'elles soient utiles a ces individus » (Darwin,
1859). Il se demandait par ailleurs « qui pourrait soutenir que (...) I'épaississement de la
fourrure d'un animal arctique n’est pas héréditaire pendant quelques générations tout au
moins ? », rejoignant les idées d’Aristote et Lamarck sur la transmission des caractéres
acquis. Remettant ces idées au golt du jour, la transmission transgénérationnelle de
marques épigénétiques comme la méthylation de I'ADN, sensibles a I'environnement, est
devenue le sujet d’'un débat passionné aussi bien pour la communauté scientifique que pour
le grand public (Saze, 2008; Nestler, 2012). Ce débat implique diverses questions : les
variations phénotypiques, sont-elles « de quelque cause que ce soit», y compris
épigénétique ? Si oui, sont-elles transmises « ordinairement a leur descendance » ? Enfin
les variations épigénétiques induites par I'environnement sont-elles héréditaires pour
« quelques générations tout au moins » ? La méthylation de 'ADN, modification covalente du
support de [I'hérédité, est I'un des candidats les plus logiques de la transmission
épigénétique transgénérationnelle. Appuyant cette idée, le cas de la « mutation » pélorique
chez Linnea vulgaris décrite il y a plus de 250 ans, transmissible au cours des générations et
induisant un phénotype floral altéré (Figure [11.23), a été montrée pour étre en réalité une
épimutation liée a la méthylation de ’ADN, constituant ainsi le premier exemple historique du

réle de cette marque épigénétique dans I'évolution d’'une espéce (Cubas et al., 1999).

Plusieurs études chez Arabidopsis ont été menées ces derniéres années afin
d’évaluer la variabilité de la méthylation de 'ADN et son hérédité au sein de populations
naturelles ou artificielles (Vaughn et al., 2007; Zhang et al., 2008; Schmitz et al., 2011;
Becker et al., 2011). Globalement, ces études apportent des conclusions similaires : le

polymorphisme de méthylation se situe essentiellement au niveau des sites CG et au sein
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Figure 1ll.24. Etudes des variations de méthylation de 'ADN et leur hérédité. A) Profil de méthylation
d’'un géne chez des parents et leurs descendants aprés 30 générations chez Arabidopsis. Les barres
jaunes indiquent la méthylation en CG. SMP = Single Methylation Polymorphism. B) Représentations
par heat map des différences de méthylation entre les lignées, exprimées en nombre de SMP
(Schmitz et al., 2011). C) Feuilles de riz soumises a Xanthomonas chez les plants controles et la
lignée (Line-2) descendante des individus traités par 5-azadeoxycytidine. D) Expression de Xa21G,
gene de résistance aux pathogenes, chez les mémes individus. E) Profil de méthylation de Xa21G
chez les contréles et les descendants de la lignée Line-2 aprés 9 générations (Akimoto et al., 2007).
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des génes. A linverse, la méthylation dans les éléments transposables et dans les sites
CHG et CHH est peu variable parmi les populations étudiées. Ces études montrent
également qu’'un nombre important d’épimutations spontanées apparaissent au cours des
genérations. Notamment, aprés 30 générations, les descendants présentent une variabilité
de méthylation plus importante entre eux que par rapport a leurs ancétres (Figure 111.24A-B).
Le taux d’épimutation a ainsi été estimé a 4,46 x 10™* Single Methylation Polymorphisms
(SMP) par site CG et par génération chez Arabidopsis, bien plus important que le taux de
mutation génétique, estimé & 7 x 107 substitutions de base par site et par génération
(Ossowski et al., 2009). Enfin, certains génes présentant des variations de méthylation
étaient aussi différentiellement exprimés, méme si ce cas n’était pas généralisé (Schmitz et
al., 2011; Becker et al, 2011). Il semble donc que certaines épimutations soient

« silencieuses ».

Les évidences les plus marquantes de la transmission transgénérationelle de la
méthylation de 'ADN proviennent d’études génétiques chez Arabidopsis (Reinders et al.,
2009; Johannes et al., 2009). A partir d’'un croisement entre un individu sauvage et un
mutant altéré pour la méthylation de ’ADN (met1 ou ddm1), ces deux études ont produit des
lignées isogéniques différant uniquement par la répartition de la méthylation de ’'ADN dans
leur génome, appelées lignées recombinantes épigénétiques (epiRIL). Non seulement ces
lignées étaient épigenétiquement stables sur au moins 8 générations, mais également une
variation entre ces lignées a été observée pour des traits quantitatifs comme le temps de
floraison ou la résistance a des pathogénes (Reinders et al., 2009; Johannes et al., 2009).
Ainsi la variation dans ces traits phénotypiques pourrait étre expliquée par la méthylation de
'ADN, méme si une activité importante des transposons a été détectée dans ces lignées,

induisant des variations génétiques (Reinders et al., 2009).

Une autre question fondamentale est la transmission des variations de la méthylation
de I'ADN induites par un stress environnemental et la transmission du caractére acquis de
tolérance a ce stress. Les travaux abordant cette question sont nombreux (Boyko et al.,
2010; Lang-Mladek et al., 2010; Bilichak et al., 2012; Ou et al., 2012). Leurs conclusions sont
similaires, a savoir que les descendants de la génération ayant subi un stress sont tolérants
au stress appliqué a leurs parents et présentent des modifications de profil de méthylation de
'ADN de certains génes, parfois impliqués dans la réponse aux stress. Cependant, au bout
de 2 ou 3 générations, soit ces études s’arrétent, soit elles montrent que la tolérance acquise
et les modifications épigénétiques s’estompent. Une étude trés intéressante sur le riz montre
néanmoins une transmission a plus long terme (Akimoto et al., 2007). Dans ce travail, la
descendance de parents soumis a un traitement hypométhylant (5-azadeoxycytidine) a été

suivie pendant 9 générations. Au bout de 9 générations, certains génes de résistance aux
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Bonduriansky, 2011). D) Stress subi par une génération F, induisant des variations de méthylation
transmises aux générations suivantes, rapidement estompées. Inspiré de Boyko et al., 2010; Lang-
Mladek et al., 2010; Ou et al., 2012. E) Stress subi par plusieurs générations successives et possibles
répercutions sur la stabilité générationnelle des variations.
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pathogénes étaient toujours hypométhylés et activés, conférant une résistance accrue a une

souche de Xanthomonas en comparaison avec les plants contréles (Figure [11.24C-E).

Contrairement aux mammiféres ou I'ensemble du génome est déméthylé
successivement lors de la gamétogenése et de 'embryogenése, un tel phénoméne global
chez les plantes semble absent aussi bien dans les gamétes que dans I'embryon (Feng et
al., 2010b; Ibarra et al., 2012; Calarco et al., 2012). On pourrait donc s’attendre a ce que les
profils de méthylation de 'ADN d’une génération G, soient transmis aux générations
suivantes grace aux meécanismes enzymatiques de propagation. L’'observation de faibles
stabilitéts générationnelles de changements de méthylation de [I'ADN induits par
l'environnement (Boyko et al., 2010; Ou et al, 2012) interrogent néanmoins sur les
mécanismes définissant leur transmissibilité ou au contraire leur effacement (Saze, 2012).
Certains considérent méme que les changements épigénétiques sont dans la grande
majorité transitoires et ne sont que trés rarement transmis a la descendance (Slatkin, 2009;
Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012), jouant par exemple un réle mineur dans « I'hérédité
manquante » (= facteurs hérités de risque de maladies génétiques complexes non identifiés

par des études de génétique d’association).

Malgré cela, certains biologistes de I'évolution incluent désormais I'épigénétique
comme facteur transmis de la variation de traits phénotypiques aux cotés de l'effet parental,
de facteurs écologiques ou sociaux (Danchin et al., 2011), rappelant que « nous sommes
plus que la somme de nos génes » (Figure II1.25A). D’autres encore ont modélisé I'influence
des interactions entre alléles génétiques, leurs épialléles et leur risque de réversibilité sur
I'évolution de la variabilité phénotypique, génétique et épigénétique d’'une population (Day &
Bonduriansky, 2011; Figure 111.25B-C).

Ainsi, des preuves montrent que des variations phénotypiques impliquent la
méthylation de 'ADN et si celles-ci sont héréditaires, ceci ouvre le champ a des perspectives
évolutives ou a des applications pour la sélection agronomique. Cependant, méme si
certaines variations de la méthylation de 'ADN semblent transmissibles aux générations
suivantes, il reste a comprendre dans quelle mesure elles le sont, en termes de stabilité et
d’ampleur, afin de pouvoir statuer sur le réle de I'épigénétique dans I'adaptation a
'environnement et I'évolution. Pour cela, la caractérisation des mécanismes définissant le
« choix » de I'épialléle qui sera transmis ou effacé lors du passage a la génération suivante
est une étape clé. Enfin, si suite a stress subi par une génération, la transmission de
variations épigénétiques et de caractéres associés s’estompent rapidement, on peut
s’interroger sur l'effet d'un méme stress persistant au cours de plusieurs générations : la

stabilité des marques épigénétiques serait-elle similaire ou renforcée (Figure 111.25D-E) ?
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1. Présentation synthétique des travaux

Lorsque ce travail a été initié en 2008, la premiére étude de méthylation de 'ADN a
I'échelle d’'un génome entier (méthylome), effectuée sur la plante modéle Arabidopsis, était
encore récente (Zhang et al., 2006). Cette publication, avancée majeure pour I'épigénétique,
montrait qu'une proportion non négligeable des génes (33%) étaient méthylés dans leur
corps mais surtout que cette méthylation de 'ADN affectait I'expression des génes suivant
une relation plus complexe que la simple inhibition d’expression. Cette relation allait devenir
'objet de nombreuses études mais peu de données étaient alors disponibles sur d’autres
organismes pour évaluer la conservation ou non de ces observations chez d’autres plantes
ou Eucaryotes. C’est le développement des techniques haut-débit (séquencage et
microarrays) et leur accessibilité en termes de colt qui allaient procurer un outil puissant
pour les études épigénétiques a I'échelle génomique ou épigénomique (Beck & Rakyan,
2008).

Chez le peuplier, notre modéle d’étude, aucune publication en épigénomique n’était
disponible. Par ailleurs, le séquengcage du génome de P. frichocarpa était encore récent
(Tuskan et al., 2006) et son assemblage n’en était qu'a sa premiére version. De ce fait, de
nombreuses zones d’'ombre étaient encore présentes, que ce soit sous forme de séquences
isolées et non assemblées dans I'un des 19 groupes de liaison ou tout simplement sous
forme de fragments dont la séquence était inconnue. Ces zones mal caractérisées
correspondaient pour une grande partie a des séquences répétées (Tuskan et al., 2006), loci
qui posent toujours probléme aux approches de séquencage de génomes, rendant

compliquée une approche méthylome globale chez le peuplier.

De maniére intéressante, des études menées chez 'Homme avaient montré ['utilité
de la désoxyribonucléase | (DNase |) dans certaines approches génomiques. En effet, cette
enzyme digére préférentiellement les zones appauvries en nucléosome et coupe
difficilement les zones condensées de la chromatine. Il est alors possible d’isoler certaines
séquences liées aux génes, pauvres en nucléosomes, comme leurs éléments cis-régulateurs
(fixation de facteurs de transcription), leur site d’initiation de la transcription (TSS) ou corps
du géne, et ce au détriment des séquences répétées (Crawford et al., 2004, 2006; Boyle et
al., 2008).

Dans ce contexte, une stratégie méthylome focalisée sur la partie non condensée de
la chromatine, connue pour étre riche en génes et appauvrie en séquences répétées, avait
été choisie afin de (/) disposer des premiéres données de méthylome chez le peuplier et

initier des travaux en épigénétique sur cet arbre, (/i) mieux caractériser la méthylation de
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'ADN affectant les génes et son implication dans le contréle de leur expression dans un
contexte de chromatine non condensée chez le peuplier et (iii) mener une étude de la
méthylation de 'ADN simplifiée permettant d’éliminer les séquences répétées. Cette étude
s’est focalisée sur le méristtme apical caulinaire pour les raisons précisées dans

I'introduction.

Ainsi, aprés isolement de la partie non condensée de Ila chromatine
(préférentiellement digérée par la DNase |) du méristéeme apical chez P. trichocarpa, une
immunoprécipitation de ’TADN méthylé (Methyl DNA ImmunoPrecipitation ou MeDIP) couplée
a un séquencage haut-débit (lllumina/Solexa) a été effectuée (Figure 1V.1). Le séquencgage a
geneéré de courtes séquences (appelées 36-méres) qui ont ensuite été repositionnées par
bioinformatique sur le génome de P. frichocarpa v2.0. Cela a permis une cartographie de la
méthylation de 'ADN de la partie non condensée de la chromatine du méristtme apical
caulinaire. En parallele, a laide du séquencage bisulfite, la mesure de niveaux de
méthylation contexte-spécifiques (CG, CHG et CHH) a été menée sur des loci contenus

dans la fraction séquencée (appelée fraction DNase |I-MeDIP-SEQ).

Les résultats (disponibles sur http://www.popgenie.org/) ont montré que la fraction

DNase I-MeDIP-SEQ couvrait uniformément les 19 scaffolds de type chromosome chez P.
trichocarpa. En revanche, la densité des 36-méres indiquait 4 scaffolds plus particulierement
ciblés (n°8, 9, 14 et 17). Bien que couvrant 1,9 % du génome du peuplier, la fraction DNase
I-MeDIP-SEQ contenait des séquences appartenant a 74 % des modéles de génes v2.0.
Ainsi un fort enrichissement en génes et particuliérement en exons a été démontré dans
notre fraction. La méthylation du corps des génes dans cette fraction variait en fonction des
caractéristiques des génes (taille, expression tissu-spécifique et redondance) et un
appauvrissement en intron des génes exprimés de maniére tissu-spécifique a été constaté,
suggérant un possible réle régulateur de la méthylation de ’ADN dans ces zones. De plus et
contrairement aux autres types de séquences répétées, les loci d’ADN ribosomique (ADNr)
étaient particulierement enrichis dans la fraction DNase |-MeDIP-SEQ expliquant la forte
densité sur 4 scaffolds, ce qui suggérait une structure chromatinienne particuliere de ces
loci. Enfin, I'étude des deux génes MET1 (ADN METHYLTRANSFERASE 1) présentant 83%
de similarit¢ a montré une variation génotypique de la méthylation de I'ADN et de
'expression entre les trois génotypes étudiés. Ce résultat ouvre la voie a de prochaines

études comparatives de variabilité génétique, épigénétique et transcriptomique.

En conclusion, cette étude a permis d’avancer dans notre compréhension de la

méthylation des génes dans le cadre de la chromatine non condensée dont la configuration
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est dépendante du tissu étudié mais aussi de stimuli environnementaux (Valouev et al.,
2011; Zhang et al., 2012a). Cette étude indique également un moyen simple et peu colteux
de cibler le méthylome des génes, ce qui pourrait étre particuliérement intéressant dans le
cas d’organismes dont le génome est complexe ou non définitivement assemblé comme le
pin ou le mais (Morse et al., 2009; Schnable et al., 2009). Enfin, ce travail a fourni une base

de données originale sur le méthylome du peuplier (http://www.popgenie.org/) utilisable par

la communauté scientifique et comparable a des données récentes (Vining et al., 2012 ;

http://poplar.cgrb.oregonstate.edu/cgi-bin/gbrowse/Populus/ ).

Cet article a été publié dans New Phytologist.
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2. Méthylome de la fraction non condensée de la chromatine dans le

méristéme apical caulinaire chez le peuplier (Lafon-Placette et al. 2013,
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Introduction

Summary

* DNA methylation is involved in the control of plant development and adaptation to the
environment through modifications of chromatin compaction and gene expression. In poplar
(Populus trichocarpa), a perennial plant, variations in DNA methylation have been reported
between genotypes and tissues or in response to drought. Nevertheless, the relationships
between gene-body DNA methylation, gene expression and chromatin compaction still need
clarification.

e Here, DNA methylation was mapped in the noncondensed chromatin fraction from
P. trichocarpa shoot apical meristematic cells, the center of plant morphogenesis, where DNA
methylation variations could influence the developmental trajectory. DNase | was used to iso-
late the noncondensed chromatin fraction. Methylated sequences were immunoprecipitated,
sequenced using lllumina/Solexa technology and mapped on the v2.0 poplar genome. Bisul-
fite sequencing of candidate sequences was used to confirm mapping data and to assess cyto-
sine contexts and methylation levels.

e While the methylated DNase | hypersensitive site fraction covered 1.9% of the poplar
genome, it contained sequences corresponding to 74% of poplar gene models, mostly exons.
The level and cytosine context of gene-body DNA methylation varied with the structural char-
acteristics of the genes.

* Taken together, our data show that DNA methylation is widespread and variable among
genes in open chromatin of meristematic cells, in agreement with a role in their developmental
trajectory.

Teixeira & Colot, 2010) and demethylation (Penterman ez 4l.,
2007), driven by both developmental and environmental

In plants, epigenetic reprogramming occurs at key developmen-
tal stages and in response to environmental stimuli (Feng ez al.,
2010b). These epigenomic events play important roles in
genome protection, control of gene expression and inheritance
via chromatin structural reworking (Teixeira & Colot, 2010).
Among epigenetic marks, DNA methylation shows high stabil-
ity through mitosis and meiosis and has been thoroughly inves-
tigated. In plants, methylated cytosines are found mainly in CG
dinucleotides and to a lesser extent in CHG and asymmetric
CHH contexts (where H is A, T, or C). Non-CG methylation
is specific to plants and fungi, with the exception of mammal
embryonic stem cells (Suzuki & Bird, 2008; Lister ez al, 2009).
The enzymatic machinery of methylation (Goll & Bestor, 2005;
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stimuli, shapes a methylome that is the set of nucleic acid meth-
ylation modifications in an organism’s genome or in a particular
cell.

The first methylome characterization was performed in Ara-
bidopsis (Zhang ez al., 2006) and revealed that DNA methylation
is concentrated in heterochromatin and repeats but is also present
on 30% of genes. Several other approaches have confirmed this
distribution across the genomes of other species, including ani-
mals, and raised the problem of repeated sequence data process-
ing, as a consequence of both their repetitive nature and their
high DNA methylation (Beck & Rakyan, 2008; Cokus ezal.,
2008). Indeed, repeats are affected by high CG and non-CG
methylation, while the gene body is only methylated in CG
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(Cokus eral, 2008). Despite its high conservation in many
organisms, the functional role of gene-body methylation needs to
be clarified.

DNase I is a pancreatic enzyme that preferentially digests with
no sequence-based bias (Crawford eral, 2006) nucleosome-
depleted DNA, while tightly packaged chromatin is more resis-
tant to cleavage (Crawford ez al, 2004). In plants, genome-scale
assays revealed tissue-specific DNase hypersensitive sites in pro-
moters and potential regulatory elements, bur also within genes,
allowing the preferential isolation of genes and the elimination of
repeated regions (Zhang et al., 2012a,b). In addition, while DNA
methylation and nucleosomes co-localize on exons, some nucleo-
some depleted regions are also methylated (Chodavarapu ez al,
2010; Pecinka ez al., 2010).

Draft sequencing of the poplar (Populus trichocarpa; western
poplar) genome has led to the construction of 19 scaffolds which
contain 370 Mb of sequence (out of 403 Mb) and the identifica-
tion of >40000 protein-coding transcripts (htep://www.phy
tozome.net/poplar; Tuskan eral., 2006). As a consequence of its
genome sequence becoming available, along with various
molecular tools, and its substantial genetic and phenotypic
variation, Populus spp. has become widely used as a model tree
(Tuskan efal, 2006; Jansson & Douglas, 2007). As perennial
plants with long life-spans and generation times, trees have to
face and acclimate to changing environments and are therefore
models of interest for epigenetic studies (Hamanishi &
Campbell, 2011). Interestingly, genetic variability of global
DNA methylation, ranging from 4% to 12%, has been observed
in  Populus x euramericana hybrid shoot apices (Gourcilleau
etal, 2010) and has been positively correlated with biomass
production. Furthermore, differences in global DNA methyla-
tion paralleled transcriptome level trends in leaves of poplar
genotypes during drought, suggesting an epigenomic basis for
the clone history-dependent transcriptome divergence (Raj et al.,
2011). Recently, drafts of genome-wide P. trichocarpa methylo-
me revealed several particularities of this model, such as a high
CHG methylation (Feng eral, 2010a), as well as a negarive
correlation  between promoter and, particularly, gene-body
DNA methylation and gene expression level (Vining etal,
2012). However, the relationships between gene-body DNA
methylation and tissue-specific gene expression remain to be
clarified.

In this context, our aim was to characterize the methylome of
noncondensed chromatin to investigate gene-body DNA meth-
ylation characteristics in an open chromartin state. Moreover,
the elimination of heterochromatic repeated loci would reduce
the complexity of the whole-genome analysis. For this purpose,
the chromatin fraction hypersensitive to DNase 1 was isolated
from P. trichocarpa shoot apical meristem (SAM) cells and was
used in MethylDNA Immunoprecipitation followed by Illu-
mina/Solexa (Fasteris, Plan-les-Ouates, Switzerland) sequencing
(MeDIP-SEQ). The mapping on the P. trichocarpa genome was
confirmed by bisulfite sequencing of candidate mapped loci to
assess the cytosine contexts and the corresponding methylation
levels. Taken together, our results showed that methylated
DNase 1 hypersensitive sites covered 2% of the genome but
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were regularly distributed along poplar scaffolds and strongly
enriched in genes, particularly in exons. Furthermore, gene-
body DNA methylation in the noncondensed chromatin frac-
tion was dependent on structural gene characteristics, redun-
dancy in the genome, tissue-specific pattern of expression and
among poplar genotypes.

Materials and Methods

Plant material and growth conditions

Unrooted dormant stem cuttings of Populus trichocarpa (Torr. &
Gray) clone 101-74 (used for the DNase-MeDIP-SEQ procedure
and subsequent manipulations) and Populus hybrid (Populus
deltoides x Populus nigra) clones Carpaccio and Soligo (only used
for RT-PCR and bisulfite sequencing analysis of the PIMET]a
(POPTR_0019500240) and PtMET1b6 (POPTR_0004514140)
genes) were obtained from National Institute for Agronomic
Research (INRA) nurseries (Orléans, France in 2008 and Nancy,
France in 20006, respectively). Ten-year-old mother plants are cut
off each spring. Cuttings were 22 cm long and 0.5-2 cm wide
and were harvested in February from plants grown in INRA nurs-
eries. Unrooted cuttings (20 for 101-74 and 12 for each hybrid
clone) were then stored for 1 month in a cold (2°C) dark room.
Before potting, cuttings were soaked in water in the vertical
position to encourage rooting. For Carpaccio and Soligo cuttings,
growth conditions have been previously described (Gourcilleau
etal., 2010). Rooted cuttings were planted in 20-1 pots contain-
ing a mixture of peat and sand (50/50, v/v) amended with mag-
nesian chalk (60 g per 1001) and fertilized with a slow-release
fertilizer (Nutricote T100; 13/13/13/2, N/P/K/Mg+ trace ele-
ments; FERTIL SA, Boulogne Billancourt, France) according to
(Gourcilleau ez al., 2010). All cuttings were placed in a glasshouse
where the temperature was maintained in the range 15-27°C
and where they were exposed to natural daylight (ranging from
350 to 900 pmol m s "). Plants were manually watered every
second day for 5 wk. Active buds from 12 to 20 individuals of
each genotype were collected, and leaves were removed to isolate
the shoot apex (Fig. 1a). Shoot apices were then cut in half with a
scalpel and cleared of all visible differentiated tissues under a bin-
ocular magnifying glass. Samples that contained a shoot apical
meristem (Fig. 1a) were then frozen in liquid nitrogen and stored

at —80°C.

Chromatin extraction and DNase | hypersensitive sites

Shoot apical meristems from 10 individuals (¢. 500 mg fresh
weight per extraction) of the 101-74 P. trichocarpa genotype were
ground to a fine powder in liquid N, and used for chromatin
extraction. Six chromatin extraction protocols (Galbraith ezal,
1983; Steinmuller & Apel, 1986; Lechner et al., 2000; Causevic
etal, 2006; Loureiro etal, 2007) were tested in parallel
(Supporting Information Table S1). Chemicals were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). After
extraction, the chromatin pellet was solubilized in DNase I
(Roche, Meylan, France) digestion buffer composed of 10 mM
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TrisHCI (pH 7.8), 250 mM saccharose, 5 mM MgCl,, 5 mM
KCI and 0.1% (v/v) 2-mercaptoethanol (Crawford ez al., 2006).
Different concentrations of DNase I, ranging from 0.1 to
1 units ml ™', and durations of incubation, from 0 to 10 min,
were tested to achieve limited chromatin digestion at hypersensi-
tive sites. The reaction was stopped by adding 0.5 volume of a
solution containing 2% (w/v) NaDodSO4 and 80 mM EDTA
equilibrated at pH 8.0 and 0.5 volume of 4 M NaCl. Genomic
DNA was isolated after overnight proteinase K incubation at 37°
C, phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) (v/v/v) extrac-
tion and ethanol precipitation. The DNase I hypersensitive frac-
tion, ranging from 0.4 to 2.0kb, was recovered after
electrophoresis on a low melting point 0.8% agarose gel and ethi-
dium bromide staining using the QIAEX II Gel extraction kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
recommendations.
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Fig.1 The DNase I-MethyIDNA Immuno-
precipitation followed by Illumina/Solexa
sequencing (DNase I-MeDIP-SEQ) approach.
(a) Description of the DNase I-MeDIP-SEQ
approach. The pictures show the shoot apical
meristem isolation procedure, from left to
right. Arrows with red dotted lines show
sections of vegetal material; dotted line
surrounds the meristem used for the DNase
I-MeDIP-SEQ procedure. White flashes
represent DNase | action on hypersensitive
sites, that is, nucleosome-free DNA. (b, )
Distribution of sequences from the DNase
I-MeDIP-SEQ fraction on Populus
trichocarpa scaffolds. Number of (b) MeDIP
contigs and (c) number of 36-mers reads are
shown for each scaffold (v2 genome version)
depending on its size in Mb. MeDIP contigs
are contiguous loci where one or several
36-mer reads were mapped. A significant
Pearson linear correlation (P <0.01) between
the number of MeDIP contigs and scaffold
size is indicated by **. 8,9, 14 and 17 are
scaffold numbers.

Methyl DNA ImmunoPrecipitation (MeDIP)
Purified DNA (0.4-2 kb) extracted from the DNase I hypersensi-

tive chromatin fraction was randomly nebulized using a Nebu-
lizer kit (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) at a pressure of
30 psi for 2 min to obtain fragments ranging from 0.2 to 1kb.
Rabbit polyclonal anti-5mC antibodies (250 pg; Maine Biotech-
nology Service, Portland, Maine, USA) were cross-linked to
300 ul of a batch of N-hydroxysuccinimide (NHS)-activated
Sepharose matrix (NHS HP SpinTrap ki, GE HealthCare,
Aulnay-sous-Bois, France) in accordance with the manufacturer’s
(www.gelifesciences.com/trap). Matrix—antibody
coupling was estimated using PD-10 desalting columns (GE
HealthCare) according to the manufacturer’s recommendations
and was estimated at >70%. The nebulized DNA (2.5 png) was
solubilized in a 10mM Na-phosphate buffer (pH 7.0)

instructions
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containing 140 mM NaCl and 0.05% (v/v) Triton-X (IP buffer
1X) and incubated with the affinity matrix under regular slow
mixing for 1 h at room temperature and for a further 3 h at 4°C.
The batch was washed three times with the IP buffer 1X before
resuspension in a proteinase K digestion solution (50 mM Tris at
pH 8.0, 10 mM EDTA, 0.5% (w/v) SDS and 20 mg ml ™! pro-
teinase K) at 50°C for 3 h. DNA was then isolated following the
classical procedure of phenol/chloroform/isoamyl alcohol extrac-
tion and ethanol precipitation. This purification was followed by
a second step using a MinElute PCR purification kit (Qiagen).
DNA bound (methylated DNA) and unbound (1 : 60 ratio) to
the affinity matrix was recovered.

High-throughput sequencing of the MeDIP fraction
(MeDIP-SEQ) and controls

The purified poplar methyl-DNA immunoprecipitated fraction
was physically fragmented by nebulization into 50-200-bp
fragments, end-repaired, ligated with bar-coded adapters,
PCR-amplified, purified on an agarose gel and used to gener-
ate a DNA colony template library according to the Fasteris
procedure (Fasteris, Plan-les-Ouates, Switzerland). Illumina/
Solexa sequencing (Bennett, 2004) of the fraction was performed
on a Genome Analyzer GAII (Illumina, San Diego, CA, USA)
using a Chrysalis 36 cycles v 3.0 sequencing kit and a GAPipeline
1.3.2 data analysis pipeline (Table S2). Illumina quality control
was performed by direct capillary sequencing of 30 sequences
from the (Illumina, USA) preliminary DNA clone library and
comparison with the P. trichocarpa genome (Blast). The methyla-
tion status of two of these sequences was confirmed by bisulfite
sequencing (see primers in Table $3). Semiquantitative PCR was
performed on random sonicated DNA and the DNA used for the
Illumina sequencing (the DNase I-MeDIP-SEQ fraction) to
amplify two sequences: one covered by the DNase I-MeDIP Illu-
mina sequencing reads (POPTR_0006s21000; read depth=3.4)
and one not covered at all (POPTR_0011513770). Random Illu-
mina sequencing of P. trichocarpa genome was performed with
genomic DNA extracted from young leaves of the P. tricocarpha
101-74 genotype on the GAII platform (Centre National de
Génotypage, Evry, France; P. Faivre-Rampant ezal, unpub-
lished). 32 312 796 reads were generated, achieving a mean cov-
erage of 16.44, covering 93.5% of the reference genome by at
least one read.

Bioinformatics analyses

Short reads mapping Mapping of the 36-mer reads from
Illumina/Solexa sequencing or mapping after de novo assembly
with the Exact DE Novo Assembler (EDENA, v2.1.1;
Hernandez et al., 2008) was performed on v2.0 of the 403-Mb
P. trichocarpa unmasked genome (http://www.phytozome.net/
poplar.php; Tuskan ezal, 2006) using Mapping and Assembly
with Qualities (MaQ, v0.7.1; http://maq.sourceforge.net/) soft-
ware and confirmed using ELAND v2.0 (Efficient Local Alignment
of Nucleotide Data, casava v1.6.0, Illumina, USA). Two mis-
matches per 36-mer read were allowed in the first 24 bases on
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the reference sequence for MAQ and in the first 32 bases for
ELAND. The sequencing data are available in the NCBI Sequence
Read Archive (SRA) database (SRA number: SRA050249) and
on the Popgenie website (http://www.popgenie.org/).

Sequence annotation  Analysis of the content of repeats
was performed with RepeatMasker (http://www.repeatmasker.
org/) using P. trichocarpa and Arabidopsis thaliana (data not
shown) as DNA sources. A few repeated sequences were validated
as transposable elements using PlotRep (http://repeats.abc.hu/
cgi-bin/plotrep.pl) and  RepPop  (http://csbl.bmb.uga.edu/
~ffzhou/RepPop/) with default parameters. Identification of
transposase was performed using FGENESH software (http://linux1.
softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&sub
group=gfind) and confirmed by TBlastX analysis (e-value <
107%%) on a flowering plant transcripts database. Identification
of potential small RNAs was carried out with psRNATarget
(htep://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) on mRNA sequence
with a maximum expectation of 3. Gene annotation from Phyto-
zome poplar genome v2.0 (http://www.phytozome.net/poplar.
php) was used. Gene ontology class enrichment was produced
with  AGRIGO  software  (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/
analysis.php). Nucleosome occupancy was a computational pre-
diction produced by SEGAL LaB software version 3.0 (http://genie.
weizmann.ac.il/software/nucleo_prediction.html). ‘Low redundancy’
and ‘high redundancy’ coding sequences were determined
according to their e-values after a blastN comparison of 500
nucleotides centered on each sequence with P. #richocarpa v2.0
genome. If there were more than two results with an e-value
under 10™°%, sequences were considered as highly redundant and
otherwise they were classified as lowly redundant.

Expression data  Shoot apical meristem microrray expression
data were obtained from the Popgenie database, using the tissue
comparison experiment data (Street ¢z al., 2008), available in the
Umea Plant Science Centre database (http://www.upscbase.db.
umu.se/) with the ref number UMA-0020, sample L1 (apical
region). The data used were relative expression compared with
other tissues. Digital northern heat maps representing the library
distribution of expressed sequence tags (ESTs) representing gene
models within PopulusDB were produced using the PopGenlE
DigitalNorthern tool (http://popgenie.org/tool/digitalnorthern).

Bisulfite sequencing and methyl-sensitive PCR
amplification

Genomic DNA was extracted from poplar shoot apical meristems
using an RNase A digestion, phenol/chloroform extraction and
ethanol precipitation procedure (Causevic ezal., 2005). Controls
for bisulfite conversion efficiency and amplification and the
primer design, PCR and sequencing procedures have been
recently described (Trap-Gentil ezal, 2011). Quantification of
cytosine methylation percentages for each cytosine position was
obtained from three biological and two technical replicates for
each gene and each genotype. Methyl-sensitive PCR (MS-PCR)
using MeBC (New England BioLabs, Ipswich, UK) was
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performed to verify the bisulfite sequencing data according to the
detailed procedure of Trap-Gentil ezal. (2011). Primers used for
bisulfite sequencing and MS-PCR are listed in Table S3. Three
biological (SD = 3.72%) and three technical (SD =0.99%) repli-
cates were performed for each sequence.

RNA extraction and semiquantitative RT-PCR

Total RNAs were isolated from poplar shoot apical meristems
using Nucleospin® RNA Plant (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France). Approximately 500 ng of total RNA was reverse-tran-
scribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Constitutively
expressed genes encoding, respectively, a tubulin and an actin,
POPTR_0001s25410 and POPTR_0019502630, were used as
internal standards to normalize the amount of mRNA in the
PCR  reaction according to Trap-Gentil eral (2011).
POPTR_0001535160 amplification was also used to confirm that
there was no genomic DNA contamination, as primers were
designed based on a coding sequence containing a short intron
(209 bp). Furthermore, a control without reverse transcriptase
during the cDNA synthesis was performed to confirm the absence
of genomic DNA in all the total RNA preparations. Primers for
PCR were designed using EPRIMER3 software (http://mobyle.
pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal. py?form=eprimer3)  and
are listed in Table S3. The number of PCR cycles was adjusted to
avoid reaching saturation. PCR products were visualized on a 8%
polyacrylamide gel after ethidium bromide staining. Three bio-
logical and two technical replicates were performed for each gene
and genotype.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the spss statistical soft-
ware package (SPSS version 11.0.1 PC; SPSS, Chicago, IL,
USA). Means are expressed with their standard errors and com-
pared by analysis of variance (one-way ANOVA; general linear
model (GLM) procedure). Fraction effects on mapping distribu-
tion were evaluated using the % homogeneity test. Relationships
between pairs of continuous variables were analyzed by linear
regression analysis (Pearson’s correlation coefficients ().
Statistical tests were considered significant at: *, P<0.05;
e, P<0.01;.0r ***%, P<0.001.

Results

MeDIP-sequencing of the DNase | hypersensitive
chromatin fraction extracted from shoot apical meristem
cells

Shoot apical meristems from P. trichocarpa genotype 101-74
were isolated from all differentiated tissues (Fig. 1a). Chromatin
extraction was optimized by testing six protocols to achieve effi-
cient DNase I digestibility and high quality (purity, concentra-
tion and integrity) of the extracted DNA (Table S1 and the
Materials and Methods section). The most efficient and reliable

New Phytologist (2013) 197: 416430
www.newphytologist.com

apical caulinaire du peuplier

New

B ] 2o,
Phytologist

protocol (Causevic eral., 2006; Table S1) was further used to
isolate DNase I hypersensitive sites ranging from 0.4 to 2.0 kb
(c. 30% of total DNA according to gel scan analysis), represent-
ing 2.5 ug of DNA, which was then gel-extracted, sonicated
(0.2-0.8kb) and immunoprecipitated with 5-methylcytosine
antibodies (MeDIP approach; see the Materials and Methods
section for conditions). Purified methylated DNA (10 ng), repre-
senting 0.4% of the initial amount, was then sequenced using
Illumina/Solexa technology and generated over 8 million reads of
36 bases (MeDIP reads). The sequencing data are available in the
NCBI SRA database (SRA number: SRA050249) and on the
Popgenie website (http://www.popgenie.org/; Fig. 2c).

Mapping of DNase |-MeDIP-SEQ reads on the
P. trichocarpa genome assembly

After filtration, 180 650 MeDIP contigs (729 378 36-mers total;
8.7% of total reads), composed of 1-15 991 MeDIP reads, with
a mean value of four reads, were mapped on the P. trichocarpa
v2.0 genome assembly (Table S2). MeDIP contigs ranging from
36 to 5078 bp covered 1.9% of the P. trichocarpa v2.0 genome
assembly (7 834 392 bp). Their read depth, defined as the num-
ber of MeDIP reads divided by the length of the covered genomic
region, varied from 1 to 459, with a mean value of 3.35.

Validation of MeDIP-SEQ and mapping

Immunoprecipitation was assessed by semiquantitative PCR on
two loci methylated or not according to prior bisulfite sequencing
and showed amplification in the MeDIP fraction only for the
methylated sequence (POPTR_0006521000; Fig. Sla) but not
for the nonmethylated sequence (Pt7UB2, POPTR_0001525410;
Trap-Gendl ezal, 2011; Fig. S2a). Bisulfite sequencing and
MS-PCR (Fig. S2b, Table S3) of 34 regions (13 586 bp in total)
randomly sclected among genic, intergenic and repeated
sequences confirmed that all sequences mapped by MeDIP reads
were methylated. In addition, a positive linear correlation
(Pearson coefficient, 7 =0.77; P<0.05) was established
between the density of MeDIP reads and the methylcytosine
percentage obtained by bisulfite sequencing. Finally, the mapping
of MeDIP reads showed differental distributions on the
P. trichocarpa genome compared with a random sequencing
(Illumina) of the total genome, as evaluated by the %* homogene-
ity test, for example throughout the first 1 Mb of scaffold 1
(*=17.78%).

Mapping of DNase I-MeDIP-SEQ reads at scaffold space
level

A linear positive correlation (7p=0.99; 2<0.01) was established
between the number of mapped MeDIP contigs and the scaffold
size of P. trichocarpa v2.0 (Fig. 1b). However, no correlation
could be detected between the number of mapped MeDIP reads
by scaffold and their sizes (Fig. 1b). Indeed, scaffolds 8, 9, 14 and
17 showed a high number of MeDIP reads with respect to their
sizes (Fig 1c). These reads mapped on repeated sequences
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(Fig. S3a) and more precisely on rDNA sequences (185/26S and
5S rDNA), which were particularly abundant in these four scaf-
folds (Fig. S3b).

Heterogeneity of the DNase-MeDIP read distribution was
observed all along each scaffold and within them (Fig. 2). A linear
correlation was established between the distribution of DNase-
MeDIP reads and sRNA along scaffolds (1, =0.501; 2<0.001
on scaffold 12), while no relationships could be established with
the densities of repeats or genes (Fig. 2a). The ratio between the
densities of DNase I-MeDIP reads and the whole-genome
MeDIP reads (Vining efal, 2012; hetp://hetp:poplar.cgrb.
oregonstate.edu) was calculated and compared with the repeat
density for scaffold 12 (Fig. S3¢). A significant negative correla-
tion was detected (r5=—0.191; 2<0.05) in relation to the very
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low density of DNase I-MeDIP reads compared with whole-
genome MeDIP reads in repeat-rich regions.

Mapping of DNase I-MeDIP-SEQ reads at the coding
sequence space level

Mapped MeDIP reads were distributed between intergenic
regions (61%), genes (26%) and repeated sequences (13%;
Fig. 3a). A depletion of ¢ 30% of repeated sequence was
observed compare with the whole genome. Most of the repeats
corresponded to retro-elements (58%) and DNA transposons
(29%; Fig.3b). It was noteworthy that 74% of v2.0 model
genes (41 377 models) were mapped by MeDIP reads in the
body region (74%; Fig.3c) and/or in the £2kb 5" and 3
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covering v2.0 gene models, repeats or intergenic loci in the DNase |-
MeDIP-SEQ fraction. (b) Pie chart representing proportion of different
repeat classes in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. (c) Pie chart
representing proportion of v2.0 gene models contained or not in the
DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Genes with at least one mapped read in one
of their parts are considered as contained in the DNase I-MeDIP-SEQ
fraction. Body, 2-kb upstream and 2-kb downstream regions are taken as
parts of the gene. (d) Venn diagram with number of v2.0 genes whose
body, 2-kb upstream and 2-kb downstream parts were mapped with at
least one read. (e) Venn diagram with number of v2.0 genes whose exon
(s) or intron(s) was mapped with at least one read.

flanking regions (59%; Fig.3d). The gene-body regions were
mostly mapped on exons (89%; Fig. 3¢) close to the beginning
or the end of predicted nucleosome sites (see one example in
Fig. 2b).

The distribution of MeDIP reads along gene models showed a
peak in the body part compared with flanking regions, with
strong variations at the borders of the genes (Fig. 4). This distri-
bution was affected by gene size (x>=6.68, P<0.01; Fig. 4a).
Thus, long genes (over 2 or 5 kb), which were found in higher
proportions in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction than in the
whole genome (Fig. S4), exhibited fewer MeDIP reads in the
central part of the gene body and more in the flanking regions
than small genes (under 2 kb; Fig. 4a).

Concerning rDNA clusters, only some 5S clusters were
mapped (data not shown), while all major 185-5.8S-26S clusters
(on scaffolds 14 and 17) and minor dispersed 185/26S loci (on
scaffolds 8 and 9) were covered by DNase [-MeDIP-SEQ reads
(Fig. 5a). In addition, more MeDIP reads were mapped between
18S, 5.8S and 26S units than inside them (Fig. 5a). Bisulfite
sequencing showed that this distribution is related to the density
of methylation of these sequences (Fig.5b). Variations in the
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levels of methylation of non-CG sites were also found all along a
18S5-5.85-26S unit and associated with a CHH methylation
restricted to CAA sites.

Expression and gene ontology analysis of genes mapped by
DNase I-MeDIP-SEQ reads

The relative tissue-specific expression level in SAM compared
with other poplar tissues (Street ez al., 2008) was shown to affect
the MeDIP read distribution along genes (Fig. 4b). Thus, SAM-
specific overexpressed genes (log, values>+3) exhibited two
internal peaks at the beginning and at the end (the highest) of the
body gene, respectively, and very few mapped MeDIP reads in
the flanking regions (Fig. 4b). Furthermore, the enrichment ratio
for genes in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction compared with
the whole genome was also affected by their relative tissue-specific
expression level in SAM depending on the region of the gene
considered (exon, intron, or 5' or 3’ flanking region; Fig. 6).
Indeed, for all regions, expressed genes with no tissue specificity
(log, values ¢. 0) were found in conserved ratios (c. 1) between
the DNase I-MeDIP-SEQ fraction and the whole genome. In
contrast, genes with SAM-specific expression (overexpressed with
log, > +4 or repressed with log, < —4) had variable ratios ranging
from 0 (not found in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction) to 2
(enriched in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction; Fig. 6). Among
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Fig. 5 DNA methylation of rDNA in the DNase I-MethylDNA Immunoprecipitation followed by lllumina/Solexa sequencing (DNase |-MeDIP-SEQ)
fraction. (a) Locus on scaffold 17 containing rDNA clusters. MeDIP contigs are represented by white rectangles whose width is the covered region and
height is the read depth (read depth = number of reads/peak surface). 185-5.85-26S ribosomal transcription units were localized by blast of 185 (blue
traits), 5.8S (black traits) and 26S (red traits) poplar sequences (AF206999.1, AJ006440.1 and AF479118.1 GenBank accession numbers, respectively) in
the v2.0 genome. The arrow shows the orientation of units. Gray regions separate each ribosomal transcription unit. (b) Bisulfite sequencing analysis of
DNA methylation in Populus trichocarpa shoot apex of loci ‘a’, ‘b' and ‘c' corresponding, respectively, to the 5' region of a ribosomal unit, the body of 185
rDNA and the 3’ region of a ribosomal unit. CG, CHG and CHH sites are represented by black diamonds, white squares and gray triangles, respectively.
DNA methylation mean values are given for each sequence. Sequence of CHH contexts methylated above 35% is shown.

them, genes mapped on intronic regions were mostly under-rep-
resented in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Digital northern
analysis showed that genes mapped on intronic regions exhibited
a variable level of expression in SAM (number of ESTs in each
cDNA library; Fig. S§5). To validate our approach, we confirmed
the relative expression profiles of 24 genes by semiquantitative
RT-PCR (Table §4) and by correlating the public data with per-
sonal transcriptomic microarray data on SAM (data not shown).

A gene ontology study (singular enrichment analysis) for
mapped genes showed that all biological categories were repre-
sented but with variations depending on the gene regions
mapped. Interestingly, many expressed genes involved in the
determination and the control of SAM activity, such as LEAFY,
CLAVATA2 and WUSCHEL, were found in the DNase
I-MeDIP-SEQ fraction (Table S4) and confirmed by bisulfite
sequencing. Mapping in the 5" and 3' flanking regions gave a
similar distribution berween GO caregories (1, =0.77; 2<0.01)
but this distribution was different for genes mapped in their body
(r,=—0.69; P<0.01). Genes mapped in flanking regions were
depleted (<50%) in transcription regulator activity, biological
regulation and regulation of biological process, while genes
mapped in their bodies were depleted in electron carrier activity
and response to stimulus (Fig. S6). Detailed GO analysis (singu-
lar enrichment analysis) also identified over-represented classes of
proteins: helicase, ATP-binding and ATP-ase activity for introns
and exons and RNA-directed DNA polymerase activity for 5'
and 3’ regions (Figs $7-510).

© 2012 The Authors
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Methylation at the cytosine level: contexts and levels

The three cytosine methylation contexts displayed enrichment
ratios ranging from 1.17 to 2.71 between the DNase I-MeDIP-
SEQ fraction and the whole genome (Fig. 7a). For non-CG con-
texts, the highest ratios were found for contexts containing at
least two cytosines (Fig. 7b,c).

Bisulfite sequencing of 23 randomly selected sequences found
in the DNase [-MeDIP-SEQ fraction (10 312 bp total; Table S3),
representing 373 CG, 445 CHG and 1133 CHH, confirmed that
CG context was more frequently methylated (334 mCG; mean
value: 80%) than CHG (239mCHG; 40%) and CHH
(166 mCHH; 20%) contexts (Fig. 8a). The levels and the context
preferences of methylation were dependent on the type of
sequences (gene coding protein, rDNA or transposable clement
(TE)) and the redundancy of genes in the genome (< 2 or >2;
Fig. 8b,c and Table S5). Indeed, coding sequences with one or
two copies exhibited strong CG methylation (>70%) and low
non-CG methylation (< 10%) with preference for C(C/A)G sites
but none for CHH contexts (Figs 8, 9a). Coding sequences with
more than two copies as well as IDNA and TE exhibited high CG
(>80%) and CHG (> 60%) methylation with moderate methyla-
tion (>20%) of CHH, except for rDNA, which showed a lower
CHH methylation level (< 10%). All these sequences showed site-
specific methylation on C(A/T)G and CAA sites (Figs 5, 8, S1).
Computational analysis did not detect TE inside or within 500 bp
around genes, whether they were highly redundant or not.

New Phytologist (2013) 197: 416-430
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Genetic variations: DNA methylation and expression of
DNA METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) genes in
P. trichocarpa and two P. x euramericana hybrid clones

The two P. trichocarpa MET1-like genes (83.9% nucleotidic sim-
ilarity), PtMETla (POPTR_0019500240) and PtMETI1b
(POPTR_0004514140), were mapped by DNase I-MeDIP-SEQ
reads, particularly in exons, but not at the same positions
(Fig. 9a,b). Bisulfite sequencing confirmed significant methyla-
tion only at CG sites between the two genes (Fig. 9a,b). The
methylation profiles for these genes were assessed in two
P. x euramericana hybrid clones, Soligo and Carpaccio, and
showed both genetic and epigenetic variations associated with the
level of expression. Thus, PtMETIa exhibited lower methylation
levels in the hybrid clones in relation with mutations (CG to TG
transitions) but higher levels of mRNA accumulation (Fig. 9¢).
By contrast, P#MET1b had no mutations among genotypes and
showed no methylation or expression in 101-74 and Soligo,
while Carpaccio was highly methylated in all cytosine contexts
and exhibited expression (Fig. 9¢).

Discussion

DNase I-MeDIP-SEQ strategy for methylome assembly
studies

Several methods, including DNA methylation microarray analy-
sis, MeDIP-SEQ and direct bisulfite sequencing, have been used
in recent years to assess the methylome in several organisms, such
as rice (Oryza sativa), human and honeybee (Weng et al., 2009;

New Phytologist (2013) 197: 416430
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Zemach et al., 2010). The choice of method is mainly dependent
on the quality of genomic resources, the availability of molecular
tools, and the objectives in terms of genome coverage and scale
resolution, but costs and the need for further bioinformatics anal-
yses must also be considered. In this context, MeDIP-SEQ was
the most suitable method for genomic studies in poplar (Vining
etal., 2012). Our objective was to establish a draft of the methy-
lome that will highlight gene-body DNA methylation character-
istics in poplar, a model tree. In this context, the strategy
developed in the present work was to characterize by MeDIP-
SEQ the methylome of the DNase I hypersensitive chromatin
fraction, for two main reasons. First, this genomic fraction should
be strongly enriched in genes and regulatory sequences, allowing
focus on gene-body DNA methylation, and depleted in repeated
loci, which cause difficulties in bioinformatics analyses. Indeed,
the poplar genome is 30% heterochromatin and 33 Mb of unas-
sembled sequences are not incorporated in the actual genome
assembly (403 Mb). Secondly, use of this fraction will allow the
mapping of epigenetic marks in a specific structural chromatin
context: the open chromatin, permissive to transcription. For this
purpose, experimental conditions for chromatin extraction, effi-
cient DNase I digestibility and the extraction of high-quality
DNA were optimized.

The DNase I-MeDIP-SEQ mapping yielded a proportion of
mapped reads, a coverage, and a number and size of contigs in
agreement with those reported previously in similar studies
(Vining eral, 2012) and provides a useful public database
(Sjodin ezal., 2009) for other investigations. The procedure was
also validated using PCR amplifications of methylated and non-
methylated sequences in the immunoprecipitated fraction,

© 2012 The Authors
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Fig. 7 Enrichment in cytosine methylation contexts in the DNase I-
MethylDNA Immunoprecipitation followed by lllumina/Solexa sequencing
(DNase |-MeDIP-SEQ) fraction. (a) Enrichment ratio of CG, CHG and CHH
sites between the DNase I-MeDIP-SEQ fraction and v2.0 genome. This
ratio is given for each (b) CHG and (c) CHH combination. The enrichment
ratio is the ratio between each site frequency in the DNase I-MeDIP-SEQ
fraction and the same frequency in the v2.0 genome.

comparison with the mapping of a random sequencing of the
P trichocarpa genome and bisulfite sequencing of randomly
selected regions. A linear distribution was observed for DNase
I-MeDIP-SEQ contigs along scaffolds correlated to their size as
well as a depletion of DNase [-MeDIP-SEQ contigs in putative
highly methylated pericentromeric regions, which were strongly
targeted in previous total methylome approaches, such as in pop-
lar (Vining etal., 2012). The low genome coverage (1.9%) is
consistent with the low global DNA methylation in poplar apices
(c. 10%; Gourcilleau ez al, 2010}, mostly located in heterochro-
matic regions and nucleosome-bound DNA (Chodavarapu et al.,
2010), but also with the use of 30% of extracted DNA after lim-
ited DNase I digestion performed according to the procedure of
Crawford et al. (2006). With 1.9% of the P. rrichocarpa genome
covered, sequences of 30 679 genes (including 2 kb of upstream
and downstream regions) were mapped, representing 74% of
poplar v2.0 gene models (26% promoter-methylated genes and
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Fig. 8 DNA methylation of CG and non-CG contexts in the DNase |-
MethylDNA Immunoprecipitation followed by Illumina/Solexa sequencing
(DNase I-MeDIP-SEQ) fraction. (a) Average DNA methylation values
(bisulfite sequencing) of CG, CHG and CHH contexts in 23 sequences
found in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction and randomly chosen. Means
are given with + SE. Significant DNA methylation differences (P < 0.05)
among the three nucleotidic contexts, as determined by one-way ANOVA,
are shown by letters ‘a’, 'b" and ‘c’. (b) Average DNA methylation values
of CG, CHG and CHH in lowly (black) and highly (gray) redundant coding
sequences, rDNA (white) and TE (hatched). Means are given with their
standard errors. ‘Low redundancy' coding sequences: n=8; ‘high
redundancy' coding sequences: n = 6; rDNA: n=4; TE: n= 3. For each
cytosine context, significant DNA methylation differences (P < 0.05)
among the four sequence types, as determined by one-way ANOVA, are
shown by letters ‘a’ and 'b'. (c) Sequence logos showing preferentially
methylated CHG and CHH sites in coding with ‘low redundancy’, coding
with ‘high redundancy’, rDNA and TE sequences, from left to right. CHG
and CHH sequence logos were obtained using GENIO/Loco software
(http://www .biogenio.com/logo/). Sequence logos were made with the
same number of each CHG or CHH combination to eliminate site
frequency-dependent bias. The number of analyzed sites in lowly
redundant coding sequences: n =155 CHG and 463 CHH; in highly
redundant coding sequences: n =176 CHG and 501 CHH; in rtDNA: n =95
CHG and 221 CHH; in TE: n =55 CHG and 98 CHH.

55% body-methylated genes, including genes that were methylat-
ed at both features) and confirming the ability of our strategy to
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Fig. 9 DNA methylation and mRNA relative abundance of two poplar MET1 genes in different genetic backgrounds. (a) Genomic context of

POPTR_0019500240 (PtMET1a, left) and partial DNA methylation profile in the shoot apex of three genetic backgrounds (right). (b) Genomic context of
POPTR_0004514140 (PtMET1a, left) and partial DNA methylation profile in the shoot apex of three genetic backgrounds (right). The two genes are shown
with their MeDIP contigs from the DNase I-MethyIDNA Immunoprecipitation followed by lllumina/Solexa sequencing (DNase I-MeDIP-SEQ) fraction. The
black bar above the gene represents the locus analyzed by bisulfite sequencing. The three genetic backgrounds are Populus trichocarpa (the 101-74
genotype) and P. x euramericana (Soligo and Carpaccio genotypes). CG, CHG and CHH sites are represented by black diamonds, white squares and gray
triangles, respectively. CG sites mutated to TG in P. x euramericana compared with P. trichocarpa are shown by asterisks. Exon and intron regions are gray
and white, respectively. DNA methylation mean values are given for each sequence. (c) mRNA relative abundance of POPTR_0019500240 (PtMET1a) and
POPTR_0004s514140 (PtMET1b) in P. trichocarpa (the 101-74 genotype) and P. x euramericana (Soligo and Carpaccio genotypes) shoot apex assessed by
RT-PCR analyses. PtACTIN7 (POPTR_0019502630) and PtTUBULIN-(2 (POPTR_0001525410) cDNA amplification was used for normalization between

samples. Amplification on genomic DNA was used as a positive control.

focus on gene-body DNA methylation vs repeated sequences.
These percentages contrast with percentages of 5% obtained for
promoter-methylated genes and 33% for body-methylated genes
in A. thaliana (Zhang et al., 2006) and 17% for promoter-methy-
lated genes and 15% for body-methylated genes in poplar using
the whole-genome approach (Vining eral, 2012). However,
quantitative differences in comparisons with these data should be
interpreted with caution because procedures, calculations and sta-
tistical methods were different. Moreover, previous data on pop-
lar relate to a tissue comparison and were obtained using a

whole-genome MeDIP-SEQ approach (Vining ez al., 2012). One

New Phytologist (2013) 197: 416430
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other explanation could be that our mapping was concentrated
on a very small fraction of the genome (1.9%) rich in genes,
increasing the sensibility of the detection. It is also possible that
these data are related to the undifferentiated or highly dividing
characteristics of meristematic cells, already observed at the tran-
scriptome and proteome level in maize (Zea mays) (Dembinsky
et al., 2007). Further analyses will be needed to clarify this point.
This kind of approach allows a low-cost and simplified methylo-
me bioinformatic analysis that could be useful for organisms with
a large content of repeated sequences (Morse eral, 2009;
Schnable ez al., 2009) or whose assembly is incomplete.
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DNA methylation and chromatin structure

Methylated DNase I hypersensitive sites were interspersed across
the genome, with a depletion in putative pericentromeric regions,
a strong enrichment in genes and a large proportion of intergenic
regions that might be distal and proximal to regulatory sequences
(Crawford et al., 2006). Some of these interspersed hypersensitive
sites were mapped on repeated sequences methylated in the three
cytosine contexts, suggesting that, as in A rthaliana, the
P trichocarpa epigenome is a mosaic of domains with different
chromatin states (Roudier efal, 2011). However, in some scaf-
folds, long adjacent loci corresponding to rDNA were mapped
with strong density, raising questions about ribosomal chromatin
organization. It must be admitted that only a few rDNA copies
among thousands are in an open chromatin state and transcrip-
tionally active (Tucker efal., 2010). This is contradictory with
the finding of two 18S-5.85-26S clusters (on scaffolds 14 and 17)
and two additional dispersed 185-5.85-26S loci (on scaffolds 8
and 9) that were almost entirely covered by the DNase I-MeDIP-
SEQ mapping. This could be explained by the incomplete
genome assembly in rDNA loci with <100 copies of 18S-5.
85-26S units found by blast localization, whereas this number
has been reckoned at several thousand by restriction analyses
(Faivre-Rampant eral, 1992). This inaccurate assembly might
also explain why we found four rDNA-containing scaffolds while
only three chromosomes were found using cytological approaches
(Tuskan eral, 2006; Islam-Faridi eral, 2009). In addition,
rDNA active copies are much more numerous in meristematic
cells than in differentiated cells (Qian etal, 2006). In this con-
text, our most interesting finding was that rDNA loci were more
frequently mapped between 18S, 5.8S and 26S units than inside
them by DNase I-MeDIP-SEQ reads, which is consistent with
previous localization of DNase hypersensitive sites in barley
(Hordeum vulgare) rDNA supposed to co-localize with Poll bind-
ing sites (Dimitrovna et al, 2009). In addition, CHH contexts
were poorly methylated, which is consistent with 55 rDNA low
CHH methylation as a consequence of demethylation targeting
by DEMETER and DEMETER-LIKE enzymes in A. thaliana
(Woo eral, 2008). Finally, these data show that high CG and
CHG methylation can co-localize with low nucleosome occu-
pancy (Mathieu er al, 2002).

Taken together, these data confirmed the relevance of methy-
lome studies focused on a specific chromatin state to propose
new functional hypothesis and improve our knowledge of epige-
netic control.

Insights regarding gene-body DNA methylation

The DNase [-MeDIP-SEQ mapping on the gene body for half of
the poplar model genes, preferentially in exons, showed that
gene-body DNA methylation is more extensive than previously
reported (Vining eral, 2012) and is associated with DNase I
hypersensitive sites and the open chromatin state. In A. thaliana
and rice, DNase I hypersensitive sites were detected mainly in the
promoter but also in the gene body (Zhang eral, 2012a,b),
potentially corresponding to origins of replication (ORIs) which
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are contained in the gene body (Costas etal, 2011). In active
ORI sites, DNA is methylated and wrapped in nucleosomes with
H2A.Z, a histone variant that compromises nucleosome stability
and becomes hypersensitive to DNase (Jin er 4/, 2009). This phe-
nomenon could be particularly common in poplar meristematic
dividing cells, and further investigations are needed to determine
the role of gene-body DNA methylation in replication.

In A. thaliana, gene-body methylation was detected in highly
expressed and consttutively active genes, whereas promoter-
methylated genes show a greater degree of tissue-specific expres-
sion (Zhang et al,, 2006). By contrast, gene-body methylation in
poplar was correlated to tissue-specific expression and had a more
negative effect on transcription than promoter-gene methylation
(Zilberman et al., 2007; Vining etal, 2012). The proportion of
genes with reported expression in microarray analysis was slightly
higher (38%) for genes mapped by DNase I-MeDIP-SEQ reads
than for unmapped genes (30%), but no relationship with gene
expression level was found. This could be explained by the differ-
ent environment and Populus species used to generate microarray
expression data (Street eral, 2008). To address this issue, a
methylome/transcriptome cross study has been performed on the
same biological material (C. Lafon-Placette, unpublished). How-
ever, variations in relation to their size or tissue-specific expres-
sion were observed. As long genes were previously shown to be
more methylated in A. thaliana (Zhang eral., 2008), the deple-
tion of reads in the central part of long poplar genes might reflect
low chromatin accessibility for DNase I preventing binding of
transcription factors to a cryptic initiation site (Zilberman ez al,
2007). Methylation of SAM-specific overexpressed genes was low
in the proximal promoter (< 1 kb), consistent with previous find-
ings (Zhang ez al., 2006), and high at the end of the gene body,
in agreement with protection against cryptic initiation or a role
in termination. Interestingly, genes with SAM-specific expression
(under- or over-expressed) exhibited variations (enrichment or
depletion) of methylation and/or DNase accessibility in their
gene body and 5'/3' flanking regions compared with ubiquitous
genes. This analysis confirmed the possible role of DNA methyla-
tion in directing or maintaining tissue-specific gene expression, as
proposed by Vining eral. (2012). However, genes mapped in
intronic regions displaying SAM-specific expression patterns were
strongly under-represented in our methylome. The co-localization
of DNA methylation and the nucleosome on exons (Chodavarapu
eral., 2010) could not alone explain the depletion in introns only
for SAM-specific expressed genes. Recently, the role of intragenic
DNA methylation in identification of coding regions was assessed
in the rat, and suggested an important role for DNA methylation
in the regulation of splicing events and the final constitution of
the protein sequence (Sati ezal, 2012). Our data suggest that
this process will be affected by the gene tissue-specific expression
profile.

Single- and two-copy genes were mostly methylated in CG
contexts, as previously shown in many eukaryotes (Feng eral.,
2010a), possibly through protection from non-CG methylation
by the jmjC domain-containing protein INCREASE IN
BONSAIMETHYLATION 1, as described in A. thaliana (Miura
etal., 2009). By contrast, redundant genes were methylated in
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the three contexts, probably as a result of small RNA targeting
(Teixeira & Colot, 2010). Methylated contexts in redundant
genes were different from those in lowly redundant genes and
mostly similar to those in TEs and rDNA, suggesting a specific
recognition of repeated genes by the DNA methylation machin-
ery. Considering the recent genome duplication event that
occurred in poplar (Tuskan ez 4/, 2006), these data are consistent
with theories involving epigenetics in rapid extinction of new
duplicated genes to avoid expression redundancy, which could
lead to phenotypic abnormalities (Abrouk er 4/, 2010). However,
as only one copy has been studied for each gene, the investigation
of DNA methylation in all copies will be necessary to reveal
whether this pattern is specific to one copy or affects all copies.

In conclusion, although most genes in poplar SAM cells are
partly in a DNA-methylated accessible chromatin state, this con-
formation can be modified depending on gene tissue-specific
expression, gene size or redundancy and can be involved in the
control of transcription, splicing or even replication (Zilberman
etal., 2007).

Poplar, a model tree for epigenetic studies

Our data are consistent with recent data obtained in poplar,
showing a high level of CHG methylation, an interaction
between gene-body and promoter methylation, and tissue-
specific expression (Feng et al, 2010a; Vining et al., 2012). We
also describe new data: functional mapping of methylation on
accessible chromatin, higher proportion of methylated genes,
variations of gene-body DNA methylation depending on gene
size, poplar genotypes and specific cytosine methylation context.

In particular, the investigation of two genes (PtMET1a and
PtMET1b) showed a difference in DNA methylation patterns
among poplar genotypes as a result of both genetic (CG-TG
transitions) and epigenetic variations (C/mC) on exons at CG
sites, paralleling expression differences. In poplar, epigenetic vari-
ations have previously been reported among hybrids (Gourcilleau
etal., 2010) as well as among clone histories (Raj eral., 2011).
The present study was performed on three genotypes (obtained
from distinct nurseries) and two genes; genome-wide studies are
now needed in several genotypes with characterized clone histories
to confirm that epigenctic variations between genotypes or clone
histories are extensive and affect related gene expression in poplar.

The investigation of variations of DNA methylation in
response to environmental changes and between hybrids is a
future challenge, and poplar is an appropriate model tree for such
epigenetic studies. In addition, studies of SAM cells may answer
questions about the impact of epigenetics on development, plas-
ticity, seasonality, memory and inheritance, providing insights
that may be of value for tree breeding in the context of global cli-
mate change.
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Fig. S1 DNA methylation of a transposable element and a highly
redundant gene in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. $2 Control PCR for sequence enrichment of the DNase I-
MeDIP-SEQ fraction.
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Fig. S4 Enrichment of long genes in the DNase I-MeDIP-SEQ
fraction.

Fig. S5 Digital northern heat map representation of genes whose
introns are in the DNase [-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. S6 General view of enriched GO molecular functions in
genes whose (a) upstream or (b) downstream region or (c) body
is contained in the DNase [-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. S7 Enriched GO molecular functions in genes whose introns
are contained in the DNase [-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. S8 Enriched GO molecular functions in genes whose exons
are contained in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. $9 Enriched GO molecular functions in genes whose 5'
region is contained in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction.

Fig. §10 Enriched GO molecular functions in genes whose 3’
region is contained in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction.
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cols

Table S2 Coordinates of MeDIP reads mapped on v2.0
P. trichocarpa genome
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whose expression was studied by RT-PCR
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Supporting Information

Fig. S1. DNA methylation of a transposable element and a highly redundant gene in
the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. (a) Two LTR elements on scaffold 11 (left) and their DNA
methylation profile analyzed by bisulfite sequencing (right). (b) POPTR_0006s21000, a
highly redundant v2.0 gene model on scaffold 6 (left) and its DNA methylation profile (right).
The LTR elements were identified with both RepeatMasker and PlotRep (see Material and
Methods). Exons and introns of the gene model are represented by light grey rectangles and
black lines respectively. The arrow indicates gene orientation. The black bar represents the
locus analyzed by bisulfite sequencing. MeDIP contigs are represented by grey rectangles
whose width is the covered region and height is read depth (read depth = number of
reads/peak surface). Bisulfite sequencing analysis was performed on P. frichocarpa shoot
apex DNA. CG, CHG and CHH sites are represented by black lozenges, white squares and

grey triangles respectively. DNA methylation mean value is given.

Fig. S2. Control PCR for sequence methylation of the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. (a)
Amplification of 1 methylated and 1 unmethylated sequence on control DNA (random
sonicated DNA) and DNase I-digested immunoprecipitated methylated DNA (bound).
Sequences were then analysed by bisulfite sequencing to know their DNA methylation state.
The unmethylated locus is a part of a tubulin gene (POPTR_0001s25410) whereas the
methylated locus is a part of a highly redundant gene (POPTR_0006s21000, Fig. S1). The
unmethylated sequence was not found in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction whereas the
methylated one was. (b) Confirmation of DNA methylation state with methyl-sensitive PCR of
1 methylated and 1 unmethylated sequence using McrBC enzyme. Sequences were then
analysed by bisulfite sequencing to know their DNA methylation state. The unmethylated
locus is a part of a ubiquitin-like gene (POPTR_0001s04700) whereas the methylated locus
is a part of a highly redundant gene (POPTR_0013s03400). The unmethylated sequence

was not found in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction whereas the methylated one was.
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Fig. S3. Repeat content of the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. (a) For each scaffold, ratio of
repeat content between v2.0 genome and the DNase |I-MeDIP-SEQ fraction. Genome repeat
content corresponds to the masked bases in P. trichocarpa v2.0 masked genome. Repeat
content in the DNase |I-MeDIP-SEQ fraction was estimated with RepeatMasker (see Material
and Methods). (b) For each scaffold, proportion of repeated sequences in the DNase I-
MeDIP-SEQ fraction (in intergenic regions only). Repeats were classified with RepeatMasker
according to their nature: retroelements, DNA transposons, ribosomal DNA, simple repeats
and low complexity repeats. Arrows indicate the four scaffolds with abnormal reads number
shown in Fig. 2. (¢) Repeats density, expressed as percentage of covered bases every 100
kb, and reads per kilobase (RPKM) ratio between DNase — MeDIP —SEQ and MeDIP —-SEQ

(Vining et al., 2012) data.

Fig. S4. Enrichment of long genes in the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. For each gene
size class, ratio between frequency in DNase |-MeDIP-SEQ fraction (black bars) or in highly
enriched genes (peaks with read depth > 2, white bars) and frequency in complete v2.0

genome are shown. Gene size classes are [0; 2 kb[, [2 kb; 5 kb[, > 5 kb.

Fig. S5. Digital northern heat map representation of genes whose introns are in the
DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Heat map representation of a digital northern to examine the
library distribution of the genes whose introns are in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction.
Genes are represented vertically and their names are not indicated for the sake of clarity.
Different tissues are shown. The expression intensity corresponds to the number of counted

EST. The results are based on the data contained in PopulusDB.

Fig. S6. General view of enriched GO molecular functions in genes whose (a)
upstream, (b) downstream region or (c) body is contained in the DNase |-MeDIP-SEQ
fraction. Singular Enrichment Analysis (SEA) was performed for genes whose each of the
three regions is in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction and for complete v2.0 genome on

agriGO website. The values shown here are a ratio between GO terms abundance of each
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fraction described above and total v2.0 genome. Thus a value higher than 1 means
enrichment towards genome and vice versa. The GO terms selected here are children terms
of root one (or called secondary level terms) or significant terms of secondary level terms.
Thus, the bar chart gives a brief portray since the GO terms are relatively general

description.

Fig. S7. Enriched GO molecular functions in genes whose introns are contained in the
DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Singular Enrichment Analysis (SEA) for genes whose body is
in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction was performed towards complete v2.0 genome on
agriGO website. The graphic is a GO hieratical image containing all statistically significant
GO molecular function terms. Significance is classified into ten levels which are associated
with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted p-value, the more
significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information includes: GO
term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and

v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Fig. S8. Enriched GO molecular functions in genes whose exons are contained in the
DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Singular Enrichment Analysis (SEA) for genes whose body is
in the DNase |-MeDIP-SEQ fraction was performed towards complete v2.0 genome on
agriGO website. The graphic is a GO hieratical image containing all statistically significant
GO molecular function terms. Significance is classified into ten levels which are associated
with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted p-value, the more
significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information includes: GO
term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and

v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Fig. S9. Enriched GO molecular functions in genes whose 5’ region is contained in the
DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Singular Enrichment Analysis (SEA) for genes whose 5

region is in the DNase |I-MeDIP-SEQ fraction was performed towards complete v2.0 genome
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on agriGO website. The graphic is a GO hieratical image containing all statistically significant
GO molecular function terms. Significance is classified into ten levels which are associated
with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted p-value, the more
significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information includes: GO
term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and

v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Fig. S10. Enriched GO molecular functions in genes whose 3’ region is contained in
the DNase I-MeDIP-SEQ fraction. Singular Enrichment Analysis (SEA) for genes whose 3’
region is in the DNase |I-MeDIP-SEQ fraction was performed towards complete v2.0 genome
on agriGO website. The graphic is a GO hieratical image containing all statistically significant
GO molecular function terms. Significance is classified into ten levels which are associated
with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted p-value, the more
significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information includes: GO
term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and

v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Table S1. Efficiency estimation of six chromatin extraction protocols. DNA yield and
purity were estimated with DO measurement after DNA extraction. DNA random degradation
and DNase digestibility were defined by the quantity of DNA fragments under 2 kb without

DNase | digestion or with an incubation of 5 minutes with 0.1 units of DNase | respectively.

Table S2. Coordinates of MeDIP reads mapped on v2.0 P. trichocarpa genome. The first
column is the scaffold number, the second and third ones are the start and end of MeDIP
contigs respectively, the fourth one is the length of each MeDIP contig and the last column is

the number of reads forming each MeDIP contig.
Table S3. List of primers used for semi-quantitative PCR or bisulfite sequencing.

Table S4. List of genes from the DNase I-MeDIP-SEQ fraction whose expression was

studied by RT-PCR. The two first columns are their v2.0 names and annotation respectively.
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The two next columns indicate the number of MeDIP contigs in these genes and where they
were mapped (gene body or 2 kb 5/3’ regions). The sixth column shows microarray
expression values extracted from (Sjodin ef al., 2008). Last column exhibits relative
expression values according to semi-quantitative RT-PCR. Expression level were divided
arbitrarily in ‘not expressed’ (0), ‘lowly expressed’ (+), ‘moderately expressed’ (++) and

‘strongly expressed’ (+++) compared with P{TUB2 (POPTR_0001s525410) expression level.

Table S5. Criteria chosen for redundancy features of genes. Two different redundancy
thresholds based on blast parameters, are given. An e-value of 10-50 has been chosen as
the most relevant threshold. Related CG, CHG and CHH DNA methylation levels, assessed

by bisulfite sequencing, are given.
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Fig. S2
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Table S1. Efficiency estimation of six chromatin extraction protocols.

Concentration Purity Degradation DNasel digestibility Reference
ng of DRA/mMg of fresh 260/220 2607730
weight
170 20 19 |ow high Causevicetal (2008)
Loureiro ef &/ (2007);
92 1.8 1.3 moderate high GFEB buffer
53 1.8 1.8 |ow moderate Galbraith ef al.. (1983)
Loureiro ef af.. (2007),
28 19 21 high moderate WWPE buffer
20 18 19 moderate moderate Lechner et &/, (1999)
19 1.8 1.8 high nd Steinmuller ef af.. (1986)

Table S5. Criteria chosen for redundancy features of genes.

No of loci with eval=10"" No of loci with eval=10-%

Poplar v2.0 gene CcG CHG CHH

=75% identity on 500 bp 500 bp
POPTR._0006s21000 4 e 87.2%  T704%  30.3%
POPTR._0012s12740 3 6 93.8%  85.7%  16.1%
POPTR_0013s03400 5 e 66.4%  724%  28.3%
POPTR._0010s01240 5 13 86,4%  839%  22,8%
POPTR_0016s11070 13 19 91.9%  8%4%  20.3%
POPTR._0019s05300 =20 =20 88.7%  84.8%  28.0%
POPTR._0007s07830 2 2 83,3%  18.2%  12,9%
POPTR_0008s14350 1 2 834.2% 3.2% 9.9%
POPTR._0019s00240 2 2 97.6% 13.1% 8.3%
POPTR_0006s11720 1 2 85.6% 8.9% 8.5%
POPTR_0010s16200 1 1 68.0% 7.7% 9.3%
POPTR_ 0010513870 2 2 57.6% 9.1% 8.6%
POPTR_ 0014510610 2 2 87.0% 15.0%  13.6%

POPTR._0003s17720 1 1 23.3% 8.1% 8.6%
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3. Analyses complémentaires

Des analyses in silico complémentaires ont été menées afin d’expliquer d’'une part,
les raisons d’une méthylation en CHG plus importante chez le peuplier comparé a d’autres
plantes comme Arabidopsis et le riz (Feng et al., 2010a) et d’autre part, les raisons d'une
préférence de méthylation en CHH (Figure 1V.2) plus proche de 'Homme que d’Arabidopsis
(Cokus et al., 2008; Lister et al., 2009). Nous avons pour cela cherché des particularités sur
les enzymes de méthylation du peuplier. Le peuplier posséde des génes codant pour les
trois types de DNMT : MET, CMT et DRM (voir introduction ; Goll & Bestor, 2005).

Chez Arabidopsis, quatre génes MET sont retrouvées, MET1 dont le rble est bien
connu et les trois autres dont le réle a été peu étudié. Une étude suppose, d’aprés le profil
d’expression des génes codant pour ces derniéres, qu’elles joueraient un réle dans
'empreinte parentale dans I'albumen (Hsieh et al., 2011), mais aucune étude enzymatique
ou par mutants n’a été faite a ce jour. En ce qui concerne les trois CMT, CMT3 joue le réle
de meéthylation de maintenance des sites CHG, CMT2 semble catalytiquement inactive
puisque ne pouvant complémenter les mutants cmt3 et CMT1 est une protéine avortée du
fait de la coupure du géne en deux par un rétroélément (Bartee et al., 2001). Enfin, pour les
DRM, DRM1 et DRM2 ont une fonction redondante tandis que DRM3, bien que possédant
un site catalytique non fonctionnel, joue également un réle dans la méthylation de novo
(Henderson et al., 2010).

L’annotation du génome du peuplier n’étant pas compléte, il a été nécessaire de
leffectuer pour les DNMT. Par analyse blastX entre génome du peuplier (v2.2) et
d’Arabidopsis (TAIR9), des génes candidats ont été identifiés pour les familles d’enzymes :

- POPTR_0004s14140 et POPTR_0019s00240 pour la famille des MET

- POPTR_0003s21510, POPTR_ 0003521520, POPTR_0003s09920,

POPTR_0003s09930 et POPTR_0001s04700 pour la famille des CMT

-  POPTR_0001s35160, POPTR_0014s04840 et POPTR_0010s16200 pour la

famille des DRM

Les différents motifs composant le domaine méthyltransférase chez les DNMT de
peuplier ont été délimités d’aprés les séquences consensus définies dans des travaux
précédents (Pavlopoulou & Kossida, 2007; Figure 1V.3). Des analyses par alignement
(ClustalW) ont été réalisées pour déterminer in silico les potentiels homologues des DNMT
d’Arabidopsis chez le peuplier. Le motif IV, site actif, a été choisi en priorité pour ces
alignements. La méme analyse a été menée chez le riz et a donné des résultats similaires,

mais dans un souci de clarté ne sera pas montrée ici.
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Figure IV.2. Contexte CHH préférentiellement méthylés chez Arabidopsis, 'humain et le peuplier
(Cokus et al., 2008; Lister et al., 2009). La fleche rouge indique la cytosine méthylée pour Arabidopsis
pour pallier a 'absence de numérotation des cytosines.
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Figure IV.3. A) Logo des séquences consensus des motifs importants pour le domaine
méthyltransférase. Motif | et x : fixation du cofacteur S adénosyl-L-méthionine (AdoMet) ; Motif IV : site
actif ; Motif VI : fixation a la cytosine cible ; Motif VIII : Neutralisation de la charge négative de '’ADN ;
Motif IX : organisation du motif TRD ; TRD : Target Recognition Domain, situé entre les motifs VIII et
IX, définit la spécificité de méthylation de séquence et de base. B) Représentation schématique des
trois DNMT principales chez Arabidopsis, MET1, CMT3 et DRM2. BAH : bromo-adjacent homology
domain ; CD : chromodomain ; UBA : ubiquitin-associated domain. D’aprés (Pavlopoulou & Kossida,
2007).
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Concernant les DRM (Figure IV.4A-B), POPTR _0001s35160 (PtDRM1) est le
candidat le plus probable comme homologue d’AtDRM1, POPTR_0014s04840 (PtDRM2)
pour AtDRMZ2 et POTR_0010s16200 (PtDRM3) pour le géne codant la DNMT
catalytiquement inactive AtDRM3. L’alignement en utilisant la séquence des autres motifs a
donné des résultats similaires (données non montrées). De maniére intéressante, PIDRM2
est tronquée (Figure 1V.4C), ne possédant pas de domaine N-terminal et lui manquant les
motifs VIII et IX du domaine méthyltransférase. De ce fait, le Target Recognition Domain
(TRD), localisé entre les motifs VII et IX (Figure 1V.3), a été difficilement délimité et basé sur
l'alignement avec PtDRM1. Le TRD putatif de PIDRM2 a une taille identique a celle du TRD
des DNMT3 (57 aa). D’aprés quelques analyses de RT-PCR dans deux fonds génétiques
(hybrides P. x euramericana) et deux conditions de régime hydrique, PtDRM1 est dans
I'ensemble exprimé avec un niveau moyen tandis que méme avec un nombre important de
cycles PCR (40), TADNc de PtDRM?2 reste faiblement amplifié (Figure 1V.4D). DRM1 et 3
semblent conservées entre peuplier et Arabidopsis mais DRM2 est altérée chez P.
trichocarpa. On peut se demander si cette derniére est toujours active compte tenu de ses
nombreux motifs manquant et du faible niveau d’expression du géne PtDRM2. Méme si elle
est catalytiquement mutée, il est possible qu’elle joue toujours un réle dans la méthylation de
I'ADN de novo, a linstar de DRM3 chez Arabidopsis (Henderson et al., 2010). Dans le cas
ou elle serait active, la taille de son motif TRD en fait un potentiel candidat pour expliquer la
préférence de méthylation des sites CHH chez le peuplier. En effet, la taille du TRD est un
des déterminants de la spécificité de méthylation de séquence, autrement dit de contexte de
méthylation de I'enzyme (Pavlopoulou & Kossida, 2007). PtDRM2 ayant un TRD de taille
identique a DNMT3 chez 'Homme, ceci pourrait expliquer pourquoi les sites CAA sont
préférentiellement méthylés chez le peuplier tout comme chez I'’humain, contrairement a
Arabidopsis ou les sites CTA sont préférentiels (Cokus et al., 2008; Lister et al., 2009). La
complémentation de mutants d’Arabidopsis drm permettrait a la fois de savoir si PIDRM2 est
active et par un séquengage génomique bisulfite de savoir si cette enzyme est responsable

de la spécificité de méthylation des sites CAA.

Pour la famille des CMT, il s’avére que POTR _0003s21510 et POPTR _0003s21520,
deux génes éloignés de moins de 3 kb, correspondent probablement a un seul géne puisque
'un code pour des motifs du site catalytique que I'autre ne possede pas et vice versa. |l est
probable que I'outil de détection de génes utilisé pour I'annotation du génome ait un seuil de
taille maximum d’intron relativement faible. Le cas de figure est similaire pour
POPTR_0003s09920 et POPTR_0003s09930, deux génes proches (moins de 2 kb). La

séquence du géne fusionné a été retrouvée a l'aide de prédiction de séquence codante par
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A)
AtDRM1 EYGGEDLVIGGSPCNNLAGGNRHH 24
POPTR_0001s35160 MYGSEDLVVGGSPCNNLAGSNRHH 24
AtDRM2 KYGGEDLVIGGSPCNNLAGGNRVS 24
POPTR_0014s504840 SFGGEDLVIGGSPCNNLAGGNRVS 24
HsDNMT3a EWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPAR 24
MmDNMT3a EWGPEDLVIGGSPCNDLSIVNPAR 24
HsDNMT3b EWGPEDLVIGGSPCNDLSNVNPAR 24
MmDNMT 3b EWGPEDLVIGGSPCNDLSNVNPAR 24
POPTR 0010s16200 NEVCEDEVECONSFTRPSKIPGVG 24
AtDRM3 REGGEDEVICONPSTPEDLSKEIS 24
R
B)
AtDRM1
POPTR 0001535160
AtDRM2

POPTR 0014s04840
r POPTR_0010s16200

L AtDRM3
HsDNMT3a
MmDNMT 3a
] HsDNMT3b
MmDNMT 3b
TRD
C) =
ol TN AtDRMI
TN W™ A{DRM?2
VI VI XXI1 IV
TRD
—
T W PtIDRMI
VI VI X
TTTTERTTTI™ P(DRM2
™ C-terminal (catalytic domain) I xI Iy
: TRD?
™ N-terminal —
——
TEEEEW™ HsDNMT3a
T W HsDNMT3b
I IV VIVIDI IX X
TRD
—
TN MmDNMT3a
T W ® MmDNMT3b
I IV VIVIDI IX X
D) Soligo Carpaccio
ADNg Control Stress Control  Stress
PtDRM1 363 pb — — 154 pb
o
PtDRM2 353 pb— — 280 pb
Pt4CT7 305 pb — — 305pb
PtTUB2 176 pb— - — 176 pb

PtDRM1 : 32 cycles ; PtDRM? : 40 cycles

Figure IV.4. A) Alignement du motif IV du site catalytique de DRM1, DRM2, DRM3 d’Arabidopsis, des
deux formes DNMT3a et DNMT3b chez I'homme (Hs) et la souris (Mm) et des protéines
POPTR_0001s35160, POPTR_0014s04840 et POPTR_0010s16200 de peuplier. B) Cladogramme
correspond a l'alignement du motif IV des DNMT de novo. C) Représentation schématique des
enzymes avec le détail des motifs du domaine catalytique. D) Expression des génes P{DRM1 et
PtDRM2 dans I'apex mesurée par RT-PCR semi-quantitative, chez deux hybrides P. x euramericana
‘Soligo’ et ‘Carpaccio’ en condition témoin et déficit hydrique, dispositif expérimental d’aprés
(Gourcilleau et al., 2010).
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FGENESH sur la région génomique englobant les deux génes. Un exon supplémentaire a
ainsi été trouvé entre les deux génes. Par alignement du motif 1V, POTR_0003s21510 et
POPTR_0003s21520 (PtCMT1), POPTR_0003s09920 et POPTR_0003s09930 (PtCMT?2) et
POPTR_0001s04700 (PtCMT3) ont été définis comme homologues probables de AtCMTT,
AtCMT2 et AtCMT3 respectivement. Il est intéressant de constater que PtCMT1 posséde,
comme AtCMT1, un rétrotransposon le coupant (Figure IV.5A). Une prédiction de domaine
protéique effectuée avec ProSite semble confirmer que AtCMT2 est inactive, possédant un
site actif muté et non reconnu par le logiciel (Figure IV.5B). Ce logiciel détecte un site actif
pour AtCMT3, PtCMT3 mais aussi pour PtCMT2. Un alignement effectué avec le logiciel de
prédiction de domaine PFAM (Figure IV.5C) confirme qu’un acide aminé consensus au sein
des sites actifs de DNMT, I'aspartate (D), est remplacé par une glycine (G) dans la séquence
de AfCMT2 alors que les autres enzymes possédent bien un aspartate ou glutamate
(remplacement semi-conservatif). Par ailleurs, linterrogation des bases de données
d’expression chez Arabidopsis et le peuplier (eFP browser) révéle que AtCMT2 n’a pas de
transcrit trouvé dans les nombreuses conditions proposées (développement, stress...)
contrairement a AtCMT3, alors que PtCMT2 et PtCMT3 sont notamment exprimés lors du
développement de la feuille avec des profils différents (Figure IV.6). Aussi, les CMT, et plus
particulierement CMT2, présente des caractéristiques intéressantes chez le peuplier. Un site
actif prédit et une expression dans différents tissus penchent en faveur d’'une enzyme
effective, contrairement a Arabidopsis, ou CMT2 est inactive puisque ne complémentant pas
les mutants cmt3 (Bartee et al., 2001) et son géne étant trés peu exprimé. Ces indices
pourraient expliquer pourquoi les sites CHG sont méthylés a un niveau plus important chez
le peuplier (Feng et al., 2010a), CMT2 et CMT3 agissant de maniére synergétique ou tout du
moins redondante. Ces hypothéses restent néanmoins a étre confirmées, par des mesures
d’activité enzymatique des différentes CMT par exemple, ou par des approches de mutants

RNAI chez le peuplier.

Enfin, pour les MET, les deux enzymes chez le peuplier sont étonnamment proches
(89,5% d’identité sur la totalité de la séquence protéique, contre 69,3% entre AIMET1 et
AtMET2 par exemple). Du fait de cette forte identité, I'alignement du motif IV et également du
motif TRD place les deux MET de peuplier comme homologues du méme géne, AtIMET1
(Figure 1V.7). De maniére générale, il est intéressant de noter que malgré un et deux
évenements de duplication du génome ayant eu lieu respectivement dans les genres
Populus et Arabidopsis (Tuskan et al., 2006; Abrouk et al., 2010), un nombre similaire de
DNMT est retrouvé chez Arabidopsis et le peuplier. Aprés les événements de duplication de
génome, les génes et particulierement ceux ayant des roles centraux seraient rapidement

éteints voire délétés, évitant une redondance transcriptionnelle pouvant aboutir a des
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Figure IV.5. A) Vue génomique a l'aide de Gbrowser du géne PtCMT1, détecté comme deux génes
différents dans 'annotation du génome v2.2 (www.phytozome.net). B) Représentation schématique de
CMT2 et CMT3 chez le peuplier et Arabidopsis (prédiction ProSite http://prosite.expasy.org/). D’aprés
le logiciel, toutes les CMT possédent un domaine méthyltransférase S adénosyl-L-méthionine (SAM)
dépendant, un domaine bromo-adjacent (BAH) et un chromodomaine (CHRO). Cependant AtCMT2 ne
possede pas de site actif (losange rouge) d’aprés la prédiction. C) Alignement du motif IV (site actif)
entre les quatre CMT. La séquence utilisée par ProSite pour définir le site actif est délimité, et la
position de la mutation chez AtCMT2 est encadrée en rouge.
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problémes développementaux (Abrouk et al., 2010). Cependant, une autre possibilité est la
diversification de fonctions ou de patterns d’expression des génes dupliqués, ce qui semble
étre le cas des quatre MET retrouvées chez Arabidopsis (Hsieh et al., 2011). Il est possible
que ces quatre génes proviennent de la duplication d'un MET ancestral, suite aux deux
événements de duplication de génome ayant eu lieu dans le genre Arabidopsis (Abrouk et
al., 2010). Si les deux PtMET sont issus de la duplication d’'un seul géne, ceci confirme

'hypothése d’'un seul géne MET ancestral commun aux genres Arabidopsis et Populus.

En conclusion, nos analyses in silico suggérent que la méthylation CHG élevée chez
le peuplier pourrait s’expliquer par l'activité enzymatique CMT2, redondante ou synergique
avec celle de CMT3. Par ailleurs, 'enzyme DRM2 du peuplier présente des caractéristiques
communes aux enzymes de méthylation de novo chez 'Homme, expliquant potentiellement
une préférence de méthylation au sein des sites CHH plus proche de I'humain que

d’Arabidopsis.
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Figure IV.6. Données d’expression relative d’aprés eFP browser (Winter et al., 2007; Sjodin et al.,
2008) des génes AICMT3, PiCMT2 et PtCMT3 lors du développement de la feuille
(http://bar.utoronto.ca/ et http://popgenie.org/) chez Arabidopsis et le peuplier.
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Figure IV.7. A) Arbre phylogénétique entre les MET de peuplier et d’Arabidopsis en se basant sur la
séquence du motif IV. B) Méme arbre en se basant sur la séquence du TRD.
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4. Limites et perspectives

Notre approche a permis d’établir un méthylome du méristéme apical du peuplier a
partir d’'une analyse simplifiée, permettant de cibler les génes et renseignant sur les liens
entre compaction de la chromatine et méthylation de I'ADN. Cette approche serait
certainement pertinente pour I'étude d’organismes dont le génome est trés riche en

séquences répétées comme le pin ou le mais (Morse et al., 2009; Schnable et al., 2009).

Une premiére limite de ce travail est liée au génotype étudié de l'espéce P.
trichocarpa, le clone INRA ‘101-74’, qui est différent du clone ‘Nisqually-1’ dont le génome
était la référence (Tuskan et al., 2006). Ce génotype a été choisi car il est le pére d’'une
population en ségrégation de plus de 2100 individus [croisement P. deltoides (‘73038-62’) x
P. trichocarpa (‘101-74’)] créée par I'INRA d’Orléans et pour laquelle des caractéres
agronomiques comme la tolérance a la rouille (M. larici-populina) ont été analysés. Le
séquencage a généré des lectures courtes (36-meéres) et le mapping n’autorisait qu’un
maximum de 2 mésappariements. Il est donc probable qu’'un certain nombre de lectures,
(difficilement chiffrable), ait été éliminé du fait de la distance génétique entre “101-74’ et
‘Nisqually-1’. Une solution envisagée a ce probléme avait été un assemblage de novo mais
les zones mappées étant dans I'ensemble courtes et isolées, cette approche ne s’est pas

révélée possible excepté pour les loci d’ADNr, fortement couverts par notre séquengage.

Une autre limite de ce travail reléve de la séparation de la chromatine non condensée
combinée a I'immunoprécipitation de 'ADN méthylé. En effet, la distribution génomique de
cette fraction est le produit de linteraction de ces deux variables, ne permettant pas de
distinguer I'effet de I'une ou de l'autre. Comme dans I'étude présente, d’autres données sur
le méthylome du peuplier confirment le réle de la méthylation de 'ADN dans le contrdle de
I'expression tissu-spécifique des génes (Figure IV.8 ; Vining et al., 2012) et une perspective
majeure a ce travail serait de mener une étude de I'accessibilité de la chromatine a la DNase
I chez le peuplier, permettant de définir plus précisément le role de ce facteur dans la
régulation des génes, notamment tissu-spécifique. Les deux premiéres études majeures
chez les plantes de la chromatine non condensée a I'échelle du génome (approche DNase I)
sont trés récentes (Zhang et al., 2012a,b) et montrent que I'interaction entre accessibilité de
la chromatine et méthylation de 'ADN participe au controle de I'expression tissu-spécifique
des génes (Figure IV.9 ; Zhang et al., 2012a). Ces résultats témoignent de la pertinence de
ce type de travail pour la compréhension du role de la structure de la chromatine dans
'expression des génes. La superposition de données relatives a la méthylation de I'’'ADN

rajoute une information supplémentaire décrivant cette structure.
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Figure IV.8. Différences de méthylation de 'ADN et d’expression entre tissus chez le peuplier (Vining
et al., 2012). A) Cartographie de la méthylation de ’'ADN sur le chromosome 11 pour les bourgeons
(Bud), les fleurs males (Male flower) et femelles (Female flower), les feuilles (Leaf), les racines (Root),
le phloéme (Phloem) et le xyleme (Xylem) et agrandissement sur une région différentiellement
méthylée entre tissus. B) Représentation en boite & moustache de la distribution de la méthylation de
'ADN pour 'ensemble des génes (all genes) et les génes particulierement exprimés dans un tissu
donné ([name of tissue] bias). La méthylation de 'ADN dans le promoteur est représenté en gris et
celle du corps du géne en blanc. L’astérisque indique une différence de moyenne de méthylation de
I'ADN significative entre 'ensemble des génes et les genes particulierement exprimés dans un tissu
donné.
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Ainsi, les données obtenues dans ce travail, au vu de la bibliographie existante,
permettent une compréhension intégrée du réle de la structure de la chromatine, de la
méthylation de 'ADN et de leurs interactions dans I'expression des génes. Notre travail reste
d’actualité puisque notamment le réle précis de la méthylation de 'ADN dans le corps des
genes reste toujours a clarifier. Enfin, nos données publiques peuvent alimenter des études
dynamiques des changements de méthylation de [I'ADN liés a des variations
environnementales ou génotypiques chez le peuplier ou en comparaison avec d’autres

espéeces.
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Figure IV.9. Niveau de méthylation des sites hypersensibles a la DNase | (DH) dans les promoteurs
chez le riz. Les différentes courbes correspondent a différents profils d’expression de génes :
ubiquistes, exprimés spécifiquement dans les cals ou les plantules (Zhang et al., 2012a).
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1. Présentation synthétique des travaux

Au démarrage de ce travail, quelques études avaient déja démontré I'existence d’une
variabilité naturelle de la méthylation de 'ADN chez des plantes annuelles (Riddle &
Richards, 2002; Vaughn et al., 2007; Zhang et al., 2008). De plus, quelques publications
avaient mis en évidence des variations de méthylation de 'ADN en réponse a un stress
osmotique ou une déshydratation dans des organes ou des cultures cellulaires (Kovarik et
al.; Sabbah et al., 1995; Labra et al., 2002). En revanche, aucune donnée concernant les
variations génotypiques de marques épigénétiques ou leur possible réle dans la plasticité
phénotypique en réponse a la sécheresse n’était disponible chez les plantes pérennes

comme le peuplier.

L’objectif de ce travail était d’évaluer le réle de marques épigénétiques au niveau de
'apex caulinaire dans la plasticité phénotypique des hybrides de peuplier de type Populus
deltoides x P. nigra en réponse a un déficit hydrique. Pour cela, nous avons (i) estimé la
variabilité génotypique de la méthylation de 'ADN et de I'acétylation des histones parmi six
cultivars Populus deltoides x P. nigra, (ii) déterminé la plasticité de ces marques en réponse
a un déficit hydrique et (iii) mis en évidence des relations entre ces variables épigénétiques

et des caractéres liés a la production de biomasse.

A cette fin, des boutures des six génotypes ont été soumises en serre a une
sécheresse courte et modérée (pas d’altération significative du potentiel hydrique foliaire de
base sur 17 jours). Des caractéres phénotypiques indicateurs de leur potentiel de croissance
ont été mesurés (biomasse, hauteur, surface foliaire). Différentes marques épigénétiques
dans le méristétme apical ont été étudiées a I'échelle globale (méthylation de 'ADN par
HPLC, acétylation des histones H3 et H4 par western blot) ainsi que lactivité et
'accumulation d’enzymes responsables de [I'établissement de ces marques (DNMT et
HISTONE DESACETYLASE, HDAC). La détermination du niveau global de méthylation de
'ADN a été effectuée par hydrolyse enzymatique de 'ADN en nucléosides, ensuite séparés
puis quantifiés par HPLC (Figure V.1 ; Gentil & Maury, 2007). Des corrélations statistiques
entre les caractéres liés a la production de biomasse et les marques épigénétiques ont

ensuite été testées.

Les résultats ont montré des variations génotypiques et en réponse au déficit
hydrique pour les variables de croissance et la méthylation globale de TADN mais pas pour
l'acétylation des histones. Plus précisément, le déficit hydrique a induit une diminution
globale de croissance, alors que la méthylation globale de 'ADN présentait des variations

entre génotypes, en réponse au déficit hydrique et ceci de fagon génotype-dépendante. Une
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Figure V.1. Détermination du niveau global de méthylation de 'ADN. A) Hydrolyse enzymatique de
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corrélation positive a été mise en évidence entre la méthylation de 'ADN et des caractéres
liés a la production de biomasse (hauteur, biomasse aérienne) en condition hydrique non
limitante. En revanche, I'activité DNMT et 'accumulation de ces enzymes n’expliquaient pas

seules les variations de méthylation de 'ADN.

En conclusion, Les variations de la méthylation de 'ADN génotype-dépendantes
suggeérent la possibilité d’'une réponse trés sensible et d’'une stratégie épigénétique différente
selon les hybrides, ce qui est cohérent avec leur différence de plasticité dans des conditions
de déficit hydrique plus marqué. Par ailleurs, la mise en évidence d’'une corrélation entre la
méthylation de 'ADN et des caractéres liés a la production de biomasse ouvre une
perspective comme un potentiel marqueur de la production de biomasse chez le peuplier et
pose la question du rble de cette marque épigénétique dans la plasticité phénotypique de la

tige feuillée en réponse a des variations de disponibilité en eau du sol.
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2. Variations de la méthylation globale de ’ADN de I'apex caulinaire au sein
de différents hybrides de peuplier et en réponse a la sécheresse

(Gourcilleau et al. 2010, Annals of Forest Science : article 3)
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Abstract

e Several reports on annual plants have already shown the involvement of epigenetic modifiers such
as DNA methylation in their adaptation to abiotic stresses.

« Nevertheless, the genotypic variations of epigenetic modifiers, their possible correlations with mor-
phological traits and the impact of water deficit have not been described for perennial plants.

e Six genotypes of Populus deltoides x P. nigra were subjected or not to a moderate water deficit
treatment. Various morphological traits such as the height of the plants, their biomass and the total
leaf area were measured to characterize the productivity in both conditions. Levels of DNA methy-
lation, histone acetylation and the activities and isoform accumulation of the corresponding enzymes
were measured at the shoot apex, the site of morphogenesis. Genotypic variation was observed for
the morphological traits and the epigenetic variables and correlations were established among them.
Genotypic variation for DNA methylation was detected in hybrid poplars. A positive correlation was
demonstrated between DNA methylation percentage and productivity under well watered conditions.
e While there was a general decrease of growth for all genotypes in response to a moderate water
deficit, genotypic dependant variations of DNA methylation were found suggesting different strate-
gies among hybrids.

Résumé — Méthylation de I’ADN et acétylation des histones : variations génotypiques chez des
peupliers hybrides, impact d’un déficit hydrique et relations avec la productivité.

e Plusieurs études sur des plantes annuelles ont déja montré I'implication des modifications épi-
génétiques telles que la méthylation de I'ADN dans la plasticité de leurs réponses aux contraintes
abiotiques.

e Néanmoins, les variations génotypiques de ces modifications épigénétiques, leur possible corréla-
tion avec des variables de croissance et I'impact d'un déficit hydrique n’ont pas été décrits sur une
plante pérenne.

o Six génotypes de Populus deltoides x P. nigra ont été soumis ou non a un déficit hydrique modéré et
plusieurs variables de croissance ont été mesurées afin de caractériser leur productivité. Les niveaux
de méthylation de I'ADN, d’acétylation des histones, les activités enzymatiques et I"accumulation
des isoformes correspondantes ont été mesurés sur des apex caulinaires, site de la morphogenese.
Des variations génotypiques ont été observées pour les variables de croissance et épigénétiques. Une
corrélation positive a été mise en évidence entre la méthylation de I'ADN et la productivité en condi-
tion hydrique favorable.

e Bien qu’il y ait une diminution générale de la croissance de tous les génotypes en réponse a un défi-
cit hydrique modéré, des variations génotype-dépendant de la méthylation de I'ADN ont été trouvées
suggérant différentes stratégies entre hybrides.
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1. INTRODUCTION

Poplars are among the fastest growing trees in temperate
latitudes but their high productivity is associated with large
water requirements (Tschaplinski et al., 1994) and they are one
of the most sensitive to water deficit. For this reason, the natu-
ral poplar growing area is restricted to river banks and its cul-
tivation to alluvial plains. Nevertheless, significant genotypic
variability in the response to water deficit has been reported
(Monclus et al., 2006). In order to limit water losses and to
optimize water absorption, poplar possesses several mecha-
nisms such as stomatal closure, as well as leaf surface reduc-
tion and root surface maintenance via changes of carbon allo-
cation among organs (Braatne et al., 1992; Roden et al., 1990).
These mechanisms to adjust to environmental variation de-
fine the high developmental plasticity of plants. Studies on an-
nual plants, organs or cell cultures have already demonstrated
the role of epigenetic mechanisms in developmental plasticity
(Boyko and Kovalchuk, 2007; Chen and Tian, 2007). Indeed,
epigenetic modifiers play an important role in genome organi-
zation and stability, the control of gene expression and inher-
itance via chromatin structural reworking (Zilberman et al.,
2007).

Chromatin is defined as the association of DNA with his-
tone proteins (H, A, H,B, H3 and Hy) with reversible conden-
sation states (Allis et al., 2007). DNA methylation (Gehring
and Henikoft, 2007) or histone acetylation (Chen and Tian,
2007; Loidl, 2004) are epigenetic modifications that lead to-
wards either heterochromatin or euchromatin formation. In-
deed, these modifications may ensure the recruitment of mul-
tienzymatic complexes responsible for dynamic chromatin
changes (Allis et al., 2007). Heterochromatin is associated
with a negative transcriptional state, due to the incapacity of
transcriptional activators or general transcription machinery to
gain entry to the DNA sequence.

DNA methylation corresponds to the addition of a methyl
group (-CHj3) from S-adenosyl-L-methionine on a cyto-
sine, and is catalyzed by DNA methyltransferases (DNMT;
EC 2.1.37) (Allis et al., 2007; Pavlopoulou and Kossida, 2007)
at the level of CG, CNG (where N is any base) or non-
symmetric CHH genomic sequences (where H is any base ex-
cept G). Histone acetylation or deacetylation is the addition or
the removal of an acetyl group (-CO-CHj3) on various lysine
residues of the N-terminal extremity of histones, and is cat-
alyzed by histone acetyltransferases (HAT:; EC 2.3.1) and his-
tones deacetylases (HDAC; EC 3.5.1) respectively (Allis et al.,
2007; Loidl, 2004).

While a few studies have demonstrated natural variation
of DNA methylation in annual plants (Riddle and Richards,
2002; Vaughn et al., 2007; Zhang et al., 2008) or in organ and
cell cultures under osmotic or dehydration stresses (Kovarik
etal., 1997; Labraetal., 2002; Sabbah et al., 1995), no data are
available in perennial species such as poplar concerning geno-
typic variation of various epigenetic modifiers, or of their pos-
sible correlation with growth and the impact of water deficit.
Therefore, the aim of this study is to test a possible role of epi-
genetic mechanisms in the plasticity of hybrid poplars in re-
sponse to water deficit. Elements of answers will be provided

deltoides % P. nigra)
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to the following questions: (1) Is there any genotypic variation
for epigenetic modifiers such as DNA methylation and histone
acetylation in hybrid poplars? (2) If so, could this variability
be correlated to the genotypic variability observed in morpho-
logical traits? and (3) What is the impact of water deficit on
these variables and their eventual correlations?

Six genotypes of Populus deltoides X P. nigra, which is the
best-selling hybrid in Europe and a model of woody peren-
nial plants, were submitted to a moderate water deficit. At the
end of the experiment, growth was assessed through morpho-
logical traits (stem and root biomasses, plant height, total leaf
area and leaf number) and leaf structure (specific leaf area),
which were measured for each genotype. In parallel, shoot
apices containing meristematic cells and being the site of shoot
morphogenesis were collected from each plant. DNA methy-
lation percentages, histones Hz and Hy acetylation ratios, and
their associated enzymatic activities (DNMT and HDAC) and
isoform accumulations were measured. Our results show that
genotypic variation of epigenetic modifiers in poplar shoot
apex is correlated to productivity. DNA methylation is affected
in a genotype dependent way by a moderate water deficit sug-
gesting different strategies among hybrids.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Plant material, growth conditions and water deficit
induction

The experiment was conducted on six genotypes of Populus eu-
ramericana (Populus deltoides x P. nigra): Carpaccio (female and
diploid), 145-51 (male and possible triploid), NL3972 (female and
diploid), Triplo (male and triploid), Lambro (male and diploid) and
Soligo (male and diploid). Twelve cuttings per genotype were planted
in 10L pots containing a mixture of peat and sand (50/50, v/v)
amended with magnesian chalk (60 g/100 L) and fertilized with a
slow releasing fertilizer (Nutricote T100, 13/13/13/2, N/P/K/Mg +
trace elements). Plants were placed in a greenhouse exposed to natu-
ral daylight (ranging from 350 to 900 pmol m™? s~') and where tem-
perature was maintained in the range 15-27 °C with humidity os-
cillating between 50 and 75%. Plants were watered to field capacity
three times a day for 5 weeks, until plant height was between 0.6
and 0.9 m, depending on the genotype. A moderate water deficit was
then applied for 17 days to the half of the cuttings, the other half re-
maining fully watered (controls). While soil volumetric water content
(SWC) at field capacity was 32%, it was maintained in the range 7—
13% (minimum-maximum) by controlled watering every morning.
A correlation between weight of pots (Wt) and SWC measured by
time-domain reflectometry was established previously and allowed a
control of SWC by weighing the pots.

2.2. Shoot apex harvest and morphological traits
measurement

At the end of the experiment, the shoot apex was harvested, frozen
in liquid nitrogen and conserved at —80 °C until epigenetic analyses.
Then, the height of plants (m) and the length of each individual leaf
(m) were measured; the number of leaves was consequently obtained.
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The surface area of each individual leaf (m?) was calculated from
abacs previously established on a sample of leaves covering the whole
size range (one for each genotype). The total leaf area (m*) was then
calculated for each plant. Roots were washed to remove substrate and
then detached from the cutting. Dry weight of leaves, stems and roots
(g) were determined after oven-drying for 48 h at 60 °C. Specific leaf
area (cm’ g~') was calculated as the ratio of total leaf area and leaf
number.

2.3. Determination of the genomic DNA methylation
percentage

Shoot apices were ground to a fine powder. Genomic DNA was
extracted, enzymatically hydrolysed into nucleosides and analysed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) according
to Causevic et al. (2005). A new hydrophobic column Gemini’*
(150 X 4.6 mm, 5 um, Phenomenex, Le Pecq, France) was used.
Isocratic mobile phase is composed of 0.5% methanol (v/v) and
5 mM acetic acid in water. A flow rate 1.5 mL min~' was used.
Identification of cytosine (C) and methylcytosine (mC) were as-
sessed by comigration under the same HPLC conditions with com-
mercial standards (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
The methylcytosine percentages were calculated using the following
formula: %mC = (mC/(C + mC)) x 100, where “C” represents 2’-
deoxycytidine content and “mC” 5-methyl-2’-deoxycytidine content.

2.4. Protein extraction, enzymatic activities
and immunodetection

Total soluble proteins and chromatin bound histones were ex-
tracted separately from shoot apex according to Causevic et al.
(2006). The protein concentration was determined using Protein As-
say reagent (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and a standard
curve established with different solutions of bovine serum albumin
(from 0 to 33 pg uLL™").

Similar amounts of protein extracts and a molecular weight
marker (Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range, Bio-Rad)
were separated by SDS-PAGE and electrotransfered on a nitrocel-
lulose membrane (Causevic et al., 2005; 2006). Blotted membranes
with soluble proteins were hybridized with different antibodies: car-
rot anti-DNA methyltransferase 1 (DNMT1; Bernacchia et al., 1998;
Causevic et al., 2005) antibodies at 1:300 dilution (v/v) and three
maize anti-Histone deacetylase antibodies (HDAC: Pipal et al., 2003;
Causevic et al., 2006) raised against the three classes of HDAC (anti-
HDIA at 1:2000 dilution (v/v), anti-HD1BI at 1:1500 dilution (v/v)
and anti-HD2 at 1:1000 dilution (v/v)). Blotted membranes with hi-
stone extracts were hybridized with anti-acetylated lysine at 1:1000
dilution (v/v) or anti-non acetylated Hs histone at 1:200 dilution (v/v)
(Santa Cruz Biotechnology, California, and Cell Signalling Technol-
ogy, Danvers, USA). Cross-reacting bands were identified using anti-
rabbit or anti-goat immunoglobin conjugates labelled with alkaline
phosphatase (Sigma-Aldrich) at 1:2000 dilutions (v/v) and stained
with BCIP/NBT liquid substrate system (Sigma-Aldrich).

Blots were scanned and the intensity of the immunodetected bands
quantified in arbitrary units using imaging software (ImageTool for
Windows version 3.00) providing quantitative data. Three indepen-
dent extractions were analysed by western blot in duplicate for all
genotypes, treatments and antibodies. Fixed amounts of a histone Hy
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enriched preparation from calf thymus (arginine-rich subgroup f3;
Sigma-Aldrich), a maize-HD1A recombinant protein and a carrot-
DNMT1 recombinant protein were used as positive controls as al-
ready described (Causevic et al., 2005; 2006). These controls served
as internal standards for quantification after immunodetection and
comparison between membranes. A mean value was calculated for
each immunodetected band using the corresponding internal standard
and after the subtraction of the aspecific background. Then, mean
amounts of the 100 kDa DNMT and 80 kDa HDAC bands were ex-
pressed as percentages of the total signal detected for a given protein
sample and antibody. This total signal corresponds to the additional
mean signal of bands at 100, 70, 50, 30 and 15 kDa for DNMT and 80,
75, 65, 45 and 30 kDa for HDAC. Acetylation ratios of histones Hj
or Hy were calculated according to the following formula: acetylation
ratio of Hy or Hy histone (AcH3 or AcH,) = amount of acetylated his-
tone Hy or Hy / amount of non acetylated histone H;. Anti-acetylated
histone Hsantibodies were also tested to confirm the data as previ-
ously published (Causevic et al., 2006).

Using total soluble protein extracts, DNMT and HDAC ac-
tivities were measured as described by Causevic et al. (2005:
2006) respectively. DNMT activity was measured using non methy-
lated genomic DNA from a dam dem™ E. coli strain as sub-
strate, and *H-SAM as a methyl donor and is expressed in pkatal
per pg of protein. HDAC activity was assayed using an arti-
ficial substrate, N-(4-methyl-7-coumarinyl)-N-(t-butyloxycarbonyl)-
N-acetyllysinamide (MAL) (Sigma-Aldrich). HDAC activity is ex-
pressed in percentage of deacetylated MAL min~' per g protein after
HPLC separation and detection.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using the SPSS statistical
software package (SPPS version 11.0.1 PC, Chicago, IL, USA).
Genotype and water deficit effects were evaluated by two-way
ANOVA (GLM procedure) using the following model: Y = n+G;+
T+ (Gi X T;) + €;j; where Y are individual values, p the general
mean, G; the effect of the genotype 7, T; the effect of the treatment j,
G; x T the genotype by treatment interactions and &;; the error. Sta-
tistical tests were considered significant at * P < 0.05, ** P < 0.01
or ¥¥% P < (0.001.

Genotypic variation was described using principal component
analysis (PCA) from genotypic means of morphological traits (stem
biomass, root biomass, height, total leaf area, leaf number and spe-
cific leaf area) measured in well-watered or water-limited conditions.
Variables were standardized and orthogonal factors (scores F1 and
F2) were built successively as linear combinations of these variables,
maximizing the percentage of the variability explained by these fac-
tors. The epigenetic variables were projected as supplementary vari-
ables in this F1 x F2 plane. Their coordinates corresponded to their
linear correlation coefficients with scores F'1 and F2 axis of the PCA.

3. RESULTS

3.1. Genotypic variation of morphological traits and
water deficit effects

Significant genotype and treatment effects were detected for
all morphological traits (Fig. 1), except for specific leaf area
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Figure 1. Genotypic variation and water deficit effect on morphological traits related to productivity in six Populus deltoides X P. nigra hybrids
growing in glasshouse in well-watered (white bar) or in water deficit (black bar) conditions. Studied traits encompassed: (A) stem biomass,
(B) root biomass, (C) height of plants, (D) total leaf area, (E) leaf number and (F) specific leaf area. For each graph, G indicates the genotype
effect, T the treatment effect and (GxT) genotype by treatment effect. Means are accompanied by their standard errors SE (z = 6). Significant
differences between well-watered and water deficit conditions are indicated by asterisk: * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < (0.001.

for which only a genotype effect was observed. No genotype
by treatment interaction effect was observed.

Under well-watered conditions, genotypes differed for
height, leaf number, total leaf area and specific leaf area
(Fig. 1). For most of the traits, Carpaccio and Soligo were the
extreme genotypes with height ranging from 1.23 + 0.06 to
1.68+0.08 m, total leaf area from 0.50+0.07 to 0.67 £0.04 m?,
leaf number from 34.2 + 1.3 to 54.8 = 1.9 leaves and specific
leaf area from 190+ 5 to 210+ 5cm? g~'.

The applied water deficit was moderate and leaf predawn
water potential of stressed plants did not differ from controls
(data not shown). However, height, stem biomass, leaf num-
ber and total leal area decreased significantly in response to
water deficit for most of the genotypes. The range of varia-
tion depended on the genotype. For example, stem biomass
decreased from about 17% for Lambro to 28% for NL3972.
Root biomass only decreased significantly for Triplo.

3.2. Genotypic variations of DNA methylation
and water deficit effects

A significant genotype by treatment interaction was ob-
served for percentage methylcytosine (%mC) of shoot apices,
indicating that the effect of the treatment depended on the

genotype (Fig. 2A). In the well-watered samples, %mC ranged
from 4.1 + 1.6% for 145-51 to 11.5 + 3.4% for Carpaccio.
In response to water deficit, %mC decreased significantly for
Carpaccio, Lambro and Triplo, while it strongly increased
for Soligo and remained unchanged for 145-51 and NL3972
(Fig. 2A).

Neither genotype nor treatment effects were observed for
DNA methyltransferase (DNMT) activity except for Carpac-
cio and Lambro, for which DNMT activity decreased by about
40% after a water deficit treatment (Fig. 2B). Only a tendency
is seen between %mC and DNMT activity (r = 0.75 at
P =0.08).

Immunodetection of the isoforms of DNMT class | re-
vealed five bands: one over 100 kDa and smaller ones with
sizes of 70, 50, 30 and 15 kDa, respectively (Fig. 2C). Dis-
tinct patterns of accumulation for these bands were observed
between genotypes. These patterns were not profoundly af-
fected by water deficit except for Carpaccio, which showed
a strong decrease for all bands. A positive correlation was
established between DNMT activity and the amount of the
100 kDa DNMT isoform (expressed as a percentage of total
signal) (r = 0.61%; supplementary’ figure S1A).

! Supplementary material is available on line only at www.afs-
journal.org.
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Figure 2. Genotypic variation and water deficit effect on traits related to DNA methylation in six Populus deltoides x P. nigra hybrids growing in
glasshouse in well-watered (white bar) or in water deficit (black bar) conditions. Studied traits encompassed: (A) percentages of methylation of
cytosine residues (%mC) and (B) total DNMT activity (see Materials and Methods section for details). For each graph, G indicates the genotype
effect, T the treatment effect and (GxT) genotype by treatment effect. Means are accompanied by their standard errors SE (n = 6). Significant
differences between well-watered and water deficit conditions are indicated by asterisk: * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001 (C)
immunodetection in the six genotypes of isoforms of DNMT class I. C (Control) represents plants in well-watered condition and S (Stressed)
plants in water deficit condition. Sizes of the different isoforms are indicated in kiloDalton.

3.3. Genotypic variation of histone acetylation
and water deficit effects

Using antibodies raised against acetylated forms of histones
H; and Hy, it was possible to calculate the corresponding
acetylation ratios (AcHz and AcHy) by normalising with the
amount of non-acetylated histone Hz (Figs. 3A and 3B: see
material and methods for details). Neither genotype nor treat-
ment effects were observed for the ratios of AcHz or AcHy:
these were around 0.3, indicating a general hypoacetylation of
these histones in poplar.

For Histone deacetylase (HDAC) activity, only a genotype
effect was detected. Values ranged from 0.08% MAL deacety-

lated substrate min~! pug~! of proteins for 145-51 to 11.10%
for Carpaccio (Fig. 3C). While no treatment effect was de-
tected by ANOVA for HDAC activity, significant differences
were observed for five genotypes in response to water deficit.
Thus, an increase in HDAC activity was observed for 145-51
and Triplo while Lambro, NL3972 and Soligo showed a de-
crease in HDAC activity.

Immunodetection using antibodies raised against each
HDAC class described in plants (HD1A, HD1B and HD2, re-
spectively) revealed several bands for each of them ranging
from 80 kDa to 30 kDa (Fig. S3D). HDIA antibodies detected
isoforms at 80, 75, 65, 45 and 30 kDa, while HD1B antibodies
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Figure 3. Genotypic variation and water deficit effect on traits related to histone acetylation in six Populus deltoides X P. nigra hybrids growing
in glasshouse in well-watered (white bar) or in water deficit (black bar) conditions. Studied traits encompassed: (A) histone H; acetylation
ratio (AcH3). (B) histone Hy acetylation ratio (AcHy). (C) HDAC activity. For each graph, G indicates the genotype effect, T the treatment
effect and (GxT) genotype by treatment effect. Means are accompanied by their standard errors SE (n = 6). Significant differences between
well-watered and water deficit conditions are indicated by asterisk: * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001. (D) immunodetection of the
three classes of HDAC using anti-HD1A antibody, truncated anti-HD 1A antibody (HD1A-Nterminal part of the protein), anti-HD1B1 antibody
and anti-HD2 antibody. C (Control) represents plants in well-watered condition and S (Stressed) plants in water deficit condition. Sizes of the
different isoforms are indicated in kiloDalton. Two arrows indicate specific bands mentioned in the result section.

revealed an additional specific band of about 50 kDa and HD2
one at 40 kDa. Blots with antibodies raised against the N-
terminal part of HD1A (HD1A-Nt) presented a different pro-
file, with additional bands of weak intensity, from those with
HDI1A antibodies. The most significant change between geno-
types or treatments was in the relative amounts of the HD1A
bands smaller than 80 kDa (Fig. 3D). A positive correlation
was established between HDAC activity and the amount of the
80 kDa HDAC isoform expressed in percentage of total signal
(r = 0.63%; supplementary' figure S1B).

3.4. Correlation between morphological traits
and epigenetic modifiers

Principal component analyses (PCA) were performed using
genotypic means of the morphological traits measured in well-
watered or water deficit conditions to characterize the variabil-
ity of morphological traits between hybrid poplars (Fig. 4).
Under the control conditions, the main plane of PCA ex-
plained 88.0% of the variability, with 60.7% for F1 alone
(Fig. 4A). The F3 axis did not differentiate the variables (data
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Table I. Linear correlations (Pearson coefficient, r) computed between morphological traits, F'1 and F2 axes of PCA (see Fig. 4) and epigenetic
variables. Only significant values are indicated by asterisk: * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001. “Control” and “Stressed” represent

plants in well-watered or in water deficit conditions, respectively.

%emC DNMT AcHj3 AcHy HDAC
(& S C S C S C S C S
SB 0.89%
RB 0.85*
Hgh 0.98%** 0.83% 0.85% 0.81%
TLA
LN 0.98*** 0.85% 0.94%* 0.85%
SLA
F1 axis 0.92%* 0.86* 0.82%
F2 axis -0.90* —0.83*

F3‘|37--‘ %) not shown). The F1 axis was mainly defined by height, leaf
number and stem biomass. In this group, most variables scaled
positively. The F2 axis was mainly defined by specific leaf
area. Linear correlations between methylcytosine percentage
or histone acetylation ratios and scores of F1 and F2 axes
were computed and used to project them as supplementary
variables in these planes. Positive correlations were detected
between methylcytosine percentage and stem biomass, height

FI (607 %) and scores of F1 axis from PCA (Tab. I and Fig. 5). AcH;

F2 (25.1 %)
1

-1

Figure 4. Principal Component Analyses (PCA) built using morpho-
logical traits (circles): stem biomass (SB), root biomass (RB), height
(Hgh), total leaf area (TLA), leaf number (LN) and specific leaf area
(SLA). Epigenetic variables (triangles): percentages of methylation
of cytosine residues (%mC), histone H; and Hy acetylation ratios (re-
spectively AcH; and AcHy4) have been projected as supplementary
variables using their Pearson coefficients with scores of PCA as coor-
dinates. (A) in well-watered condition, (B) in water deficit condition.

was only negatively correlated to scores of F2 axis, while
AcH, scaled positively with height (Tab. I; supplementary'
figures S2A and S3A).

In the water deficit conditions, the main plane of PCA ex-
plained 90.2% of the variability, with 65.1% for F1 alone
(Fig. 4B). The F3 axis did not differentiate the variables (data
not shown). The F1 axis was defined by total leaf area, height,
stem biomass and root biomass and most of these variables
scaled positively (data not shown); the F2 axis was mainly
defined by specific leaf area. The negative correlation be-
tween scores of F2 axis and AcH3; was conserved (Tab. I;
supplementary' figure S2B). AcHy still scaled positively with
height but also with root biomass (Tab. I; supplementary' fig-
ure S3B and S3C).

4. DISCUSSION

4.1. Morphological traits distinguish hybrid poplars
and are decreased by a moderate water deficit

Genotypes differed for morphological traits as already re-
ported in previous studies (Bonhomme et al., 2008; Marron
et al., 2005; Monclus et al., 2006). In response to water deficit
a general decrease of most of these morphological traits was
recorded. The leaf variables adjustment ensures a reduction of
water losses but affects the photosynthesis activity and conse-
quently the biomass production (Monclus et al., 2006; Roden
etal., 1990). The absence of a genotype specific response may
be explained by the fact that the constraint applied was moder-
ate and short. Indeed, previous results show that in response to
longer and stronger droughts poplars (and particularly those of
this study) are differentially sensitive to water deficit (Marron
et al., 2005; Monclus et al., 2006). This highlights that water
deficit tolerance is often the result of a temporal integration of
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Figure 5. Relationship (linear correlation) between methylation per-
centages (%mC) and (A) stem biomass, (B) height and (C) F'1 axis of
PCA, measured on the apex of six poplar genotypes in well-watered
condition.

fine physiological differences, not easily revealed in short term
experiments. Possibly for similar reasons specific leaf area was
not affected, either (Marron et al., 2005; Monclus et al., 2006).

The water deficit was moderate and the predawn leaf wa-
ter potential (¥,,) was unaffected (data not shown). Thus,
W,q is one of the last parameters to be affected during an in-
creasing water deficit (Bogeat-Triboulot et al., 2007). As the
growth of aerial parts is the most sensitive parameter to water
deficit, we assessed the impact of the moderate water deficit
on morphological traits.
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4.2. Differences in DNA methylation levels between
genotypes

Because epigenetic patterns participate in the control of
gene expression (Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007)
and are transmitted by mitosis, changes that arise in dividing
cells in the shoot apex during environmental stress have the
possibility of being propagated to daughter cells (Boyko and
Kovalchuk, 2007; Chen and Tian, 2007; Gehring and Henikoft,
2007). Thus, epigenetic changes in shoot apex would explain,
in part, variation for morphological traits.

Genotypic variation was observed for DNA methylation
percentages that ranged from 3.9% for Soligo to 11.1% for
Carpaccio, with no relationship with the characteristics of sex
or ploidy of the six genotypes. Nevertheless, these percentages
are relatively low compared with other plant species where the
values ranged from 5% in Arabidopsis to more than 37% in
Helianthus (Causevic et al., 2005). This is usually attributable
to differences in repetitive DNA content among species, which
is mostly associated with heterochromatin and is the major tar-
get of DNA methylation (Gehring and Henikoft, 2007).

Variations of DNA methylation have already been re-
ported on Arabidopsis ecotypes for selected loci (Riddle and
Richards, 2002; Vaughn et al., 2007). A similar degree of
methylation polymorphism was observed, and gene expression
was not generally affected by differences in DNA methyla-
tion. In contrast, in two Arabidopsis accessions and their re-
ciprocal F1 hybrids Zhang et al. (2008) found a significant
negative correlation between the degree of methylation vari-
ation within immediate upstream/downstream coding regions
and the degree of expression variation. Furthermore, methyla-
tion polymorphism within genic regions showed a weak posi-
tive correlation with expression variation. These data suggest
a possible relationship between natural CG methylation vari-
ation and gene expression variation that should be tested in
poplars. Indeed, data on the Arabidopsis methylome have re-
vealed that transposons and other repeats are heavily methy-
lated, more than one-third of all genes contain methylation
whereas fewer than 5% of expressed genes were shown to
have methylated promoters (Zhang et al., 2006). Interestingly,
genes methylated in transcribed regions are highly expressed
and constitutively active, whereas promoter-methylated genes
show a greater degree of tissue specific expression.

In addition to genetic variations among genotypes, the vari-
ations of global DNA methylation percentages observed in
this study between poplar genotypes could have two main
origins: (i) the heterogeneity of the plant material. Indeed,
shoot apex of these genotypes could differ for their ratio of
differentiated/undifferentiated cells. Two results seem to ren-
der this possibility less likely (but do not exclude it): the di-
rect observation of shoot apex organization revealed no dif-
ferences between genotypes (data not shown) and the histone
H; and Hy acetylation ratios were not significantly differ-
ent between genotypes; (ii) the activity of DNA methyltrans-
ferases (Pavlopoulou and Kossida, 2007). Several DNMT iso-
forms were assessed in hybrid poplars in accordance with
databases (Tuskan et al., 2006) and a process of limited
proteolysis at the C-terminal part (Bernacchia et al., 1998;
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Causevic et al., 2005). The relative amount of a 100 kDa
DNMT class 1 isoform was positively correlated with the to-
tal DNMT enzymatic activity, in agreement with a previous
report (Causevic et al., 2005). Nevertheless, no significant
correlation was found between the total DNMT activity and
the global methylation percentage. This suggests the involve-
ment of distinct mitotic index between poplar genotypes, cell
replication without methylation maintenance and/or variable
DNA glycosylase-lyase activities.

4.3. Genotype specific changes in DNA methylation
levels in response to water deficit

The water deficit also affected the levels of global DNA
methylation percentages, with a significant interaction be-
tween genotype and treatment. Effects of environmental vari-
ations such as temperature, diseases, light, salinity, ABA and
water stress on epigenetic parameters have already been shown
in plants (Boyko and Kovalchuk, 2007; Chen and Tian, 2007).
The few studies on water stress have analysed overall levels
of DNA hypermethylation during osmotic stress in tobacco
and potato cell cultures (Kovarik et al., 1997; Sabbah et al.,
1995) or during dehydratation in pea root tip cells (Labraet al.,
2002). The two fold variation in DNA methylation levels in
our system are in agreement with the previous reports. While
poplar genotypes showed reduced growth in water deficit con-
ditions, a significant genotype effect was observed for DNA
methylation variations. This suggests that DNA methylation
could participate to the fine-tuning of the reported control
of gene expression in poplar during water stress (Plomion
etal., 2006; Bogeat-Triboulot et al., 2007) including genotype-
specific differences (Bonhomme et al., 2009). A complemen-
tary study should be done on the same plant material to con-
firm this hypothesis.

No correlation between DNA methylation and morphologi-
cal traits was observed in response to a moderate water deficit
certainly in relation to the genotype specific variations of DNA
methylation. Nevertheless, morphological traits have already
been shown to be genotype specific under intense water deficit
(Monclus et al., 2006). It is then possible that epigenetic varia-
tions are more sensitive or precocious. Furthermore, genotype
specific variations of molecular markers such as DNA methy-
lation, mRNA and proteins reflect different strategies even if
the morphological consequences are similar. Indeed, different
kinetics and amplitude of the response between genotypes re-
flect their variable phenotypic plasticity (Monclus et al., 2006).

4.4. Histones H3 and Hy acetylation change neither
between hybrids nor in response to moderate water
deficit

Using polyclonal antibodies raised against acetylated ly-
sine, we showed that acetylation ratios of histones Hz and
H4 were consistent with previously-reported values (Causevic
et al., 2006). No significant difference could be observed be-
tween genotypes or in response to a moderate water deficit.
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This result apparently contrasts with the dynamic and re-
versible changes of histone Hj acetylation and methylation re-
ported during submergence of rice plants (Tsuji et al., 2006).
Nevertheless, a detailed kinetic study of the variation of his-
tone acetylation ratios on various lysine positions during water
deficit as well as a gene specific analysis are needed to reach
firm conclusions. Several HDAC isoforms were assessed in
hybrid poplars in accordance with poplar databases (Tuskan
et al., 2006) and a limited proteolysis of the C-terminal part
previously reported in other plants (Causevic et al., 2006;
Loidl, 2004; Pipal et al., 2003). The relative amount of a
80 kDa HDAC isoform was positively correlated to the total
HDAC enzymatic activity. This is in agreement with previous
reports showing that immunoprecipitation of the correspond-
ing isoform is followed by a strong decrease of HDAC activity
in the residual supernatant (Causevic, 2005; Causevic et al.,
2006). This isoform and HDAC activity were affected by wa-
ter deficit in poplar in accordance with a report in Arabidopsis
about the role of this enzyme in the abscisic acid response
(Sridha and Wu, 2006).

4.5. Epigenetic traits scaled with morphological traits

Linear correlations were established between DNA methy-
lation percentages, histones Hs or Hy acetylation ratios and
morphological traits. Significant linear correlations were ob-
served between epigenetic variables and the scores of F1 or
F2 axes of PCAs representing the variability of morphologi-
cal traits. Furthermore, some traits were highly correlated such
as %mC with height or stem biomass. The occurrence of cor-
relations do not mean a possible causal link between these
variables and the biological significance, if any, remains to be
established. Nevertheless, considering the role of DNA methy-
lation in the fine-tuning control of gene expression, we hy-
pothesise that epigenetic traits may be determinants of poplar
productivity. The identification of the genomic sequences that
show differential methylation should now be envisaged us-
ing recently published approaches (Gentil and Maury, 2007;
Zhang et al., 2006). This will permit the discovery of biomark-
ers that could represent valuable tools for poplar breeders.
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Figure S1. Relationship (linear correlation) measured on the apex of the six poplar genotypes in well-watered and in water deficit conditions
between (A) DNMT activity and amount of DNMT band at 100 kDa (expressed in percentage of total signal, see materials and methods
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materials and methods section for details). Regarding the out of range values for Carpaccio, linear correlation was computed only for the five
other genotypes.
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3. Travaux complémentaires

Nos précédents résultats (Gourcilleau et al., 2010) ont été obtenus sur le méristeme apical
caulinaire qui est le site de la morphogenése de la tige feuillée. Cette zone présente
d’intenses divisions cellulaires au cours desquelles une transmission mitotique de marques
chromatiniennes serait possible ce qui correspondrait alors a un phénoméne épigénétique
(Roudier et al., 2009 ; voir introduction). De plus, le méristtme organise la formation des
futurs organes aériens et ce sous contrble environnemental comme par exemple la
morphogenése des feuilles lors d’'une sécheresse (Marron et al., 2002, 2003). Plusieurs

questions se posent alors, telles que :

1. Les primordia foliaires et les feuilles qui émergent de I'apex au cours d'un déficit
hydrique sont-ils aussi affectés par des remaniements épigénétiques ?

2. Les remaniements épigénétiques suite a un déficit hydrique sont-ils stables dans le
temps chez le peuplier, plante pérenne ?

3. La corrélation entre la méthylation de 'ADN dans l'apex et la production de

biomasse est-elle retrouvée chez d’autres hybrides de peuplier ?

Afin de tester ces hypothéses et pour compléter nos données obtenues sur I'apex
caulinaire, nous avons entrepris d’étudier les variations de méthylation de 'ADN au cours de
I'ontogenése de la feuille lors d’'un déficit hydrique mais également de suivre la marque de
méthylation plusieurs mois aprés une sécheresse chez de nouveaux hybrides. Ces travaux
ont pu profiter de dispositifs expérimentaux disponibles a 'INRA de Nancy et d’'Orléans et qui
sont déja publiés (Cohen et al., 2010 ; Fichot et al., 2010).

3.1.  Ontogenése de la feuille

La méthylation globale de 'ADN a été mesurée sur les feuilles du rang 0 (défini
comme la premiére feuille en partant de I'apex d’au moins 20 mm de longueur) au rang 10,
en condition hydrique non limitante ou en déficit hydrique modéré (comparable a Gourcilleau
et al., 2010). Deux hybrides P. x euramericana, ‘Carpaccio’ et ‘Soligo’, présentant une
tolérance a la sécheresse ainsi qu’un comportement épigénétique tres différents dans les
expériences publiées dans Gourcilleau et al. (2010), ont été étudiés. Le dispositif
expérimental (Cohen et al., 2010) incluait entre autre un déficit hydrique de 12 jours avec
10% < REW < 20% (severe stress dans la Figure V.2A). Le stress n’a eu aucun effet sur le
potentiel hydrique foliaire de base. En revanche, une diminution de la vitesse de croissance,
de la conductance stomatique et de I'assimilation nette de CO, a été observée (Cohen et al.,
2010; Figure V.2B-C).
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Figure V.2. Réponse écophysiologique de deux hybrides P. x euramericana a des déficits
hydriques d’intensité et durée variables. A) Suivi du Soil REW : Soil Relative Extractable Water
(réserve relative en eau du sol) lors de I'expérience. B) Conductance stomatique (haut) et
assimilation nette de CO, (bas). C) Vitesse de croissance. Les points rouges représentent le clone
‘Carpaccio’ et les bleus ‘Soligo’. CTL : Control, EAR : Early stress, LMI : Mild stress, LMO : Severe
stress. Les moyennes sont exprimées * erreur standard, n = 6. La significativité¢ des effets
principaux de 'ANOVA 2 facteurs est donnée (génotype, traitement, intéraction génotype x
traitement). Les niveaux de significativité sont: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. ns, non
significatif. D’apres Cohen et al., 2010.
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Figure V.3. Niveau de méthylation globale de I'ADN dans les cellules des feuilles selon le rang
foliaire chez les hybrides P. x euramericana ‘Carpaccio’ et ‘Soligo’. Le témoin correspond a la
condition Control (CTL) et le déficit hydrique a la condition Severe stress (LMO, voir Figure V.2).
Les moyennes sont exprimées + erreur standard, n = 6. La significativité des effets principaux de
ANOVA 2 facteurs est donnée (rang ; T : traitement ; RangxT : intéraction rang x traitement). Les
niveaux de significativité sont : *P < 0,05, **P < 0,01. ns, non significatif.
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Chez le génotype ‘Carpaccio’, un effet du rang foliaire et du déficit hydrique sur le
niveau de méthylation globale de 'ADN de la feuille a été observé (Figure V.3) avec une
hyperméthylation des jeunes feuilles et plus particuliérement de la feuille de rang 1 en
condition de déficit hydrique (40 % contre environ 25 % en témoin). Le pourcentage de
méthylation globale dans les feuilles plus agées était similaire quelle que soit la condition
hydrique (environ 25%). Pour le génotype ‘Soligo’, un effet lié au rang foliaire uniquement a
été détecté (valeurs autour de 35 %) méme si pour la feuille de rang 0, la valeur de P était
proche du seuil de significativité et que la contrainte induisait une hypométhylation globale
(Figure V.3). Le comportement antagoniste des 2 génotypes pour la méthylation avait déja
été observé au niveau des apex (Gourcilleau et al., 2010), ; il est ici retrouvé mais dans le
sens opposé au niveau des feuilles. Néanmoins, ces données semblent indiquer que les
modifications de la méthylation globale de 'ADN dans l'apex en réponse a un déficit
hydrique affectent également les plus jeunes feuilles en formation, et ce de maniére
génotype dépendante, alors que les feuilles déja formées ne sont pas affectées. Une étude
récente a d’ailleurs montré que les feuilles formées lors d’'un déficit hydrique présentaient
une diminution de la densité de stomates impliquant la régulation de certains génes lors de
I'ontogenése foliaire alors que les feuilles déja matures avant ce stress ne subissaient pas

un tel changement morphologique (Hamanishi et al., 2012).
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Figure V.4. Réponse écophysiologique de huit cultivars hybrides P. x euramericana a un déficit
hydrique estival. A) Suivi estival du potentiel hydrique de base (¥4, cercles) et des précipitations
journaliéres (mm, barres verticales). Les moyennes de ¥4 sont exprimées * erreur standard, n =
15. B) Vitesse de croissance relative (RGR) de la tige principale en condition hydrique non
limitante (barres blanches) et en déficit hydrique (barres noires). Les moyennes sont exprimées +
erreur standard, n = 5. La significativité des effets principaux de TANOVA 2 facteurs est donnée
(G : effet génotype; T: traitement; (GxT): intéraction génotype x traitement). Les lettres
indiquent les différences significatives (test post hoc de Tukey), les majuscules étant pour les
arbres bien irrigués et les minuscules pour les arbres exposés au déficit hydrique. Les niveaux de
significativité sont: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. ns, non significatif. Abbréviation des
génotypes : AgF, ‘Agathe_F ; Cim, ‘Cima’ ; E28, ‘Eco28 ; Fle, ‘Flevo' ; 145, ‘'145-51"; Lui,
‘Luisa_Avanzo' ; Pan, ‘Pannonia’ ; Rbs, ‘Robusta’. D’apres (Fichot et al., 2010).
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3.2. Stabilité dans le temps de la marque épigénétique chez des hybrides P.
X euramericana

La méthylation globale a été mesurée dans les apex caulinaires de huit cultivars hybrides P.
x euramericana cultivés en pépiniére (Figure V.4A) ayant subi ou non un déficit hydrique
estival six mois avant la récolte des apex caulinaires (en janvier, apex dormants). Le déficit
hydrique s’est traduit par une diminution progressive du potentiel hydrique foliaire de base au
cours de la saison estivale ainsi qu’une diminution significative de la croissance des arbres,

cette derniére étant toutefois génotype-dépendante (Fichot et al., 2010;Figure V.4B).

Six mois aprés la sécheresse, un effet significatif, dépendant du génotype, a pu étre
retrouvé sur la méthylation globale de 'ADN de l'apex caulinaire (Figure V.5A). Plus
particulierement, une hypométhylation significative a été observée pour les génotypes ‘Cima’
et ‘Eco28’ qui ont de fortes vitesses relatives de croissance. En condition hydrique non
limitante, une corrélation linéaire positive entre vitesse relative de croissance (RGR) et
méthylation globale de 'ADN de l'apex caulinaire six mois plus tard a été détectée (rp =
0,71*; Figure V.5B). Chez les individus ayant subi un déficit hydrique, une corrélation

négative, cette fois, a été observée (r» = -0,76* ; Figure V.5C).

Ainsi, six mois apreés le déficit hydrique, en période de dormance, des différences de
méthylation globale de 'ADN de I'apex caulinaire (avec des valeurs plus grandes que dans
les apex en activité ; Gourcilleau et al., 2010) entre les 2 conditions étaient observables chez
certains génotypes. Ce résultat suggére la possibilité d'une mémoire épigénétique de la
contrainte mais qui est fortement génotype-dépendante. Par ailleurs, comme précédemment
montré dans Gourcilleau et al., 2010, une corrélation positive entre méthylation globale de
I'ADN de l'apex caulinaire et des caractéres liés a la production de biomasse a été retrouvée
en condition hydrique non limitante. Enfin, une corrélation négative entre méthylation globale
de 'ADN de l'apex caulinaire et la vitesse de croissance en déficit hydrique a été trouvée
certainement car les effets du déficit hydrique étaient plus forts et génotype-dépendants
contrairement a Gourcilleau et al. (2010). Cette corrélation complexifie le réle potentiel de la
méthylation de 'ADN dans la morphogenése de la tige feuillée chez le peuplier. Une raison
qui pourrait expliquer le sens inverse des deux corrélations est que les variations de

méthylation de ’'ADN n’affectent pas les mémes loci selon la condition hydrique étudiée.
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Figure V.5. Corrélation entre méthylation globale de 'ADN dans le méristéme apical et production de
biomasse. A) Niveau de méthylation globale de 'ADN dans le méristtme apical de la tige principale
chez huit hybrides P. x euramericana en condition hydrique non limitante (barres bleues) et en déficit
hydrique (barres rouges). Les moyennes sont exprimées + erreur standard, n = 6. La significativité des
effets principaux de 'ANOVA 2 facteurs est donnée (G : effet génotype ; T : traitement; (GxT):
intéraction génotype x traitement). Les niveaux de significativité sont : *P < 0,05, **P < 0,01. NS, non
significatif. Les corrélations de Pearson entre vitesse de croissance relative (RGR) et méthylation
globale de 'ADN sont données en condition hydrique non limitante (B) et en déficit hydrique (C), avec
leurs coefficients (rp) et leur significativité (*P < 0,05). Pour I'abbréviation des génotypes, voir Figure
V.4. Données de RGR issues de (Fichot et al., 2010).
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4. Perspectives et limites

Les travaux présentés dans ce chapitre avaient pour but d’étudier 'impact d'une
sécheresse sur la méthylation globale de I'ADN chez différents cultivars hybrides de peuplier
(Populus deltoides x P. nigra). Plus précisément, les objectifs de ce chapitre étaient
d’évaluer les variations de la méthylation globale de 'ADN (i) dans les apex et les feuilles, (i)
en réponse a des variations de la disponibilité en eau, (iii) au sein de différents génotypes de
peuplier (iv) immédiatement au cours de la contrainte ou plusieurs mois aprés et (v) de
mettre en évidence une possible relation statistique entre la méthylation globale de 'ADN et

des variables liées a la production de biomasse.

Ce travail a permis la premiére publication en épigénétique sur le peuplier
(Gourcilleau et al., 2010) et a révélé une variation de la méthylation globale de 'ADN dans
I'apex caulinaire selon la disponibilité en eau (condition hydrique optimale vs déficit hydrique,
A%mC = 13%) et au sein des hybrides étudiés (A%mC = 8%), selon l'organe et son age
(jeunes feuilles vs feuilles matures, A%mC = 15%) et plusieurs mois aprés un déficit
hydrique. En revanche, les variations observées dans des organes matures comme les

feuilles sont bien plus faibles quelle que soit la condition environnementale ou le génotype.

Récemment, une autre étude s’est intéressée chez le peuplier a la variabilité entre
génotypes issus de différentes localisations géographiques au Canada et en fonction d’une
contrainte hydrique (Raj et al., 2011). Une faible gamme de variation dans les feuilles
matures a été retrouvée au sein de différents génotypes étudiés (A%mC < 3%). Un effet de
la contrainte génotype-dépendant a également été rapporté dans cette étude (Figure V.6).
Enfin, cette étude a montré que suivant I'origine géographique de la plante ayant servi a faire
les boutures, la méthylation de 'ADN était différente. Les auteurs concluent que les
différences de méthylation de 'ADN sont paralléles a celles au niveau transcriptomique dans
les feuilles lors d’'une sécheresse suggérant une base épigénomique pour les divergences

de transcriptomique qui sont génotype- et origine- (‘history’) dépendantes.

Nos résultats ouvrent deux perspectives principales. Tout d’abord, il s’agit de mieux
caractériser la corrélation trouvée entre la méthylation de I'ADN globale dans I'apex
caulinaire et des variables liées a la production de biomasse. Cette perspective est abordée
dans le cadre du projet ANR Sylvabiom
(http://www4.nancy.inra.fr/eef eng/News/SYLVABIOM) coordonné par Jean-Charles Bastien

de I'INRA d’Orléans (tache 1.5 sous la responsabilité de S. Maury) et comprenant une
soixantaine de génotypes de peuplier (Populus deltoides x P. nigra) plantés sur trois sites

pédoclimatiques distincts et cultivés en taillis a courte ou trés courte rotation (TCR et TTCR,
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Figure V.6. Effet provenance sur la méthylation globale de 'ADN dans les feuilles de génotypes de
peuplier hybrides (Raj et al., 2011). A) Localisation géographique des trois pépinieres d’origine (AB,
SK et MB) et du common garden (Toronto) ou a eu lieu I'expérience. Le niveau global de méthylation
de 'ADN est montré pour les plants des génotypes Okanese (A), Walker (B) et DN34 (C) cultivés en
condition hydrique non limitante (barres grises) ou en déficit hydrique (barres blanches). AB, SK et MB
indique les pépinieres d'ou proviennent les boutures. Pour chaque graphique, L indique I'effet
provenance, T l'effet traitement et LxT I'interaction entre effets provenance et traitement (*P < 0,05,
**P < 0,01). Les valeurs moyennes et leurs écart-types sont représentés (n = 6; trois réplicats
biologiques x deux réplicats techniques).
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respectivement). Ensuite, il parait pertinent de caractériser a I'échelle génomique les loci
affectés par les remaniements de la méthylation de 'ADN au cours d’un déficit hydrique. En
effet, certaines études ont montré que les variations épigénétiques lors de stress affectent
préférentiellement les séquences répétées de type transposon, cibles privilegiées de la
méthylation de '’ADN et donc responsables en majorité du niveau global de méthylation d’'un
genome (Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012; Bucher et al., 2012). De ce fait, bien que
modifiant celui-ci de maniére significative, les variations globales de la méthylation de TADN
observées lors d’'un déficit hydrique n’auraient qu’un réle mineur a jouer dans la plasticité
développementale du peuplier. De plus, les corrélations observées entre production de
biomasse et méthylation de 'ADN pourraient trés bien étre expliquées par des mécanismes
cellulaires autres que la transcription des génes comme la réplication de I'ADN ou la stabilité
des téloméres, impliquant également la méthylation de I'ADN (Moores et al., 2011,
Vanyushin & Ashapkin, 2011). Aussi, l'identification des loci affectés par les changements de
méthylation lors de variations de la disponibilité en eau ainsi que I'étude de leur expression
semblent indispensables pour préciser le role de la méthylation de 'ADN dans la plasticité
phénotypique de la tige feuillée chez le peuplier. Cette perspective est abordée dans le

chapitre suivant de ce manuscrit.
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1. Présentation synthétique des travaux

Les changements climatiques prédits pour les prochaines décennies, comprenant
des épisodes de sécheresse, sont une menace pour la santé des foréts et la production de
bois (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007; Allen et al., 2010; Hamanishi &
Campbell, 2011). Dans ce contexte, comprendre les mécanismes moléculaires de la
plasticité phénotypique des arbres en réponse a des fluctuations de la disponibilité en eau du
sol est primordial. Les travaux présentés dans le chapitre précédent ont montré des
variations de la méthylation globale de 'ADN chez différents génotypes de peuplier hybrides
(Populus deltoides % P. nigra) en réponse a un déficit hydrique, suggérant une possible
implication de cette marque épigénétique dans la plasticité phénotypique en réponse a la
sécheresse chez le peuplier (Gourcilleau et al., 2010). Cependant, afin de préciser ce réle
éventuel, il était nécessaire de caractériser les loci affectés par les variations de méthylation

de ’ADN lors de fluctuations de la disponibilité en eau du sol.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail était de caractériser (i) les changements
transcriptomiques et épigénomiques (méthylation de I'’ADN) dans le méristéme apical
caulinaire en réponse a des variations de la disponibilité en eau du sol, (ii) les relations entre
ces deux mécanismes et plus particuliérement en se focalisant sur le corps des génes et (iii)
les génes dont les profils d’expression et/ou de méthylation changent en réponse a une

variation de disponibilité en eau suggérant une implication dans la plasticité phénotypique.

A cette fin, le génotype ‘Carpaccio’ (P. deltoides x P. nigra) précédemment étudié
dans Gourcilleau et al. (2010) a été soumis a un cycle de déficit hydrique modéré/réarrosage
et sa réponse écophysiologique a été étudiée. En paralléle, les variations épigénomiques
(méthylation de I'ADN) et transcriptomiques dans le méristtme apical caulinaire ont été

suivies par des analyses de type microarray.

Selon leur expression dans les trois conditions hydriques (témoin, déficit hydrique et
déficit hydrique suivi d’'un réarrosage), les génes ont été regroupés en clusters, certains
étant spécifiquement induits lors du réarrosage ou d’autres ayant un profil spécifique du
méristéme apical en comparaison avec des données publiques de transcriptomique dans la
feuille. Les changements de méthylation de 'ADN ont été observés dans I'ensemble du
génome, le déficit hydrique étant associé a une hypométhylation modérée alors que la
réirrigation a provoqué une forte hyperméthylation comparé a la condition témoin. Ces
modifications épigénétiques ont particulierement affecté le corps des génes exprimés et les
éléments cis régulateurs associés a la réponse a la sécheresse. Enfin, des génes impliqués

dans la signalisation des phytohormones étaient différentiellement exprimés et méthylés en
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fonction de la disponibilité en eau, tels qu'un cluster de génes codant pour des
sulfotransférases (SOT). Cette famille d’enzymes affecte notamment des brassinostéroides
(BR) pour leur inactivation ou intervient dans la biosynthése de glucosinolates. Ces résultats
suggérent un contréle épigénétique et transcriptomique de génes impliqués dans la
signalisation hormonale avec notamment l'inactivation du signal brassinostéroidien lors du

réarrosage et avant la reprise de croissance chez le peuplier.
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2. Réponses du méthylome et du transcriptome a des variations de
disponibilité en eau du sol (Lafon-Placette et al., en préparation pour
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INTRODUCTION

Drought is a significant threat to forest health and agro-ecosystem productivity (Hamanishi &
Campbell, 2011). Indeed, even if trees, as sessile organisms, evolved mechanisms to contend with
variable water availability, this ability has limits that could be overtaken by predicted climate changes,
including unprecedented long and severe periods of drought (Intergovernmental Panel on Climate
Change, 2007; Allen et al., 2010). To face successive drought episodes, the response to limited water
supply alone might not be sufficient for trees and the ability to recover growth after rewatering, i.e.
reversibility of drought effects, might also be important, depending in particular on drought intensity
and extent of cell damage that occurred during stress (Gallé et al., 2007; Xu et al., 2010). In other
words, phenotypic plasticity of trees, defined as the range of phenotypes that can express a genotype
in response to environmental variations (Lande, 2009; Nicotra et al., 2010), might have a great

influence on their survival to predicted climate changes.

With the availability of its genome and its important natural genetic and phenotypic variations,
Populus became a model tree (Tuskan et al., 2006; Jansson & Douglas, 2007). Poplars (Populus spp.)
are among the fastest growing trees in temperate latitudes. Their high productivity is associated with
large water requirements. As a consequence, poplars are among the trees with the highest sensitivity
to water deficit. The concept of water deficit tolerance, when applied to cultivated tree species such as
poplars, has been defined as the ability to limit the decrease of biomass production in response to a
moderate water deficit (Passioura, 2002). This tolerance might be mediated by phenotypic
adjustments to limited water supply, allowing the maintenance of CO, assimilation. Poplars phenotypic
plasticity in response to variations in water availability concerns several physiological and
morphological traits, including stomatal conductance and formation (Liu & Dickmann, 1992; Blake et al
., 1996; Harvey & van den Driessche, 1997; Marron et al ., 2002; Hamanashi et al., 2012), osmotic
adjustment (Gebre et al ., 1994; Marron et al ., 2002), leaf expansion and morphogenesis, leaf
abscission and adjustment of the root : shoot ratio (Liu & Dickmann, 1992; Chen et al ., 1997; Ibrahim
et al ., 1997; Tschaplinski et al ., 1998; Marron et al ., 2003).

In a molecular point of view, plants drought transcriptional response is mediated through two
regulatory pathways, one involving the phytohormone abscissic acid (ABA), called ABA-dependent,
and the other one being ABA-independent (Seki et al., 2007). The ABA-dependent regulatory network
involves transcription factors activated by ABA that bind on ABA-Responsive Elements (ABRE)
promoter motives, thus called ABRE binding factors (ABF). The ABA-independent pathway is similar,
with promoters containing Dehydration-Responsive Elements (DRE) bound by DRE binding factors
(DREB) (Des Marais & Juenger, 2010). Genes shown to be regulated through these two networks
belong to a wide range of functions, from gene transcription regulation (like MYB transcription factors)
to cellular component stabilization such as the Late Embryogenesis Abundant (LEA) genes (Abe et al.,
2003; Bies-Ethéve et al, 2008). In addition, other phytohormones like brassinosteroids act
synergistically with ABA, by inducing both ABA biosynthesis and expression of ABA-responsive genes
(Choudhary et al., 2012). Concerning molecular pathways that allow growth recovery after a drought

stress, few is known except antioxydative enzymes and aquaporins that are thought respectively to
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decrease ROS accumulated during the stress and to restore water transport in the plant (Berta et al.,
2010; Xu et al., 2010; Filippou et al., 2011). Transcriptomic and proteomic responses to drought are
well documented for roots and leaves, organs responsible for water uptake and loss (Plomion et al.,
2006; Bonhomme et al., 2009b; Cohen et al., 2010; Raj et al., 2011), but site of shoot morphogenesis,
the shoot apical meristem (SAM), has been less studied whereas it might control shoot developmental

response to variations in water availability.

In plants, epigenetic reprogramming occurs at developmental key steps and in response to
environmental stimuli (Feng et al., 2010b). These epigenomic events play important roles in genome
protection, control of gene expression and inheritance via chromatin structural reworking (Teixeira &
Colot, 2010). Among epigenetic marks, DNA methylation shows high stability through mitosis and
meiosis and has been well investigated. In plants, methylated cytosines are found mainly in CG
dinucleotides and to a lower extent in CHG and asymmetric CHH contexts (where H is A, T, or C) and
are propagated through DNA replication respectively by DNA METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), the
plant-specific CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) enzyme and small RNAs pathway-mediated
DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE (DRM) action (Goll & Bestor, 2005; Teixeira &
Colot, 2010). Unmethylated CG and non-CG sites can also be de novo methylated by the DRM
enzymes and conversely methylated cytosines can be replaced by unmodified bases through the
action of DEMETER (DME) and DEMETER-LIKE (DML) proteins (Penterman et al., 2007). With novel
technologies allowing the survey of DNA methylation at genome scale, studies in Arabidopsis revealed
that DNA methylation is concentrated in heterochromatin and repeats, but is also present in 33 % of
genes (Zhang et al., 2006; Cokus et al., 2008). This pattern was found in other Eukaryotes but despite
its high conservation, the functional role of gene body methylation still needs to be clarified (Feng et

al., 2010; Lafon-Placette et al in press; Zemach et al., 2010).

Recent studies of P. trichocarpa methylome revealed particularities of this model such as a
higher CHG methylation level compared to other plants (Feng et al., 2010a) and showed that gene
body DNA methylation is extensive in open chromatin state, linked to structural gene characteristics
and correlated to tissue specific gene expression (Lafon-Placette et al., in press; Vining et al., 2012).
Interestingly, global DNA methylation in shoot apex has previously been shown to vary between P. x
euramericana hybrids and in response to a water deficit in a genotype-dependent way (Gourcilleau et
al., 2010). Furthermore, differences in transcript abundance patterns in response to drought in leaves
were based on differences in geographic origin of clones and paralleled the differences in global DNA
methylation, suggesting an epigenomic basis for the clone history-dependent transcriptome
divergence (Raj et al., 2011). However, the nature and extent of loci affected by DNA methylation and
expression changes depending on water availability in the shoot apical meristem remain unknown. In
addition, few is known about the molecular pathways allowing growth recovery after a drought stress
and such an investigation could help to elucidate the role of DNA methylation in developmental

plasticity.

In this context, our objectives were to characterize i) SAM transcriptomics and DNA

methylation changes at the genomic scale in response to variations of water availability, ii)
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relationships between these two processes particularly by focusing on gene-body DNA methylation iii)
molecular actors with differential expression and/or methylation patterns involved in the phenotypic
plasticity towards water availability. For this purpose, we studied the physiological effects of a
moderate water deficit/rewatering cycle on ‘Carpaccio’, a P. x euramericana hybrid, and used a
microarray approach to assess variations both in SAM transcriptome and methylome. Clusters of gene
expression were identified for each water status, some being specifically up-regulated during re-
irrigation or being specific to the SAM compared to available leaf transcriptomic data. DNA methylation
changes were genome-wide, water deficit being associated to a moderate hypo-methylation while re-
irrigation exhibited large hyper-methylation compared to control conditions and particularly affected
gene body of expressed or promoters containing water stress boxes genes. Finally, several genes
involved in phytohormone signaling were differentially methylated and expressed such as a cluster of
SULFOTRANSFERASE (SOT) encoding genes containing brassinosteroid SOT playing a potential
role in the inactivation of brassinosteroids. This cluster was up-regulated and targeted by gene-body
DNA methylation after rewatering, suggesting a role in the inactivation of phytohormone water stress

signal before growth recovery.
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MATERIAL AND METHODS
Plant material, growth conditions and treatments

Unrooted dormant stem cuttings of Populus x euramericana (P. deltoides x P. nigra) ‘Carpaccio’
genotype were obtained from INRA nursery (Nancy, France in 2008). Ten-years old mother plants are
cut off each spring. Cuttings were 22 cm long and 0.5-2 cm wide and were harvested in February from
plants grown in INRA nursery. Unrooted cuttings (18 for each hybrid) were then stocked 1 month in
2°C cold dark room. Before potting, cuttings soaked in water in vertical position to favor rooting.
Rooted cuttings of Populus x euramericana (P. deltoides x P. nigra) ‘Carpaccio’ genotype (6 cuttings
per treatment: ‘Control’, ‘Water deficit’ and ‘Re-irrigation’) were planted in 20L pots containing a
mixture of peat and sand (50/50, v/v) amended with magnesian chalk (60 g/100 L) and fertilized with a
low releasing fertilizer (Nutricote T100, 13/13/13/2, N/P/K/Mg + trace elements). Plants were placed in
a greenhouse (Nancy, France in April 2008) exposed to natural daylight (ranging from 350 to 900 pmol
m-2 s—1) and where temperature was maintained in the range 19-26 °C with humidity oscillating
between 50 and 75%. Plants were watered to field capacity three times a day for 5 weeks, until plant
height was between 0.6 and 0.9 m. Soil water availability was determined following relative extractable
water (REW), which was maintained in the range of 80-86% (minimum-maximum) for the fully watered
treatment and 17-23% for the water deficit by controlled watering every morning. A moderate water
deficit was applied for 14 days to the cuttings (‘water deficit’) while cuttings in ‘control’ condition
remained fully watered. For the ‘Re-irrigation’ treatment, a moderate water deficit was applied for 9
days and for the 5 following days cuttings were fully watered. For each treatment, the six cuttings were
assigned to physiological monitoring. Leaf predawn water potential, leaf full turgor osmotic pressure,
height growth rate and gas exchange were measured as previously described (Bogeat-Triboulot et al.,
2007). At the end of the 14 days treatment, active buds from each individual of each treatment were
collected, cleared from leaves to isolate shoot apex. Shoot apices were then cut in their half with a
scalpel and cleared from all visible differentiated tissues under binocular magnifying glass as
described in Lafon-Placette et al (in press). After this step, samples that contain shoot apical meristem

were frozen in liquid nitrogen and conserved at —80°C.
Microarray probes design

Custom microarray probes were designed with eArray software

(https://earray.chem.agilent.com/earray/; Agilent technologies, Massy, France). Both transcriptomics

and CH3 microarray probes were 60-mer oligomers.

For transcriptomics analyses, at least one probe was designed for each v2.0 P. trichocarpa
transcript with a positive bias in 3’ of mRNA, using best probe distribution method that limits GC
content of oligomers. When probes could not differentiate between transcripts (more than 70% identity
on 50 residues), a second probe was design in 5’ of the first one. With this design, 45907 probes each
matching with one v2.0 P. trichocarpa transcript were generated while 5770 additional probes allowed

the differentiation between transcripts. In addition, 50 probes were duplicated 10 times to be used as
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reproducibility controls and internal Agilent control probes were also used. For hybridization, 8 x 60K
custom microarray slides were used (Agilent technologies, France).

CH3 microarray probes design was different depending on four defined biological groups. In
the first group, composed of total v2.0 P. trichocarpa genes, 5 probes were designed, 1 probe in 0.5
kb upstream and 1 probe in 0.5 kb downstream region of genes, and 3 probes were located within
gene body. Genes involved in morphogenesis or drought response according to bibliography,
constituting the second group, were entirely covered from 0.5 kb upstream to 0.5 downstream with
overlapping microarray probes designed every 30 bp. Loci from a previous methylome study (Lafon-
Placette et al., in press) were the third and fourth group, corresponding to genes and intergenic
regions, with probes designed every 140 bp or 780 bp respectively between 0.5 kb upstream and 0.5
downstream of loci. In addition, 50 probes were duplicated 10 times to be used as reproducibility
controls and internal Agilent control probes were also used. For hybridization, 1 x 1 M custom

microarray slides were used (Agilent technologies, France).
RNA preparation and microarray hybridization

Total RNAs were independently isolated from 3 individual shoot apical meristems (50 mg fresh weight)
per treatment using Nucleospin® RNA Plant (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). A control PCR was
performed on RNA to confirm the absence of genomic DNA in all the total RNAs preparations.
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Massy, France) was used to estimate DNA contamination
and RNA integrity with RNA Integrity Number (RIN) measurement (RIN threshold of 8). Fluorescent
cRNA (complementary RNA) was generated from 600 ng of total RNA according to Agilent
Technologies recommendations. Briefly, RNA spike mix, which is a mix of 10 polyadenylated RNAs
synthesized in vitro from E1A adenovirus gene, was prepared with One-Color RNA Spike-In Kit
(Agilent Technologies, France) to be used as positive control for labeling and data analysis. For each
sample, 80 ng of total RNAs were reverse transcribed, followed by T7 RNA polymerase-mediated
simultaneous cRNA synthesis and incorporation of cyanine 3-labeled CTP, using Input Quick Amp
Labeling Kit, One Color (Agilent Technologies, France). Fluorescent cRNA was purified with RNeasy
Mini Kit (Qiagen, France). Quality control of synthesized fluorescent cRNA was based on cRNA and
Cy3 concentration measurement as well as cRNA fragments size. For each sample, a yield of 825 ng
of cRNA, a specific activity of 6 pmolc,s/gerna @and a 200-2000 nucleotides fragments size range were
chosen as quality thresholds.

RNA hybridization was conducted according to Agilent Technologies instructions. Briefly, the
labeled cRNAs were fragmented in Fragmentation mix (Agilent Technologies) during 30 min at 60°C,
before addition of 2X GEx Hybridization Buffer HI-RPM (Agilent Technologies) and loading onto the
arrays. The arrays were incubated at 65°C for 17 hours in Agilent hybridization chambers and then

wash according to the protocol at room temperature.
Methyl DNA ImmunoPrecipitation (MeDIP) and microarray hybridization

Shoot apical meristem from 3 individuals (about 150 mg fresh weight per extraction) of the ‘Carpaccio’

P. x euramericana genotype for each treatment (‘Control’, ‘Water deficit' and ‘Re-irrigation’) were
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grounded into a fine powder in liquid N, and used for DNA extraction. CTAB DNA extraction protocol
was used (Doyle & Doyle, 1987). Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Briefly, for each water treatment, 150 mg of shoot apical meristem powder were
solubilised in 1.5 mL of a pre-heated lysis buffer composed of 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM
EDTA (pH 8.0), 2% (w/v) CTAB, 1.4 M NaCl, 0.2% (v/v) B-mercaptoethanol, 4% (w/v) PVP, 0.1 mg/mL
Proteinase K. Samples were incubated at 60°C for 1h on a rotator. DNA was isolated after 2
chloroform/isoamyl alcohol (24:1) (v/v) extractions, RNase A digestion and isopropanol precipitation.
DNA pellets were solubilised in ultrapure water and concentrations were estimated with Nanodrop
quantification.

DNA was then sonicated using a VC 505 Vibra-Cell sonicator (Fisher Scientific, llkirch,
France) to obtain fragments ranging from 0.2 to 0.8 kb. Methylated DNA was immunoprecipitated
according to (Weng et al., 2009). Briefly, 11 pug of sonicated DNA were diluted in 250 pL of IP buffer
1X composed of 10 mM NazPO, (pH 7.0), 140 mM NaCl, 0.05% Triton X-100 and denaturated during
10 min in boiling water. After 10 min of cooling in ice, 4 ug of DNA were kept at -20°C to be used as
input control for microarray analysis. The 7 ug of DNA left were incubated overnight with 10 ug of
mouse monoclonal anti-5mC antibodies (1 pg/pL; Eurogentec, France) on a rotator in a 4°C cold
room. The DNA-antibodies mixture was coupled with Dynabeads Protein G (InVitrogen, Cergy-
Pontoise, France) during 2 hours at 4°C. Beads were washed 4 times with IP Buffer 1X using a
magnetic rack (Invitrogen, France). Methylated DNA was eluted by digesting antibodies overnight with
5 L of Proteinase K (20 mg/mL; Sigma-Aldrich, France) in 250 uL of a digestion buffer composed of
50 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS at 50°C on a rotator. DNA was isolated with 1
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) (v/v/v) and 2 chloroform/isoamyl alcohol (24:1) (v/v)
extractions using phase lock gel heavy tubes (Eppendorf, Le Pecq, France) and ethanol precipitation.
DNA pellets were solubilised in ultrapure water and concentrations were estimated with Nanodrop
quantification.

For each sample, labeled DNA was generated according to Agilent Technologies
recommendations. Briefly, near 500 ng of input control and immunoprecipitated (IP) methylated DNA
were labeled using Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent Technologies, France). The use of
random primers and the exo-Klenow fragment allowed the differential labeling of input control and IP
methylated DNA with cyanine 3-labeled dUTP and cyanine 5-labeled dUTP respectively. Labeled DNA
was purified using 30 kDa Amicon columns (Millipore, Molsheim, France). Quality control of
synthesized labeled DNA was based on DNA and Cy5/Cy3 concentration measurement. For each
sample, a yield of 2.5 yg of labeled DNA and a specific activity of 7-20 pmolc,s/gpna and 18-25
pmolc,s/gona Were chosen as quality minimum thresholds.

DNA hybridization was conducted in Imaxio (Clermont-Ferrand, France) according to Agilent
Technologies instructions. Briefly, Cy5- and Cy3-labeled DNAs were pooled in ddH,O before addition
of Hybridization mix (Agilent Technologies), incubation at 95°C for 3 min and then at 37°C for 30 min.
Samples were loaded onto the arrays and hybridized at 67°C for 40 hours at 20 rpm in Agilent

hybridization chambers. Arrays were then washed according to the protocol at room temperature.

Data collection, normalization and cluster analysis
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Microarray slides were scanned with G2505C scanner (Agilent Technologies, France) and raw signal
data were extracted using Feature Extraction 10.7 software. Reproducibility and reliability of each
single microarray was assessed using Quality Control report data (Feature Extraction, Agilent
Technologies).

One-color transcriptomics data were normalized per chip to the 75" percentile and per probe
to medians and were transformed to log values. Data filtering was based on Feature Extraction flag
criteria: non outlier population; not saturated, uniform and significant probe signal; probe signal above
background. A probe signal was considered as “well above background” if gBGSubSignal was greater
than 2.6 gBG_SD. To pass the filtering, a probe needed to pass all flag criteria for all replicates of at
least one experimental condition (Control, Water Deficit or Re-irrigation). After this data filtering, 33005
probes were available. To determine if there were genes differentially expressed between
experimental conditions, one-way ANOVA and Welch’'s t-test were performed with MeV software
(Saeed et al., 2003). Statistical tests were considered significant at ** P < 0.01. Benjamini-Hochberg’s
correction was used for false positive discovery. Average linkage hierarchical clustering analysis was
applied using Pearson correlation.

For CH3 microarray, data normalization, performed by Feature Extraction software, was used
to correct cyanine bias with the linear method: the mean signal of probes selected for quality criteria
(signal above background, non-outlier and whose ranks are similar between the two dyes) allowed the
normalization of all probes values. For each probe, Cy5/Cy3 log ratio was then calculated. Data
filtering was based on Feature Extraction flag criteria: non outlier population; not saturated, uniform
and significant Cy3 and Cy5 probe signal; Cy3 and Cy5 probe signal above background. A probe
signal was considered as “well above background” if g/rBGSubSignal was greater than 2.6 g/rBG_SD.
To pass the filtering, a probe needed to pass all flag criteria for all replicates of at least one
experimental condition (Control, Water Deficit or Re-irrigation). After this data filtering, 441214 probes
were available. To determine if there were sequences differentially methylated, a probe signal fold
change of 2 between at least 2 experimental conditions was chosen as a threshold. To reduce the
number of false positive, additional filtering criteria were used: probes with mean signal between
experimental conditions below 5% mean signal of total probes were eliminated; per condition and per
dye, probes with signal below 10% mean signal of total probes were also eliminated. Probes needed a
GC content comprised between 20% and 80% and a T, comprised between 60°C and 85°C. Finally,
when focusing on genes and 0.5 kb upstream/downstream regions, only unique probes (matching with

one locus on v2.0 P. trichocarpa genome with an identity threshold of 50 nt out of 60) were selected.
Bioinformatic analyses

Differentially expressed or methylated genes were annotated using the Gene Ontology class

enrichment produced with AgriGO software (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php). Analysis

of repeats content was performed with the RepeatMasker database using A. thaliana as DNA sources

(http://www.repeatmasker.org/).  Poplar genomic data were used from Phytozome

(http://www.phytozome.net/poplar.php; (Tuskan et al., 2006)) for genomic data and from PopGenlE



http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php
http://www.repeatmasker.org/
http://www.phytozome.net/poplar.php

Chapitre 3 : Caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)

http://www.popgenie.org/) for methylome data (Lafon-Placette et al. in press). For all these softwares,

default parameters were applied.
Quantitative PCR (En cours avec IMAXIO)

Approximately 500 ng of total RNA were reverse transcribed using High capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Constitutively expressed genes encoding
respectively a tubulin and an actin, POPTR_0001s25410 and POPTR_0019s02630, were used as
internal standards to normalize the amount of mRNA in PCR reaction according to (Trap-Gentil et al.,
2011). POPTR_0001s35160 amplification was also used to confirm that there was no genomic DNA
contamination since primers were designed on a coding sequence containing a short intron (209 bp).
Furthermore, a control without reverse transcriptase during the cDNA synthesis was performed to
confirm the absence of genomic DNA in all the total RNAs preparations. Primers for PCR were

designed with eprimer3 software (http://mobyle.pasteur.fr/cqgi-

bin/MobylePortal/portal.py?form=eprimer3) and are listed in Table S1. Three biological and two

technical replicates will be performed for each gene and genotype.
Bisulfite sequencing (En cours)

Bisulfite treatment, which results in the conversion of unmethylated cytosines to uracils but does not
affect methylated cytosines, was used to determine the cytosine methylation status in CG, CHG, or
asymmetric CHH (H could be A, T, or C) contexts. Conversion was performed using Epitect bisulfite kit
(Qiagen, France) and 500 ng of genomic DNA according to manufacturer's recommendations.
Controls for bisulfite conversion efficiency and amplification as well as primers design, PCR and
sequencing procedures have been recently detailed (Trap-Gentil et al., 2011; Lafon-Placette et al (in
press) ). PCR products will be directly sequenced without any cloning step according to (Leakey et al.,
2008) and (Jiang et al., 2010). Direct quantification of cytosine methylation percentages for each
cytosine position (Leakey et al., 2008; Jiang et al., 2010) will be obtained from three biological and two
technical replicates for each gene and each genotype. Primers used for bisulfite sequencing are listed

in Table S1. Three biological and three technical replicates will be performed for each sequence.
Determination of DNA methylation percentages by HPLC

The global percentage of methylation of genomic DNA was determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC) using a Gemini™ column (150 x 4.6 mm, 5 ym; Phenomenex, Le Pecq,
France) and according to Gourcilleau et al. (2010). Controls for this procedure (RNA contamination
and confirmation by enzyme restriction analysis) were performed as described in Trap-Gentil et al.
(2011). The methylcytosine percentages were calculated using the formula %mC = [mC/(C + mC)] x
100, where ‘C’ represents 2_-deoxycytidine content and ‘mC’ 5-methyl-2_-deoxycytidine content.

Three independent analyses and three replicates were performed for each measurement

Statistical analyses
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Statistical analyses were performed using the SPSS statistical software package (SPSS version
11.0.1 PC, Chicago, lllinois, USA). Means are expressed with their standard error and compared by
analysis of variance [one-way ANOVA; general linear model (GLM) procedure]. Fraction effects on
mapping distribution were evaluated using the Chi square ()(2) homogeneity test. Relationships
between gene expression and DNA methylation were analyzed by linear regression analysis
[Pearson’s correlation coefficients (rp)]. Statistical tests were considered significant at * P < 0.05, ** P
<0.01 or *** P < 0.001.
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RESULTS
Physiological states in response to variations in water availability

Three ‘Carpaccio’ P. x euramericana hybrid populations of six clones were each submitted to different
water availability statuses during 14 days (Fig. 1a). The first population (control; Ctrl) was continuously
watered to field capacity. The second population (water deficit; WD) was submitted to a short (14
days) and moderate water deficit, with relative extractable water not going down under 20%. The third
population (water deficit and re-irrigation; WD-RI) was also placed under the same water deficit during
9 days and then re-irrigated, being fully watered for the 5 remaining days. Physiological monitoring of
these 3 populations showed that the water deficit induced a significant decrease in stomatal
conductance (Fig. 1b) and height growth rate (Fig. 1c) while full turgor osmotic potential as well as leaf
mass per area were significantly increased (Fig. 1d and e). In addition, neither leaf predawn water
potential nor net CO, assimilation of stressed plants differed from controls (data not shown). Stomatal
conductance and full turgor osmotic potential came back to the control level when plants were re-
irrigated after water deficit, while height growth rate and leaf mass per area did not. At the end of the
treatment, shoot apical meristems were isolated from the shoot apex of each plant and used for further
analyses. These data indicated that the three populations are in distinct physiological states and that

the water stress effects were moderate but significant.
Shoot Apical Meristem (SAM) transcriptomics in response to variations in water availability

SAM transcriptomic response to water availability was assessed with custom arrays (8x60K) designed
using the 45 033 v2.0 P. trichocarpa model transcripts (see Material and Methods). Probe design
(51 677; Table S2) and transcriptomics data are available in GEO database (dépdt dans GEO en
cours). Microarray transcript abundance data among the three experimental conditions were
independently validated by quantitative RT-PCR (qRT-PCR) for a sample of genes (Fig. S1 analyses
en cours). After data filtration and normalization (Fig. S2), 33 005 filtered probes (63.8% of designed
probes) were available for further study (Table S2). A hierarchical clustering performed on these
fitered probes gathered together the 3 biological replicates of the ‘water deficit’ condition while
Control’ and‘Re-irrigation’ conditions were mixed (Fig. 2a).

Using a fold change threshold of two, 1 488 probes were found among the 3 conditions and most of
them (1 260 probes with 675 probes specific to this conditions) was significantly different between
‘water deficit’ and ‘re-irrigation’ (Fig. 2b). According to one-way ANOVA analysis (P < 0.01), 1499
significant probes corresponding to 1 386 differentially expressed genes were identified (about 3% of
the P. trichocarpa model transcripts; Table S3). Among these differentially expressed genes, 6
clusters could be defined according to gene expression pattern between the three conditions (Pearson
hierarchical clustering, Fig. 3): one cluster was specifically up-regulated in ‘control’ (n°5), two in ‘water
stress’ (n°2 and 3), one in ‘re-irrigation’ (n°1), one in ‘control’ and ‘water deficit' (n°4) and one in
‘control’ and ‘re-irrigation’ (n°6). Over-represented functions were identified for 4 clusters (n°1, 3, 5 and
6) using GO annotation terms (Singular Enrichment Analysis; Fig. S3-6 and Fig. 3). Cluster 5 was

enriched in transcription factor encoding genes that were down-regulated in both water deficit and re-
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irrigation and played role in cell multiplication, leaf fate or flowering/meristem functioning (Fig. 3,
Fig.S7a and Table S4). In cluster 3, genes were upregulated during the water deficit and
downregulated after re-irrigation, exhibiting enrichment in protein tyrosine kinase or membrane
transport protein functions (Fig. S4 and Fig. 3). Cluster 2 with up-regulated genes in ‘water deficit’
condition displayed functions in transport and response to biotic/abiotic stimuli (Fig. 3 and Fig. S7b).
Some of them still exhibited up-regulation in ‘re-irrigation’ condition. Cluster 1 with genes
overexpressed during re-irrigation preferentially encoded sulfotransferases and oxydoreductases (Fig.
S3 and Fig. 3).

Genes with expression specifically affected by the water deficit (identified by Welch’s t-test at P < 0.01
between control and water deficit condition) were compared for their transcriptional pattern in mature
leaves from the same experimental system (Bogeat-Triboulot et al., unpublished data; GEO accession
number: GSE17226; Fig. S8). Hierarchical clustering gathered samples by organ and in a second time
by environmental condition. Only 10 differentially expressed genes between control and water deficit
were common to shoot apex and mature leaves experiments (Welch’s t-test at P < 0.01) but with well-
known drought-responsive genes like DREB or Aquaporin encoding genes (Table S5). Altogether, our
data showed that shoot apical meristem displayed tissue-specific patterns of gene expression under
each water availability condition, the ‘re-irrigation’ condition being not only an intermediate state

between control and water deficit but rather a third transcriptomic situation.

Genomic features of SAM DNA methylation changes in response to variations in water

availability

Methylome response to water availability was assessed with custom arrays (1M) using a MeDIP
microarray approach. Arrays were designed based on v2.0 P. trichocarpa genomic dataset (see
Material and Methods). Probe design (988 544 probes, Table S2) and methylome data are available in
GEO database (dépdt dans GEO en cours). Microarray methylation enrichment data among the three
experimental conditions were independently validated by bisulfite sequencing for a sample of genes
(Fig. S9 analyses en cours). After data filtration and normalization, 441 214 filtered probes (44.6% of
designed probes) were available for further study (Table S2). A hierarchical clustering performed on
filtered probes gathered together ‘Control’ and ‘Water Deficit’ conditions while ‘Re-irrigation’ remained
as an out-group (Fig. 4a). Using a fold change threshold of two, 270 064 differential probes were
identified (27.3% of total probes; Table S2), with most of them (268 389) involving the ‘re-irrigation’
condition (Fig. 4b). Microarray DNA methylation data were mapped on v2.0 P. trichocarpa genome
scaffolds for the 3 experimental conditions, as well as genes, repeats and sRNAs densities (scaffold
19 as an example in Fig. 5a). ‘Control' and ‘water deficit' conditions were strongly methylated in
pericentromeric repeat-rich regions as well as in sSRNA-rich loci and displayed strong DNA methylation
variations in gene-rich regions. Globally, water deficit condition was associated with a lower
methylation level mostly in gene-rich regions while hypermethylation affected few regions, mostly
repeat-rich loci compared to control condition. The ’re-irrigation’ condition had a distinct pattern of
methylation with weak DNA methylation variations within scaffold and globally higher level of

methylation compared the two other conditions. HPLC global DNA methylation measurement
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confirmed these global mappings and particularly the hypermethylated state of the ‘re-irrigation’
condition (40% for Ctrl, 32% for WD and 51% for WD-RI; Fig. 5b). Moreover, mean probes methylation
signal (-1.11 for Ctrl, -1.51 for WD and -0.11 for WD-RI) paralleled global DNA methylation levels
between water treatments. Methylome changes between the 3 conditions affected both genic and
intergenic regions with near 28% of designed probes being differentially methylated (Fig. 6a). Among
intergenic regions, repeated sequences being the most reworked by DNA methylation were DNA
transposons (Fig. 6b). Genic regions mapped by differentially methylated probes corresponded to 16
330 genes (2.5% of poplar gene models) belonging to a broad range of functions (Table S6, Fig. S10).
Within gene-related loci, a higher percentage of significant probes was found in gene body (3 times
more) than the 0.5 kb neighboring 5" and 3’ parts (Fig. 6a and 6c¢). The internal part of the gene-body
was associated to the maximum of significant methylation changes. Nevertheless, promoters
containing water deficit related element (DRE and ABRE) as well as pathogen responsive element
(GCC box) were preferentially affected by DNA methylation changes (Fig. 6d). ABRE elements were
the most modified motif during water deficit. Gene body and flanking regions were strongly targeted by
DNA methylation reworking after re-irrigation, resulting in hypermethylation for the majority of genes
(Fig. 6¢c,d and 7). Among these differentially methylated gene regions, several clusters could be
defined according to the patterns between the three conditions (Pearson hierarchical clustering, Fig.
7). One large cluster showed hypermethylation in ‘re-irrigation’ and ‘control’ (with a lower level
however). Genes exhibiting this pattern in 5’ flanking part were involved in gene expression while
those showing this profile in their body and 3’ parts had function in ubiquitin related protein catabolism.
One small cluster was hypermethylated in ‘water stress’ and ‘re-irrigation’ and one hyper-methylated in
‘re-irrigation’ only. In 5 and 3’ parts, an additional cluster was defined with hypermethylation in the
three conditions.

Altogether, our data showed that shoot apical meristem displayed, under each water availability
condition, specific patterns of DNA methylation particularly on gene-body and promoters containing

water deficit related elements, the ‘re-irrigation’ condition being hyper-methylated.
DNA methylation reworking and gene expression

Genes expressed in at least one experimental condition were compared to non expressed genes for
their DNA methylation changes depending on the gene parts (5, 3’ and gene body; Fig. 8). The most
significant difference was found for gene body with 60% of expressed genes being differentially
methylated versus 41% for non-expressed genes (Fig. 8). Genes differentially expressed between the
three experimental conditions were affected by DNA methylation changes in similar proportions than
expressed genes (data not shown).

Using the transcriptomic clustering for differentially expressed genes, no clear clustering could be
observed for the DNA methylation patterns in upstream and downstream regions as well as in gene
body (Fig. S11). Genic regions were globally hypermethylated in the ‘re-irrigation’ condition,
hypomethylated in the water deficit one and intermediate in the control condition. However, the
transcriptomic clusters 4 and 5 (Fig. 3), defined by up-regulated in control condition displayed slightly

higher gene-body DNA methylation compared with genes from other clusters in this condition (Fig.
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S11). Correlations between transcriptomic and methylation data were tested in all conditions (Table
S7-8). Water deficit transcriptome was negatively correlated to control and re-irrigation one (r, = -0.251
at P=5.10"** and r,=-0.514 at P = 0) while DNA methylation levels were strongly correlated between
conditions within each gene part (5°, body or 3’; Table S7). Each genic region was reworked by DNA
methylation independently from other parts according to low correlations observed (Table S8). A
positive significant one was detected in gene body between methylome and transcriptome levels for
control condition (r, = 0.154 at P = 3.10'73) while a negative correlation was observed for re-irrigation
(r, =-0.094 at P = 8.10'28). Very low correlations were found between methylome and transcriptome
variations (Table S8).

Finally, 839 differentially expressed and methylated genes representing 60.5% of differentially
expressed genes and 5.1% of differentially methylated genes were identified and showed over
representing of transcription factor function (Fig. S12). Using more stringent thresholds, a set of 36
genes was identified and 21 of them displayed annotation in Arabidopsis (Tables 1). Several functions
were represented, and particularly 8 genes (38%) playing roles in phytohormone signaling during
environmental stimuli: DIR1 (lipid signaling in Systemic Acquired Resistance), RDR1 (control of
jasmonate and other phytohormones during insect attack), 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase
family protein (metabolism of steroid hormones), PRT1 (protein degradation in signaling of
phytohormones response or environmental adaptation), EXL5 (brassinosteroid responsive genes and
growth regulation), ABA DEFICIENT 2 (ABA metabolism), ERF023 (ethylene responsive transcription
factor) and HYDROXYJASMONATE SULFOTRANSFERASE 2A (Jasmonate metabolism) (Table 1).
Altogether, our data showed that DNA methylation reworking in response to variations of water
availability could not be related alone to the transcriptomic changes (quantitative as well as qualitative)
and vice et versa even if some significant correlations could be found between the two variables.
Nevertheless, most of the differentially expressed genes were modified for their DNA methylation
state, particularly genes involved in phytohormone signaling during environmental stimuli and thus

possibly participating to the phenotypic plasticity.

Epigenetic control of a SULFOTRANSFERASE (SOT) gene cluster involved in brassinosteroid

metabolism in response to variations in water availability

Sulfotransferase encoding genes were over-represented in up-regulated genes after re-irrigation and
were found among the 36 differentially expressed and methylated genes (cluster 1; Fig. 3; Table ).
Identification of sulfotransferase encoding genes (blast analysis) in P. trichocarpa v2.0 genome
revealed three main clusters: one localized on scaffold 3 with 13 genes, one on scaffold 11 with 9
genes and a minor cluster was found on scaffold 1 with 3 genes (Fig. S13a). Most of the genes from
scaffolds 1 and 3 had significant and similar expression patterns, being up-regulated after re-irrigation,
while differentially expressed genes from scaffold 11 had opposite behavior with up-regulation after
water deficit and down-regulation after re-irrigation (Fig. 9a-c). All the differentially expressed genes
from scaffolds 1 and 3 clusters, and to a lower extend from scaffold 11 cluster, were also differentially
methylated in their body while unaffected genes for their expression were differentially methylated in

their promoter or not affected by DNA methylation changes (Fig. 9d-f). According to a phylogenetic
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analysis based on the active site conserved protein region and using all P. trichocarpa and A. thaliana
sulfotransferase sequences, strong similarities were found between P. trichocarpa scaffolds 1 and 3
cluster genes and characterized (AT2G03760 and AT2G14920) or putative A. thaliana brassinosteroid
sulfotransferases, while scaffold 11 cluster genes were related to AT1G74090, AT1G74100 and
AT1G18590, annotated as desulfoglucosinolate sulfotransferases encoding genes (Fig. S14b,c). In
addition, the expression of other genes involved in the brassinosteroid homeostasis and biosynthesis
displayed opposite patterns of expression between the water deficit and the re-irrigation conditions
(Fig. S15). Altogether, our data proposed that distinct clusters of SOT are epigenetically and

transcriptionally controlled during changes in water availability and depending on their substrates.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Water deficit/rewatering cycle characterization. (a) Monitoring of the soil relative
extractable water (REW) during the 14 days experiment for control (Ctrl), water deficit (WD) and
rewatering after water deficit (WD-RI) conditions. For details see Material and Methods. Stomatal
conductance (b), height growth rate (c), full turgor osmotic potential (d) and leaf mass per area (e) for
Populus deltoides x P. nigra ‘Carpaccio’ genotype were measured for each water condition at the end
of the experiment. Values are means + SE (n = 6). Values marked with different letters are significantly

different between water treatments (P < 0.05) as determined by one-way ANOVA.

Figure 2. Shoot apical meristem transcriptomic characterization of samples. (a) Hierarchical
clustering of samples based on transcriptomics values of all probes. For control (Ctrl), water deficit
(WD) and rewatering after water deficit (WD-RI) conditions, three biological replicates were studied
and numbered from 1 to 3. (b) Venn diagram showing the number of differential probes (determined by

Fold Change > |2|) between each condition.

Figure 3. Heatmap representation of differentially expressed genes between control, water
deficit and rewatering conditions. Criterion for differential expression is a significant difference
among the three conditions as determined by one-way ANOVA analysis with P < 0.01. Pearson
hierarchical clustering was performed with TigerMeV.4.8.1 software. GO terms that are significantly
enriched within each gene cluster are displayed (SEA analysis with P < 0.01 except for the fourth

cluster where P < 0.05 was chosen).

Figure 4. Shoot apical meristem methylome characterization of samples. (a) Hierarchical
clustering of samples based on total methylome values of all probes. Control (Ctrl), water deficit (WD)
and rewatering after water deficit (WD-RI) samples are each a pool of three biological replicates. (b)
Venn diagram showing the number of differential probes (determined by Fold Change > |2|) between

each condition.

Figure 5. Genomic features of DNA methylation changes in shoot apical meristem. (a)
Distribution of DNA methylation level in control (Ctrl), water deficit (WD) and rewatering after water
deficit (WD-RI) samples in v2.0 P. trichocarpa genome scaffold 19 as well as mapping of repeats,
genes and sRNA densities, obtained from PopGenlE database (http://www.popgenie.org/; Klevebring
et al.,, 2009). (b) Global DNA methylation level in SAM for the three conditions, as determined by
HPLC analyses. Values are means + SE (n = 4). Values marked with different letters are significantly

different between water treatments (P < 0.05) as determined by one-way ANOVA.

Figure 6. Features of loci affected by DNA methylation reworking in shoot apical meristem.
Except for (b), values are expressed as a percentage of significantly different probes between water
treatments (Fold Change > |2|) compared with total number of designed probes for each locus
category. (a) Values are given for genic (gene body + 500 bp flanking regions) and intergenic regions,
gene body and 500 bp flanking regions. (b) Values are a ratio between repeat content in significantly

different probes and repeat content in total designed probes. Repeat detection was performed with
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RepeatMasker on all probes sequence gathered in one. (c) Distribution of DNA methylation changes
within “genic regions” from (a) is detailed. Changes are given for water deficit (WD) vs. control (Ctrl)
comparison, rewatering after water deficit (WD-RI) vs. WD and WD-RI vs. Ctrl. (d) Values are given for
all promoters that contain probes (“genome”) or promoters with ABA Responsive Element (ABRE),
GCC box, Dehydration Responsive Element (DRE), box S, Metal Responsive Element (MRE) or Light
Responsive Element (LRE) motives. ABRE sequence: C/TACGTGGC (Choi et al., 2000); GCC box
sequence: AGCCGCC (Rushton et al., 2002); DRE sequence: CCGAC (Kiltz & Csonka, 1999); box S
sequence: AGCCACC (Rushton et al., 2002); MRE sequence: TGCAGGC (Ql et al., 2007); LRE
sequence: ATGATAAGG (Grob & Stuber, 1987).

Figure 7. Heatmap representation of differentially methylated gene parts between control (Ctrl),
water deficit (WD) and rewatering (WD-RI) conditions. Gene parts are (a) 0.5 kb upstream region,
(b) gene body, (c) 0.5 kb downstream region. The number of concerned genes is indicated for each
gene part. Probes were differentially methylated according to fold change value between at least two
conditions (Fold Change > |10|). Pearson hierarchical clustering was performed with TigerMeV.4.8.1
software. GO terms that are significantly enriched within each gene cluster are displayed (SEA

analysis with P < 0.01).

Figure 8. Difference in DNA methylation reworking between expressed and non expressed
genes. “Expressed genes” correspond to filtered probes with a signal above background for at least
one condition while “non expressed genes” probes had signal below background for the three
conditions. Percentage of genes with DNA methylation changes (Fold Change > |2| between at least
two conditions) in each part are displayed. “Upstream” and “downstream” are 0.5 kb flanking regions in

5’ and 3’ respectively.

Figure 9. DNA methylation and expression changes in response to variations in water
availability for three SULFOTRANSFERASE genes clusters. Normalized expression log values are
shown in control (Ctrl), water deficit (WD) and water deficit followed by rewatering (WD-RI) conditions
for differentially expressed genes (one-way ANOVA, Figure 2) in scaffold 1 cluster (a), scaffold 3
cluster (b) and scaffold 11 cluster (c). Means are given with their standard errors (n = 3; biological
triplicates). Genomic view of DNA methylation variations between rewatering and water deficit
conditions (RIlvsWD) or between water deficit and control conditions (WDvsCtrl) are shown for scaffold
1 cluster (d), scaffold 3 cluster (e) and scaffold 11 cluster (f). Arrows represent 60-mers microarray
probes and are given with their fold change value. Only significantly different probes are shown (Fold
Change > |2|). No significantly different probes between water deficit and control conditions could be
found in scaffold 1 and 3 gene clusters. When existing, probes were separated in hypomethylated or

hypermethylated probes according to their Fold Change values.

SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1. gPCR verification results. En cours
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Figure S2. Box plot distribution of normalized expression values for each biological sample.
Ctrl, Control; WD, water deficit; WD-RI, water deficit/rewatering condition. The biological triplicates are

arbitrary number from 1 to 3.

Figure S3. Enriched GO molecular functions in differentially expressed genes between
‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions (expression cluster 1). Singular
Enrichment Analysis (SEA) for differentially expressed genes from expression cluster 1 (see Figure 3)
was performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical
image containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into
ten levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted
p-value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information
includes: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list

and v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S4. Enriched GO molecular functions in differentially expressed genes between
‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions (expression cluster 3). Singular
Enrichment Analysis (SEA) for differentially expressed genes from expression cluster 3 (see Figure 3)
was performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical
image containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into
ten levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted
p-value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information
includes: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list

and v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S5. Enriched GO molecular functions in differentially expressed genes between
‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions (expression cluster 5). Singular
Enrichment Analysis (SEA) for differentially expressed genes from expression cluster 5 (see Figure 3)
was performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical
image containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into
ten levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted
p-value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information
includes: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list

and v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S6. Enriched GO molecular functions in differentially expressed genes between
‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions (expression cluster 6). Singular
Enrichment Analysis (SEA) for differentially expressed genes from expression cluster 6 (see Figure 3)
was performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical
image containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into
ten levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted

p-value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information
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includes: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list

and v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S7. Functions of genes whose expression was impacted during water deficit and
remained altered after rewatering. Upregulated and downregulated genes corresponds to
expression clusters 2 and 5 as shown in Figure 3. (a) Transcription factors encoding genes
downregulated during water deficit and rewatering. The role of these genes was classified according to
homologous Arabidopsis gene function (detailed in Table S4). (b) Enriched functions in genes
upregulated during water deficit and rewatering. GO terms determination was performed with
Classification SuperViewer tool (http://bar.utoronto.ca/) using Arabidopsis homologous genes
according to v2.0 P. trichocarpa annotation. The values shown here are a ratio between GO terms
abundance in upregulated genes from expression cluster 2 (Figure 3) and total P. trichocarpa v2.0

genome. Thus, a value higher than 1 means enrichment towards genome and vice versa.

Figure S8. Heatmap representation of differentially expressed genes between control and water
deficit in shoot apical meristem and mature leaves. Genes showed are those differentially
expressed between control and water deficit in shoot apical meristem (‘Carpaccio’ P. x euramericana
genotype). Mature leaves transcriptomic data were generated from the same experimental system in
‘Carpaccio’ and ‘Soligo’ P. x euramericana genotypes (Bogeat-Triboulot et al., unpublished data; GEO
accession number: GSE17226). Criterion for differential expression is a significant difference between
control and water deficit conditions as determined by Welsch'’s t-test (P < 0.01). Pearson hierarchical

clustering was performed with TigerMeV.4.8.1 software.
Figure S9. Bisulfite sequencing verification results. En cours

Figure $10. Enriched GO biological processes in differentially methylated genes between
‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions. Singular Enrichment Analysis
(SEA) for differentially methylated genes in 5°, 3’ and/or body parts between at least two conditions
was performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical
image containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into
ten levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted
p-value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information
includes: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list

and v2.0 genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S11. Heatmap representation of differentially expressed and methylated genes between
control, water deficit and rewatering conditions. Criterion for differential expression is a significant
difference among the three conditions as determined by one-way ANOVA analysis with P < 0.01. For
DNA methylation, gene parts are 0.5 kb upstream region, gene body, 0.5 kb downstream region.
Probes were differentially methylated according to fold change value between at least two conditions
(Fold Change > |2|). For each gene part, gene order was the one defined by Pearson hierarchical

clustering based on gene expression pattern in Figure 3.
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Figure S12. Enriched GO molecular functions in differentially methylated and expressed genes
between ‘control’, ‘water deficit’ and ‘water deficit/rewatering’ conditions. Singular Enrichment
Analysis (SEA) for differentially methylated and expressed genes between at least two conditions was
performed towards complete v2.0 genome on agriGO website. The graphic is a GO hieratical image
containing all statistically significant GO molecular function terms. Significance is classified into ten
levels which are associated with corresponding specific colors. The smaller of the term's adjusted p-
value, the more significant statistically. Inside the box of the significant terms, the information includes:
GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and v2.0
genome, and total number of query list and v2.0 genome.

Figure S13. In silico characterization of the three genomic clusters of SULFOTRANSFERASE
genes in P. trichocarpa. (a) Localization of the three main clusters in v2.0 P. trichocarpa scaffolds.
(b) Clustalww alignement using conserved active site of all A. thaliana and P. trichocarpa
sulfotransferase proteins, performed with Jalview (www.jalview.org). Proteins missing this active site
were not selected for this alignement. (¢) Cladogram of the same proteins based on the conserved

active site protein sequence.

Figure S14. Upregulated and downregulated genes involved in brassinosteroid (BR)
biosynthesis and homeostasis in response to variations in water availability. Model for BR
biosynthesis and homeostasis in Arabidopsis proposed by Choudhary et al. (2012). Poplar genes
homologous to Arabidopsis ones were defined according to P. trichocarpa v2.0 annotation.
Differentially expressed genes were determined but Welsch’s t-test between two conditions (P < 0.01).
Ctrl, control; WD, water deficit; WD-RI, water deficit followed by rewatering. DWF4 (DWARF4)
catalyzes the conversion of CN to 6-oxocampestanol (6-Oxo-CN); DWF4 brings conversion of
campestanol (CN) and 6-Oxo-CN to 6-deoxocathasterone (dCT) and cathasterone (CT). DWF4 is
under positive regulation of the TCP1 (TEOSINTE BRANCHED 1, CYCLOIDEA and PCF1). Auxin
(Aux)-induced transport of BRX (BREVIS RADIX) to the nucleus also promotes CPD and DWF4
expression. Sulfonation of brassinolide (BL), castasterone (CS) and 24-epibrassinosteroids (24-epiBR)
by Arabidopsis sulfotransferases (AtST), namely AtST4a and AtST1, renders BRs nonfunctional. bri1-
5 ENHANCED 1 (BEN1) encodes a protein reducing the synthesis of active BRs by competing with BL

and CS precursors for the active site on BR biosynthesis enzymes.
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qPCR: results

Figure S1
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Bisulfite:
DNA methylation levels

Figure S9
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Table S$1. qPCR and bisulfite primers (Excel file)
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Table S2. Microarray probes summary. Adilent custom array design was used both for
expression and DMA methylation detection (see Material and Meth ods). Tiwo criteria were Lsed
to detect differentially expressed genes (one-way ANOWA analysis with F < 001 and Fold

Change threshold of 2). For some genes, several probes were designed to allow a distinction
between highly homaologous sequences.

Designed Filtered - -
Probetype probes probes Significant probes Significant genes
. 1459 1483
Expression 1677 313004 (ANCVA)  (Fald change) 1386 (ANCWA)
Methylation | 935544 441214 270064 16330

TableS2
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Table S3. Differentially expressed genes (Excel file). Criterion for
differential expression is a significant difference among the three
conditions as determined by one-way ANOVA analysis with P < 0.01.
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Table S4. Downregulated transcription factors encoding genes both during water deficit and

after rewatering

P.trichocarpav2.0 Phytozome P. trichocarpa | Arabidopsis

gene

POPTR_0001538120

POPTR_0002515430

POPTR_00055127450
POPTR_0005525240

FOPTR_0006s11630

POPTR_0007 201330

POPTR_0009s02020

FOPTR_0010s24500

FOPTR_0013515330

POPTR_0014=067450

FOPTR_0014=08020

POPTR_0014512730

FOPTR_001 606560

FOPTR_0018s08110

POPTR_001 0519630

annotation

F+PHB.2; similarto
PHABLILOSA

PtpRRT; Myb-like DINA-
hinding domain

hZIP transcriptionfactor
MA

gitnilartotranscription
activator GREL4

DDT domain

P-ARF10.1; similarta

Auxinresponse factar 10

MA

CWi-type Zinc Finger

QLG

Transcription mediator
complex subanith ed1 2

Pt-LD.2; similarta
LUMINIDEFENDENS

CCAAT-hinding

transcription factor {CBF-

BIMF-YA) subunitB

PEHB.5;

similartao Paxneb protein-

related

Arabidopsis annotation
homolog

DominantPHB mutations cause transformation of ahaxial leaf fates
into adaxial leaf fates. Encodes a member of HD-Zip family which
containshomeodomain-leucine zipper domains and domain similarto
amammalian steral hinding domain. Has overlapping functions with
PHAWOLUTA, REVOLUTA and COROMA,

Encodesa pollen-specifictranscription factor involied inthe
expression of nucleargenesfar components of mitochandrial compplex
linArabidopsis. Actsin concertwith other type-B ARRs inthe
cytokinin sighaling pathway . AHKZ mediates cytokinin-induced
nhospharylation of ARRZ onthe Asp-80 residue. This phosphoarylation
nlaysa positive role of ARR2 in oytokinin-mediated cantrol of leaf
longewvity.
memherof agene family encoding basic leucine zipper proteins
(GBFs)whichbindthe G-box
hasic helix-loop-helik ¢hHLH) DMNA-hinding supetfamily protain
Growth regulating factor encoding transcription activator. One ofthe
nine membersof a GRF gene family, containing nuclear targeting
damain. Mutantsresultin smallerleavesindicating the role ofthe
geneinleaf development. Expressedin root, shootand flower.
Homeaodamain-like transcriptional regulator
Involved inroot cap cell differentiation. Mutant plants exhibit
developmental defectsinleaves, flowers and siliques. the serrated-
and narrowe-leaf mutant phenotypes are associated with the transoene
insert. Plants display vellowish cauline leavesand sepals. Flowers
have contorted and elongated petals and produce twisted siliques.
During sensu stricto germination and post-germination, seedsand
plantsare hypersensitive to ABA ina dose-dependentmanner.
hiIF protein
HE12 is a member of a novel family of B2 domain proteinswith a
sequence similartothe ERF-associated amphiphilic repression (EAR)
motif. It functions asan active reprassor of the Spo minimal promoter
{derivedfram a gene for sweet potato sporamin A1) through the EAR
motif. It containg a plant-specific B3 DMA-hinding domain. The
Arahidopsis gename contains 42 geneswith B3 domainswhich could
be classified inta three familiesthat are represented by ABI3, ARF1
and BAV1. HEIZ belongsto the ABI3 family. It iz expressed at similar
levelsin all organs. Treatmentwith 6% sucrose showed a slight
increaseintranscriptlevels after 24 h. Mo changeswere observed
aftertreatmentwith 50ph ABA. It islocalized inthe nucleusvia a
nuclearlocalization sequence located inthe fourth conserved region
ofthe C-terminal B3 domain.

Growth regulating factor encoding transcription activator. One ofthe
nine membersof a GRF gene family, containing nuclear targeting
domain. Involvedin leaf developrment.

Encodesthe Arahidopsishomolog ofthe transcriptional requlatar
MED12, is dynamically expressed during embryogenesis and
regulates both developmentaltiming and the radial pattern formation.
Invalvedin flowering time. The mutantenhancesthe expression of the
flowering time (FTigene. A knockoot mutant of this gene showed late-
flowering phenotype.

Encodesa nuclearlocalized proteinwith similarity to transcriptional
AT4G02560 regulators. Recessive mutants are [ate flowering. Expression of LFY is

reducedin LD mutants.

AT2G34T10

ATAGT1E110

AT4G3IETI0
AT1G2TERD

AT2G36400

ATAG44180

AT2G283450

ATaG04340

AT2G30470

AT2G45480

AT4G00450

ATEG06510 "nuclearfactory, subunitA10" (NF-YATD)
memhberof homeodomain-leucine Zipperfamily, acting aza
AT4E32880 differentiation-prormoting transcription factar af the wascular
meristermns.
ATIGEI1220 A
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variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)

Table S5. Genes differentially expressed between control and water deficit conditions both in apex and
leaves of P. x euramericana ‘Carpaccio’ hybrid. Welsch ttest was used to identify differentially expressed
genes with P < 0.01 . Common genes to comparison in apex (this study) and mature leaves (Bogeat-Triboulot
et al,, unpublisheddata; GEO accessionnumber GSE17226) are displayed

Arabidopsis

P.trichocarpav2.0gene P orichocarpaannotation homolog Arabidopsis annotation
POPTR_0001s10040 Reticulon family protein AT1GE4090 RTMLB3{RETICULAN LIKEPROTEINB3)
POPTR 0003506520 Saodiu 3._35::.4 exchanger AT1G54115 ATCCX4 (CATION CALCIUM EXCHAMNGER 4, .O_Oxﬁ“ Involved in cation (Na
= protein and K} homeostasis
POPTR_0004s02530 Protein tyrosine kinsse AT4G23180 CRK10 (CYSTEINE-RICH RLK (RE Dm_.u.ﬂDm._.:.nm PROTEIN KINASE) 10);
Encodes a receptor-like protein kinase

Sugar(and other) ESL1 (ERD (EARLY RESPONSE TO DEHYDRATION) SIX-LIKE 1), Encodes

POPTR_0005s03320 transporer AT1G08920 atransporerformoncsaccharides
Pt-DREB2.5; similarto . .
POPTR_0006s10510 Deh ydration responsive AT2G40340 DREB2C;Encodes a DREB m:_u_m__._.n_q .p.m. of ERF/AP2 transcription factor
element binding protein 2E family protein
(DREBZ2E protein)
T ARP4 (ACTIN-RELATEDPROTEIMN 4); Memberof nuclear ARP family of
POPTR_0012s05840 _u_TM__M W.M._.Nmm“ﬂunm_mﬂmb_%._m._z AT1G18450 genes. Component of chromatin remodeling complexes, involved in
chromatin-mediated gene regulation
JAZ3 (JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 3); JAZs are direct targets of
POPTR_D015s04880 NA AT3G17880 the SCFCOI1 E3 ubiquitin-ligase and JAtreatmentinduces their proteasome-
mediated degradation

POPTR_0018s10780 E.q__um.mm similarto AT2G36830 TIP1:1 _u.n.zo_"._.h,m._‘_zﬁm_zgﬂ PROTEIN 1:1); tonoplastintrinsic protein,

Aguaporin TIP1,2 which functions as waterchannel

similarto oxidoreductase N-
POPTR_D017s02250 terminal domain-containing AT1G66130 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
protein

POPTR_0018501990 Calcineurin-like AT5G34850 PAPZ26 (PURPLE ACID PHOSPHATASE 26), dual-targeted purple acid

phosphoesterase

phosphatase isozyme AIPAP28. Involved in phosphate metabolism
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Table $6. Differentially methylated genes (Excel file). Given values
are fold changes between control (Ctrl), water deficit (WD) or re-
irrigation (WD-RI) conditions. A gene was defined as differentially
methylated if at least one of its part (5 or 3' 500 bp flanking regions,
body) displayed a fold change > |2| between two conditions.
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Table S7. Pearson correlations between DNA methylation and expression levels. DMNA
methylation levels were investigated in 500 bp upstream and downstream regions as well as gene
body WD-RI Rewatered samples; WD: water deficit sample; Ctrl: well watered sample. Significant
cormelationsat*~ = 0.05, ™= 001, ™ < 0.001 are indicated.

Expression level iz {upstreamy miz {gene hody) mC {downstream)
WD-RI wD ctl  WD-RI WD Ctl  WD-RI WD Ctdl  WD-RI WD ctrl
WD-RI 1 -0 5145 0097 0025 -0,0944% -0,029
Expression level WD 1 -0, 251 % 0,029 o014 o014
ctrd 1 0,008 015484+ 0,036*
WD-RI 1 05625 0609%* 0 1655 0,087+
mC {upstreamy WD 1 0,787 0,130 0,14g%+
ctrl 1 0,092 0,092
WD-RI 1 0,54 [ 753 [ 1264
i {genebody) WD 1 0 7E** 0,143
Ctrl 1 0,096**
WD-RI 1 0,551 0 G625
miC {downstreamy WD 1 0, 7ot

Ctrd

1
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Table S8. Pearson correlations between DNA methylation and expression changes. DNA methylation changes were
investigated in 500 bp upstream and downstream regions as well as gene body. WD-RI: Rewatered samples; WD water
deficit sample; Ctrl: well watered sample. Significant correlations at™F < 0.05, P < 001, ** P < 0.001 are indicated.

AmC (upstream) amC (gene bady) AmC [downstream) Aexpression
WD-RIvs WD WD-RivsCrrl WDwvsCwl WOD-RivsWD WOD-RiwsCrrl WDwsCtrl WD-RIvsWD WD-RivsCtrl WDvsCiri WD-RIvs WD WOD-RivsCtrl WD vs Ctrl
WD-RI vz WD 1 0453 -0 485" 0,032 0,051 003"
{u uﬂﬁnﬁ_ﬂu WD-Rivs Crl 1 0387 0.042" 0.032 ooty
WD vs Gl 1 0,004 0,052 {1,008
WD-Rlvs WD 1 0.442° 0, 4467 0,066+ -0,035"
(gemabody) WO-RIvs Cur 1 04087 0057 D01
WO vs Cirl 1 0,003 oo
WD-RI vs WD 1 0,547 0184 0,005
Eaiﬂﬁm.gé WD-RIvs Ctrl 1 D312 0,013
WD vs Carl 1 0,006
WD-RIvs WD 1 06370 1 464
fexpression WD-Rlvs Crrl 1 0 Q52+

WD vs Crl
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3. Discussion, limites et perspectives

Réponses du transcriptome et du méthylome dans le méristéme apical caulinaire a

des variations de la disponibilité en eau du sol

Afin de préciser le réle de la méthylation de I'ADN lors d’'une contrainte hydrique chez le
peuplier (Gourcilleau et al., 2010), il était nécessaire de caractériser les loci affectés par des
variations de méthylation de 'ADN et d’expression lors de fluctuations de la disponibilité en
eau du sol. A cette fin, le génotype ‘Carpaccio’ (P. deltoides x P. nigra) a été soumis a un
cycle de déficit hydrique/réarrosage. La réponse écophysiologique au déficit hydrique était
celle classiquement observée chez le peuplier lors de stress d’intensité modérée (Cohen et
al., 2010; Gourcilleau et al., 2010), a savoir une diminution de la conductance stomatique et
de la croissance notamment, sans altération du potentiel hydrique de base ni de
'assimilation nette de CO,. De maniére intéressante, aprés le réarrosage, certaines
variables écophysiologiques revenaient au niveau témoin (conductance stomatique,
ajustement osmotique des feuilles) alors que d’autres comme la vitesse de croissance ou la
masse foliaire spécifique restaient encore affectées comme chez les plantes sans
réarrosage. Ceci peut traduire des cinétiques différentes, certaines réponses
écophysiologiques ne nécessitant pas de modifications profondes de la morphologie de la
plante, étant rapides (conductance stomatique) alors que dautres, impliquant des
changements dans le programme développemental, étant plus longues a réagir aux

variations de I'environnement (morphogenése foliaire et croissance).

Les résultats de I'étude transcriptomique du méristeme apical suggérent également
cette idée puisque le profil d’expression des génes aprées réarrosage était plus complexe
gu'un simple retour au profil de condition hydrique non limitante, avec 481 génes
différentiellement exprimés entre ces deux conditions. De plus, une grande proportion de
genes était spécifiquement sur ou sous-exprimée aprés le réarrosage, montrant la spécificité
de cet état physiologique a I'échelle moléculaire. Cette particularité s’est retrouvée
également a I'échelle du méthylome, avec un niveau de méthylation globale plus important et
une distribution génomique treés différente comparée aux deux autres conditions. Les
variations d’expression de génes liées a la ré-irrigation, les plus importantes en terme
d’ampleur, accompagnaient ce méthylome, suggérant un fort remodelage chromatinien de
l'activité transcriptionnelle. Cependant, I'observation d’un fort niveau de méthylation de ’ADN
dans les chromosomes mitotiques chez le mais, plus particulierement en prophase et
métaphase (Yang et al., 2010), laisse penser a une forte activité mitotique des cellules du

méristéme apical lors du retour a des conditions hydriques non limitantes. Des observations
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cytologiques ou des mesures de l'index mitotique seraient nécessaires pour tester cette

hypothése.

En ce qui concerne l'effet du déficit hydrique, une hypométhylation de 'ADN dans les
cellules du méristtme apical caulinaire a été observée chez le génotype ‘Carpaccio’
(Populus deltoides % P. nigra), résultat similaire a celui obtenu lors d’une étude précédente
(Gourcilleau et al., 2010). Cette hypométhylation semble donc une réponse a une
sécheresse modérée caractéristique de ‘Carpaccio’, réponse présentant un caractéere
genotype-dépendant (Gourcilleau et al., 2010). De plus, elle est retrouvée essentiellement
dans les zones riches en génes. Une étude récente avait déja montré que les loci affectés
par des variations de méthylation lors d’'un stress salin étaient en majorité des corps de
genes chez le riz (Karan et al., 2012). Ainsi, contrairement a ce qui a pu étre suggéré chez
Arabidopsis (Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012), les variations de méthylation en réponse a
la sécheresse chez le peuplier ne semblent pas concentrées uniquement dans les zones

péricentromériques mais affectent de fagon significative des génes.

Plusieurs mécanismes moléculaires de réponse a la sécheresse sont déja bien
décrits chez les plantes (Seki et al, 2007, Des Marais & Juenger, 2010), mais
essentiellement dans la feuille et la racine voire a I'échelle de la plante entiére. Dans cette
étude, le méristéme apical a été étudié. L’expression de génes déja connus de la réponse a
la sécheresse était altérée suite aux variations de la disponibilité en eau, tels que des génes
codant pour des protéine sérine/thréonine kinases, impliqués dans la perception de signaux
(Ha et al., 2012), d’autres génes impliqués dans le catabolisme des protéines, processus
modifié lors d’'une sécheresse (Callis & Vierstra, 2000; Cho et al., 2008), ou encore des
genes codant des enzymes antioxydantes, jouant un réle dans la protection cellulaire contre
les formes actives de I'oxygeéne et la signalisation associée a ces molécules, a la fois lors
d’'une sécheresse mais aussi lors de la reprise de croissance aprés une réirrigation (Xu et
al., 2010; Filippou et al., 2011). De maniere plus intéressante, certains génes étaient inhibés
par le déficit hydrique et leur expression restait affectée aprés le réarrosage. Parmi eux, des
facteurs de transcription impliqués dans la morphogenése foliaire ou la multiplication
cellulaire chez Arabidopsis étaient fortement représentés, comme par exemple un
homologue de PHABULOSA, géne impliqué dans la taille du méristéeme apical caulinaire et
la polarité des feuilles chez Arabidopsis (Grigg et al., 2005). Aussi, le maintien dans le
méristéme apical du profil d’expression de ces génes aprés le déficit hydrique pourrait

expliquer en partie la reprise de croissance faible.

Une comparaison de la réponse transcriptomique a la sécheresse au sein du méme

génotype et du méme dispositif expérimental (Bogeat-Triboulot et al., unpublished data),
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entre méristtme apical et feuilles matures, a révélé qu'une faible proportion des génes
répondait de maniére commune a la sécheresse entre les deux organes (10 sur 1719 génes
identifiés par t-test dans le méristéme apical). L’utilisation de design de sondes différents (a
facon Agilent et version 2.0 des génes de P. frichocarpa dans notre étude vs design
Affymetrix et v1.1 pour les feuilles), de plateformes transcriptomiques et leurs normalisations
propres est une autre raison possible. Par ailleurs, 'expression de nhombreux génes dans le
méristéme apical, liés a son fonctionnement, a la morphogenése foliaire ou a la floraison a
été modifiée par les variations de disponibilité en eau du sol. Alors que les deux premiéres
fonctions semblent évidentes dans le cadre d’'une plasticité développementale en réponse au
stress, la modification de génes impliqués dans la floraison est surprenante. Néanmoins, le
déclenchement de la floraison a été observé en réponse a des stress environnementaux,

considéré comme un moyen d’y échapper pour les plantes (Des Marais & Juenger, 2010).

En outre, le réarrosage aprés un déficit hydrique a entrainé une large gamme de
variations du transcriptome et du méthylome dans le méristéme apical caulinaire. Alors qu’un
grand nombre de processus liés a la perception de signal ou au fonctionnement cellulaire
semble commun au méristéme apical caulinaire et les autres organes étudiés jusque-la, les
génes ayant une action dans le développement semblent impactés de maniére spécifique
dans le méristéme apical caulinaire. Cela confirmerait I'hnypothése de son réle dans la
plasticité phénotypique de la tige feuillée en réponse a des variations de la disponibilité en

eau du sol chez le peuplier.

Mise en évidence de relations entre transcription et méthylation des génes dans le

meéristéme apical caulinaire selon la disponibilité en eau du sol

Alors que plusieurs travaux ont démontré un role de la méthylation de 'ADN dans le controle
de la transcription de quelques génes en réponse a la sécheresse (Gonzalez et al., 2011;
Bilichak et al., 2012), peu d’études a l'échelle du génome sont disponibles a ce jour.
Néanmoins, une étude récente a montré que les variations de méthylation de I'’ADN en
réponse a un stress salin affectaient préférentiellement le corps des génes, impactant leur
expression (Karan et al., 2012). Dans l'étude présente, une corrélation positive chez le
génotype ‘Carpaccio’ (P. deltoides % P. nigra) a été montrée entre niveau de méthylation du
corps des génes et leur niveau d’expression en condition hydrique non limitante, corrélation
non détectée lors du déficit hydrique. De fagon intrigante, cette observation rappelle que
dans I'étude précédente (Gourcilleau et al., 2010), une corrélation positive entre niveau de
méthylation global de I'ADN dans I'apex caulinaire et production de biomasse avait été

trouvée en condition hydrique non limitante mais pas en condition de déficit hydrique faible.
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Une hypothése serait alors que les variations de méthylation de génes et de leur expression
pourraient expliquer les variations de production de biomasse observées. Une étude au
niveau de QTLs de production de biomasse chez le peuplier (Rae et al., 2007, 2009;
Monclus et al., 2012) serait ainsi intéressante a réaliser pour établir un lien concret entre

méthylation dans le corps des génes et la capacité de production de biomasse.

Néanmoins, le lien quantitatif mis en évidence entre variations de méthylation de
'ADN des génes et leur expression était faible et dépendant des conditions biologiques
étudiées. Cela est cohérent avec le grand nombre d’épimutations naturelles n’ayant pas de
conséquence sur le niveau de transcription de génes chez des lignées isogéniques
d’Arabidopsis (Schmitz et al., 2011; Becker et al.,, 2011). Cette absence de relation
quantitative a été constatée a de maintes reprises (Zhang et al., 2006; Vaughn et al., 2007),
suggérant un réle de la méthylation dans le fonctionnement de la transcription comme
I'épissage des introns ou I'élimination de sites cryptiques d’initiation dans le corps des génes
(Zilberman et al., 2007; Chodavarapu et al., 2010) plus que dans son activité quantitative.
Plus particulierement, la méthylation affectant préférentiellement 'ADN lié au nucléosome
(Chodavarapu et al., 2010), les variations de méthylation de '’ADN observées pourraient étre
indicatrices de la dynamique des nucléosomes (mouvement, occupation) lors de la
transcription (Schones et al., 2008; Gilchrist et al., 2010). Ceci expliquerait pourquoi les
genes exprimés sont fortement remodelés par la méthylation de 'ADN lors des variations de
disponibilité en eau du sol, possiblement sujets a une dynamique des nucléosomes
importante, alors que les genes non exprimés quelque soit la condition hydrique sont
beaucoup moins affectés par les variations de méthylation. Cette dynamique de
nucléosomes est également retrouvée au sein des éléments cis régulateurs et liée
directement a la fixation de facteurs de transcription (Zhang et al., 2012b). Dans ce contexte,
les variations de méthylation préférentiellement observées au niveau des éléments
régulateurs ABRE ou DRE sont cohérentes avec la mise en place d'une réponse
moléculaire, ABA dépendante et indépendante, lors de variations de disponibilité en eau

chez le peuplier (Des Marais & Juenger, 2010).

En conclusion, une corrélation positive entre niveau de méthylation du corps des
genes et niveau de leur expression a été trouvée en condition hydrique non limitante. Les
remaniements de la méthylation de 'ADN en réponse a des variations de la disponibilité en
eau ont affecté préférentiellement les génes exprimés dans les cellules du méristeme apical
chez le peuplier. Ces données laissent ainsi supposer un role de cette marque épigénétique
dans le contrdle de la transcription des génes dans le méristéme apical du peuplier et donc
potentiellement dans la plasticité phénotypique de la tige feuillée en réponse a la

sécheresse.



Chapitre 3 : Caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)



Chapitre 3 : Caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)

Un contréle épigénétique de génes impliqués dans le signal hormonal est mis en
évidence dans le méristéme apical caulinaire lors de variations de la disponibilité en

eau du sol.

Un nombre croissant de travaux tend a montrer que la réponse aux stress biotiques et
abiotiques fait intervenir des voies moléculaires interconnectées (Des Marais & Juenger,
2010; Chan, 2012). En effet, une majeure partie des génes impliqués dans la réponse a la
sécheresse répond également au froid ou au stress osmotique alors que certains génes
impliquées dans la réponse aux pathogénes sont induits par 'ABA (Chan, 2012). Dans
l'étude présente, la surexpression, lors du déficit hydrique, de RLK impliqués dans la
réponse aux pathogénes (comme RLK4 ; Du & Chen, 2000) ou encore le remaniement par la
méthylation de 'ADN d’éléments cis régulateurs liés au stress biotique (GCC box et box S ;
Rushton et al., 2002) en réponse aux variations de la disponibilité en eau indiquent cette
interconnexion. Confirmant cette idée, trois génes codant pour des sulfotransférases étaient
surexprimés lors du déficit hydrique. Les protéines codées par ces génes sont, d’aprés
comparaison du site actif des mémes enzymes chez Arabidopsis, impliquées dans la
biosynthése des glucosinolates, molécules impliquées notamment dans la défense des
plantes contre les agents biotiques (Klein et al., 2006). Ces molécules ont cependant un
spectre d’action beaucoup plus large, allant de la signalisation de stress abiotiques a la

modulation du signal auxine (Baskar et al., 2012).

L’interconnexion des voies de réponse aux stress biotiques et abiotiques est
intrinséque au développement des plantes, contrélé par les interactions entre plusieurs
phytohormones et leur dosage (Wolters & Jurgens, 2009). En effet, la réponse a la
sécheresse et au ré-arrosage a été montrée pour impliquer 'ABA, hormone clé de la
réponse aux stress abiotiques, mais aussi [I'éthylene, I'acide jasmonique, les
brassinostéroides, I'auxine ou encore les gibbérellines (Oono et al., 2003; Seki et al., 2007;
Wolters & Jurgens, 2009; Choudhary et al., 2012), hormones controlant également la
réponse aux stress biotiques. Dans la présente étude, sur les 21 génes annotés et
drastiquement affectés pour leur méthylation et expression lors des variations de disponibilité
en eau du sol, 8 dentre eux avaient un rbéle connu dans la réponse a différentes
phytohormones, suggérant bien que la réponse aux variations de la disponibilité en eau du
sol implique Tlinteraction de signaux hormonaux. Notre découverte majeure est qu’un
contréle épigénétique est impliqué. Par exemple, RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 1
(RDR1) était hypométhylé et surexprimé lors du déficit hydrique et hyperméthylé et inhibé
lors du réarrosage. Les mutants de tabac pour ce géne, impliqué dans le silencing via la
production de petits ARN, ont montré une hypersensibilité & des attaques d’insectes liée a

une faible production d’acide jasmonique mais a une augmentation de la concentration
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d’éthylene en réponse au stress, elles-mémes provoquées par la dérégulation de génes
ciblés par RDR1 (Pandey et al., 2008). La surexpression de ce géne lors du déficit hydrique
suggére donc un contréle positif et négatif respectivement de la production d’acide
jasmonique et d’éthylene. Dans cette idée, l'inhibition de RDR7 lors du réarrosage est
cohérente avec la surexpression d’'un géne codant un facteur de réponse a I'éthyléne,
ERF023, également hyperméthylé lors du réarrosage. Ce résultat est en accord avec le réle
déja suggéré de I'éthyléne dans la reprise de croissance lors d’'un réarrosage aprés un déficit
hydrique, et ce dans plusieurs études dont 'une chez le peuplier (Oono et al., 2003; Berta et
al., 2010).

Enfin, les brassinostéroides ont été impliqués dans la réponse a la sécheresse,
induisant la biosynthése de 'ABA ou activant directement des génes induits par 'ABA
(Choudhary et al.,, 2012). Les résultats de I'étude présente ont mis en évidence qu’'une
famille de génes, codant des sulfotransférases dont les substrats putatifs sont des
brassinostéroides, était fortement exprimée et méthylée lors de la ré-irrigation. La sulfonation
des brassinostéroides par ces enzymes a été montrée pour désactiver ces phytohormones
(Rouleau et al., 1999; Marsolais et al., 2007). Cette modification chimique, effectuée lors du
réarrosage, permettrait donc I'élimination du signal hormonal lié a la sécheresse tout en
maintenant 'lhoméostasie des brassinostéroides, nécessaire a une croissance normale des
plantes (Choudhary et al., 2012). Elle serait donc une étape essentielle a la reprise de
croissance apreés la fin du déficit hydrique. L'inhibition du géne EXL5 lors du déficit hydrique,
induit chez Arabidopsis par un traitement aux brassinostéroides a un dosage favorisant la
croissance (Schroder et al, 2009), est incohérente avec [I'hypothése d'un signal
brassinostéroidien en réponse a la sécheresse complémentant I'action de ’ABA (Choudhary
et al., 2012). Il est cependant possible qu’EXLS soit inhibé par 'ABA ou qu’il réponde aux
brassinostéroides de maniére dose dépendante. Le contrble de I'homéostasie des
brassinostéroides par l'action des sulfotransférases (Choudhary et al., 2012) lors du
réarrosage pourrait ainsi expliquer I'induction dans cette condition de I'expression d’EXLS5.
L’inhibition d’EXL5 accompagnant la perte de croissance observées en déficit hydrique et sa
surexpression lors du réarrosage sont cohérentes avec la régulation de génes impliqués
dans la croissance en réponse aux brassinostéroides par le géne EXO (Coll-Garcia et al.,
2004), de la méme famille qu’EXLS5, dont les mutants montrent un phénotype de croissance
réduite (Schrdder et al., 2009).

En conclusion, ce travail a montré les modifications moléculaires que subissent les
cellules du méristéme apical caulinaire en réponse a des variations de la disponibilité en eau
du sol chez le peuplier. La succession d’'un déficit hydrique et d’'un retour a un régime

hydrique non limitant a permis de mettre en évidence la complexité des réponses



Chapitre 3 : Caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)



Chapitre 3 : Caractérisation de loci affectés pour leur expression et leur méthylation lors de
variations de la disponibilité en eau du sol pour le génotype ‘Carpaccio” (P. deltoides x P. nigra)

physiologiques et moléculaires mises en place chez le peuplier et permettant une plasticité
phénotypique face aux fluctuations de la disponibilité en eau du sol. Les mécanismes
moléculaires permettant une reprise de croissance aprés un déficit hydrique ayant été peu
décrits (Xu et al., 2010), ces travaux contribuent ainsi a en améliorer notre compréhension.
Les modifications moléculaires observées incluent des changements épigénomiques et
transcriptomiques de génes impliqués dans le développement. Ces génes sont de potentiels
déterminants de la plasticité phénotypique de la tige feuillée en réponse a des variations de
la disponibilité en eau du sol chez le peuplier. Cette plasticité serait le résultat d’'interactions
complexes entre les différentes voies de phytohormones au niveau du méristéme apical. Il
serait maintenant pertinent d’étudier au cours d’'une cinétique plus fine et précise ou de
plusieurs cycles successifs de déficit hydrique/réarrosage ces mécanismes moléculaires
ainsi que la variabilité génotypique de I'expression et la méthylation des génes décrits dans

ce travail.
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Les travaux effectués dans cette thése s’inscrivent dans une problématique de
réponse des arbres aux variations environnementales et ceci dans un contexte de
changements climatiques. Plus précisément, ils se basent sur les travaux entrepris au cours
des 15 derniéres années au sein du Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes
Cultures de I'Université d’Orléans. Les recherches se sont focalisées sur le peuplier et les
variations génétiques et phénotypiques de caractéres complexes dintérét comme le
potentiel de croissance, l'efficience d’utilisation de I'eau (WUE) ou la tolérance a la
sécheresse. L’axe de recherche dans lequel s’inscrit cette thése et développé depuis 2007
par Stéphane Maury vise a caractériser les déterminants épigénétiques de ces variables et

de leurs variations.

Dans ce contexte, I'objectif général des travaux présentés dans ce manuscrit était de
caractériser chez le peuplier le role de la méthylation de 'ADN dans I'expression des génes
puis d’évaluer son réle dans la plasticité développementale de la tige feuillée en réponse a la
sécheresse. Le choix de la méthylation de 'ADN se justifie par le fait que cette marque
épigénétique, bien que réversible et variable au cours du développement et en réponse a
l'environnement, est transmise par mitose et méiose, qu’elle semble jouer un role
déterminant entre autres sur I'expression des génes en relation avec les autres marques
épigénétiques (modifications des histones et petits ARN) et la mobilisation des transposons
(variabilité génétique). Ces caractéristiques et la bibliographie disponible proposent que la
méthylation de 'ADN joue un réle majeur aussi bien dans la plasticité phénotypique que
dans l'adaptation. Nous avons alors fait 'hypothése que ces mécanismes épigénétiques
pourraient moduler I'expression des génes dans le méristéeme apical caulinaire contrélant
ainsi la plasticité de la morphogenése de la tige feuillée en réponse a un déficit hydrique
comme cela est bien caractérisé chez le peuplier (Marron et al., 2002, 2003; Monclus et al.,
2006; Fichot et al., 2009). Ce choix est d'autant plus pertinent que le méristéme

d’Arabidopsis est trop petit pour étre étudié contrairement au peuplier.

Plus spécifiquement, les objectifs de cette thése étaient alors de (i) caractériser le
méthylome de la chromatine non condensée potentiellement riche en génes accessibles a la
machinerie de la transcription dans le méristtme apical et ses relations avec I'expression
des génes, (i) étudier 'impact d’une secheresse sur la méthylation de 'ADN de l'apex
caulinaire dans différents génotypes hybrides Populus deltoides x P. nigra en paralléle
d’études écophysiologiques et (iii) identifier les loci et réseaux de génes affectés pour leur

expression et leur méthylation lors de variations de la disponibilité en eau.
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Dans cette section du manuscrit, la synthése des résultats obtenus en réponse a ces
objectifs, poursuivie par la mise en lumiére des limites de cette étude, permettra de proposer

les perspectives majeures dégagées par ces travaux.

1. Synthése des résultats et apports des travaux de la thése

Hormis les travaux de Master 2 de Delphine Gourcilleau (2007) au laboratoire
(Chapitre 2 ; Gourcilleau et al., 2010), aucune publication sur I'épigénétique du peuplier
n’était disponible au démarrage de cette thése. En tant qu’arbre modéle et compte tenu des
raisons déja évoquées faisant du modéle arbre un objet d’étude d’intérét majeur pour
I'épigénétique, il était indispensable d’acquérir des connaissances de la méthylation de
I'ADN chez le peuplier. En effet, bien que certaines caractéristiques de cette marque, déja
évoquées dans ce manuscrit, soient bien décrites et conservées au sein des Eucaryotes
(Jeltsch, 2010), d'autres sont espéce-spécifiques, dépendant entre autres des voies et
acteurs moléculaires établissant les marques épigénétiques ou encore de I'organisation du
génome (distribution éparse des séquences répétées et des génes ou au contraire génome
compact a linstar d’Arabidopsis ; Roudier et al., 2011; Zhang et al., 2012a). Aussi, les
travaux présentés dans ce manuscrit ont permis d’acquérir des données sur la méthylation
de 'ADN du peuplier, parallelement a des études publiées récemment par d’autres équipes
(Feng et al., 2010a; Raj et al., 2011; Vining et al., 2012). De plus, ils ont permis de mieux
appréhender le réle de la méthylation de 'ADN dans la plasticité phénotypique chez le
peuplier et plus généralement chez les plantes. Des travaux de cette thése se dégagent

plusieurs points.

Tout d’abord, la méthylation des sites CG dans le corps des génes et plus
précisément dans les exons, la forte méthylation des séquences répétées dans les trois
contextes (CG, CHG et CHH), l'influence de la méthylation de 'ADN dans la tissu-spécificité
de I'expression des génes sont des caractéristiques communes au peuplier et aux autres
plantes (Chapitre 1 ; Zhang et al., 2006; Teyssier et al., 2008; Feng et al., 2010; Vining et al.,
2012). En outre, les travaux de cette thése ont complété les connaissances du rdle de la
méthylation de 'ADN dans I'expression des génes, notamment confirmant une structure
chromatinienne plus compacte dans les génes plus longs, cohérent avec son rble suggéré
d’élimination des sites cryptiques d’initiation (Chapitre 1 ; Zilberman et al., 2007).
L’implication des introns dans I'expression tissu-spécifique des génes, suggérée dans le
chapitre 1, n’a jamais été montrée a ce jour. De maniére générale, cette thése a complété

les connaissances existantes sur le réle de la méthylation de 'ADN dans I'organisation et
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'expression du génome chez les plantes, particulierement dans un état spécifique de
compaction de la chromatine et ceci dans le méristeme apical caulinaire, ce qui n’avait
jamais été publié avant notre article (Lafon-Placette et al., 2013 ; Chapitre 1). La méthylation
de 'ADN des sites non-CG chez le peuplier présente certaines particularités (Chapitre 1 ;
Feng et al., 2010). En plus d’'une méthylation en CHG supérieure a celle chez les autres
plantes, les sites CHH sont affectés différemment selon la nature de la séquence (Chapitre
1). Il est possible que la forte meéthylation non-CG des génes redondants soit une
conséquence a la fois de la duplication récente du génome du peuplier et de sa lente
évolution (Chapitre 1 ; Tuskan et al., 2006; Abrouk et al., 2010). Le silencing épigénétique de
ces genes chez Tlarbre modéle serait une alternative a leur élimination par
mutations/délétions observée pour les organismes a temps de génération courts
(Arabidopsis) et favoriserait leur néo-fonctionnalisation (Rodin et al., 2005; Abrouk et al.,
2010).

Par ailleurs, un consensus concernant linfluence de [I'environnement sur la
méthylation de 'ADN est loin d’étre acquis chez les plantes, posant ainsi de nombreuses
questions sur ce phénomeéne chez le peuplier. Une premiére observation générale est que la
méthylation de 'ADN chez le peuplier présente une forte variation selon les génotypes, leur
provenance géographique et la disponibilité en eau du sol, ce dans plusieurs organes et a
différentes étapes du développement (Chapitres 2 et 3 ; Raj et al.,, 2011). De plus, la
corrélation trouvée entre caractéres liés a la production de biomasse et la méthylation de
'ADN dans le méristétme apical caulinaire suggére un role de cette marque épigénétique
dans la morphogenése de la tige feuillée (Chapitre 2). D’apres les résultats du chapitre 2, les
variations de la méthylation de 'ADN du méristéeme apical en réponse a la sécheresse
semblent se transmettre aux nouvelles feuilles et également aux générations cellulaires du
méristéme longtemps aprés le stress. Ainsi, ces données suggerent fortement un réle de la
méthylation de 'ADN dans la réponse a la sécheresse, concordant avec des travaux
existants chez des plantes annuelles (Chapitres 2 et 3 ; Boyko & Kovalchuk, 2008; Karan et
al., 2012).

De plus, cette thése ajoute des précisions sur la nature des loci affectés par des
remaniements de la méthylation de I'ADN lors de variations de la disponibilité eau, ainsi que
limpact des variations de la méthylation de 'ADN sur I'expression des génes a I'échelle du
génome entier. Ces variations épigénétiques, contrairement a ce que I'on pouvait attendre
d’aprés certains auteurs (Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012), affectent préférentiellement les
genes en leur corps dans le méristéme apical caulinaire (Chapitre 3). Des travaux récents
sont en accord avec cette vision (Karan et al., 2012). Peu de données sur l'effet d’une

sécheresse a I'échelle transcriptomique et épigénomique ont été rapportées a ce jour chez
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les plantes (Boyko et al., 2010). L’ampleur des variations de méthylation de 'ADN observée
en réponse a la sécheresse (Chapitre 3) n'est pas en accord avec les variations plus
discrétes observées chez les annuelles pour des stress abiotiques (Boyko et al., 2010) mais
cette différence peut provenir de I'échelle d’étude, effectuée au niveau des feuilles ou des
plantes entiéres pour les travaux menés chez les annuelles. Les variations de méthylation de
'ADN en réponse a la sécheresse ciblées préférentiellement dans les génes (Chapitre 3)
suggeérent un réle important dans le contréle de la transcription en réponse aux variations de
'environnement. Bien que les variations de méthylation de 'ADN, en réponse aux variations
de disponibilité en eau, n‘aient pu étre corrélées de maniére quantitative aux variations
d’expression des génes de maniére générale, la fonction des génes affectés par ce double
changement est intéressante. En effet, parmi ceux-ci, un nombre important de génes
impliqués dans la morphogenése et la réponse aux phytohormones a été trouvé (Chapitre 3).
Ce résultat suggére que le méristtme apical caulinaire est, a I'échelle de la plante, le lieu
d’intégration de signaux hormonaux liés a la perception des variations de I'environnement,
aboutissant a terme a la modification du programme développemental et a la plasticité
phénotypique de I'arbre. Ce processus serait en partie sous contrdle de la méthylation de
I'ADN. L’état de chromatine non condensée dans lequel se trouve la majorité des génes du
méristéme apical caulinaire du peuplier suggére une forte propension a la régulation pour
ces génes (Gilchrist et al., 2010), fait cohérent avec un réle intégrateur des signaux

environnementaux aux niveaux épigénomique et transcriptomique (Chapitres1 et 3).

2. Limites de I’étude

Certaines limites de ce travail doivent étre prises en compte afin de pouvoir compléter
ces travaux et conclure de maniére plus précise sur le réle de la méthylation de 'ADN dans

la plasticité phénotypique chez le peuplier. Certaines d’entre elles sont évoquées ici.

La limite expérimentale principale de ce travail réside dans la disparité des
environnements et des fonds génétiques étudiés. En effet, plusieurs dispositifs
expérimentaux pour I'étude de l'effet de la sécheresse ont été utilisés que ce soit pour les
caractéristiques du déficit hydrique, les fonds génétiques étudiés ou les conditions de culture
(serre/pépiniére). Méme si une synthése de ces résultats permet de dégager une réponse
épigénétique spécifique du déficit hydrique et ce quelques soient les conditions étudiées,
cette disparité limite les liens et les comparaisons faisables entre les données obtenues. De
la méme fagon, alors que Populus trichocarpa était choisi dans le chapitre 1 (en raison de sa

proximité avec le génome de référence) pour la caractérisation du méthylome, des hybrides
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Populus deltoides x P. nigra étaient étudiés dans les chapitres 2 et 3 (en raison des travaux
déja publiés sur ces génotypes). Non seulement la méthylation de 'ADN présente une
variabilité génétique importante (Gourcilleau et al., 2010; Schmitz et al., 2011; Becker et al.,
2011) mais I'hybridation interspécifique est connue pour entrainer un large spectre de
modifications épigénétiques (He et al., 2010; Hegarty et al., 2011; Shivaprasad et al., 2012).
Celles-ci pourraient étre impliquées dans la vigueur hybride (Goff, 2011; Smith & Weigel,
2012) et liées aux interactions entre les deux génomes parentaux, a de I'épistasie ou de
I'expression monoallélique. Ceci est le cas dans le chapitre 3, ou les lames microarrays pour
la méthylation et I'expression correspondaient & une seule séquence de référence, P.
trichocarpa, ne correspondant a aucun des deux génomes parentaux de 'hybride étudié (P.

deltoides x P. nigra) et ne permettant donc pas de les différencier.

Le choix d’étudier le méristéme apical caulinaire, responsable de la morphogenése
de la tige feuillée, pour comprendre le réle de I'épigénétique dans l'inflexion de trajectoires
développementales est tout a fait cohérent. Cependant, les études du fonctionnement du
méristéme montrent qu’il est organisé en régions cellulaires distinctes aux profils
transcriptomiques et épigénomiques propres (Traas & Vernoux, 2002; Perales & Reddy,
2012) et difficilement discernables a I'ceil nu. L’isolement du méristéme apical lors de cette
thése n’a pas permis l'isolement d’'une zone précise. Les échantillons étudiés étaient donc
probablement un ensemble de cellules hétérogénes et l'augmentation de la précision
d’échantillonnage semble désormais indispensable a des études de transcriptomiques et

épigénomiques plus fines.

Les variations épigénétiques chez les plantes sont a la fois trés sensibles aux
variations de I'environnement mais également labiles pour un certain nombre d’entre elles
(Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012). Aussi, I'observation, comme ce qui a été fait dans ces
travaux, a un temps t de la réponse de I'arbre, est insuffisante pour savoir quelles variations
de la méthylation de I'ADN dans le méristtme apical impliqueront réellement des
changements d’expression hérités par les organes formés permettant une plasticité

phénotypique en réponse a la sécheresse.

Enfin, la rapidité de la progression des méthodes haut-débit doit étre prise en compte.
Au démarrage de ce travail, nous n'avons pas envisageé d'utiliser de méthodes directes de
séquengage bisulfite ou de RNA-seq qui semblaient encore trop colteuses et difficiles
d’exploitation au niveau bioinformatique au vu de I'état de 'assemblage et de I'annotation du
genome du peuplier en 2008-2010. Il serait maintenant pertinent de réévaluer ces
possibilités dont la profondeur d’analyse est bien plus grande et qui évalueraient le

polymorphisme génétique de fagon concomitante.
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3. Perspectives

Cette derniére partie présente de maniére non exhaustive les perspectives majeures

apportées par les travaux effectués lors de cette thése.

Tout d’abord, I'étude des régions de la chromatine pauvres en nucléosomes dans le
chapitre 1 pose la question de la variation de leur distribution dans le génome, que ce soit en
réponse a la sécheresse ou selon les génotypes étudiés. En effet, ces régions, directement
liées a la régulation de la transcription, sont trés variables entre tissus et sont sensibles aux
variations de I'environnement (Zhang et al., 2012a,b). Elles jouent donc un rble probable
dans la plasticité phénotypique. De plus, la variation des caractéristiques de ces sites entre
génotypes n’a jamais été étudiée a notre connaissance alors qu’elles pourraient étre
impliquées dans les variations génotypiques de traits phénotypiques. Il serait ainsi
intéressant d’étudier ces variations chez le peuplier en utilisant notre approche DNase |
(Lafon-Placette et al., in press), aussi bien en réponse a la sécheresse qu’entre génotypes,
permettant d’identifier des génes dont I'expression est contrdlée par la dynamique des

nucléosomes impliqués dans la morphogenése de la tige feuillée chez le peuplier.

De plus, compte tenu de l'implication au sein du méristtme apical caulinaire des
voies de phytohormones dans la réponse du peuplier a la sécheresse (Chapitre 3), il serait
pertinent d’envisager le dosage de phytohormones (brassinostéroides, glucosinolates...)
dans l'apex et leur localisation précise comme il a été déja décrit par exemple en analyse
d'imagerie en spectrométrie de masse MALDI pour certains composés comme les
glucosinolates (Shroff et al., 2008; Kaspar et al., 2011).

De maniére plus générale, travailler sur un méristeme apical caulinaire mieux
caractérisé anatomiquement voire travailler sur une zone précise de ce méristéme serait
approprié. Par exemple, la zone centrale, comprenant des cellules indifférenciées
responsables du maintien du méristéme, ou la zone périphérique, a l'origine de la formation
des organes latéraux (Brooks et al., 2009), seraient des choix pertinents dans I'hypothése de
travail de [Il'axe épigénétique du LBLGC. Le développement des techniques de
microdissection laser (Brooks et al., 2009; Takahashi et al., 2010), serait un moyen fiable et
précis pour y arriver. Dans la méme idée, la caractérisation systématique de lactivité
mitotique, liée a la méthylation de 'ADN (Yang et al., 2010), permettrait de prendre en
compte ou de s’affranchir de l'effet du cycle cellulaire sur les variations épigénétiques
observées. Etendre cette approche aux méristémes des bourgeons latéraux et axillaires ou
produits a partir de recépages successifs permettrait d’avoir une idée plus globale du role de
la méthylation de 'ADN dans les phénoménes régissant I'architecture de I'arbre comme la

dominance apicale.
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Concevoir un dispositif expérimental unique permettrait de répondre aux questions
évoquées lors de cette thése, c’est-a-dire I'impact d’une sécheresse sur la méthylation de
'ADN dans le méristéme apical caulinaire, la transmission de ces variations aux feuilles
néoformées, le maintien dans le temps, méme plusieurs mois ou années apreés le stress, des
modifications de la méthylation de 'ADN dans le méristéme apical caulinaire, la variation
genotypique de ces phénomeénes et leurs relations avec la production de biomasse. Par
exemple, la mise en place d’'un dispositif en pépiniére avec une parcelle bien irriguée et
l'autre placée en condition de déficit hydrique, avec plusieurs génotypes et le suivi de la
méthylation de I'ADN dans les apex et les feuilles sur plusieurs années permettrait
d’approfondir cette question (a condition d’avoir suffisamment d’individus pour pouvoir
prélever chaque année le bourgeon apical d’arbres n’ayant pas subi de prélévement les
années précédentes). Les résultats du projet ANR Sylvabiom (2008-2012) sur la méthylation
de 'ADN (axe 1.5 S. Maury) en fonction de la variabilité pédoclimatiques de 3 sites et sur
deux modes de culture (TCR et TTCR) seront prochainement disponibles et permettront un
premier bilan de ce type de dispositif. Ces études devront également se croiser avec les
études de génétique quantitative (QTL biomasse par exemple ; Monclus et al., 2012). Une
approche complémentaire serait de créer des épimutants chez le peuplier en invalidant par
une stratégie RNAi des génes tels que MET1 ou DDM1 qui sont impliqués dans la
méthylation de 'ADN chez les plantes. De tels travaux ont été initiés dans I'équipe de Steve
Strauss (Université de I'Oregon, USA) avec la production de peuplier RNAi DDM1 pour
lequel une premiére publication (Zhu et al., en révision) incluant des analyses de méthylation
réalisées au LBLGC (S. Maury) est en cours. On pourrait alors relier le polymorphisme de
méthylation a un caractére quantitatif comme cela a été fait chez Arabidopsis (Johannes et
al., 2009). Il serait alors possible d’envisager des études pour positionner des eQTL
(epigenetic QTL) de la production de biomasse par exemple aussi bien dans ces lignées
RNAI que dans la population en ségrégation de plus de 2100 individus [croisement P.
deltoides (73038-62) x P. trichocarpa (101-74)] créée par 'INRA d’Orléans. En effet, Hauben
et al. (2009) ont montré que méme dans des lignées isogéniques une composante
épigénétique pouvait encore étre exploitée afin d’optimiser la sélection de traits quantitatifs.

Ces études pourraient compléter les approches de génétique quantitative sur cette plante.

Prendre en compte les effets liés a I'hybridation interspécifique est un point
indispensable. S'’il s’agit de se concentrer sur le contrble, par la méthylation de ’'ADN, de la
transcription de génes impliqués dans la plasticité phénotypique en réponse a la sécheresse,
il serait judicieux de travailler sur des génotypes ou populations non hybrides comme par
exemple P. nigra. La variabilité épigénétique au niveau de la population est encore peu

décrite et serait donc un dispositif original. Si en revanche, il s’agit d’étudier comment I'effet
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hybride peut influencer la plasticité phénotypique, divers hybrides devront étre analysés.
Compte tenu du role suggéré de la méthylation de 'ADN dans les interactions entre les
geénomes parentaux d’un individu hybride, I'épistasie ou I'expression monoallélique de
genes, impliqués dans la vigueur hybride (Hegarty et al., 2011; Goff, 2011; Shivaprasad et
al., 2012), il serait intéressant de savoir comment ces phénoménes sont impactés lors d’'une
sécheresse. Il est notamment possible que les variations épigénétiques, transcriptomiques et
phénotypiques observées entre génotypes et en réponse a une sécheresse proviennent
d’'une « gestion » des génomes parentaux différente, comme le suggéraient les résultats
obtenus dans Gourcilleau et al. (2010). Pour apporter des questions a cette problématique,
différencier les deux génomes parentaux au sein d’'un hybride donné a la fois pour leur
épigénome et leur transcriptome semble indispensable, envisageable par des approches

haut débit (séquengage nouvelle génération ou SNP microarrays) par exemple.

Enfin, méme si les travaux de cette thése étaient concentrés sur le rdle de
I'épigénétique dans la plasticité phénotypique du peuplier en réponse a la sécheresse, la
question de son implication dans I'adaptation des arbres aux changements climatiques,
évoquée dans lintroduction de ce manuscrit, n’en reste pas moins sous-jacente. La
transmission par méiose de variations épigénétiques pourrait étre étudiée chez le peuplier
qui a une descendance relativement précocement comparé aux autres espéces ligneuses.
Cela pourrait étre réalisé sur des arbres par classes d’ages et origine géographique (Raj et
al., 2011), différents types de bourgeons, en fonction de différentes conditions
environnementales (déficit hydrique), associé a un génotypage et une mesure de la fitness
des descendants sur un dispositif pépiniére. De plus, le peuplier ayant une forte capacité a la
multiplication végétative, il serait intéressant d’étudier le méme dispositif expérimental pour
suivre le devenir de variations épigénétiques dans des boutures (clones) issues de ces

arbres.
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Abstract

Epigenetic variation is likely to contribute to the phenotypic plasticity and adap-
tative capacity of plant species, and may be especially important for long-lived
organisms with complex life cycles, including forest trees. Diverse environmen-
tal stresses and hybridization/polyploidization events can create reversible heri-
table epigenetic marks that can be transmitted to subsequent generations as a
form of molecular “memory”. Epigenetic changes might also contribute to the
ability of plants to colonize or persist in variable environments. In this review,
we provide an overview of recent data on epigenetic mechanisms involved in
developmental processes and responses to environmental cues in plant, with a
focus on forest tree species. We consider the possible role of forest tree epige-
netics as a new source of adaptive traits in plant breeding, biotechnology, and
ecosystem conservation under rapid climate change.

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd. This is an open access article under the terms of the Creative 1
Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided

the original work is properly cited.
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Introduction

Epigenetics refers to the study of meiotically or mitoti-
cally heritable changes in gene function that do not result
from changes in DNA sequence (Bonasio et al. 2010). At
the molecular level, epigenetic phenomena are mediated
by reversible marks such as DNA methylation and
histone modifications, and by small RNAs that can alter
regulatory states of genes or genomic regions. DNA
methylation in plants occurs at cytosines in all sequence
contexts (CG, CHG, and CHH where H = A, T, or C),
and well-studied post-translational modifications of his-
tone proteins at specific amino acid residues include
methylation (Krauss 2008), acetylation, phosphorylation
(Demidov et al. 2009) and ubiquitination (Kouzarides
2007). Genome-wide epigenetic patterns, referred to as
“epigenomes”, are not static; rather, they can undergo
precise changes. Epigenome modifications are involved in
biological processes including genetic imprinting, trans-
poson silencing, regulation of gene expression, and
heterochromatin organization.

The influence of environmental factors on epigenetic
marks, and on the resultant changes in gene expression
and phenotype, has recently attracted considerable atten-
tion (Boyko and Kovalchuk 2008; Chinnusamy and Zhu
2009; Feil and Fraga 2011; Groszmann et al. 2011a; Mir-
ouze and Paszkowski 2011). Knowledge of the regulatory
mechanisms involved in adaptive epigenetic responses
may help to guide management of genetic resources and
plant breeding, especially in long-lived forest tree species
where changes in allele frequency are expected to occur
very slowly. This review provides a brief overview of
recent data on epigenetic mechanisms involved in devel-
opmental processes and responses to environmental cues
in forest species, as well as the implications of forest tree
epigenetics to adaptation as a possible new source of
beneficial traits for plant breeding and conservation in
ecosystems responding to climate change.

Factors driving epigenetic regulation
in plants

Epigenetic regulation in plant development

Epigenetic regulation plays important roles in multiple
aspects of plant development. Two distinct roles of this
regulation can be distinguished, depending on whether
they concern developmentally regulated genes or transpos-
able elements (TEs). In developmentally regulated genes,
epigenetic marks allow switches in gene expression in
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response to developmental transitions and/or environmen-
tal cues. After sexual reproduction, uniparental expression
of parental alleles, imprinting, is associated with discrete
differentially methylated regions (DMRs) that act in a gen-
ome context-independent manner (Gutierrez-Marcos et al.
2006; Jullien et al. 2006; Haun et al. 2007).

A well-characterized example of epigenetic control dur-
ing post-embryonic development is vernalization, the
phenomenon of cold temperature-induced competence to
flower (Chouard 1960; Schmitz and Amasino 2007). In
Arabidopsis thaliana, regulation of FLOWERING LOCUS
C (FLC) gene expression during vernalization illustrates
how environmental cues are perceived and translated into
epigenetic marks that affect plant development (Bastow
et al. 2004; Heo and Sung 2011; Kim and Sung 2012).

The epigenetic marks of many loci involved in plant
development are normally erased or reset at each genera-
tion following meiosis, thus preventing the establishment
of new “epialleles” (alleles whose expression is condi-
tioned by their epigenetic status). On the other hand, sta-
ble, that is, heritable, epialleles can occur naturally and
might confer specific phenotypes. Examples in plants
include floral symmetry in Linaria that is influenced by
DNA methylation levels at the CYCLOIDEA locus (Cubas
et al. 1999) and absence of ripening in tomato, that is
associated with hypermethylation at the Colorless non-
ripening locus (Manning et al. 2006). Stable epialleles are
potential targets for selection in evolutionary processes, or
in applied plant breeding. More examples will contribute
to a better understanding of their origin, their stability,
and the role they might play in selection.

In contrast to the transient nature of many develop-
mental epigenetic marks, those affecting TEs are more
stable (Slotkin and Martienssen 2007; Bourc’his and
Voinnet 2010; Lisch and Slotkin 2011) and the mobility
of TEs is observed when these marks are alleviated in
mutants affected in the epigenetic machinery (Mirouze
et al. 2009; Tsukahara et al. 2009; Ito et al. 2011). How-
ever, during development, transcription of activated TEs
in hypomethylated gamete companion cells is thought to
produce small RNAs that migrate into the germ cell and
direct the silencing machinery to TEs. Hence, at each new
generation, the “immune system” against transposons is
perpetuated, but also readjusted to prevent potential gen-
ome invasion of new mobile elements (Lisch and Slotkin
2011). Given the abundance of TEs in tree genomes, they
should be considered as potential sources of epigenetic
variation potentially affecting regulation of nearby genes.

The importance of developmentally related epige-
netic modification has been underscored recently by its

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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potential involvement in hybrid vigor. Hybrid vigor, also
known as heterosis, describes the superior performance of
hybrid progeny over their parents in traits like biomass and
seed production or stress resistance. Various models
explaining heterotic effects at single loci have been
proposed, including dominance, overdominance, and
pseudo-overdominance, while interactions between genes
(epistasis) have been considered as well (Birchler et al.
2010). The molecular mechanisms causing non-additive
gene expression in hybrids have been the focus of studies
in rice and A. thaliana, and epigenetic regulation has
recently been associated with heterosis (Ha et al. 2009; He
et al. 2010; Groszmann et al. 2011a,b). In hybrids, a num-
ber of short interfering RNAs (siRNAs) were found to
accumulate to non-additive levels, which in turn can
lead to changes in DNA methylation and gene expres-
sion, thus contributing to hybrid vigor (Groszmann et al.
2011a,b). Given the preponderance of hybrids in many
plant taxa, including prominent tree genera like Populus,
the putative involvement of epigenetics in heterosis is of
great interest.

Epigenetic regulation in plant
environmental responses

Various environmental signals and stresses can induce
persistent changes in epigenetic modifications, thereby
creating a flexible “memory” system for short or
prolonged periods of time (Kvaalen and Johnsen 2008;
Chinnusamy and Zhu 2009; Jablonka and Raz 2009;
Whittle et al. 2009). Environmental conditions have an
impact on a number of different epigenetic marks and
mechanisms, including DNA methylation and histone
modifications, or on frequencies of homologous recombi-
nation and genomic rearrangements (Bond and Finnegan
2007; Chinnusamy and Zhu 2009; Feil and Fraga 2011;
Hauser et al. 2011; Mirouze and Paszkowski 2011). For
example, changes in genome-wide DNA methylation pat-
terns in response to biotic and abiotic stress treatments
(pathogen, herbivore, high salt, low nutrients) occur in
asexually reproduced dandelions (Taraxacum officinale).
Notably, altered DNA methylation patterns were trans-
mitted to the non-stressed progeny in this species and
the potential role of stress-induced epigenetic inheritance
in evolution has been discussed (Verhoeven et al. 2010).
The involvement of a histone variant (H2A.Z) was found
to mediate short-term adaptation to temperature change
in A. thaliana (Kumar and Wigge 2010), and cold stress-
induced hypomethylation and transposition of a TE
(Tam-3) has been observed in Antirrhinum (Hashida
et al. 2006).

Epigenetic recombinant inbred lines (epiRILs) have
emphasized the relationship between response to environ-

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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mental conditions and epigenetic phenomena. In A. thali-
ana, epiRILs have nearly identical genomes, but display
diverse mosaic epigenomes with variant DNA methylation
patterns (Johannes et al. 2009; Reinders et al. 2009). The
range of pathogen sensitivity/resistance within one
isogenic epiRIL population exhibited 60% of the range of
pathogen responses observed in natural, genetically vary-
ing A. thaliana accessions (Reinders et al. 2009). In the
context of environmental challenges, such epigenetic
modifications may be thought of as relatively “plastic” yet
heritable marks that allow for rapid responses and adap-
tations and, at the same time, might avoid excessive
genetic diversification (Boyko and Kovalchuk 2008; Lira-
Medeiros et al. 2010).

Epigenetic control in forest tree
species

Relationship between epigenetic and
phenotypic plasticity

Forest trees are long-lived organisms with complex life
cycles, which must contend with a variable environment
over their long lifetimes (Rohde and Junttila 2008). The
long generation times impose limits on natural selection
under rapidly changing climate conditions (Rehfeldt et al.
1999, 2002). Consequently, trees must be highly adapt-
able, displaying a wide range of phenotypes as a function
of their environments, known as phenotypic plasticity
(Nicotra et al. 2010). Phenotypic plasticity is likely to be
of great importance for both individual trees and forest
populations over near- and long-term timescales. Despite
this, knowledge of the extent and underlying mechanisms
of phenotypic plasticity in response to a variety of stress
responses and developmental traits in trees is rudimentary
(Rohde 2009; Lira-Medeiros et al. 2010; Neale and
Kremer 2011).

In addition to the genetic component, epigenetic varia-
tion has been suggested to contribute to the phenotypic
plasticity and adaptive potential of individuals and
populations (Bossdorf et al. 2008; Jablonka and Raz 2009;
Herrera and Bazaga 2010; Lira-Medeiros et al. 2010; Rich-
ards et al. 2012). Insight into epigenetic variation, and its
relationship to phenotypic plasticity, will contribute to
the understanding of adaptive plant responses, and might
help to evaluate the risk of long-lived species to both
short-term and long-term fluctuations in the environ-
ment. Moreover, understanding the interplay between
epigenetics and adaptation should enhance the under-
standing of evolutionary trajectories, as natural selection
also directly targets the proportion of phenotypic varia-
tion that is shaped by epigenetic phenomena (Bossdorf
et al. 2008; Herrera and Bazaga 2010).
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Epigenetic and phenotypic variation in
natural populations, ecotypes, and species

Despite the substantial impact that epigenetics might have
in determining environmental compatibility, relatively few
studies have investigated the extent of natural epigenetic
variation and its relationship to phenotypic variation and
adaptation potential (Cervera et al. 2002; Bossdorf et al.
2008; Jablonka and Raz 2009; Marfil et al. 2009; Herrera
and Bazaga 2010; Lira-Medeiros et al. 2010; Paun et al.
2010). Among the different epigenetic mechanisms that
are potentially involved in transgenerational inheritance
and natural epigenetic variation, DNA methylation repre-
sents the most-studied modification (Akimoto et al. 2007;
Jablonka and Raz 2009; Herrera and Bazaga 2010; Lira-
Medeiros et al. 2010; Paun et al. 2010; Verhoeven et al.
2010). Two of the few published studies in higher plants
that considered the interplay between genetic, epigenetic,
as well as phenotypic variation and environmental factors,
focused on a perennial violet species (Viola cazorlensis)
and orchids of the Dactylorhiza majalis complex (Herrera
1990; Herrera and Bazaga 2010; Paun et al. 2010). The
studies detected coordinated genetic—epigenetic adaptive
differentiation, indicating the involvement of epigenetic
processes in adaptation and evolution by influencing
primary phenotypic diversity.

In tree species, natural variation in epigenetic marks
and the relation to phenotypic traits is still an under-
explored area. Insight into the role of epigenetics in
determining tree phenotype should identify key elements
in the control of growth traits and contribute to the
understanding of evolutionary capacity of tree species
(Grattapaglia et al. 2009; Thumma et al. 2009; Lira-
Medeiros et al. 2010). In keeping with this, evidence for
the correlation between tree form and epigenetics is
emerging. Trees of the white mangrove (Laguncularia
racemosa) can occur naturally in contrasting habitats and
can exhibit striking differences in morphological traits
(Lira-Medeiros et al. 2010). Tree-like appearance was
documented in a riverside habitat with abundant fresh
water and nutrient supply, whereas in a nearby salt marsh
habitat, mangrove plants were characterized by abnormal
growth and shrub-like morphology. Notably, despite mor-
phological dissimilarities, analysis of DNA nucleotide
sequences and methylation patterns detected greater
epigenetic than genetic variation within and between pop-
ulations in contrasting environments, which indicates that
epigenetic variation in natural populations plays an
important role in long-term adaptation to different
environments (Lira-Medeiros et al. 2010).

The lasting impact of previous environmental history
on a tree’s capacity to respond to a current environmental
stimulus has recently been explored in Populus (Raj et al.
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2011). Poplar trees are frequently propagated vegetatively
through stem cuttings of branches containing dormant
buds, generating genetically identical individuals or
ramets of the same genotype. Clonally propagated poplar
trees can be planted in different geographic locations,
thus giving rise to populations of genetically identical
ramets that are characterized by their own local environ-
ment and history. To study the lasting effect of clone
history on current plant performance, cuttings of the
same genotype were obtained from different geographic
locations and grown under common environmental
conditions, after which the transcriptome response to an
important environmental stress, drought, was studied.
Notably, differences in transcript abundance patterns in
response to drought that were based on differences in
geographic origin of clonally propagated trees were
detected in two of the three investigated genotypes. These
transcriptome-level patterns were paralleled by differences
in genome-wide DNA methylation. Genotypes with the
longest time since establishment and last common propa-
gation showed the most pronounced location-specific
patterns in transcriptome response and DNA methylation
indicating a possible epigenomic basis for clone history-
dependent transcriptome divergence (Fig. 1). These findings
underline the importance of epigenetic mechanisms related
to the adaptation of long-lived species like poplar trees to
the local environment (Raj et al. 2011).

The direct response of six hybrid poplar genotypes to
water deficit revealed a relationship between epigenetic
marks and the genotypic variability of phenotypic plastic-
ity (Gourcilleau et al. 2010). Genotypic variation for both
DNA methylation and traits related to biomass productiv-
ity was observed in hybrids (Populus deltoids x P. nigra),
and a positive correlation was established among these
variables in well-watered conditions (Fig. 2). While poplar
genotypes showed reduced growth in water-deficit condi-
tions, a significant genotype effect was observed for DNA
methylation variations. This suggests that DNA methyla-
tion could participate in the fine-tuning of gene
expression in poplar during water stress (Plomion et al.
2006; Bogeat-Triboulot et al. 2007; Bonhomme et al.
2009; Wilkins et al. 2009; Gourcilleau et al. 2010; Hama-
nishi and Campbell 2011).

The potential link between natural epigenetic variation
and phenotypic variability observed in trees is further
supported by studies in ecotypes and individual popula-
tions of specific herbaceous plant species (Cervera et al.
2002; Marfil et al. 2009). Highly conserved DNA meth-
ylation patterns were detected within an A. thaliana
ecotype (Ler) while clear DNA methylation differences
existed between ecotypes that did not correlate with
nucleotide sequence variation, but with their flowering
time (Cervera et al. 2002). Furthermore, variation in the

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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Figure 1. Clone history shapes drought responses in poplar hybrids. Transcriptome-level responses to water withholding are influenced by
geographic origin for two of the three genotypes, and are paralleled by differences in total (genome-wide) DNA methylation. Ramets of hybrid
poplar genotypes (a) Okanese, (b) Walker, and (c) DN34 with distinct histories were obtained from two different locations for each of the
genotypes. The response to water deficit was assessed under common, controlled environmental conditions. Okanese (a, d, g); Walker (b, e, h);
DN34 (c, f, i). Tree appearance (a—c). Transcriptome-level responses (d-f). Heat maps represent relative abundance of drought responsive
transcripts at pre-dawn for Okanese (d), Walker (e), and Okanese (f) obtained from two locations each. The numbers indicated to the side of the
heat map correspond to transcripts with significant treatment main effect only (gray) and with significant treatment: location interactions (orange
bar) (BH adjusted, P < 0.05). W, well-watered samples; D, water-deficient samples. Global DNA methylation levels as percentage of 5 mC under
well-watered (shaded bars) and water-limited conditions (white bars) for the genotypes Okanese (g), Walker (h), and DN34 (l). L, location effect;
T, treatment effect; and LxT, location: treatment interaction term (*P < 0.05, **P < 0.001, n = 6, SD bars). Locations are abbreviated as follows:
AB, Alberta; SK, Saskatchewan; MB, Manitoba. Figure is adapted from Raj et al. 2011.

floral phenotype of individuals from a single natural pop- epigenetic variability and paid less attention to the func-
ulation of a wild hybrid potato (Solanum ruiz-lealii) was tional consequences. Indication for a functional link
found to correlate with distinct DNA methylation pat- between a specific epigenetic mark at a specific position
terns, but not with DNA sequence variation (Marfil et al. in the genome and variation in a quantitative trait was
2009). discovered by analyzing polymorphisms in an association

Most studies assessing epigenetic variation in natural population and a full-sib family of eucalypt (Eucalyptus
populations, ecotypes, or species focused on the extent of  nitens; Thumma et al. 2009). Making use of the low

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd 5
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linkage disequilibrium in populations of forest trees, vari-
ation in cellulose content was linked to polymorphisms
within a gene potentially involved in cellulose synthesis
and deposition (functional polymorphisms). The
COBRA-like gene EnCOBL4A was strongly associated
with a QTL region for cellulose content and fine mapping
revealed a significant association with a SNP in exon 5.
Notably, allelic expression imbalance was linked to allele-
specific cytosine methylation upstream of this SNP in a
full-sibling family. A heritable epigenetic polymorphism is
thus likely to influence phenotypic variation in cellulose
content; however, further functional analyses are required
(Thumma et al. 2009). The findings suggest that epige-
netic variations might contribute to quantitative trait var-
iation (Thumma et al. 2009), and it has been suggested
that this phenomenon might be common (Johannes et al.
2008; Reinders et al. 2009; Thumma et al. 2009; Long
et al. 2011).

To date, some prominent, shared observations have
emerged from the few studies of natural epigenetic varia-
tion and phenotypic plasticity. These studies established
that (1) epigenetic variation occurs in natural popula-
tions, ecotypes, and species; (2) this variation can corre-
late with naturally occurring phenotypic variation; and
(3) there is a potential role for epigenetic variation in
adaptation and potentially in evolution. Despite the com-
monalities that have emerged from these studies, many
questions remain unresolved. For example, is epigenetic
variation in natural populations a wide-spread phenome-
non? Moreover, the key molecular mechanisms involved
and how they are regulated remain to be determined.
Finally, it remains unclear to what extent epialleles arise
and how stable they are when considered in an evolution-
ary context (Bossdorf et al. 2008; Herrera and Bazaga
2010; Lira-Medeiros et al. 2010; Paun et al. 2010).
Answers to such questions might also contribute to a bet-
ter understanding of the adaptive capability of long-lived
forest trees that might help to assess their susceptibility to
rapidly changing environments (Grattapaglia et al. 2009).

Epigenetic plasticity in growth and
development

During their relatively long lifespans, trees must make
developmental adjustments while retaining flexibility to
match and synchronize growth and development with
prevailing environmental conditions. Epigenetic mecha-
nisms are proposed to contribute to such flexible adjust-
ments by generating transmittable and reversible marks
that constitute temporary “memory” systems (Boyko and
Kovalchuk 2008; Kvaalen and Johnsen 2008; Yakovlev
et al. 2010; Jaskiewicz et al. 2011). Tissue-, organ-, and
species-specific differences in DNA methylation levels are

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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well known (Fraga et al. 2002a,b; Valledor et al. 2007,
2010; Monteuuis et al. 2009; Santamaria et al. 2009;
Rodriguez Lopez et al. 2010; Vining et al. 2012; Lafon-
Placette et al. 2013). Changes in epigenetic marks were
found to accompany morphological and physiological
changes in trees in a wide variety of processes, including
aging, phase change, organ maturation, and bud set or
burst (Fraga et al. 2002a,b; Santamaria et al. 2009;
Valledor et al. 2010).

Bud dormancy is a vital adaptation to seasonal changes,
and release and induction of bud dormancy are complex
processes that largely determine length of the growth
season, and thereby affect annual tree productivity. Regu-
lation of bud burst integrates endogenous and exogenous
signals such as hormone levels, day length, light quality,
and temperature (Santamaria et al. 2009) and involves
substantial changes in gene expression and epigenetic
modifications (Ruttink et al. 2007; Rohde 2009; Santama-
ria et al. 2009). In apical buds of a chestnut (Castanea
sativa), a decrease in global DNA methylation level and
concomitant increase in acetylation of histone 4 were
observed during bud burst when conditions were favor-
able for active growth. The opposite pattern (i.e., DNA
hypermethylation and lower histone acetylation levels),
indicative of more repressive chromatin states, was
detected during bud set when environmental conditions
were less favorable for growth (Santamaria et al. 2009).
The observed coordinated changes in DNA methylation
and histone modifications are predicted to alter the con-
trol of gene expression to shape the processes of bud
burst and bud set (Santamaria et al. 2009).

Aging and maturation are characterized by altered
patterns of cell differentiation and organ formation pro-
cesses, and the potential role of DNA methylation in mat-
uration has been studied in some tree species (Fraga et al.
2002a,b; Valledor et al. 2007; Monteuuis et al. 2009). For
example, studies in radiata pine (Pinus radiata) support
the involvement of DNA methylation in this process.
Changes in global DNA methylation levels of up to 25%
during maturation have been reported in this species
(Fraga et al. 2002a,b). In juvenile plants without flowering
capability, young needle tissue was characterized by a
markedly lower extent of DNA methylation than corre-
sponding tissues in adult trees with reproductive ability.
Regarding histone modifications, decreased levels of
euchromatin-associated marks, such as histone 4 acetyla-
tion and specific histone methylation (trimethylation of
histone 3 on lysine 4 or H3K4me3) have been measured
in mature needles when compared with juvenile ones
(Valledor et al. 2010). Moreover, the observed increase in
DNA methylation levels from juvenile to mature plants in
meristematic tissue could be directly linked to phase
change. Conversely, an increase in the degree of tree
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reinvigoration by serial grafting, measured by the recov-
ery of morphogenetic competence, was accompanied by
a decrease in global level of DNA methylation in meri-
stematic tissue, thus pointing toward plasticity of DNA
methylation marks during aging and maturation. The
degree of DNA methylation, as well as additional
biochemical characteristics, was proposed to serve as
suitable markers for aging and reinvigoration in pine
(Fraga et al. 2002a,b). However, differences between
species and experimental systems might exist. In another
conifer, Larix laricina, age-related changes in foliar traits
were observed, whereas differences in DNA methylation
levels between juvenile and mature scions could not
be detected in DNA from whole needles (Greenwood
et al. 1989).

In angiosperms, heteroblastic tree species like Acacia
mangium with distinct leaf morphologies of juvenile and
mature stages provide excellent systems to study aging.
Small but significant differences between microshoots
with juvenile (pinnate) and mature (phyllode) morphol-
ogy were observed in this acacia species when analyzing
global DNA methylation levels in physiologically active
apical buds of in vitro grown plant material. Here, the
degree of DNA methylation was higher in juvenile than
in mature tissue, and might be influenced by in vitro
culture conditions (see Epigenetic and phenotypic
plasticity in artificial systems) in addition to matura-
tion-related processes (Baurens et al. 2004; Monteuuis
et al. 2009). Taken together, the aforementioned studies
establish a clear relationship between DNA methylation
levels and maturation for some tissue types and species
in woody plants (Fraga et al. 2002a,b; Baurens et al.
2004; Valledor et al. 2007; Monteuuis et al. 2009).
Observed differences might be attributable to differences
in taxonomy, tissue type (meristematic vs. differenti-
ated), or experimental system (in vitro, field conditions)
and might also reflect underlying mechanistic differences
in the relationship between aging and epigenetic marks
(Fraga et al. 2002b; Monteuuis et al. 2009). Further-
more, the data indicate that DNA methylation patterns
are not static and can exhibit remarkable dynamics and
plasticity during development and seasonal changes
(Fraga et al. 2002b; Valledor et al. 2007; Monteuuis
et al. 2009).

Evidence for the remarkable dynamics and plasticity of
epigenetic modification in tree species is growing. Gen-
ome-level comparative analysis of cytosine methylation
among differentiated poplar revealed highly
heterogeneous DNA methylation profiles among chromo-
somes, and a number of cases of tissue-specific methyla-
tion (Fig. 3; Vining et al. 2012), many of them
associated with gene bodies or promoters. Although a
broadly similar chromosome methylation and gene
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expression profile was observed in poplar when com-
pared to A. thaliana and other plant species, significant
differences were also detected. For example, only in
poplar was gene body (i.e., the entire gene from the
transcription start site to the end of the transcript) meth-
ylation associated with greater repression of gene expres-
sion than was promoter methylation. In addition, Vining
et al. (2012) observed a distinctive pattern of transposon
and gene body methylation for male catkins compared
with other tissues, including female catkins. Recently,
analysis of the methylome of open chromatin in poplar
meristematic cells found that 74% of poplar gene models
had gene body methylation, and its intensity, as well as
cytosine context, varied depending on gene size, redun-
dancy in the genome (presence of paralogs), and extent
of tissue-specific gene expression (Lafon-Placette et al.
2013).

Plasticity in tree epigenetic modification has also been
observed in conifer species, specifically as it relates to
phenology. Phenology responses of seedlings that were
produced in warm or cold years vary within the same
stands (Kohmann and Johnsen 1994). In Norway spruce,
a temperature-dependent epigenetic “memory” from the
time of embryo development, which thereafter influences
the timing of bud phenology and gene expression, has
been discovered (Skreppa and Johnsen 2000; Johnsen
et al. 2005; Yakovlev et al. 2010). Colder-than-normal
conditions during embryogenesis and seed development
advance the timing, whereas temperatures above normal
delay the onset of these adaptive processes, and the
altered performance is long lasting in the progeny. This
phenomenon was initially discovered when ecotypes from
northern Norway were transferred to a southern seed
orchard where they produced progenies with a phenology
similar to that of southern ecotypes (Johnsen et al. 1996;
Skroppa and Johnsen 2000). Notably, differences in day
length and temperature applied during pollen formation
did not affect the progeny performance. Differences in
the female flowering environment did affect progeny per-
formance. The temperature during zygotic embryogenesis
and seed maturation shifted the developmental program
of the seeds, resulting in significant phenotypic changes,
with the effect lasting as long as over 20 years (Skroppa
and Johnsen 2000; Skreppa et al. 2010; Yakovlev et al.
2010). The traits that are affected include the timing of
dehardening and bud burst in the spring; leader shoot
growth cessation in the summer and bud set and cold
acclimation in the autumn. All processes are thus
advanced or delayed as influenced by the temperature
during reproduction in progeny with identical genetic
background. Similar effects have been observed in prog-
eny from white spruce (Picea glauca x Picea engelmannii)
crosses, Scots pine, Larix spp., and longleaf pine (Dorm-

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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Figure 3. DNA methylation profiles vary
widely among chromosomes and among
tissues at selected loci in Populus trichocarpa.
Relative DNA methylation was determined
using methylated DNA immunoprecipitation
followed by Illumina sequencing (MeDIP-seq).
The ratio of MeDIP-seq read counts in
immunoprecipitated (IP) samples versus non-IP
control is plotted in 1-kb windows for
chromosomes 10 and 19, and areas of tissue-
differential methylation are expanded below
each chromosome. Figures from Vining et al.
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ling and Johnsen 1992, 1992; Greenwood and Hutchison
1996; Stoehr et al. 1998; Webber et al. 2005), but there

is lack of information regarding this phenomenon in
angiosperm trees (Rohde and Junttila 2008). In birch

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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(Betula pendula), a small-scale study within a population
revealed a close genetic relationship between trees that
had established in a year of similar temperature (Kelly
et al. 2003).
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The importance of plastic epigenetic modification on
phenology in conifer species extends beyond the individ-
ual to encompass the ecosystem. Epigenetic effects taking
place during zygote development may create phenotypic
diversity at the local community level, if temperature
varies considerably among successive generations. This is
particularly important as phenology traits are strongly
genetically differentiated.

The this  striking
epigenetic “memory” phenomenon is not yet clear, but
transcriptional changes have been implicated (Johnsen
et al. 2005; Yakovlev et al. 2010, 2011). In progeny that
differ epigenetically, transcriptional analysis revealed that
seedlings from full-sib families produced at different
embryogenesis temperatures under long- and short-day
conditions differed. Suppressive subtracted cDNA libraries
revealed considerable differences in their transcriptomes.
MicroRNA pathway genes DICER-LIKEI (PaDCLI),
DICER-LIKE 2 (PaDCL2), and SUPPRESSOR OF GENE
SILENCING 3-LIKE (PaSGS3), as well as transposon-
related genes, had altered transcript abundance in epige-
netically different progeny with phenotypic differences in
bud burst and bud set (Yakovlev et al. 2011). Norway
spruce contains a set of conserved miRNAs as well as a
large proportion of novel non-conserved miRNAs
involved in temperature-dependent epigenetic “memory”.
Most of the miRNAs were targeted to previously
unknown genes, or genes with no known function. The
expression of seven conserved and nine novel miRNAs
showed significant differences in transcript levels in prog-
enies showing distinct epigenetic difference in bud set,
but not in the progeny from a non-responding family
without differences in bud set, making them excellent
candidate miRNAs. The altered transcript abundance of
specific miRNAs suggests their putative participation in
epigenetic regulation (Yakovlev et al. 2010). This epige-
netic phenomenon is not only generated in controlled
Norway spruce crosses, but such epitypes can also be pro-
duced by somatic embryogenesis (Kvaalen and Johnsen
2008). Genetically identical plants generated at different
temperatures by zygotic embryogenesis expressed a differ-
ence in timing of terminal bud formation that was equiv-
alent to a 4-6° latitudinal ecotypic difference.

The “memory” effects acting on phenological traits
lasted for more than 20 years after germination and
affected long-term growth under field conditions
(Skreppa et al. 2007). Notably, there was absence of any
genetic segregation distortion in the progeny, strongly
supporting that this “memory”, affecting the climatic
adaptation in this species, is indeed an epigenetic phe-
nomenon (Besnard et al. 2008). Thus, distinct epitypes
can be produced from the same genotype in Norway
spruce, a process not well documented in other tree

molecular mechanism behind
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species so far. In view of rapid climate change, strategies
to increase diversity for selection might be of prime
importance for survival of species within their current
geographic distribution, and therefore this epigenetic
“memory” mechanism is likely of evolutionary signifi-
cance and has obvious practical implications.

Epigenetic and phenotypic plasticity in
artificial systems

While epigenetic phenomena are clearly important for
trees in a natural context, they also could be of great
consequence during specific tree production processes
integrated into the wood products chain. Long generation
times and the out-crossing habit of a number of forest
trees can make it difficult to rapidly propagate material
and maintain valuable genotypes under natural condi-
tions. Tissue culture can provide alternative means to
keep desirable genotypes by vegetative propagation and to
quickly produce commercial quantities of regenerants;
therefore, micropropagation is widely used in forestry. It
has been observed, however, that tissue culture can intro-
duce variation in regenerated plants. This somaclonal
variation can result in subtle to drastic phenotypic varia-
tion and has been found to be attributable to genetic or
epigenetic variations (e.g., reviewed in Kaeppler et al.
2000; Miguel and Marum 2011). Somaclonal variation
(heritable across mitotic and meiotic cell divisions) has
been considered both beneficial and disadvantageous
(Jaligot et al. 2000; Kaeppler et al. 2000; Schellenbaum
et al. 2008), and a number of studies have focused on
elucidating underlying mechanisms (Kaeppler et al. 2000;
Rival et al. 2008; Schellenbaum et al. 2008; Rodriguez Lo-
pez et al. 2010).

A well-studied example for somaclonal variants and
their relation to epigenetic marks in a tree species is the
mantled phenotype in somatic-embryo-derived oil palm
(Elaeis guineensis). This phenotypic variant, found in
about five percent of regenerants, is characterized by
abnormal development
associated with global DNA hypomethylation, but not to
changes in genomic structure or nucleotide sequence
(Jaligot et al. 2000; Rival et al. 2008). The exact mecha-
nisms involved in generating somaclonal variants like the
mantled phenotype remain largely unresolved. Ongoing
studies of this phenomenon might help to better under-
stand mechanisms of epigenetic responses to tissue-cul-
ture-induced stresses (Kaeppler et al. 2000; Rival et al.
2008).

It has also been observed that the ability to generate
mature embryos
decrease as a culture ages and that somaclonal variation
can increase with culture age (Phillips etal. 1994;

inflorescence and has been

somatic from cultured tissue can

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.



K. Brautigam et al.

Valledor et al. 2007; Krizova et al. 2009). In addition to
other mechanisms, changes in DNA methylation were
considered to contribute to the reduction in embryonic
potential or organogenic potential in tissue culture and
grafting procedures (Fraga et al. 2002b; Valledor et al.
2007). A detailed analysis of genetic and epigenetic varia-
tion in relation to callus age reports interesting plasticity
in cocoa plants (Theobroma cacao) regenerated by
somatic embryogenesis. Genetic variation was investigated
using single sequence repeat (SSR) markers, and epige-
netic variability was assessed by methylation-sensitive
amplified polymorphism (MSAP), a method to detect
genome-wide but anonymous DNA methylation patterns.
Contrary to predictions, after an initial increase, a
decrease in both genetic and epigenetic divergence
between leaves of regenerants and the ortet plant was
observed after the culture had reached an age of about
10 weeks (Rodriguez Lopez et al. 2010). One possible
interpretation of the findings suggests a link between
stable DNA methylation patterns and repression of de
novo mutations during somatic embryogenesis (Rodriguez
Lopez et al. 2010).

For many plant species, different physiological and
developmental stages of diverse tissue explant types have
been associated with distinct epigenetic characteristics, in
particular DNA methylation (Fraga et al. 2002a,b; Monte-
uuis et al. 2009; Santamaria et al. 2009; Rodriguez Lopez
et al. 2010; Valledor et al. 2010). For example, some
DNA methylation patterns and levels, characteristics of
the source tissue used to start an in vitro culture, were
retained in regenerants in acacia and cocoa (Monteuuis
et al. 2009; Rodriguez Lopez et al. 2010). This highlights
the plasticity of DNA methylation marks under tissue cul-
ture conditions. Transitions from juvenile to adult phase
are frequently accompanied by reduction or loss of
morphogenetic ability in woody species (see Epigenetic
plasticity in growth and development). Concomitant with
maturation of pine needles, changes in epigenetic marks
were measured when compared with immature needles.
This finding could be in accordance with a less permissive
and reprogrammable chromatin state and could account
in part for the reduced organogenic capacity of explants
from mature needles.

Generation of somaclonal genetic and epigenetic vari-
ants as well as plasticity in DNA methylation is widely
documented outcomes of plant regeneration in tissue cul-
ture (Kaeppler et al. 2000; Marfil et al. 2009). Studying
underlying mechanisms might be of relevance for basic
research and applications in plant propagation such as
the understanding of differentiation and dedifferentiation
processes or the selection of appropriate in vitro culture
conditions (Kaeppler et al. 2000; Marfil et al. 2009;
Rodriguez Lopez et al. 2010).

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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Strategic and technical approaches to
study epigenetic processes

Selection of appropriate systems

Different methods have been used in model plants to ana-
lyze epigenetic variation independently of genetic varia-
tion. These have included treatment with demethylating
agents, analysis of natural epimutations, and study of
DNA methylation-deficient mutants. Epigenetic recombi-
nant inbred lines (epiRILs) have been developed in
A. thaliana (Johannes et al. 2009; Reinders et al. 2009)
using isogenic lines (wild types and mutant lines) differ-
ing only in the level and distribution of DNA methylation
(see Epigenetic regulation in plant environmental
responses). These lines represent a powerful tool to iden-
tify specific epigenomic regions that are associated with
the observed phenotypic variation through epiQTL map-
ping approaches that are based on methylation-sensitive
markers. The epiQTL mapping approach requires the
establishment of multiple plant generations, and may be
difficult to apply to tree species that require a significant
amount of time to reach sexual maturation.

To discern genetic and epigenetic effects, clonally prop-
agated plants or systems that are characterized by reduced
genetic variation, such as stone pine (Pinus pinea),
represent ideal study subjects. To separate heritable from
non-heritable epigenetic variation (resulting from devel-
opmental plasticity in response to different environ-
ments), it is necessary to study, when available, clonally
propagated genotypes, the progeny of different natural
populations or maternal families in a common environ-
ment, and to use the resemblance of epigenetic patterns
among relatives as an indication of epigenetic inheritance
(Bossdorf et al. 2008).

Technical approaches

A wide variety of techniques have been developed to
study epigenetic patterns and modifications. Histone
modifications can be analyzed by chromatin immunopre-
cipation (ChIP) using antibodies that recognize specific
histone modifications, followed by either microarray
hybridization (ChIP on chip) or by next generation
sequencing (ChIP-Seq; Ku et al. 2011). DNA methylation
at the genome level, the DNA methylome, can be investi-
gated by methylated DNA immunoprecipitation (meDIP)
or by bisulfite treatment of the DNA followed by hybrid-
ization to a microarray, or by next generation sequencing
(BS-Seq; Ku et al. 2011; Krueger et al. 2012; Cokus et al.
2008). Additionally, direct detection of methylated
residues using DNA synthesis technologies based on
variable polymerase kinetics depending on the chemical

1"

290




Epigenetics and Forest Tree Adaptation

modification of the template nucleotide (e.g., 5-methylcy-
tosine vs. cytosine) represents a novel method to directly
detect DNA methylation (Flusberg et al. 2010).

Next generation sequencing technologies enable map-
ping of epigenetic modifications at single-base resolution.
The nature and large amount of data generated by such
technologies will demand new approaches in data analysis
techniques. Inference of the methylation status of bisul-
fite-treated DNA by BS-Seq can be challenging as the data
obtained do not exactly match the reference sequence.
Consequently, both DNA strands must be considered
separately, and methylation at a specific site can be a
percentage rather than a total presence or absence. Never-
theless, a number of tools has been developed to facilitate
these analyses and are now available for application to
tree epigenomes (Chen et al. 2010; Lim et al. 2010;
Krueger et al. 2012).

Conclusions

Many questions remain about the mechanisms and roles
of epigenetic processes in enabling rapid adaptation of
plants to their environment, especially in forest trees.
Recently, genome-wide studies of chromatin-bound pro-
teins and epigenetic marks in Drosophila melanogaster and
in A. thaliana have substantially revised our understand-
ing of chromatin (Roudier et al. 2011; Van Steensel
2011). The dogma of an uncompacted, transcriptionally
active euchromatin versus a compacted, silent heterochro-
matin is likely to be an oversimplification of the real
chromatin architecture. It appears that chromatin might
be composed of several types differing in their epigenetic
marks as well as in their nuclear localization and chroma-
tin-associated proteins. These types could favor or prevent
association with transcription factors, thus defining gene
expression patterns. Whether these chromatin types exist
in perennial species is not known, and the stability of
these chromatin types in long-living organisms is to be
established. Similarly, the maintenance of these types dur-
ing clonal and in vitro culture propagation will give
important clues about the effect of these biotechnologies
on gene expression control.

It has been observed that the induction of alternative
epigenetic states not only triggers the formation of new
epialleles but also promotes the movement of DNA trans-
posons and retroelements that are very abundant in plant
genomes (Mirouze and Paszkowski 2011).
mechanisms counteracting accumulation of induced epial-
leles must also be in place, because otherwise we would
be “constantly confronted with the inheritance of envi-
ronmentally induced phenotypic variation” (Richards
2006). Additionally, in large genomes, such as those of
conifer [with C estimates of DNA content ranging from

However,
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17 to 30 Gbp for pines and spruces of which more than
68% are attributed to repeated DNA (Rake et al. 1980;
Ohri and Khoshoo 1986)], cytosine methylation is impli-
cated in genomic compartmentalization, that is, non-cod-
ing highly repeated sequences get separated from low-
copy sequence and transcriptionally active regions. The
differential methylation of genic and non-genic regions
observed across plant taxa may be involved in decreasing
transcriptional “noise” (Rabinowicz et al. 2005). In large
genomes, epigenetic mechanisms might be more promi-
nent, as a means to control the repetitive parts of the
genome. This might render their entire genomes more
amenable to epigenetic regulation.

From an economic and ecological point of view, it is
important to integrate information on epigenetic control
of environmental and developmental processes in both
forest resources management and breeding. In quantita-
tive genetic studies, estimates of genetic variance over the
total phenotypic variance are typically used to assess the
heritability of a trait. Akin to other genetic characters,
variance in epigenetic characters will contribute to genetic
variance and/or phenotypic variance, but might go unde-
tected in some studies, or might be confounded with
normal Mendelian-based quantitative inheritance (Kalisz
and Purugganan 2004). Epigenetic effects may thus inflate
the true genetic variation in traits. As a consequence, the
genetic clines observed for many phenology traits, even in
common garden experiments, may reflect more local
adaptation than DNA sequence-based genetic differences
among populations.

Recent developments show that both energy efficiency
and energy homeostasis, which are integral parts of yield,
have an epigenetic component that can be directed and
stabilized by artificial selection (i.e., selective breeding; De
Block and Van Lijsebettens 2011). These findings open
new possibilities for engineering plant metabolism and
improving complex traits. For example, in addition to the
unintended genetic and epigenetic variation imparted by
in vitro manipulation, it may be considered and utilized
as a means to amplify or release epigenetic variation of
value to breeding programs. Transgenic perturbation of
epigenetic mechanisms might have similar effects;
however, testing such effects using a transgenic approach
with forest trees at a scale relevant to application and
ecological variation are, at present, constrained by govern-
ment regulations (Viswanath et al. 2012).

Genome perturbation, including epigenetic compo-
nents, might be important for increasing the raw
material for adaptive evolution under severe stress (Kalisz
and Purugganan 2004; Rapp and Wendel 2005). Rapp and
Wendel (2005) suggest that a population bottleneck, while
reducing genetic diversity, might simultaneously create
epigenetic novelty. In contrast to genetic alleles, epialleles

© 2013 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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might react more quickly to environmental change, be
reversible, and persist for only a few generations (Kalisz
and Purugganan 2004). If a new epiallele were to cause a
mild phenotype through alteration of gene expression, it
might experience less strong selection than a loss-of-func-
tion sequence mutation (Kalisz and Purugganan 2004)
and thus enable rapid, yet fine-tuned, trait modifications.
The significance of epialleles in wild populations will
depend on their frequency and stability (Rohde and Junt-
tila 2008).

The analysis of the epigenetic processes in an ecological
context, known as “ecological epigenetics” is set to trans-
form our understanding of the way in which organisms
function on the landscape. Forest trees offer excellent
opportunities to examine some of the most compelling
questions of ecological epigenetics (Bossdorf et al. 2008),
particularly those related to the interplay between epigenetic
variation and phenotypic variation in natural populations,
and the role of epigenetic variation in evolutionary pro-
cesses. Ecological epigenetics could readily address such
questions by capitalizing on the advantageous features of
forest trees, including their long lifespans, their dominance
of many ecosystems, their wide geographic distribution, and
their life histories, especially reproductive traits like clonal
propagation. Analysis of the epigenetics of forest tree species
will significantly improve our understanding of the mecha-
nisms underlying natural phenotypic variation, and the
responses of organisms to environmental change, and may
thereby inform efforts to manage and breed tree species to
help them cope with environmental stresses.
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Clément LAFON PLACETTE

Controle épigénétique de la plasticité de I’appareil végétatif du peuplier
en réponse a des variations de la disponibilité en eau

Au vu de I'impact croissant du changement climatique global et en particulier de la sécheresse sur
les foréts, il est nécessaire de comprendre les mécanismes de réponse des arbres face a des variations de
disponibilité en eau. Ces derniéres années, des études ont montré un contrdle épigénétique et notamment
par la méthylation de I'ADN de la plasticité phénotypique des plantes en réponse aux variations
environnementales.

Dans ce contexte, cette thése visait a évaluer le réle de la méthylation de 'ADN des cellules du
méristétme apical caulinaire dans la plasticité développementale de la tige feuillée en réponse a des
variations de disponibilitt en eau chez le peuplier, un arbre modele. A cette fin, le méthylome de la
chromatine non condensée dans le méristéme apical caulinaire de Populus trichocarpa a été caractérisé.
Ensuite, 'impact de variations de disponibilité en eau sur la méthylation de 'ADN a été étudié dans I'apex
caulinaire de différents hybrides (P. x euramericana). Les loci et les réseaux de genes affectés pour leur
expression et leur méthylation ont ainsi été identifiés.

Ces travaux ont montré que dans le méristéme apical caulinaire, la majorité des génes étaient dans
un état non condensé de la chromatine et méthylés dans leur corps. lls ont également mis en évidence une
forte variation de la méthylation globale de 'ADN selon les génotypes et en réponse a des variations de
disponibilité en eau. De plus, des corrélations ont été établies entre les niveaux de croissance des arbres et
de méthylation globale de 'ADN dans 'apex caulinaire. Enfin, les variations de la méthylation de 'ADN en
réponse aux variations de la disponibilité en eau s’accompagnent de variations d’expression et ont ciblé
particulierement des génes impliqués dans la signalisation par les phytohormones ou la morphogeneése.

Ainsi, les travaux effectués lors de cette thése suggérent un réle de la méthylation de 'ADN dans la
plasticité phénotypique en réponse a des variations de disponibilité en eau chez le peuplier via le contrble de
I'expression de réseaux de génes dans le méristéme apical caulinaire.

Mots clés : chromatine, disponibilité en eau, épigénétique, expression de génes, méristétme apical
caulinaire, méthylation de 'ADN, morphogenése, peuplier, plasticité phénotypique, sécheresse, variabilité
génotypique

Epigenetic control of shoot phenotypic plasticity towards variations in
water availability in poplar

Predicted climate changes and particularly drought represent a major threat to forest health.
Therefore, understanding mechanisms that control trees response to variations in water availability is of
great interest. These last years, epigenetic marks such as DNA methylation have been involved in plant
phenotypic plasticity in response to environmental stresses.

In this context, this work aimed at assessing the role of shoot apical meristem cells DNA methylation
in the shoot developmental plasticity towards variations in water availability in poplar, a model tree. For this
purpose, the methylome of non condensed chromatin in Populus trichocarpa shoot apical meristem was
characterized. Then, the impact of variations in water availability on shoot apex DNA methylation in different
hybrids (P. x euramericana) was studied. Loci and gene networks affected by DNA methylation and
expression changes were thus identified.

This work showed that in shoot apical meristem, most of the genes was in non condensed chromatin
state with DNA methylation in their body. A strong variation in DNA methylation depending on genotypes and
water availability was highlighted. Moreover, correlations between trees growth and shoot apex DNA
methylation levels were established. Lastly, DNA methylation changes in response to variations in water
availability correlated to expression variations were identified for genomic loci and gene networks.

Thus, the work performed during this thesis suggests a role for DNA methylation in poplar
phenotypic plasticity in response to variations in water availability through the control of gene networks
transcription in the shoot apical meristem.

Keywords: chromatin, DNA methylation, drought, epigenetics, gene expression, genotypic variability,
morphogenesis, poplar, phenotypic plasticity, shoot apical meristem, water availability
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