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l. Le peuplier : espéce d’intérét économique et modele pour la

biologie fonctionnelle des arbres

Originaire des régions tempérées a froides de I’hémisphére Nord, les peupliers sont
des Eudicotylédones de la famille des Salicacées. Les trente especes du genre Populus sont
réparties en six sections botaniques (Abaso, Aigeiros, Leucoides, Populus, Tacamahaca et
Turanga) sur la base de critéres écologiques et morphologiques (Dickmann et Kuzovkina,
2014). Les peupliers sont une essence pionniere des ripisylves et milieux humides (Dickmann
et Kuzovkina, 2014). En France, on trouve trois espéces autochtones que sont le peuplier noir
(Populus nigra L.), le peuplier blanc (Populus alba L.) et le tremble (Populus tremula L.). Ces
especes constituent une part importante du patrimoine naturel forestier et paysager. Dans ces
populations naturelles, il n’est pas rare de retrouver des hybrides interspécifiques (e.g. P.
tremula x P. alba). Des croisements interspécifiques non-sympatriques, notamment entre des
peupliers européens et nord-américains, ont par la suite été réalisés (e.g. Populus deltoides x P.
nigra) (Dickmann et Kuzovkina, 2014). Ces hybrides se sont montrés plus performants a
plusieurs niveaux : croissance et qualité du bois, résistance aux pathogenes ou encore résilience
aux fluctuations environnementales (Stettler et al., 1988; Marron et al., 2006; Dillen et al.,
2013).

Sa rapidité de croissance et la qualité de son bois ont conduit a I’exploitation croissante
du peuplier au niveau mondial. En France, le peuplier est la deuxiéme essence feuillue la plus
récoltée aprés le chéne (Sedillot, 2017). Les peupleraies sont principalement des cultures
monoclonales avec une rotation relativement rapide (15-20 ans). Son bois est essentiellement
valorisé dans I’industrie du déroulage (emballage 1éger, panneau de contreplaqué). 1l peut
¢galement étre utilis€ par I’industrie papetiere toutefois moins rémunératrice. Le peuplier peut
également étre cultivé, de maniere plus anecdotique, en taillis a courte rotation (5-7 ans). Son
bois est alors dédié a I’industrie bioénergétique sous forme de granulés et de plaquettes. Des
projets sont également en cours de développement pour que son bois puisse étre utilisé pour la
production de bioéthanol. L industrie papetiere valorise principalement la fibre de cellulose du
bois. Pour une utilisation en biocarburant, I’intérét porte essenticllement sur la fraction
polysaccharidique (cellulose et, dans une moindre mesure, hémicelluloses) de la biomasse
(Abramson et al., 2010). Or, les lignines, via leur hydrophobicité, empéchent fortement la
libération de ces sucres (Li et al., 2008; Vanholme et al., 2010; Hofte, 2013; Meineke et al.,
2014). On parle alors de récalcitrance de la biomasse lignocellulosique. Ces industries ont alors

recours a des procédés nécessitant I’emploi de produits chimiques toxiques ou des traitements
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thermiques trés énergivores. Par ingénierie génétique, il est possible de modifier la structure et
la quantité de lignines dans la paroi (e.g. Pilate et al., 2002; Leplé et al., 2007; VVan Acker et al.,
2014, 2017). Cependant, il faut veiller a ce que cette modification n’impacte que faiblement la
croissance de 1’arbre et sa tolérance aux pathogénes. La structure et la composition des parois
cellulaires du bois, et plus particulierement des fibres de bois, se posent donc comme des
facteurs clefs de la valorisation des arbres.

Outre son fort intérét économique, le peuplier présente également un intérét en
recherche fondamentale. En effet, sa vitesse de croissance, la facilité d’obtenir des clones par
bouturage (Zufa, 1971; Brown et Sommer, 1982; Chun, 1993), la possibilit¢ d’étudier la
fonction des génes in planta par transformation génétique (Leplé et al., 1992; Busov et al.,
2005; Maheshwari et Kovalchuk, 2016) ainsi que la disponibilité et la petite taille de son
génome (Populus trichocarpa Torr & Gray cv Nisqually-1, 423 Mbp) (Tuskan et al., 2006)
I’ont imposé comme espéce modele pour les feuillus (Bradshaw et al., 2000; Taylor, 2002;
Brunner et al., 2004; Cronk, 2005; Jansson et Douglas, 2007; Ellis et al., 2010; Douglas, 2017).
La publication du génome de P. trichocarpa (Tuskan et al., 2006) et la découverte de nombreux
variants alléliques de type polymorphisme nucléotidique (Geraldes et al., 2013; Faivre-
Rampant et al., 2016; Rogier et al., 2018) a permis I’application de la génétique d’association
au peuplier. Ces études ont alors permis de découvrir des régions génomiques associées, par
exemple, a la croissance de 1’arbre et la qualité du bois (Zhang et al., 2006; Freeman et al.,
2009; Baison et al., 2019; Mduller et al., 2019). Ces études, associées a la facilité de
transformation de certains génotypes de peupliers, ont permis I’avénement de la génomique
fonctionnelle. Cette approche repose sur 1’étude de la fonction d’un géne par (i) génétique
inverse (i.e. étude du phénotype de plantes transformées ou mutées pour le géne étudié), (ii)
analyse de sa séquence et comparaison a d’autres génes proches (e.g. identification de motifs
conservés), (iii) localisation de la protéine (dans la cellule et/ou 1’organisme), (iv) analyse des
interactants moléculaires (e.g. identification de séquences cis-régulatrices en région
promotrice) et (v) analyse de 1’expression du géne. Avec 458 articles publiést, le clone INRA
717-1B4 (Populus tremula x Populus alba), trés sensible a Agrobacterium tumefaciens (Leplé
et al., 1992) et dont le génome est séquencé (Mader et al., 2016), semble étre un des éléments
clefs des recherches en génomique fonctionnelle chez le peuplier. Ainsi, depuis prés de trente

ans, un grand nombre de laboratoires utilisent ce génotype afin de comprendre divers processus

L"INRA 717" sur Google Scholar, Mars 2021
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biologiques spécifiques des arbres tels que la survie pluriannuelle, les réactions de I’arbre face

aux contraintes biotiques et abiotiques ou encore la formation du bois.
Il.  Xylogenése

Toute croissance végétale se déroule au niveau de méristemes. Les méristemes, tissus
composés de cellules peu différenciées pouvant se diviser activement, peuvent étre primaires
ou secondaires. Les meéristemes primaires se retrouvent au niveau des coiffes racinaires, de
I’apex des tiges et rameaux et a I’aisselle des feuilles dans les bourgeons axillaires. Ils assurent
alors la croissance de la plante en longueur. On parle de croissance primaire. Les méristémes
secondaires assurent ce qu’on appelle la croissance secondaire. Ces derniers ne sont donc pas
présents dans tout le regne végétal. lls se développent apres la mise en place des tissus primaires
et permettent la croissance des tissus secondaires. Ces méristemes sont le phellogéne qui forme
les tissus protecteurs de 1’arbre et le cambium qui forme les tissus conducteurs et de soutien de
celui-ci. Dans cette thése, nous nous intéressons a la formation du bois, produit au niveau du
cambium, et ne développerons donc pas plus avant la croissance primaire des arbres ainsi que

la formation de leurs tissus protecteurs.

(C) (Crédit photo : Francoise Laurans, INRAE Val de Loire).
Bi : bois initial, Bf : bois final, Lc : limite de cerne, Cr : canal résinifére, T : trachéides, R : rayons, V : vaisseaux,
F : fibres. Coloration Bleu alcian — Safranine. Barre d’échelle : 200 pm.

Les arbres atteignent des hauteurs et des durées de vie considérables grace, notamment,
aux propriétés remarquables de leur bois. En effet, le bois remplit trois fonctions principales :
(i) la conduction de I'eau de la racine au houppier, (ii) le support et maintien mécanique de
I'arbre en croissance et face aux aléas environnementaux et (iii) le stockage de réserves

temporaires, capitales pour la survie de I'arbre au fil des ans (Plomion et al., 2001; Dejardin et
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al., 2010). Ces trois fonctions sont assurées par des types cellulaires bien distincts. Chez les
résineux comme le méléze, le bois est majoritairement composé de trachéides assurant la
conduction de la séve et le maintien mécanique, et de rayons parenchymateux assurant les
échanges entre le phloeme et le xyléme ainsi que le stockage des réserves (fig. 1A). Chez les
feuillus, alors qu’on retrouvera les rayons parenchymateux, on observe une spécialisation
cellulaire avec les cellules de vaisseaux impliquées dans le transport de la séve brute et les
cellules de fibres assurant en grande partie le support mécanique. Bien que possédant ces trois
types cellulaires, le bois chez les feuillus peut, suivant les espéces, présenter une organisation
différente. Les bois dit a pores diffus comme chez le peuplier (fig. 1B) présentent une repartition
homogeéne des pores (i.e. des vaisseaux) tout au long de I’année. A I’inverse, les bois dit a zone
initiale poreuse comme chez le chataignier (fig. 1C) présentent des vaisseaux d’un diamétre
plus important dans le bois produit au printemps que dans le bois d’été (Carlquist, 1988;
Déjardin et al., 2010). Par ailleurs, le bois, qu’il soit de résineux ou de feuillu, présente une
structure anisotrope (fig. 2). En effet, il est composé de deux systémes, 1’un vertical, 1’autre
horizontal. Le systeme vertical, composé des cellules mortes de fibres et de vaisseaux, assure
la conduction de la séve brute et le support mécanique comme annoncé plus haut. Le systeme
horizontal, composé des cellules vivantes de rayon parenchymateux, permet, lui, le transfert
des assimilats et leur stockage en hiver sous forme d’amidon et de lipides. Ainsi, le bois est un
assemblage complexe des parois secondaires des fibres et vaisseaux, interconnectés aux cellules

vivantes de rayons (De¢jardin et al., 2010).

Fibres Q o

Vaisseaux 4

Plan tangentiel

Plan radial

Figure 2 Comparaison des différents plans d'une coupe de bois de feuillu (Camefort, 1977)
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Figure 3 Différenciation des fibres et des vaisseaux (Courtois-Moreau et al., 2009)

Par ailleurs, chacun de ces types cellulaires présente un schéma de développement
spécifique (fig. 3). En zone tempérée, au printemps, le cambium reprend son activité de division
cellulaire. Suite a ces divisions, les cellules méristématiques produisent des cellules appelées
initiales radiales et d’autres appelées initiales fusiformes. Les premicres ont une croissance
transversale et donnent les cellules de rayon alors que les secondes se différencient en cellules
allongées longitudinalement, a 1’origine des fibres et des vaisseaux (Mellerowicz et al., 2001;
Plomion et al., 2001; Déjardin et al., 2010). Les vaisseaux sont de longs tubes a fort diametre.
Ils sont produits apres autolyse des cellules de vaisseaux qui sont reliées entre elles par des
ponctuations creées par lyse des parois transversales (Bailey, 1944). Les jeunes cellules de
vaisseaux subissent une forte augmentation de leur volume vacuolaire ainsi qu’une formation
rapide de leur paroi. Cette paroi est trés rapidement lignifiée, rendant alors les cellules
hydrophobes (Mellerowicz et al., 2001; Plomion et al., 2001; Laurans et al., 2006; Déjardin et
al., 2010). Suite a de fortes contraintes spatiales, les jeunes cellules de fibre ont, elles, une
croissance intrusive (Siedlecka et al., 2008). Une épaisse paroi secondaire commence a se
déposer apres cette phase d’expansion cellulaire. Ce dépdt est associé au processus de
lignification, qui débute au niveau des coins cellulaires et se propage de la lamelle moyenne
vers la membrane plasmique. Pour les cellules de fibres et de vaisseaux, la différenciation
cellulaire se termine par I’hydrolyse du protoplasme et donc la mort de la cellule (Mellerowicz

et al., 2001; Plomion et al., 2001; Laurans et al., 2006; Courtois-Moreau et al., 2009; Déjardin
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et al., 2010). Enfin, les cellules de rayons proviennent de divisions des initiales radiales.
Contrairement aux cellules de fibres et de vaisseaux qui subissent rapidement une mort
cellulaire, les rayons parenchymateux restent vivants beaucoup plus longtemps. La mort des
cellules de rayons conduit a la libération de phénols, étape essentielle a la formation d’un bois
durable : le duramen. Contrairement a 1’aubier, ce bois est alors composé exclusivement de
paroi de cellules végétales mortes (Déjardin et al., 2010). Ces éléments laissent donc entrevoir
un lien étroit entre xylogenese, différenciation cellulaire et parois végétales.

A B
= £ G

S2 -
s1

s1 /

ML +PCW NS ML +PCW

Figure 4 Représentation schématique de la structure des parois de fibres de bois normal (A) et

de bois de tension (B) (Déjardin et al., 2010)
ML : lamelle moyenne, PCW : paroi primaire, S1-3 : sous-couches 1, 2 et 3 de la paroi secondaire, G : couche
gélatineuse.

Au-dela de cette complexité cellulaire, le bois est un tissu extrémement variable. En
région tempérée, 1’arbre produit deux types de bois au cours de la saison de végétation : le bois
initial formé au printemps et le bois final formé en été (fig. 1). Le bois initial est caractérisé par
de larges trachéides aux parois minces chez les résineux et des vaisseaux souvent plus larges
chez les feuillus. Ce bois est généralement moins dense que le bois final (Higuchi, 1997). La
structure de ces deux bois refléte par ailleurs les conditions climatiques régnant lors de leur
formation, avec notamment une plus grande disponibilité en eau au printemps. Ainsi, le bois
peut étre révélateur d’aléas climatiques passés. Par exemple, en cas de sécheresse ou de
canicule, I’arbre va arréter sa croissance ce qui laissera apparaitre un faux-cerne (Gruber et al.,
2010). En réponse a certaines contraintes environnementales (e.g. pente, vents forts et

persistants), I’arbre produit un bois de réaction appelé bois de tension (tension wood, TW) chez

8 Clément CUELLO



INTRODUCTION GENERALE

les feuillus. Ce bois, aux propriétés mécaniques exceptionnelles, permet a I’arbre de se redresser
et de maintenir son port. Les fibres de bois de tension de peuplier comportent une couche extra-
numeéraire tres particuliere nommée couche gélatineuse (ou couche G) (Daniel et al., 2006).
Cette couche, située a la place des habituelles S2 et/ou S3 (cf Il et fig. 4), est constituee
majoritairement de cellulose, de polysaccharides non-cellulosiques, principalement des RG-I*
etdes AGP? (Gorshkovaetal., 2015; Guedes et al., 2017). Jusqu’alors, le consensus scientifique
sur la présence ou non, en faible quantité, de lignines, ou du moins de composés phénoliques,
dans cette couche n’a pas été établi (Joseleau et al., 2004; Pilate et al., 2004; Gierlinger et
Schwanninger, 2006a). Dans la couche G, les microfibrilles de cellulose sont beaucoup plus
cristallines et sont orientées dans 1’axe de la fibre (fig. 4; Norberg et Meier, 1966; Gorshkova
etal., 2015). Daprés 1’étude de Clair et ses collaborateurs (2008), les microfibrilles de cellulose
sont mises sous tension dans la couche G et sont impliquées dans la mise en place des

contraintes de maturation permettant a 1I’arbre de se redresser.
I11. Parois cellulaires : structure, composition et biosynthese

Chez tout organisme pluricellulaire, on retrouve une matrice extracellulaire permettant
la cohésion des cellules entre elles. Chez les végétaux, cette matrice porte le nom de paroi
végétale et se décompose en lamelle moyenne, paroi primaire. Certaines cellules spécialisées
développent également une paroi secondaire (fig. 4). La paroi définit la forme des cellules
végétales et donc la morphologie des organes et tissus. Elle a principalement un réle de
protection contre les agressions biotiques et abiotiques et de résistance mécanique (McFarlane
et al., 2014). Les parois végétales sont constituées de réseaux complexes de polymeres
interagissant entre eux. On y retrouve des polysaccharides tels que la cellulose, les
hémicelluloses ou les pectines, des glycoprotéines telles que des extensines ou des AGP et des
polyphénols tels que les lignines (Held et al., 2015). La proportion de chaque composé varie en
fonction des espéces, des types cellulaires ou des types de parois. Dans le bois mature de
peuplier (composé essentiellement des parois de cellules mortes, cf 11), on retrouve environ
50% de cellulose, 20 a 30 % d’hémicelluloses et 20 a 30% de lignines avec un ratio
polysaccharides/polyphénols de 3,2 (Déjardin et al., 2010; Sannigrahi et al., 2010; Chen et al.,
2018; Wang et al., 2018). Les pectines et protéines, majoritairement situées dans la lamelle

moyenne et la paroi primaire, sont présentes a 1’état de traces.

! rhamnogalacturonanes de type |
2 protéines a arabinogalactanes
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1. Paroi primaire

Synthétisée durant les dernieres étapes de la division cellulaire, des le début de la
différenciation, la paroi primaire est fine et trés hydratée. Elle se compose majoritairement de
cellulose dans un premier temps. Les microfibrilles de cellulose sont synthétisées sans
organisation précise. Des hémicelluloses, principalement des glucuronoxylanes, des pectines,
principalement des RG-I, des protéines de structure et des lignines sont ensuite déposées entre
les microfibrilles de cellulose (fig. 5; Mellerowicz et al., 2001; Plomion et al., 2001; Cosgrove
et Jarvis, 2012). Cette paroi reste relativement souple durant toute 1’étape de différenciation
cellulaire pour permettre 1’expansion de la cellule.

e Rhamnogalacturonan |
Hemicelluloses <~ ,Pectins ., (a pectin) /A
. / N /1
/|

Cellulose
ml(rofcbnl\\

==
Y——————— *\‘\\\—' %
\/ ® S

N Structural
\] protein

Figure 5 Représentation schématique de la composition d'une paroi primaire non lignifiée
(Brett et Waldron, 1990)

2. Paroi secondaire

La paroi secondaire est synthétisée a la fin de 1’élongation cellulaire (fig. 6). Elle peut
étre considérée comme la plus importante de par son épaisseur et son role dans les propriétés
mécaniques du bois. Elle est divisée en trois sous-couches distinctes (hommeées S1, S2 et S3),
dont la S2 est la plus épaisse (fig. 4). Ces sous-couches se distinguent notamment par
’orientation des microfibrilles de cellulose par rapport a I’axe de la cellule et par la cristallinité
de la cellulose (Barnett et Bonham, 2004). En effet, alors que I’angle des microfibrilles (MFA)
est presque perpendiculaire (60 a 90°) a la cellule pour les sous-couches S1 et S3, cet angle est
tres faible (5 a 40°) dans la sous-couche S2 (Kollmann et Coté, 1968; Plomion et al., 2001). La
structure des parois secondaires est souvent comparée a celle du béton armé, les microfibrilles
de cellulose prenant lieu et place du grillage métallique et les hémicelluloses et lignines, plus
amorphes, représentant le béton. Leurs propriétés mécaniques s’apparentent également a celles

de ce matériau composite (Kerstens et al., 2001; Barnett et Bonham, 2004). La formation des
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parois secondaires est un processus tres ordonné durant lequel la biosynthése et le transport des
différents composés de la paroi sont contrélé spatio-temporellement. Elle peut étre divisée en
quatre moments clefs : production des précurseurs des polymeres, production des enzymes
biosynthétiques, transfert des enzymes et, enfin, précurseurs et assemblage de la paroi (Carpita
etal., 2001a; Kumar et al., 2016).

o LIRSS

ORI JI x
1“3 4‘%{*""?4’{7'\!‘ Y
3

A AL AL L AL

Cell division — ee—
Expansion
Elongation
Cell wall hlycrs S | | .
Cellulose
Pectins e
Hemicelluloses
Lignin e
Monolignols i G
| .,
Figure 6 Représentation schématique de la différenciation du bois et de la mise en place des
parois et de leurs composants (d'apres Hertzberg et al., 2001)
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4 Figure 7 Représentation schématique des voies de biosynthése des parois secondaires

Cette représentation schématique se base sur une revue extensive de la littérature et se veut représentative des
connaissances actuelles.

(1) Ancrage GPI (2) transformation des prolines en hydroxyprolines (3) glycosylation mineure par [’action de
galactosyltransferase (GALT)2 (4) glycosylation par l'action de GALT2, GALTS, GALTY; GALT29A4, GALT31A4,
galacturonique actid transferase (GalAT)14A, GalAT14B, GalAT14C, fucosyltransferase (FUT)4, FUT6 et/ou
reduced arabinose yariv(RAY)1; (a) FLA serait impliqué dans les premiéres étapes de la formation des
microfibrilles de cellulose. (b) Les vésicules contenant les CSC sont conduites vers la membrane plasmique a
[’aide soit des microtubules, soit des filaments d’actines. (c) Chaque lobe est composé de trois, quatre ou six unités
catalytiques. Ces unités peuvent étre hétéromériques ou homomériques. (d) COBL4 serait impliqué dans la
biosynthése et [’extension de la cellulose. (€) KOR serait en interaction avec le CSC et aurait un réle dans la
terminaison de la chaine de glucane, la cristallinité de la cellulose et/ou la formation des microfibrilles. (f) la
XRES serait produite par ajout de glycosyl sur un résidu de xylose attaché a une molécule comme une protéine,
un lipide ou un HG. (g9) XRES servirait de site d’initiation pour la croissance de la chaine de xylose par transfert
sur lextrémité non-réductrice. (h) XRES pourrait également étre le terminateur de la synthése de la chaine de
xylane. (i-1) une fois produits, les précurseurs des lignines sont transférés vers la paroi par diffusion passive (i),
transport actif secondaire (j), transport actif primaire (k) ou libération post-mortem des précurseurs glycosylés
stockées dans la vacuole (1). (m) MYBI156 et MYB221 semblent avoir un réle d’inhibiteur dans les voies de
biosynthése de la cellulose (P1) et des hémicelluloses (P2) et des lignines (P5). (n) MYB90 aurait un réle
d’activateur de la voie de biosynthése des hémicelluloses. (0) les interactions précises entre facteurs de
transcription et cibles dans les voies de biosynthéses n’ont pas encore été totalement élucidées. Il est possible que
ces interactions passent par d’autres facteurs de transcription.

Gras noir : transcrits ; bleu : enzyme ; bleu souligné : enzyme active ; noir : métabolites ; Gris : hormone ; Fléche
noire : activateur ou action enzymatique ; Fléche plate rouge : inhibiteur ; fond rouge foncé : facteur de
transcription activant la voie de biosynthese des lignines.

ML : lamelle moyenne ; PCW : paroi primaire ; SCW : paroi secondaire ; N : noyau ; RER : réticulum
endoplasmique rugueux ; SER : réticulum endoplasmique lisse ; G : appareil de Golgi ; M : mitochondrie ; C :
chloroplaste ; V : vacuole ; AF : filament d’actine ; MT : microtubule ; PCD : mort cellulaire programmée ;AUX
: auxine ; JA : acide jasmonique ; ABA : acide abscissique ; CK : citokinine ; BR : brassinolides ; Gib :
gibbérellines ; ABP : auxin binding protein ; BRI : brassinosteroid insensitive ; BES1 : BRI1 EMS suppressor ;
miR : microRNA ; MYB : Myeloblastoma ; E2FC : E2-promoter binding factor C ; NST : Nac Secondary Cell
Wall Thickening ; SND : secondary wall-associated NAC-domain protein ; VND : vascular NAC-domain ; XND :
xylem NAC-domain ; ANAC : abscissic acid responsive NAC ; VNI : VND-interacting ; LBD : lateral organ
bondaries domain ; ASL : asymmetric leaves2-like ; DIM : deffective entry into mitosis ; KNAT : knotted
Arabidopsis thaliana ; OFP : ovate family protein ; TF : facteur de transcription ; CSC : cellulose synthase
complex ; CesA : cellulose synthase ; SuSy : sucrose synthase ; FLA : fasciclin-like arabinogalactane ; KOR :
korrigan ; CSI : cellulose synthase interactive ; COBL : cobra-like ; CYT : cytochrome ; GPI
glycosylphosphatidylinositol ; AGP : protéine a arabinogalactane ; PME : pectin methylesterase; MethylTs :
methyltransferases ; AcetylTs : acetyltransferases ; GUX : glucuronyltransferase ; GT : glycosyl transferase ;
CSLC : cellulose synthase-like C ; CSLA : cellulose synthase-like A ; GXMT : glucuronoxylan methyltransferase
; GAUT : galaturonosyltransferase ; RWA : reduced wall acetylation ; TBL : trichome birefringence like ; ESK :
eskimo ; AXY : altered xyloglucan ; MR : mucilage related ; PAL : phenylalaline ammonia-lyase : C4H : cinnamic
acid 4-hydrolase ; 4CL : 4-coumarate coenzyme A ligase ; CCR : cinnamoyl coenzyme A reductase ; CAD :
cinnamyl alcohol deshydrogenase ; HCT : shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase ; C3H : p-coumarate
3-hydroxylase ; CSE : caffeoyl shikimate esterase ; COMT : cafferic acid O-methyltransferase ; CCOAOMT :
caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase ; SAD : sinapyl alcohol deshydrogenase ; UDP-GT : uridine di-
phosphate glycosyltransferase ; ABCG : ATP-binding cassette transporter; LAC : laccase ; PRX : peroxidase.
UDP : uridine diphosphate ; Glc : glucose ; GIcA : acide glucuronique ; Xyl : xylose ; MeGIcA : acide
glucuronique méthylé ; SAM : S-adenosylmethionine ; GalA : acide galacturonique ; ; Man : mannose ; Ac :
acétyle ; XRES : xylan reducing end sequence ; HG : homogalacturonanes ; RG : rhamnogalacturonanes ;
SinapAlc : alcool synapylique ; CoumAlc alcool coumarylique ; ConifAlc : alcool coniferylique ; Phe :
phenylalalnine ; CinnA : acide cinnamique ; CoumA : acide p-coumarique ; CoumCoA : p-coumaroyl coenzyme
A ; CoumALD : p-coumaraldehyde ; CoumShiA : acide p-coumaroyl shikimique ; CafA : acide cafféique ; CafShiA
: acide caffeoyl shikimique ; CafCoA : caffeoyl coenzyme A ; FA : acide férulique ; FCoA : feruloyl coenzyme A ;
ConifALD : coniferaldehyde ; SinapALD : sinapaldehyde ; ATP : adenosine tri-phosphate ; ATP : adenosine di-
phosphate. Les spécificités cellulaires sont indiquées en exposant des facteurs de transcription. F : fibres ; V :
vaisseaux.
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2.1. Cellulose

La cellulose est un polymeére linéaire plus ou moins cristallin de glucoses liés par des
liaisons B,1-4 (Martinez-Sanz et al., 2017). Elle est synthétisée au niveau de la membrane
plasmique par de petites rosettes transmembranaires appelées CSC. Ces complexes sont
composés de six complexes protéiques eux-méme constitueés de plusieurs unités catalytiques
appelées CesA2. Ces unités catalytiques sont produites dans les ribosomes associés au réticulum
endoplasmique. Elles sont ensuite assemblées dans 1’appareil de Golgi puis transportées vers la
membrane sous forme de MASC? ou SmaCC* le long des microtubules ou a 1’aide des filaments
d’actine (fig. 7; Haigler et Brown, 1986; Baskin, 2001; Paredez et al., 2006; Wightman et
Turner, 2008, 2010; Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009; Sampathkumar et al., 2013).
Chaque CesA synthétise une chaine de glucane par conversion d’UDP-GIc® cytoplasmique,
produit, pour tout ou partie, par ’enzyme SuSy® (fig. 7; Amor et al., 1995; Pear et al., 1996;
Delmer, 1999; Barratt et al., 2009; Coleman et al., 2009; Endler et Persson, 2011). Ces chaines
se lient ensuite les unes aux autres pour former une structure cristalline (\Wightman et Turner,
2010). 11 est donc possible d’identifier le nombre de CesA composant chaque globule de CSC
en étudiant le nombre de chaine par fibrille élémentaire. Un premier modele composé de 36
chaines de glucane laisse suggérer que chaque globule de CSC est composé de six unités
catalytiques (Herth, 1983; Scheible et al., 2001; Doblin et al., 2002; Mutwil et al., 2008). Ce
modele, largement adopté par la suite, a été remis en question par la combinaison d’analyses en
spectroscopies WAXS’, SANS®, et RMN® et FTIR (Kennedy et al., 2007; Fernandes et al.,
2011; Jarvis, 2013; Newman et al., 2013; Thomas et al., 2013). Deux nouveaux modeles ont
alors été proposés. Le premier modele, établi par comparaison d’observations SAXS a une
simulation informatique, est composé de 24 chaines de glucanes (Fernandes et al., 2011). Ici,
chaque globule de CSC serait alors composé de quatre CesA. Le second modéle est composé
de 18 chaines de glucanes ce qui porte ici a trois le nombre de CesA par globule (Kennedy et
al., 2007; Fernandes et al., 2011; Jarvis, 2013; Newman et al., 2013; Thomas et al., 2013). Ce

dernier mode¢le est appuyé par 1’existence d’une steechiométrie équimolaire de chaque protéine

! Cellulose synthase complex

2 Cellulose synthase

3 Microtubule-associated cellulose synthase
4 Small cesa compartments

5 Uridine diphosphate glucose

6 Sucrose synthase

" Wide angle x-ray scattering

8 Small angle neutron scattering

9 Résonance magnétique nucléaire

10 Infrarouge a transformée de Fourier
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au sein d’un globule de CSC (Gonneau et al., 2014; Hill et al., 2014). 1l est également possible
que ces trois modeles coexistent et ne différent qu’en fonction des espéces.

Chez le peuplier, dix-huit génes CesA ont été identifiés, contre dix chez Arabidopsis
thaliana (Richmond et Somerville, 2000; Djerbi et al., 2005). Parmi eux, onze (CesA4, CesAT7A,
CesAT7B, CesA8A, CesA8B, CesAlA, CesAlB, CesA3C, CesA3D, CesAGA et CesA6B) ont eté
identifiés comme intervenants dans la synthese des microfibrilles de cellulose (Xi et al., 2017;
Turner et Kumar, 2018). La cellulose de la paroi primaire est principalement synthétisée par les
CesAl, CesA3 et CesA6 (Arioli et al., 1998). Les CesA4, CesA7 et CesA8 sont, elles, plutbt
spécifiques de la formation de la paroi secondaire (fig. 7; Turner et Somerville, 1997; Taylor et
al., 1999, 2003; Gardiner et al., 2003). Ces trois CesA sont retrouvées de facon équimolaire
chez Arabidopsis thaliana et Picea abies. Dans le xyléme en formation de peuplier en revanche,
on retrouve respectivement trois et deux fois plus de CESA8 et CESA4 que de CESAT7. Ces
ratios sont méme exacerbés lors de la formation de bois de tension avec respectivement huit et
trois fois plus de CESA8 et CESA4 que de CESA7 (Zhang et al., 2018). Au vu de ces ratios, le
premier modéle établi par Herth (1983), a savoir six CesA par globule de CSC, est celui qui
correspond le mieux pour le peuplier (fig. 7; Doblin et al., 2002; Zhang et al., 2018). Ainsi,
chaque globule de CSC serait un hétérohexamere compose de trois CesA8, deux CesA4 et une
CesA7, toutes n’étant pas nécessairement actives simultanément (Zhang et al., 2018). Par
ailleurs, la présence de ces trois protéines est nécessaire pour un fonctionnement correct des
CSC (Taylor et al., 2003; Song et al., 2010; Joshi et al., 2011). Chez Arabidopsis thaliana, la
position des CSC au sein de la membrane plasmique est définie par les AtMAP70-5! et
AtMAP70-1 (Pesquet et al., 2010). Plus récemment, une expérience de dépolymérisation des
microtubules chez Arabidopsis thaliana a montré un défaut d’organisation des CSC au niveau
de la membrane plasmique, sans réel impact sur leurs déplacements au niveau de la membrane
plasmique ni sur la quantité de cellulose produite (\Watanabe et al., 2015). Enfin, une étude
combinant transcriptomique, protéomique et trois types de métabolomiques avec une
modélisation par projection orthogonale aux structures latentes a permis d’élucider le rdle des
protéines membranaires de type SCAMP? dans la formation des parois (Obudulu et al., 2018).
Ces protéines réguleraient I’accumulation de composés pariétaux en changeant, notamment, le
trafic membranaire. Cela a pour effet de régler avec précision I’abondance de précurseurs

parietaux et/ou des protéines impliqués dans la formation des parois, CesA comprises.

1 MAP : Microtubules-associated protein
2 Secretory carrier-associated membrane proteins
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Longtemps considérée comme plus simple que les autres voies de biosyntheése, la
biosynthese de la cellulose se révéle tout aussi complexe. En effet, le fonctionnement et la
régulation de ces CesA au niveau de la membrane plasmique impliquent un grand nombre de
génes dont les génes COBRA, KOR! et CSI? (fig. 7; Doblin et al., 2002; Roudier et al., 2005).
L’étude des génes coexprimés avec les CesA a mis en évidence que les génes COBL42, germin-
like, CTL2* ainsi que des génes codant pour des AGP comme les génes FLA? étaient exprimés
au cours de la formation de la cellulose (fig. 7; Brown et al., 2005). Les génes COBRA et COBL
produisent des protéines transmembranaires impliquées dans la biosynthése et I’extension de la
cellulose (Schindelman et al., 2001; Li et al., 2003; Persson et al., 2005; Hochholdinger et al.,
2008; Dai et al., 2011). La protéine COBL4 plus particulierement semble faciliter la formation
des microfibrilles (fig. 7; Brown et al., 2005; Persson et al., 2005). Cependant, la relation précise
entre CSC et protéines COBRA et COBL n’a pas encore été élucidée. Le géne KOR code pour
une endo-B-glucanase qui serait nécessaire dans les derniéres étapes de formation de la cellulose
(fig. 7; Nicol et al., 1998; Lane et al., 2001; Sato et al., 2001; Szyjanowicz et al., 2004). Plus
récemment, une étude a montré que cette enzyme fait partie intégrante des CSC et est impliquée
dans le déplacement des CSC au niveau de la membrane plasmique et leur trafic intracellulaire
(\Vain et al., 2014). Le géne CSI code lui aussi pour un composant structurel des CSC. Il est
responsable des interactions entre le CSC et les microtubules corticaux (fig. 7; Gu et Somerville,
2010; Bringmann et al., 2012; Li et al., 2012c). Les protéines CTL1 et CTL2 agissent sur la
cristallinité de la cellulose, I’ orientation de ses microfibrilles et les interactions entre la cellulose
et les hémicelluloses chez Arabidopsis thaliana (fig. 7; Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Une
mutation dans le géne AtCTL1 a également montré un dépdt ectopique de lignines (Zhong et
al., 2002) suggérant une implication des CTL dans la lignification.

2.2. Polysaccharides non cellulosiques

Entre ces microfibrilles tres fortement orientées sont déposées des hémicelluloses et
des lignines (Zhong et Ye, 2007). Les hémicelluloses sont un groupe de polysaccharides
hétérogenes, c’est-a-dire composés de plusieurs sucres. Chez les végétaux, on retrouve trois
principales familles d’hémicelluloses : les xylanes, les xyloglucanes et les mannanes. Les
xylanes sont les hémicelluloses structurelles majoritaires des parois secondaires des

Dicotylédones (Ebringerova, 2005). Il s’agit d’hétéropolymeéres composés d’une chaine
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principale de xyloses liées en f,1-4 et substitués en C2 par des acides glucuroniques (on parle
alors de glucuronoxylanes), C2 ou C3 par des arabinoses (on parle alors d’arabinoxylanes) ou
les deux (on parle alors d’arabinoglucuronoxylanes et de glucuronoarabinoxylanes)
(Izydorczyk et Biliaderis, 1995; Carpita et al., 2001b; Ebringerova, 2005; Faik, 2010; Kulkarni
et al., 2012). Chez les feuillus, on retrouve majoritairement des glucuronoxylanes (Timell,
1964; Ebringerova, 2005). Les xylanes présentent deux principaux domaines, un majeur avec
des chaines latérales tous les huit & dix xyloses et permettant vraisesmblablement des liaisons
avec les microfibrilles de cellulose et un mineur avec des chaines latérales tous les cing a sept
xyloses principalement responsables de liaisons entre les hémicelluloses (Bromley et al., 2013).
Chez plusieurs especes, notamment Picea abies, Arabidopsis thaliana et le peuplier, une
séquence terminal réductrice dite XRES? a également été identifiée (Johansson et Samuelson,
1977; Andersson et al., 1983; Pefa et al., 2007; Lee et al., 2011). Les xylanes présenteraient
par ailleurs des groupements acétyles assurant des liaisons avec les lignines (Imamura et al.,
1994; Balakshin et al., 2011).

La biosynthese des hemicelluloses est assez différente de celle de la cellulose. En effet,
ces polysaccharides sont produits dans ’appareil de Golgi par des glycosyltransférases puis
transférés dans la matrice extracellulaire par exocytose de petites vésicules (fig. 7; Atmodjo et
al., 2013; Rennie et Scheller, 2014). Deux modeles de biosynthése des xylanes ont été proposés
(fig. 7). Dans un premier modele, XRES est un initiateur de la formation des xylanes. Elle serait
alors produite par addition de xyloses sur un élément inconnu probablement lipidique, protéique
ou pectinique. La chaine de xylose s’allongerait ensuite par transfert de xyloses sur 1’extrémité
non réductrice (Brown et al., 2007; Lee et al., 2007a). Dans un second modele, les chaines de
xylanes seraient synthétisées de novo par transfert de xylose sur I’extrémité réductrice. Ici,
XRES est alors considéré comme un terminateur de la synthese des xylanes (Brown et al., 2007;
Lee et al., 2007a). Ces deux modeéles peuvent également coexister et varier en fonction des
espéces, des tissus ou encore des cellules (York et O"Neill, 2008). Plus récemment, Faik (2013)
a émis I’hypothése que XRES pourrait étre un guide dans la sécrétion des xylanes nouvellement
synthétisés en plus de son role de terminateur.

On retrouve de nombreux genes associés a la formation des hémicelluloses (fig. 7). Le
squelette des xylanes serait majoritairement synthétisé par de génes de la famille des GT43?
codant pour des B-1,4-xylosyltransferase (Brown et al., 2005, 2007, 2009; Lee et al., 2007a;
Pefia et al., 2007; Keppler et Showalter, 2010; Wu et al., 2010a; Chiniquy et al., 2013). Des

! Xylan reducing end sequence
2 GT : glycosyltransferase
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enzymes CSL?! semblent également impliquées dans cette synthése, notamment la CSLC
(Cocuron et al., 2007). Les chaines latérales d’acides glucuroniques sont, elles, ajoutées par les
enzymes produites par les génes GUX1? et GUX2 (Mortimer et al., 2010; Lee et al., 2012;
Bromley et al., 2013). Ces enzymes utilisent un xylohexaose comme accepteur et ajoutent un
acide glucuronique au cinquieme xylose (Rennie et al., 2012; Bromley et al., 2013). La
méthylation de ces acides glucuroniques est assuré par les enzymes GXMT? qui transférent le
groupement methyl de S-adénosylméthionines en O-4 des acides glucuroniques présents sur les
glucuronoxylanes (Lee et al., 2012; Urbanowicz et al., 2012). L’acétylation des xylanes est
essentielle pour assurer ’intégrité des parois végétales. Plusieurs génes, dont ESK14, RWA1-4°,
TBL29° et AXY4', interviennent dans 1’O-acétylation des xylanes (fig. 7; Gille et al., 2011;
Urbanowicz et al., 2012; Manabe et al., 2013; Xiong et al., 2013; Yuan et al., 2013). ESK1 et
TBL29, par exemple, semblent acétyler certains xylanes du squelette en position O-2 et O-3
(Manabe et al., 2013; Xiong et al., 2013; Yuan et al., 2013). Plusieurs genes sont également
impliqués dans la synthése de XRES (fig. 7). Le géne PARVUS, codant pour une
galacturonosyltransferase de la famille des GT8E/F serait notamment responsable du transfert
de XRES sur cet élément inconnu (Brown et al., 2007; Lee et al., 2007a, 2007b). Des génes de
la famille des GT47 (F8H®) et GT47C (FRA8®) seraient également impliquées dans la formation
de XRES (Pefia et al., 2007). Enfin, le réle de GAUT12%, de la famille des GT8D n’est pas
encore totalement élucidé. En effet, chez Arabidopsis thaliana, le mutant irx8!, dont
I’expression de GAUTI12 est réduite, présente une diminution de la quantité de
glucuronoxylanes et d’homogalacturonanes et une disparition compléte de XRES (Brown et al.,
2007; Persson et al., 2007; Penaet al., 2007). De méme, des peupliers sous-exprimant GAUT12
présentent une diminution de leur quantité de xylanes et de pectines (Biswal et al., 2015, 2018).
Ainsi, GAUT12 permettrait soit la synthése de XRES, soit la synthése d’une fraction des
pectines (Brown et al., 2007; Persson et al., 2007; Pefia et al., 2007; Biswal et al., 2015, 2018).
Il ne fait cependant nul doute que ce gene revét une importance capitale pour le bon ancrage
des xylanes et I’architecture générales des parois (Biswal et al., 2018).

! Cellulose synthase like
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Les pectines sont des polysaccharides non-cellulosiques que 1’on retrouve
principalement dans la paroi primaire et la couche gélatineuse de bois de tension. Il s’agit de
polysaccharides complexes caractérisés par une forte teneur en acide galacturonique et chargés
négativement (Mohnen, 2008; Atmodjo et al., 2013). Elles se divisent en trois groupes majeurs.
Les homogalacturonanes sont un polymére linéaire d’acides galacturoniques liés en o-(1,4)
avec beaucoup de methylestérification en C6 et quelques acétylations en O-2 et/ou O-3
(Mohnen, 2008). Les RG-I présentent un squelette composé d’acides galacturoniques et de
rhamnoses liés comme suit : [4)- a-DGalA-(1,2)- a-LRha-(1,]n (McNeil et al., 1980; Lau et al.,
1985). Les RG-II présentent une plus grande complexité structurelle. Ils sont composés d’un
squelette similaire aux homogalacturonanes substitué par quatre types d’oligosaccharides en O-
2 et/ou O-3 (Ishii ete Matsunaga, 1996; O’Neill et York, 2003; Matsunaga et al., 2004). Ces
polysaccharides sont, eux aussi, synthétisés dans I’appareil de Golgi puis transportés dans la
paroi via des vésicules (fig. 7; Zhang et Staehelin, 1992; Mohnen, 2008). La biosynthese des
pectines est complexe et requiert au moins 67 transférases dont des GT, des méthyltransférases
et des acétyltransférases (fig. 7; Mohnen, 2008). L’identité de ces enzymes n’a que peu été
¢tudiée jusqu’a présent. Ainsi, outre GAUTI2 présentée précédemment, seules GAUT1 et
GAUTY ont été identifiées comme ayant un réle dans la biosynthése des homogalacturonanes.
En effet, ces deux protéines forment un complexe fonctionnel au sein de 1’appareil de Golgi et
transferent un acide galacturonique sur I’extrémité non réductrice de I’homogalacturonane en
cours de synthése (Sterling et al., 2006; Atmodjo et al., 2011). Par ailleurs, deux modeles de
biosynthéses ont été proposés par Atmodjo et ses collaborateurs (2013). Le premier considere
qu’un groupe de GT est associé a la production des squelettes des homogalacturonanes et RG-
| ainsi que des branches des RG-I. Le second considere que des oligosaccharides sont
synthétisés pour produire des homogalacturonanes et RG-I puis sont transférés sur d’autres
domaines en extension par des oligosaccharyltransférases.

On retrouve trois principaux types de protéoglycanes au sein des parois : les protéines
riches en glycine, les protéines riches en proline et les protéines riches en hydroxyproline. Dans
cette derniére catégorie se trouvent notamment les extensines et les AGP. Les AGP sont des
protéines caractérisées par une forte proportion de proline (modifiée en hydroxyproline),
d’alanine, de serine et de thréonine et une forte glycosylation des hydroxyprolines par de
I’arabinose et du galactose. Ces protéines permettent, notamment, de réaliser des ponts entre
les hémicelluloses et les pectines (Kjellbom et al., 1997; Tan et al., 2013). La fonction précise
de ces protéines n’a cependant pas encore été ¢lucidée. Leur biosynthése peut étre divisée en

plusieurs étapes (fig. 7) : (i) traduction des ARN messagers codant pour la protéine coeur des
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AGPs, (ii) translocation de la protéine dans le réticulum endoplasmique rugueux et ancrage
GPI en C-terminal de la protéine si besoin, (iii) modification post-traductionnelle au sein du
réticulum endoplasmique des prolines en hydroxyprolines, (iv) glycosylation de la protéine
cceur, dans le réticulum endoplasmique et, surtout, dans I’appareil de Golgi, (v) sécrétion vers
la membrane plasmique pour les protéines avec ancrage GPI et (vi) hydrolyse possible par des
glycosyl-hydrolases (Held et al., 2015). Ces différentes étapes font appel a différents génes.
Ainsi, la glycosylation initiale de la protéine se fera par I’intermédiaire des enzymes GALT22
dans le réticulum endoplasmique et GALTS, GALT9, GALT29A et GALT31A dans I’appareil
de Golgi (Qu et al., 2008; Basu et al., 2013; Geshi et al., 2013; Dilokpimol et al., 2014). Chacune
de ces enzymes a une fonction bien précise. Par exemple, GALT9 produit des chaines de
galactanes liées en B-(1,3) (Qu et al., 2008). Sur les chaines produites, 1’ajout d’un acide
galacturonique en B-(1,6) est assuré par GALT29A. Les chaines en -(1,6) sont & leur tour
allongées par I’intermédiaire de GALT31A (Geshietal., 2013; Dilokpimol et al., 2014). L ajout
des acides glucuroniques fait lui appel a une autre famille d’enzyme, les J-
glucurunosyltransférases dont GICAT14A, GIcAT14B, GIcAT14C (Knoch et al., 2013;
Dilokpimol et al., 2014). L’ajout des fucoses fera lui appel a des a-fucosyltransférases dont
FUT3 et FUT6 (Wu et al.,, 2010b) alors que I’ajout des arabinoses fera appel aux
arabinosyltransferases comme RAY1 (Gille et al., 2013). On retrouvera un schéma de
biosynthese similaire pour les extensines (Showalter, 1993; Kieliszewski et Lamport, 1994).
2.3. Lignines

Les lignines protegent la cellulose et les hémicelluloses de la dégradation chimique et
microbienne (Whetten et al., 1998). Elles sont liées de fagon covalente aux hémicelluloses et
pectines (Jeffries, 1991). Des complexes lignocellulosiques ont également été identifiés. Au
sein de ces complexes se trouvent des liaisons glycosidiques entre un glycosyl et un phénol ou
un hydroxyphénol, des ponts éther entre un glycosyl et un phénol et des ponts ester entre un
acide glucuronique et/ou galacturonique et un hydroxyphénol (Hao et Mohnen, 2014). Chez les
Dicotylédones, ce polymere phénolique est issu de la polymérisation de deux monolignols
principaux : 1’alcool coniférylique (donnant les unités G apres intégration dans le polymere) et
I’alcool synapylique (donnant les unités S apres intégration dans le polymeére). Le ratio entre
ces deux unités varie entre les différents types cellulaires (Donaldson et al., 2001). En effet, les
vaisseaux présentent des lignines riches en unités G et les fibres des lignines riches en unités S

(Terashima et al., 1993). Un troisiéme monolignol, ’alcool p-coumarylique (donnant les unités

! Glycosylphosphatidylinositol
2 GALT : Galactose-1-phosphate uridylyltransferase
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H apres intégration dans le polymere), est également présent dans certaines lignines, notamment
chez les monocotylédones. Ces trois monolignols different par leur degré de méthoxylation (fig.
8; Lewis et Yamamoto, 1990; Boerjan et al., 2003). D’autres monoméres phénoliques peuvent
également étre intégrés dans les lignines. Ainsi, récemment, Vanholme et ses collaborateurs
(2019) ont fait état de 35 monomeres phénoliques pouvant étre intégrés aux lignines. La liaison
entre monomeres se fait vraisemblablement sans ordre précis ni répétition. La structure des
lignines est donc difficilement prévisible (van Parijs et al., 2010). De par leur hydrophobicité,
les lignines préservent les sucres de leur dégradation (Li et al., 2008; Hofte, 2013). Ainsi, afin
de mieux comprendre la récalcitrance de la biomasse lignocellulosique, la biosynthése des
lignines a été grandement étudiée dans les vingt derniéres années (Boerjan et al., 2003;
Bonawitz et Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010, 2019). Le processus de lignification peut
étre résume en trois étapes : synthése des précurseurs, transport vers la paroi et polymérisation
(Boudet et al., 1995; Whetten et Sederoff, 1995).

OH OH
OCH, CHZ0 CHy
OH OH
coniferyl sinapyl
.
L] 2!‘
| rg ¥ OCH3  CHz0 OCH3
OH OH OH
_p—h}'drnxyphenyl (H) guaiacyl (G) syringyl (S)

Figure 8 Représentation des précurseurs des lignines et de leur constituant aromatique (Lewis
et Yamamoto, 1990)
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Quelle que soit 1’'unité produite, la biosynthése des monolignols démarre par la
déamination de la phénylalanine par une PAL? (fig. 7; Boerjan et al., 2003; Bonawitz et
Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010, 2019; Zhao et al., 2013; Schuetz et al., 2014; Kumar et
al., 2016). La C4H? puis la 4CL3 permettent de produire du p-coumaroyl-CoA, premier nceud
entre les trois monomeéres. Pour produire des unités H, deux enzymes (la CCR* puis la CAD®)
vont transformer le p-coumaroyl-CoA en alcool p-coumarylique. La différenciation entre unités
G et S se fait a partir du coniferaldéhyde. Le passage du p-coumaroyl-CoA au coniferaldéhyde
nécessite I’action de quatre enzymes : HCT®, C3H’, CCOAOMT® et CCR. L’action de ces
enzymes, suivie de celle de la CAD permet de produire de 1’alcool coniférylique. Le passage a
I’alcool synapilique nécessite, lui, I’action de trois enzymes : F5H®, COMT? et CAD. Une fois
synthétisés, les monomeéres sont transportés vers la matrice extracellulaire en vue de leur
polymérisation. L’ensemble des étapes de synthése des différents monolignols est réalisé dans
le cytoplasme. Cependant, certaines enzymes a cytochrome semblent se trouver a la surface du
réticulum endoplasmique (fig. 7). C’est le cas notamment de la C3H, la FSH ainsi qu’un
complexe enzymatique composé de la PAL et de la C4H (Rasmussen et Dixon, 1999). Cette
voie de biosynthése est bien établie. Elle présente toutefois quelques voies alternatives. La plus
connue est la voie de la CSE!! puis de la 4CL permettant, chez Arabidopsis thaliana, de
compenser partiellement ’action d’une HCT déficiente (\Vanholme et al., 2013; Kumar et al.,
2016). L’existence de cette enzyme chez le peuplier n’a cependant pas encore €té établie.

Les monolignols produits dans le cytosol sont transférés dans I’apoplasme soit tel quel,
soit sous forme glycoconjuguée, c’est-a-dire aprés ajout d’un 4-O-B-glucoside par une UDP-
GT*2 (Donaldson et al., 2001; Boerjan et al., 2003). En effet, on observe une forte concentration
en glycoconjugués dans les tissus en lignification (Boerjan et al., 2003; Tsuyama et al., 2013)
et dans la séve cambiale de nombreux arbres (\Whetten et al., 1998). Plusieurs hypothéses ont
été avancées quant au transport des monolignols vers la matrice extracellulaire (fig. 7). Il

pourrait s’agir d’une diffusion passive. Ce serait notamment le cas pour les alcools et/ou les
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aldéhydes hydroxycinnamique (Sibout et Hofte, 2012). Un transport vésiculaire a également
été envisage, notamment de la forme glycoconjuguée de 1’alcool coniférylique, la coniférine
(Escamilla-Trevifio et al., 2006; Liu et al., 2011). Deux modes de transport actif ont également
été étudiés. Un transport actif primaire via un transporteur de type ABC?, consommant donc de
I’ATP?, a dans un premier temps été exploré (Samuels et al., 2002; Ehlting et al., 2005; Kaneda
etal., 2008; Miao et Liu, 2010; Alejandro et al., 2012). Ce mode de transport serait plus efficace
pour les alcools non glycosylés. Une étude menée par Alejandro et ses collaborateurs (2012) a
montré que I’expression du transporteur AtABCG29 chez la levure conduit au transport de
I’alcool p-coumarylique. Ils ont alors supposé que ce transporteur prenne en charge le transfert
de I’alcool p-coumarylique vers la paroi chez Arabidopsis thaliana. La possibilité que chaque
monolignol soit associé a un transporteur ABC spécifique a alors été exploré. Ainsi, six
nouveaux candidats ont pu étre identifié chez Arabidopsis thaliana (Sibout et Hofte, 2012).
Contrairement a Arabidopsis thaliana, le transport des monolignols (ou du moins de leur
glycoconjugué) chez les arbres, notamment le peuplier et le cypreés, semble étre réalisé par des
transporteurs actifs secondaires (Miao et Liu, 2010; Tsuyama et al., 2013). Le transport est ici
dépendant d’un gradient de proton. Cette hypothése permettrait principalement un stockage des
glycoconjugués dans la vacuole. 1ls seraient alors libérés apres autolyse de la cellule (Sibout et
Hofte, 2012). Cette hypothése est notamment appuyée par 1’augmentation de la lignification
apres la mort de la cellule (Pesquet et al., 2010). Ce serait notamment le cas pour les vaisseaux
matures pour lesquels la lignification débute apres mort cellulaire et dépot des polysaccharides
pariétaux (Derbyshire et al., 2015). En effet, une étude a montré, chez le peuplier, que la
coniférine se concentre dans la zone de différenciation et d’expansion du xyléme (Tsuyama et
Takabe, 2014). Cela suggére donc que la coniférine soit utilisée pour la lignification des
vaisseaux. Cette méme étude a mis en évidence une plus grande quantité d’alcool synapilique
que de syringine, sa forme glycoconjuguée, dans le xyleme en formation. Par ailleurs, 1’alcool
synapilique présente un pic de concentration a la fin de la zone de formation des parois. Cela
suggere alors que la forme non glycosylée de I’alcool synapilique est utilisée durant la
lignification des fibres, celles-ci présentant des lignines riches en unités S.

La polymérisation des lignines nécessite dans un premier temps une activation des
monolignols. Cette activation passe par la perte d’un proton et d’un électron afin d’obtenir des
radicaux libres pouvant ensuite se coupler. Cette production de radicaux libres est realisee par

deux grandes familles multigéniques, les laccases et les péroxydases (Tognolli et al., 2002;

L ATP-binding cassette
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Boerjan et al., 2003; McCaig et al., 2005; Bonawitz et Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010,
2019; Zhao et al., 2013; Schuetz et al., 2014; Kumar et al., 2016). Alors que les péroxydases
consomment du peroxyde d’hydrogéne pour oxyder leur substrat, les laccases, elles, utilisent
du dioxygene. Les laccases ont un rdle clair dans la lignification, prouvé notamment par des
études de genétique inverse (Berthet et al., 2011). Ainsi, la cosuppression de trois génes codant
pour des laccases (AtLAC4!, AtLAC11 et AtLAC17) conduit a une disparition presque entiére
de la lignification (Zhao et al, 2013). Par ailleurs, la sous-expression de LAC17 chez
Arabidopsis thaliana a mis en évidence une diminution du dépét des lignines de type G dans
les fibres de la hampe florale (Berthet et al., 2011). AtLAC17 semble donc utiliser
préférentiellement 1’alcool coniférylique comme substrat. A 1’inverse, des plants d’Arabidopsis
thaliana dont le géne AtPRX722 a été supprimé ou co-supprimé avec les génes AtPRX2,
AtPRX25 ou AtPRX71 présentent une altération des lignines plus légére (Herrero et al., 2014;
Shigeto et al., 2015). PRX72 semble montrer une utilisation préférenticlle de 1’alcool
synapilique comme substrat tant chez Zinnia elegans (Gabaldon et al., 2006) que chez
Arabidopsis thaliana (Herrero et al., 2013). Bien qu’il soit établi que la lignification débute
dans la lamelle moyenne au niveau des coins cellulaires, les sites moléculaires d’initiation de
la lignification n’ont, pour le moment, pas encore été clairement définis. Ceux-ci pourraient
étre des pectines présentes dans la lamelle moyenne ou la paroi primaire (Donaldson et al.,
2001; Lairez et al., 2005), des hydroxycinnamates (Ishii, 1997; Ralph et al., 2004a) ou encore
des arabinoxylanes ferulés (Ishii, 1997; Ralph, 2010) pouvant créer des sites de nucléation pour
la polymérisation des lignines (Ralph et al., 2004b; Ralph, 2010). Les sites de polymérisation
des lignines G doivent, par ailleurs, étre riches en calcium (\Westermark, 1982).

Les différentes enzymes impliquées dans la synthese ou la polymérisation des
monolignols peuvent subir des modifications post-transcriptionnelles permettant de les réguler.
Ces régulations peuvent se faire par différents facteurs, notamment des microARN. Ainsi, chez
Brachypodium distachion, Arabidopsis thaliana, le riz, le mais et le peuplier, le miR3973, sous
ses deux formes (miR397a et miR397b), permet, sous certaines conditions, d’éteindre
I’expression de certaines laccases (Le Bris et al., 2013; Lu et al., 2013; Wang et al., 2014). La
phosphorylation de certaines enzymes permet également de réguler la lignification. Ainsi, il a
été montré que la phosphorylation de la COMT bloquait son activité permettant notamment de

réguler la synthése de 1’alcool synapylique (fig. 7; Wang et al., 2015). Par ailleurs, une étude
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réalisée par Lee et Voit (2010) a permis de réaliser un modele mathématique du métabolisme
associ¢ a la biosyntheése des monolignols et donc la régulation de I’activité enzymatique induite
par certains métabolites (fig. 7). On notera, par exemple, une inhibition de I’activité de la CAD
par 1’aldéhyde coniférylique. Enfin, la teneur en unité G pourrait, notamment, étre modulée par
la présence de PME (Hedenstrom et al., 2009). En effet, les lignines de peupliers présentant un
défaut d’expression des PME sont moins riches en unité G. Ces peupliers présentent également
une diminution de la quantité de p-hydroxybenzoates dans leur paroi.

Par ailleurs, il a été montré que, chez certaines espéces, la lignification pouvait avoir
une source autre que la cellule en cours de lignification. En effet, plusieurs études menées chez
Zinnia elegans ont montré que les cellules indifférenciées produisaient les monolignols
nécessaires a la lignification des éléments trachéaires en différenciation (Hosokawa et al., 2001;
Tokunaga et al., 2005; Pesquet et al., 2013; lakimova et Woltering, 2017). Chez Arabidopsis
thaliana, les cellules du parenchyme et, dans une moindre mesure, les fibres en développement
semblent produire les monolignols nécessaires a la lignification des vaisseaux (Smith et al.,
2013, 2017). Cette hypothése dite du bon voisin a été récemment éprouvéee chez Picea abies
par la comparaison de résultats transcriptomiques et métabolomiques a I’échelle cellulaire
(Blokhina et al., 2019). Grace au développement trés récent du RNA-Seq couplé a la
microdissection par capture laser et de la métabolomique cellulaire in situ, cette étude a permis
de proposer un modeéle de lignification des trachéides dans le xyleme en développement. Dans
ce modele, les rayons seraient impliqués dans la lignification des trachéides. Enfin, plus
récemment, des phénomenes de régulation de la lignification plus fins ont été révélés. En effet,
chez Arabidopsis thaliana, la protéine PIRIN2, localisée dans les cellules adjacentes des
vaisseaux, semble moduler la composition des lignines en réprimant la synthese de lignines de
type S permettant un enrichissement en lignines de type G dans les vaisseaux (Zhang et al.,
2020). Ainsi, tout porte a croire que les lignines n’ont pas encore révél¢ tous les secrets de leur

formation.
IV. Reégulation genéetique et hormonale de la formation du bois

Une fois établi, le cambium est capable de rester actif jusqu’a plusieurs siécles. 1l est
fort probable que son activité soit régie par des systemes de regulation proches de ceux
impliqués dans le maintien des méristémes apicaux (Groover, 2005) et que chaque étape de la
xylogenése soit régulée par des facteurs hormonaux et/ou génétiques (fig. 9; Zhang et al., 2014).

La formation des parois secondaires constitue une étape clef de la xylogénése puisqu’elle
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conditionne en grande partie les propriétés physico-chimiques et mécaniques du bois. Cette
étape nécessite 1’expression coordonnée des genes impliqués dans la biosynthése des différents
composés pariétaux. Au niveau transcriptionnel, cette coordination est assurée, en partie, par
une cascade de facteurs de transcription (fig. 7; Demura et Fukuda, 2007; Zhong et Ye, 2012;
Nakano et al., 2015). Plusieurs familles de facteurs de transcription sont impliquées dans ces
processus dont les MYB (Stracke et al., 2001; Wilkins et al., 2009; Nakano et al., 2015), les
NAC (Ooka et al., 2003; Zhong et al., 2010; Nakano et al., 2015) et les KNOX (Hay et Tsiantis,
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Figure 9 Régulation de la formation du bois de peuplier
Cette représentation schématique se base sur une revue extensive de la littérature et se veut représentative des

connaissances actuelles.
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1. Régulation génétique

La premiére vision d’ensemble des geénes exprimés durant la xylogenése a été permise
par D’identification de plus de 5000 ESTs! dans le xyléme de peuplier en développement
(Sterky et al., 1998). La méme année, Allona et ses collaborateurs (1998) identifiaient un peu
plus de 1 000 ESTs dans le xyléeme immature de Pinus taeda. Plus tard, une étude menée sur le
clone INRA 717-1B4 a identifié environ 5000 genes exprimés a différentes étapes de la
formation du bois, de la zone cambiale au xyléme mature (Déjardin et al., 2004). Cette étude a
par ailleurs permis de mettre en évidence que les cellules cambiales exprimaient principalement
des génes associés au cycle cellulaire et a la synthése protéique alors que les cellules de xyléme
en développement ou mature exprimaient fortement des génes associés a la méthylation des
précurseurs de lignines, au cytosquelette, a la structure des parois et au métabolisme des sucres.
Le séquencage d’EST a permis le développement d’une premiére approche transcriptomique :
le microarray ou puce a ADN. En 2001, une étude a alors porté sur 1’expression de prés de
3000 geénes le long du gradient de différenciation du xyleme chez P. tremula x Populus
tremuloides (Hertzberg et al., 2001). Cette étude a permis de construire le premier modele
d’expression des génes accompagnant la formation du bois. Elle a montré, notamment, que (i)
I’expression coordonnée de genes de cycline est impliquée dans le contréle du cycle cellulaire
dans la zone cambiale et que (ii) les génes impliqués dans la synthése de la cellulose, des
lignines ainsi que des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la formation du
bois subissent une forte régulation transcriptionnelle spécifique a chaque étape de
développement. Les premiéres études transcriptomiques ont également reposé sur la méthode
cDNA-AFLP?, Une étude publiée en 2005 utilisant cette approche montre que la plupart des
génes sur-exprimés dans le bois sont impliqués dans la formation des parois et, plus
particulierement, des lignines (25%) (Prassinos et al., 2005). Cette étude a également permis de
mettre en évidence I’implication de genes liés a la mort cellulaire programmée, a des protéines
d’interaction avec le cytosquelette, a des transporteurs et a des facteurs de transcription
impliqués dans la formation du bois, certains d’entre eux étant spécifiquement exprimés dans
le xyleme. La formation du bois est donc un mécanisme de développement complexe
impliquant des milliers de génes dont la fonction est souvent encore inconnue (McCann et
Carpita, 2008; Mewalal et al., 2014).

! Expressed sequence tags
2 Polymorphisme de longueur de fragments amplifiés sur ADN complémentaire
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1.1. Facteurs de transcription de la famille NAC

Une grande famille de facteurs de transcription joue un rble important dans la
régulation de la xylogenése : les NAC?. Peu de facteurs de transcription de cette famille régulent
directement les genes de biosynthese des differents composés pariétaux. En effet, la majorité
d’entre eux se situent au sommet de la cascade de régulation, on parle de maitres-régulateurs
(fig. 7). Les NAC sont des régulateurs spécifiques au régne végétal. Il s’agit d’une des plus
grandes familles de facteurs de transcription et les NAC sont impliqués dans plusieurs processus
développementaux. Parmi eux, on retrouve trois sous-familles de régulateurs clés : les VND?,
les NST2 et les SND* (Camargo et al., 2019). Plusieurs facteurs peuvent influencer ’expression
de ces genes. En effet, ils peuvent étre induits ou réprimés sous I’action d’un mélange de
différentes hormones dont I’auxine, les cytokinines et les brassinostéroides (Kubo et al., 2005).
Par ailleurs, la régulation de ’activité des facteurs de transcription a domaine-NAC, notamment
la co-régulation des familles VND et SND, se ferait majoritairement par épissage alternatif (i.e.
rétention d’introns) (Li et al., 2012b; Zhao et al., 2014; Lin et al., 2017).

Parmi les VND, VND6 et VND7 sont impliqués dans la formation des €léments
vasculaires (Kubo et al., 2005). VND7 est par ailleurs spécifiguement exprimé dans les jeunes
vaisseaux, principalement lors de la formation des parois secondaires (Mitsuda et al., 2005).
Une étude menée sur 68 facteurs de transcription a mis en évidence que 1I’expression de VND7
était dépendante de quatorze facteurs de transcription (Endo et al., 2015). Parmi eux, on notera
les génes VND1-6 et ANACO75 qui, en se fixant sur le motif SMBE/TERE® de la région
promotrice de VND7, activent son expression (fig. 7, 9; Endo et al., 2015). D’autres facteurs de
transcription, GATA12 et LBD30%/ASL19’, induirait I’expression de VND7 (Soyano et al., 2008;
Liu et al., 2014; Li et al., 2016). A Pinverse, VNI28 inhibe I’expression de VND7 et VND6
(Yamaguchi et al., 2010a). Bien qu’une augmentation de I’expression de ces deux facteurs de
transcription ait induit une augmentation de I’expression des geénes CesA4, CesA7, CesAS,
GAUT12, GT47, CCOAOMT et LAC4 (Yamaguchi et al., 2010b), il est probable que VND6-7
ne se fixe pas directement en région promotrice de ces génes et donc que le lien soit indirect et

se fasse par une cascade de régulation. L’étude des sites de fixation de VND7 en levure simple

1 NAM, ATAF1,2, CUC2

2 Vascular-related nac-domain

3 NAC secondary cell wall thickening

4 Secondary wall-associated NAC-domain protein

5 Secondary wall NAC-binding element / tracheary element-regulating cis-element
5 LBD : lateral boundary domain

" ASL : Asymmetric leaves

8 VND-interacting2
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hybride a identifié REVOLUTA comme une cible directe, elle-méme ciblant ensuite la PAL
(Taylor-Teeples et al., 2015a). Des études de mutants ont ensuite montré que VND7 réprime
I’expression de REVOLUTA, réprimant lui-méme la PAL et donc la synthese des lignines. Cette
étude appuie, une fois encore, I’action indirecte de ces maitres régulateurs sur la formation des
parois secondaires. Par ailleurs, VNDG6, ainsi qu’ANAC33 et ANACO070, ont également été
identifiés comme étant activateurs de génes associés a la mort cellulaire programmeée (Ohashi-
Ito et Fukuda, 2010).

Les genes SND1, NST1 et NST2 seraient, eux, impliqués spécifiquement dans la
formation des fibres (fig. 9; Zhong et Ye, 2015). NST2 et SND1 sont deux facteurs de
transcription pouvant se fixer sur les promoteurs de genes impliqués dans la biosynthese de la
cellulose (CesA4, CesA7, CesA8, KOR). Le gene SND1 serait également un régulateur
spécifique de certains génes. Ainsi, il induirait I’expression des génes PAL et C4H et réprimerait
’expression du géne XND1%, inhibiteur du programme de mort cellulaire (Zhao et al., 2005,
2007, 1; Ko etal., 2007, 012; Ohashi-Ito et Fukuda, 2010; Yamaguchi et al., 2011). Une analyse
par séquencage d’ADN aprés immunoprécipitation de la chromatine a cependant mis en
évidence que SND1 dirige un réseau de régulation a quatre couches et n’avait donc pas de
relation directe avec les génes de biosynthese (Chen et al., 2019). Comme les facteurs de
transcription VND, les SND et NST présentent une régulation spécifique (fig. 7). Ainsi, NST2
est spécifiquement réprimé par WRKY12 (\Wang et al., 2010) et SND1 est spécifiquement induit
par ’acide abscissique (Jensen et al., 2014). Par ailleurs, les génes NST1 et NST2 seraient
spécifiqguement régulés par le facteur de transcription MYB26, lui-méme régulé par deux
hormones : I’auxine et I’acide jasmonique (Yang et al., 2007; Cecchetti et al., 2013; Jung et al.,
2013).

1.2. Facteurs de transcription de la famille MYB

Les MYB?2 forment un large groupe de facteurs de transcription liés au développement
veégétal et a la différenciation cellulaire. Chez les végétaux, on retrouve principalement deux
grandes sous-familles : les R1-MYB et les R2R3-MYB (Wilkins et al., 2009). Parmi ces
facteurs de transcription, on retrouve des régulateurs majeurs de la formation des parois
secondaires, principalement dans la sous-famille des R2R3. En effet, ils activent (ou inhibent)
I’expression soit d’autres facteurs de transcription impliqués dans la régulation du metabolisme
des lignines et des polysaccharides, soit de genes directement impliqués dans ces métabolismes
(e.g. McCarthy et al., 2009; Zhong et Ye, 2012).

1 Xylem NAC domaine
2 myeloblastoma
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Parmi ces facteurs de transcription, on retrouve notamment des répresseurs de la transcription
des genes associés a la biosynthese des monolignols. Chez Populus tomentosa, par exemple,
PtoMYB156 est un répresseur fort de cette voie (Yang et al., 2017a). En effet, une augmentation
de son expression conduit a une forte diminution de la teneur en lignines et de 1’épaisseur des
parois des fibres. En revanche, la suppression de ce gene par KO conduit a une augmentation
de la quantité de lignines, xylanes et cellulose. De tels resultats avait par ailleurs été démontrés
lors de I’étude de I’orthologue d’Eucalyptus grandi, EQMYB1 (Legay et al., 2010). En effet, la
surexpression de ce gene chez Arabidopsis thaliana et le clone de peuplier INRA 717-1B4
conduit a une diminution de la lignification des fibres, de 1’épaisseur des parois et de
I’expression de genes associés a la formation des lignines, de la cellulose et des hémicelluloses.
Un autre géne MYB, PdMYB221, orthologue de AtMYB4 chez Populus deltoides, est lui aussi
un régulateur de la formation des parois secondaires durant la formation du bois (Tang et al.,
2015). En effet, sa surexpression chez Arabidopsis thaliana conduit (i) a la diminution de
I’épaisseur des parois de fibres et vaisseaux, (ii) a la diminution de la quantité de cellulose,
hémicelluloses et lignines et (iii) a la suppression de 1’expression de certains genes clefs de la
biosynthese des parois : CesA7, CesA8, GT47C, COMT et CCR. Exprimé majoritairement dans
les cellules de bois en développement, PAMYB221 est donc un répresseur de transcription. Ces
deux MYB peuvent subir des modifications post-transcriptionnelles régulant leur activité. En
effet, Zheng et ses collaborateurs (2019) ont récemment montré que I’enzyme PtoUBC34!,
localisée au niveau du réticulum endoplasmique, interagit avec PtoMYB156 et PtoMYB221.
Cette interaction conduirait alors a la translocation des deux protéines dans le réticulum
endoplasmique ou elles seront dégradées, réduisant alors leur activite.

Par ailleurs, les MYB peuvent étre régulé par des facteur de transcription a domaine
NAC (Zhong et Ye, 2009; Zhang et al., 2014). Ainsi, I’expression des MYB46 et MYB83 est
induite par les genes NST1, NST2, SND1, VND6 et VND7. Ces deux MYB viennent ensuite
activer I’expression d’autres MYB comme le MYB69 et le MYB103 ou directement des génes
liés a la formation des parois secondaire comme CESA3, CESA4, GUX1, GUX2 ou encore PAL1
(Zhong et al., 2007; McCarthy et al., 2009; Zhong et Ye, 2015; Zinkgraf et al., 2017). Les
familles MYB et NAC se placent donc comme les acteurs principaux dans la régulation de la

formation des parois secondaires (Mitsuda et al., 2005; Zhong et al., 2010, 2013).

! Populus tomentosa E2 Ubiquitin-Conjugating enzyme 34
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1.3. Facteurs de transcription a homéodomaine

Plusieurs familles de facteurs de transcription possedent un domaine de type
homéobox. Parmi eux se trouvent les HD-ZIP 1111, Ces facteurs de transcription, spécifiques du
regne végeétal, participent a la maintenance des méristemes et au développement vasculaire
(Ariel et al., 2007). Parmi eux, on retrouve les génes REV/IFL1? dont PRE® est un des
représentants (Schrader et al., 2004). Ce gene est principalement exprimé pendant la croissance
secondaire de I’arbre et aurait un role dans I’initiation cambiale et la formation des tissus
secondaires. Outre PRE, d’autres génes de cette classe ont été montrés comme importants dans
la différenciation xylémienne aussi bien chez Arabidopsis thaliana que Populus spp. Le gene
popCORONA, par exemple, est fortement exprimé dans le cambium, les fibres phloémiennes et
le xyléme en développement. La perturbation de son expression dans le peuplier INRA 717-
1B4 entraine une lignification de la moélle en cas de sous-expression et un retard de
lignification des fibres xylémiennes en cas de surexpression (Du et al., 2011). Son homologue
chez Arabidopsis thaliana présente un phénotype similaire (Kim et al., 2005). popCORONA
semble donc étre un inhibiteur de la formation des parois secondaires des fibres (fig. 9).

Les KNOX* sont une autre famille de facteurs de transcription & homéodomaine. Ils
sont impliqués dans le maintien des initiales cambiales et le développement des parois
secondaires (Schrader et al., 2004; Hay et Tsiantis, 2010). Les KNOX sont des facteurs de
transcription a homéodomaine présents dans 1’ensemble du régne végétal (Hake et al., 2004).
IIs sont divisés en deux classes, la premiére s’exprimant principalement dans les méristémes
apicaux, la seconde s’exprimant de fagon plus ubiquiste (Kerstetter et al., 1994; Serikawa et al.,
1997). lls sont généralement impliqués dans le maintien des méristémes et le développement
des organes (Hake et al., 2004). Parmi ces facteurs de transcription se trouvent les génes ARK2°®,
KNAT38 et KNAT7. La surexpression de ARK2 dans le peuplier INRA 717-1B4 induit une
prolifération importante des cellules cambiales au détriment de la différenciation aussi bien en
xyléeme qu’en phloéme. L’expression des genes associés a la biosynthése des parois y est
également fortement négativement impactée (Du et al., 2009; Du et Groover, 2010; Gerttula et
al., 2015). ARK2 pourrait donc étre un inhibiteur de la différenciation cellulaire et de la

formation des parois. KNAT7 est également un inhibiteur de la formation des parois secondaires

! Class I11 Homeodomain Leucine Zipper

2 REVoluta/InterFascicular Fiberless1

3 Poprevoluta

4 Knotted1-Like Homeobox

5 arborknox2

6§ KNOTTED ARABIDOPSIS THALIANA7
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(Lietal., 2012a). En effet, il réprime 1’expression de génes de biosynthése des lignines (PALL,
C4H, 4CL-1, CCR1, HCT, C3H1, CCoAOMT1, COMT1), de la cellulose (CesA7, CesA8) et des
xylanes (IRX8, IRX9 et FRA8). Ce facteur de transcription est associé a un certain nombre
d’autres facteurs. Chez Arabidopsis thaliana, KNAT7 est associé a MYB75 dans un complexe
multiprotéique régulant la formation des parois de la hampe florale (Bhargava et al., 2013).
Placé sous I’influence de NAC et de MYB, KNAT7 présente une régulation fine au niveau
cellulaire (fig. 7; Zhong et al., 2011; Zhong et Ye, 2012). En effet, son expression est induite
par SND1 dans les fibres et VND6 et VND7 dans les vaisseaux. Contrairement a ARK2 et
KNAT7, KNAT3 régulerait positivement la formation des parois secondaires (\Wang et al.,
2020). En effet, les hampes florales de plants d’Arabidopsis thaliana surexprimant ce facteur
de transcription présentent une augmentation de I’épaisseur des parois. Récemment, deux
études ont montré le réle synergique de KNAT3 et KNAT7 dans la régulation de la biosynthese
des parois, notamment des lignines (Qin et al., 2020; Wang et al., 2020). En effet, la mutation
de knat3 chez des mutants knat7 d’Arabidopsis thaliana a eu pour impact d’augmenter
grandement le phénotype des mutants knat7, a 1’exception de la teneur en lignines.
Contrairement au mutant knat7, le mutant knat3 knat7 ne présente pas de diminution de la
teneur en lignines mais une forte diminution du ratio S/G (\Wang et al., 2020). Cette diminution
a pu étre associée a une forte diminution de 1’expression de la F5H, déterminante dans la
synthése des unités S. Dans 1’hétérodimeére KNAT3/KNAT7, seul KNAT3 a montré une
interaction avec NST1 et NST2 (Qin et al., 2020). KNAT3 activerai alors la F5H et donc la
synthese des unités S dans les fibres.
1.4. Autres facteurs de transcription

Les facteurs de transcription de la famille LBD! sont également spécifiques du régne
vegétal. lls jouent un réle important dans le développement et la croissance des plantes. Ils ont
notamment un réle dans le développement du pollen ou encore la réponse a des stress biotiques
et abiotiques (Rubin et al., 2009; Oh et al., 2010; Thatcher et al., 2012; Kim et al., 2015). Chez
Arabidopsis thaliana, ASL19/LBD30 et ASL20/LBD18 contrdlent la différenciation des
éléments trachéaires via une boucle de régulation avec VND7 (Soyano et al., 2008; Yamaguchi
et al., 2010a). Chez le peuplier, on observe I’expression des genes PtaLBD15 et PtaLBD18
principalement au niveau de la transition cambium-xyléme (Yordanov et al., 2010; Bdeir et al.,
2016). Cela suggeére que ces facteurs de transcription sont impliqués dans le développement

xylémien chez le peuplier.

1 LBD : lateral organ boundaries domain
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Des facteurs de transcription de la famille E2F?! interviennent également dans la
formation du bois, notamment dans la régulation de la formation des parois secondaires. Ces
facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (Helin, 1998;
Lavia et Jansen-Durr, 1999; Veylder et al., 2003; Inze, 2005). Une étude menée sur cinquante
promoteurs a démontré la capacité de E2FC a se fixer sur le promoteur de 23 génes (Taylor-
Teeples et al., 2015b). Parmi eux, on retrouve notamment des maitres régulateurs (VND6-7,
VNI2), des facteurs de transcription de la famille MYB (MYB43, MYB46, MYB52), des génes
associes a la formation du xyleme (REVOLUTA) et des génes associés a la synthese de la
cellulose (CesA4, CesA7, COBL4), des hémicelluloses (GUX2, FRA8, GT43) et des lignines
(C4H, CCoAOMT, CAD4, LAC4, LAC17). L’action d’E2FC est dose-dépendante. En effet, il
active (Kosugi et Ohashi, 2002; Heckmann et al., 2011) ou réprime (de Jager et al., 2001; del
Pozo et al., 2007) ’expression des genes ciblés suivant la quantité de protéine E2FC présente
dans la cellule. L’expression de VND7, par exemple, est ainsi réprimée lorsque E2FC est présent
en faible quantité et induite lors d’une augmentation de la quantité d’E2FC (Taylor-Teeples et
al., 2015). Au-dela de cette régulation dose-dépendante, une disparition compléte de 1’activité
d’E2FC a ét¢ montrée lorsque la protéine est phosphorylée, formant alors un hétérodimere avec
DPB? (del Pozo et al., 2002, 2006, 2007).

Enfin, des facteurs de transcription de la famille LIM , impliqués dans I’assemblage
du cytosquelette, seraient des régulateurs de la biosynthése des lignines (Kawaoka et al., 2000).
Plus récemment, des peupliers sur- ou sous-exprimant PtaGLIMla ont montré une
augmentation (resp. une diminution) de la largeur de xyléme produit ainsi qu’une augmentation
(resp. une diminution) de leur quantité de lignines, sans impact significatif sur la structure du
xyléeme (Yang et al., 2017b).

1.5. microARN et ARN long non codants

Grace au small RNA-Seq, Puzey et ses collaborateurs (2012) ont identifié un grand
nombre de microARN régulant I’expression de génes associés a la croissance secondaire. Deux
études menées par Chen et ses collaborateurs (2015a, 2015b) ont permis de mieux comprendre
la formation du bois de tension chez le peuplier. D’une part, ils ont mis en évidence deux
réseaux de régulation transcriptionnelle impliqués dans la formation du bois de tension. Ces
réseaux ont permis de mieux comprendre la régulation des voies de biosynthése de la cellulose
et des lignines (Chen et al., 2015a). D’autre part, ils ont également pu identifier des ARN long
non-codants impliqués dans la formation du bois. Ces ARN sont des régulateurs de transcription

L E2 Factor
2 D-site binding protein
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et semblent donc jouer un réle important dans la régulation de la formation du bois (Chen et al.,
2015b).
1.6. Petits peptides et récepteurs kinase

Parmi les grandes familles de régulateurs se trouvent les petits peptides associés a des
récepteurs kinase. Dans cette famille, on retrouve notamment le systéme CLE-WOX? (Schoof
et al., 2000; Dievart, 2003; Fiers et al., 2007; Kinoshita et al., 2007; Hirakawa et al., 2008; Jun
et al., 2008; Butenko et al., 2009). Les CLE sont de petits peptides présents dans le domaine
extracellulaire capables (i) de migrer dans cet espace et donc de transporter un signal et (ii) de
se fixer sur des récepteurs kinases. Les PXY? sont des récepteurs de CLE (Fisher et Turner,
2007; Hirakawa et al., 2008). La fixation des CLE sur les PXY entraine ensuite une cascade de
phosphorylation inhibant ou induisant la transcription des facteurs de transcription WOX, eux-
mémes régulant la synthése des CLE (Schoof et al., 2000; Dievart, 2003; Fiers et al., 2007;
Kinoshita et al., 2007; Hirakawa et al., 2008; Jun et al., 2008; Butenko et al., 2009).

Identifié pour la premiere fois au début des années 2000 (Schoof et al., 2000), ce
systéme permet la mise en place d’une boucle de régulation permettant la maintenance du
méristéme apical. Un systeme similaire a par la suite été observé pour le maintien des
méristémes racinaires (Stahl et al., 2009). Les divisions et différenciations cellulaires au niveau
du cambium semblent également étre régulées par ce systeme (fig. 9). En effet, le mutant pxy
d’Arabidopsis thaliana présente un probléme d’organisation du phloéme et du xyléme (Fisher
et Turner, 2007). De méme, AtWOX4, induit par CLE41, est considéré comme un facteur
assurant le maintien du caractére pluripotent des cellules cambiales (Hirakawa et al., 2010b).
En effet, sa mutation provoque une forte diminution du nombre de division cambiale. AtWOX4
serait également un médiateur de I’induction des divisions cambiales par 1’auxine (Suer et al.,
2011). Contrairement a AtWOX4, AtWOX14 semble lui impliqué dans la différenciation
cellulaire, notamment des vaisseaux. Il serait également impliqué dans la stimulation de la
synthése des gibbérellines (Denis et al., 2017). Des systémes semblables ont été observés chez
le peuplier (Kucukoglu et al., 2017). Plus récemment, une étude portant sur le peptide CLE47
a montré que des peupliers (P. tremula x P. tremuloides) sous-exprimant ce peptide présentent
une croissance radiale diminuée et une plus faible proportion de xyleme secondaire (Kucukoglu
etal., 2020). Il semble donc tout opportun de penser que PttCLE47 est un activateur de I’activité

cambiale régulant principalement la différenciation en xyleme (fig. 9). Les CLE ont par ailleurs

! clavata/fembryo surrounding region-like
2 wuchsel homeobox related
3 phloem intercalated with xylem
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été montrés, chez Zinnia elegans, comme inhibiteurs de la différenciation en éléments
vasculaires (fig. 9; Ito et al., 2006).

D’autres récepteurs kinase et petits peptides jouent un réle dans la formation du bois.
En effet, la division et le maintien des cellules cambiales sont induits par la receptor-like kinase
RUL1! et inhibé par la receptor-like kinase MOL1? (Agusti et al., 2011). Récemment, un petit
peptide, Kratos, a été identifié dans un systéme de culture de cellule d’Arabidopsis thaliana se
différenciant en éléments type trachéaire (Escamez et al., 2019). Ce peptide serait libéré dans
la matrice extracellulaire par les éléments subissant une mort cellulaire programmee. Il serait

alors un élément limitant la diffusion de la mort cellulaire de proche en proche.

2. Régulation hormonale
2.1. Auxine

Les phytohormones jouent également un réle important dans le développement du bois
(Little et Savidge, 1987). Les premiers travaux portant sur I’effet des phytohormones dans le
développement du bois remontent a la fin des années 1930. Ainsi, il a été montré que 1’auxine
est un facteur régulant la réactivation du cambium apres le repos hivernal chez plusieurs espéeces
dont Populus balmasifera (Brown et Cormack, 1937) et P deltoides x P. nigra cv Robusta
(Dighy et Wareing, 1966). Par ailleurs, I’arrét de 1’activité cambiale survient aprés une
diminution de la photopériode (Howe et al., 1995) accompagnée par une diminution du
transport et de la sensibilité a 1’auxine (Little et Bonga, 1974; Lachaud et Bonnemain, 1984).
Chez Pinus sylvestris et P. tremula x P. tremuloides a été mis en évidence un gradient radial de
concentration de cette hormone présentant un maximum au niveau de la zone cambiale et
décroissant plus rapidement coté phloéme que xyleme (fig. 9; Uggla et al., 1996; Tuominen et
al., 1997). Ce gradient serait régulé par ’action d’ARF? tels que les AUX1-like et PIN1-like
(Schrader, 2003) ou établi par diffusion polaire symplasmique (Kaldeway, 1984; Uggla et al.,
1996). L auxine a alors €té proposé¢ comme 1’équivalent des morphogenes chez les animaux,
contrdlant le temps passé a chaque stade de développement (\Wilson et Howard, 1968; Uggla et
al., 1996). Cet argument est appuyé par 1’influence dose-dépendante de I’auxine dans le
développement des fibres et des vaisseaux. En effet, I’auxine est un régulateur de I’expansion
cellulaire (Little et Savidge, 1987; Kutshera, 1994) régulant la taille du lumen des fibres et des

vaisseaux aussi bien radialement que longitudinalement (Doley et Leyton, 1968; Sundberg et

! reduced in lateral growthl
2 more lateral growthl
3 Auxine Responsive Factor
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al., 2000; Nilsson et al., 2008). Cette régulation est probablement spécifique a chaque type
cellulaire, fibres et vaisseaux ayant chacun un schéma de développement différent (cf Il et fig.
3). Outre leur role potentiel dans la régulation du gradient d’auxine, les ARF comme LAX1?
semblent impliqués dans les processus de dépdt des parois secondaires et de mort cellulaire
programmée. Enfin, ’auxine serait également un activateur de la formation des parois
secondaires (fig. 9; Smolinski et al., 1972, 1973; Phelps et al., 1974, 1977; Yamaguchi et al.,
1980, 1983; Timell, 1986; Sundberg et al., 1994). Le réle de 1’auxine dans la formation des
parois secondaires n’est pas encore totalement défini et il est possible que son action soit
dépendante de sa concentration. En effet, le mutant wat1? d’Arabidopsis thaliana, pour lequel
une réduction de la concentration et du transport de I’auxine a ét¢ remarquée, présente des fibres
aux parois secondaires minces (Denance et al., 2010; Ranocha et al., 2010). Par ailleurs, chez
des mutants d’Arabidopsis thaliana déficients pour la perception de I’auxine, on observe une
anticipation de la lignification associée a une surexpression de MYB26 (Cecchetti et al., 2013).
2.2. Gibbérellines

L’action différenciée de 1’auxine sur les fibres et les vaisseaux pourrait étre liée a des
co-régulations hormonales. En effet, une autre hormone, les gibbérellines, semble également
intervenir dans la régulation de la formation du bois. Elle serait notamment nécessaire dans les
premiéres étapes de la formation du bois puisqu’on observe, chez P. tremula, une forte
proportion de gibbérellines au niveau du xyleme en différenciation (fig. 9; Israelsson et al.,
2005). Cette hormone agirait en combinaison avec 1’auxine dans la stimulation de I’activité
cambiale et 1’élongation des fibres dans le xyléme en développement (fig. 9; Dighy et Wareing,
1966; Hess et Sachs, 1972; Aloni, 1979, 1985, 2001; Eriksson et al., 2000; Biemlet et al., 2004;
Israelsson et al., 2005; Bjorklund et al., 2007; Mauriat et Moritz, 2009; Dayan et al., 2010,
2012, 2012; Ragni et al., 2011). En effet, les travaux de Dayan et ses collaborateurs (2012) ont
montré que I’application de gibbérellines et d’auxine sur des tabacs décapités restaure I’activité
cambiale. Ils ont également montré que I’application de gibbérellines induit majoritairement
une différenciation en fibres alors que 1’application d’auxine induit plutdt une différenciation
en vaisseaux. Ces travaux montrent donc bien la co-régulation existante entre ces deux
hormones. Par ailleurs, les voies de I’auxine et des gibbérellines sont connectées. En effet,
I’auxine est un activateur des génes de biosynthése des gibbérellines (Ross et al., 2000;
Wolbang et Ross, 2001; Wolbang et al., 2004) et les gibbérellines sont un régulateur du
transport de 1’auxine (Bjorklund et al., 2007).

L Like-AuXinel
2 Walls are thinl
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2.3. Cytokinines

L’activité cambiale semble également étre régulée par la présence de cytokinines (fig.
9). En effet, des peupliers ont été modifiés pour produire plus ou moins de cytokinines. Les
peupliers déficients en cette hormone présentent des tiges d’un diamétre plus faible (Nieminen
et al., 2008), alors que ceux présentant une production accrue de cette hormone présentent une
augmentation de la taille du cambium en division sans modification de I’anatomie de leur bois
(Immanen et al., 2016). De plus, des quadruples mutants d’Arabidopsis thaliana ne produisant
plus de cytokinines ne développent alors plus de cambium (Matsumoto-Kitano et al., 2008).
Ainsi, cette hormone semble étre responsable du maintien des cellules cambiales et de leur
division (fig. 9; Milioni et al., 2001; Mahonen et al., 2006; Matsumoto-Kitano et al., 2008;
Nieminenetal., 2008). Cette hormone et ses genes de signalisation se retrouvent principalement
au niveau du phloéme en différenciation (fig. 9; Immanen et al., 2016) et sont connus pour
réguler le transport (Bjorklund et al., 2007; Simaskové et al., 2015) et I’homéostasie (Jones et
al., 2010) de l’auxine. Par ailleurs, les cytokinines semblent étre des activateurs de la
transcription de génes associés a la formation des parois secondaires. En effet, la surexpression
de AtHP4!, régulateur positif de la voie de signalisation des cytokinines, chez Arabidopsis
thaliana induit une diminution de la quantité de lignines, de 1’épaisseur des parois et de
I’expression des génes associés a la formation des parois secondaires (Jung et al., 2008). Sa
sous-expression entraine, elle, une augmentation de la lignification (Hutchison et al., 2006).

2.4. Autres hormones

D’autres hormones semblent également jouer un role dans le développement xylémien
mais ont été moins intensivement étudiées. Ainsi, I’éthyléne aurait un role dans la levée de
dormance et les divisions cambiales (fig. 9; Biro et al., 1980; Little et Savidge, 1987; Eriksson
et al., 2000; Andersson-Gunneras et al., 2003; Du et Yamamoto, 2003; Junghans et al., 2004;
Love et al., 2009). 1l serait également impliqué dans la formation de bois de tension (Little et
Pharis, 1995; Love et al., 2009). En effet, on observe une induction assymétrique de génes de
biosynthése de I’é¢thyléne en réponse a un inclinaison de la tige principale de P. tremula x P.
tremuloides (Andersson-Gunneras et al., 2003). Les génes ERF? sont également identifiés
comme des régulateurs de la croissance secondaire des arbres (\Vahala et al., 2013; Seyfferth et
al., 2018; Wessels et al., 2019).

Les brassinostéroides seraient plut6t impliquées dans la mort cellulaire programmée et

le dépot des parois secondaires (fig. 9; lwasaki et Shibaoka, 1991; Demura et Fukuda, 1994;

! Histidine-containing phosphotransfer protein 4
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Fukuda, 1997; Yamamoto et al., 1997, 2001). En effet, les brassinostéroides induiraient la
transcription des génes associés a la formation des parois et son remodelage (Sun et al., 2010).
Ces hormones semblent particuliérement impliquées dans la synthese de la cellulose(Xie et al.,
2011; Sun et al., 2015). En effet, elles induisent 1’expression de la plupart des CesA,
probablement au travers de 1’activation de la transcription du géne BES1:. Par ailleurs, dans son
étude, Fukuda (1997) a également montré que ces hormones stimulent 1’expression de génes
associés au développement du xyléme dans un systeme de culture de cellules de Zinnia elegans.
Ils semblent également réguler la différenciation cellulaire en association avec 1’auxine par la
régulation de génes tels que les HD-ZIP 112 (cf 1\V.1.3; Baima et al., 1995, 2001; Ohashi-Ito et
Fukuda, 2003; Ramachandran et al., 2017; Xu et al., 2019).

Par ailleurs, I’acide abscissique serait impliqué dans la régulation de la formation des
fibres. En effet, des mutants d’Arabidopsis thaliana déficients en acide abscissique montrent
un retard de production des fibres, sans modification de la quantité de xyleme produit
(Campbell et al., 2018). L’application d’acide abscissique exogeéne sur ces mutants restaure la
production de fibres. La déficience en acide abscissique endogene conduit également a une
diminution de I’expression des génes impliqués dans la différenciation en fibres, notamment
NST1, SND1 et SND2. Seule I’expression de NST1 et SND1 est partiellement restaurée par
I’application d’acide abscissique exogéne. Le role de ’acide abscissique sur 1’expression de
NST1 a récemment été démontré (Liu et al., 2021). L’activation de ce facteur de transcription
est réalisée via sa phosphorylation par une protéine kinase, SnRK23, laquelle conserve sa forme
phosphorylée en présence d’acide abscissique. En effet, SnRK2 est déphosphorylée par des
protéine phosphatases de type PP2C* qui, en se liant aux récepteurs PYR/PYL® via I’acide
abscissique, perdent leur activité phosphatase. Enfin, I’activité cambiale semble régulée par
I’action des strigolactones (fig. 9; Agusti et al., 2011) ,et de I’acide jasmonique (fig. 9; Sehr et

al., 2010), ce dernier ayant, par ailleurs, une action sur 1’éthylene (Zhu et al., 2011b).
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V.  Problématique de I’équipe d’accueil et objectif de la thése

Les recherches menées dans 1’unité mixte de recherche BioForA?! (https://www6.val-

de-loire.inrae.fr/biofora/), née de la fusion d’une unité INRAE et d’une unité ONF au 1¢" janvier

2018, visent a une meilleure conservation et valorisation des ressources génétiques forestieres
en vue d’une production durable de bois dans un contexte de changement climatique. Pour
mener a bien ces travaux, I’unité associe des compétences variees allant de la physiologie a la
génomique en passant par la génétique ou la génomique fonctionnelle.

L’équipe « Physiologie moléculaire de la formation du bois » (https://www6.val-de-

loire.inrae.fr/biofora/Recherche/Equipe-BOIS), dans laquelle j’ai réalisé ma thése, a pour

objectif d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires lies a la
xylogeneése et la mise en place des propriétés physico-chimiques et mécaniques du matériau
bois, conditionnant fortement sa valorisation. Pour ce faire, 1’équipe utilise une démarche de
biologie intégrative sur le modéle peuplier, en utilisant le bois de tension comme modéle
d’étude. Les recherches menees se regroupent autour de trois objectifs majeurs : (i) mettre en
évidence les réseaux de transcription liés a la formation du bois et leur régulation, (ii) identifier
I’impact de la modification de 1’expression de geénes clefs sur les propriétés du bois et son
utilisation potentielle et (ii1) déterminer les mécanismes associés a la formation d’un gel dans
les couches G des fibres de bois de tension.

Dans le cadre de différents projets de I’équipe, des lignées de peupliers aux propriétés
chimiques et / ou mécaniques altérées ont été produites. Les génes dont 1’expression a été
modifiée sont impliqués dans la lignification, la biosynthése de la cellulose ou sa cristallinité
ou codent pour des régulateurs majeurs et des protéines pariétales dont la fonction n’est pas
complétement élucidée. La plupart de ces lignées ont déja été caractérisées aux niveaux
anatomique, moléculaire et biochimique a 1’échelle du tissu bois. Cependant, la diversité
cellulaire du bois représente un obstacle conséquent dans 1’étude des mécanismes moléculaires
liés a la formation du bois. En effet, au-dela de leurs différences de fonction et de composition
chimique de leur paroi, ces différents types cellulaires présentent des schémas de
développement qui leur sont propres (e.g. Courtois-Moreau et al., 2009). De méme, ils semblent
présenter des mécanismes de régulation de leur développement qui leur sont spécifiques (e.0.
VND-NST, cf IV.1.1). Tout I’enjeu pour gagner en compréhension des mécanismes associés a

la formation du bois est donc de prendre en considération la spécificité de chaque type cellulaire

! Biologie intégrée pour la valorisation de la diversité des arbres et de la forét
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composant le bois. Ainsi, dans le cadre de ma thése, j’ai développé une approche de
phénotypage des parois a 1’échelle cellulaire. J’ai ensuite réalisé une analyse intégrant les
données obtenues par cette approche a des données transcriptomiques également obtenues a
I’échelle cellulaire. Cette intégration m’a alors permis d’établir un modele de formation des
parois secondaires des fibres de bois, objectif final de ma these.

Afin de mieux comprendre la mise en place des propriétés du bois et d’étudier la
construction des parois de fibres de bois, j’ai conduit ma thése suivant trois grands axes : (i)
caractérisation des propriétés physico-chimiques des parois a 1’échelle cellulaire (chapitre I),
(i1) caractérisation d’un réseau de genes associé aux propriétés des parois des fibres et des
rayons (chapitre I1) et (iii) caractérisations physiologique, anatomique et physico-chimique de
lignées transgéniques (chapitre I11). Toutes les études présentées dans ce manuscrit portent sur
le clone INRA 717-1B4 (P. tremula x P. alba).
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CHAPITRE | — PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PAROIS A L’ECHELLE CELLULAIRE

Chez les Angiospermes, le bois est compose de trois types cellulaires majoritaires : les
fibres, les vaisseaux et les rayons (Déjardin et al., 2010). La structure et la composition des
parois de ces cellules varient considérablement en fonction des stades de développement et des
conditions environnementales. En réponse a des contraintes mécaniques, par exemple, les
feuillus produisent un bois dit de tension sur la face supérieure de leur tronc incliné afin de se
redresser. Ce bois est caractérisé par la présence d’une couche surnuméraire dans les parois des
fibres, appelée couche G, composée majoritairement de cellulose et de polysaccharides non
cellulosiques (Pilate et al., 2004). Le bois est donc un assemblage complexe des parois
cellulaires de fibres et vaisseaux interconnectés aux cellules vivantes de rayons. Cette
complexité rend difficile le décryptage des mécanismes moléculaires associés a la formation du
bois et a la mise en place de ses propriétés physico-chimiques et mécaniques. Cette difficulté
tend a €tre de plus en plus contournée par le développement récent d’approches a 1’échelle
cellulaire et le microphénotypage.

Ces derniéres décennies ont vu 1’émergence de méthodes de phénotypage haut-débit
pour I’analyse de la composition chimique de la biomasse lignocellulosique. Ces méthodes
utilisent principalement la spectroscopie vibrationnelle en proche et moyen infrarouge. En effet,
les longueurs d’ondes émises par les faisceaux IR* sont spécifiquement absorbées par des types
de liaisons chimiques. 11 est alors possible d’attribuer spécifiquement des longueurs d’onde a
un composé (McCann et al., 1992; Kacurakova et Wilson, 2001). La composition et les
propriétés des parois peuvent étre estimées par des équations de prédiction basées sur des
spectres d’absorbance en proche infra-rouge. Cette méthode a notamment montré son efficacité
chez Arabidopsis thaliana (Jasinski et al., 2016), le mais (Baldy et al., 2017; Cuello et al., 2019),
le riz (Huang et al., 2017) et le peuplier (Gebreselassie et al., 2017). La spectroscopie FTIR? est
une approche spectroscopique en moyen infrarouge. En effet, ¢c’est en moyen-IR, soit de 4000
a 400 cm™ que sont émises les vibrations fondamentales des molécules. Cela permet donc une
détection des liaisons moléculaires présentes dans 1’échantillon analysé (Bertrand et Dufour,
2006; Allison, 2011). Cette approche a notamment permis d’étudier la composition des parois
de mutants chez Arabidopsis thaliana (Chen et al., 1998). Afin de prendre en considération la
variabilité cellulaire au sein d’un tissu, la spectroscopie FTIR a été couplée a de 1’imagerie. Il
a alors été possible d’étudier in situ la formation du bois de cceur chez le méléze (Piqueras et

al., 2020), I’orientation des différents composés pariétaux, notamment dans la couche G (Olsson

Linfrarouge
2 infrarouge a transformée de Fourier
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et al., 2011) et les différences de composition entre les différents types cellulaires — fibres,
rayons et vaisseaux — (Gorzsas et al., 2011). L’imagerie chimique par spectroscopie ATR-
FTIR! est une des méthodes les plus résolutives actuellement disponibles. Cependant, elle n’a
que peu été employée sur des échantillons de tissus végétaux. En effet, une seule étude utilisant
I’imageric ATR-FTIR a été rapportée (\Warren et al., 2015). Cette étude menée sur le grain de
blé et la feuille d’Arabidopsis thaliana a notamment permis d’étudier la microstructure et la
composition, notamment en amidon, de ces deux organes. Dans ce premier chapitre, je
développerai donc la mise au point de cette méthode de microspectroscopie infrarouge

appliquée a I’étude de la composition chimique des parois des cellules de bois.
l. Mise au point préalable

Afin de mettre au point cette méthode de microphénotypage, j’avais a ma disposition,
au sein du Laboratoire d’Ingénierie Cellulaire de 1’Arbre (resp. Dr. Gilles Pilate), I’imageur
infrarouge Spotlight 400 couplé a un spectrométre Spectrum 400 (PERKIN ELMER,
Wellesley, Etats-Unis). Cet appareil est équipé d’un détecteur linéaire composé de seize
capteurs afin de gagner en rapidité d’acquisition. Il dispose de plusieurs modes d’imagerie
(réflectance, transmittance et ATR) et de plusieurs modes d’acquisition (point et image). Le
mode ATR est celui présentant la plus grande résolution avec un pixel de 1.56 pum de coté.
Deux éléments permettent d’obtenir cette faible taille de pixel. Une premicre diminution est
obtenue par I’utilisation d’un cristal de Germanium. En effet, ce matériau présente un fort indice
de réfraction (4.01) et permet alors d’obtenir une résolution spatiale de 3.1 um. Afin d’obtenir
un pixel de 1.56 pm de coté, le pas d’acquisition est diminué de moitié résultant en un
suréchantillonnage de facteur 2. Deux types de cristaux de Germanium sont disponibles : un
cristal point et un cristal plan. J’ai choisi d’utiliser un cristal plan permettant de diminuer le
risque de contamination du signal lors de I’acquisition. En effet, lorsqu’un cristal plan est
utilisé, c’est I’ensemble cristal-échantillon qui se déplace sous le faisceau IR. A I’inverse,
lorsqu’un cristal point est utilisé, celui-ci est détaché de 1’échantillon a chaque acquisition et
seul I’échantillon est déplacé. Avant son application a trois types de bois contrasté reportée dans
I’article 1, I’imagerie ATR-FTIR a nécessité une mise au point préalable. Plusieurs aspects
techniques étaient notamment a maitriser : préparation de 1’échantillon, acquisition et

traitement des spectres.

Linfrarouge a transformée de Fourier en réflectance totale atténuée
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1. Préparation des échantillons

Comme pour toute méthode d’imagerie, la qualité¢ finale des images obtenues est
fortement dépendante de la qualité des échantillons au départ. La préparation des échantillons
analyses par imagerie ATR-FTIR est simple et rapide. En effet, afin de ne pas intervenir sur les
liaisons chimiques au sein des parois, aucun traitement (e.g. coloration, lyse des contenus
cellulaires) n’est appliqué sur les échantillons. Cependant, plusieurs facteurs peuvent influencer
la qualité¢ de I’image obtenue. Parmi eux se trouve 1’épaisseur de la coupe réalisée. En effet,
bien qu’il soit théoriquement possible d’analyser des échantillons en bloc, la réalisation de
coupes fine reste préférable afin d’identifier au mieux les types cellulaires. L’état hydrique des
coupes analysés pourrait compliquer la comparaison d’une image a ’autre. En effet, comme
toute molécule, la molécule d’eau présente un spectre d’absorbance qui lui est propre au moyen
infrarouge. Une variation de la quantité d’eau présente entre les différentes coupes analysées
conduirait alors a des variations dans le spectre d’absorbance qui ne seraient pas le reflet d’ une
différence biologique. Il est donc nécessaire de laisser sécher les coupes réalisées avant
utilisation. Cependant, en séchant, le bois subit des déformations et a donc tendance a gondoler.
11 faut alors également veiller a conserver la planéité des coupes afin d’éviter une déformation
du tissu.

Afin d’identifier I’épaisseur optimale de 1’échantillon, j’ai réalis¢ des coupes
transversales de tiges a plusieurs épaisseurs (15 um, 20 um, 30 um et 60 um) a I’aide d’un
microtome (RM2155 ; LEICA, Wetzkar, Allemagne). Al5 um d’épaisseur, il est trés difficile
d’obtenir une coupe entiére, sans déchirure. A 60 um, la coupe obtenue reste entiére mais
I’image hyperspectrale est de tres faible qualité. Couper a 20 ou 30 um d’épaisseur est tout aussi
délicat. Les lumens des cellules étant mieux définis sur les coupes a 20 um, j’ai conservé cette
épaisseur de coupe pour I’ensemble de mes expériences.

Pour maintenir la planéité des coupes, elles sont séchées entre deux lames de
microscopie. Dans le but de faciliter leur étalement sur la lame, j’ai envisagé de les poser sur
une goutte d’éthanol absolu. Afin de vérifier ’absence d’impact du traitement a 1’éthanol sur
les spectres d’absorbance, j’ai réalisé des coupes séchées dans une goutte d’éthanol et d’autres
séchées directement a I’air. Le séchage entre deux lames est réalisé sur la nuit sur une table de
macroscopie. Les échantillons sont ensuite transférés dans une salle dédiée a la spectroscopie

ou la température et I’hygrométrie sont régulées (23°C, 45%HR?). Aprés ACP?, on observe la

! Pourcentage d’humidité relative
2 analyse en composantes principales
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superposition des spectres acquis sur coupes séchées a 1’éthanol et a I’air (fig. 10). Nous
pouvons donc conclure sur I’absence d’effet détectable de ce séchage a I’éthanol sur les spectres
acquis. Ainsi, pour la suite de mon travail, j’ai choisi de travailler avec des coupes séchées entre

deux lames de verre dans une goutte d’éthanol absolu.

20+

=
w
1

Dim2 (21.1%)
S

w
1

-50 -25 0 25 50
Dim1 (41.4%)

Figure 10 Comparaison d'un séchage avec ou sans éthanol sur des coupes transversales de bois
de peuplier

Chaque point représente un spectre aprés déerivée premiére et normalisation SNV (voir plus loin). Vert : coupes
séchées a l'air, Violet : coupes séchées a l’éthanol absolu, ellipses : 99% des spectres dans le cas d’une
distribution normale.

2. Acquisition des spectres

Pour I’acquisition des images spectrales, j’ai utilisé I’imageur infrarouge Spotlight 400
couplé & un spectrophotométre Spectrum 400 (PERKIN ELMER, Wellesley, Etats-Unis). Afin
de maximiser le ratio temps-machine et la qualité de 1’image, j’ai travaillé sur plusieurs
parameétres tels que la résolution spectrale, le nombre de scans par pixel et la taille de I’image
qui influencent grandement le temps d’acquisition. La résolution spectrale a été testée de 1 cm’
1a16 cm™. De 1 a3 cm?, les spectres obtenus sont extrémement bruités et il est trés difficile
d’en sortir une information convenable. Au-dela de 6 cm™, les spectres s’en trouvent trés
fortement lissés. Cela conduit a la disparition de certains pics. Ainsi, la résolution spectrale que
j’ai jugée optimale se situe a 4 cm™. Le paramétre ‘nombre de scans par pixel’ est un paramétre
capital dans la maximisation du ratio signal-bruit. En effet, il détermine le nombre de spectres
moyennés avant d’obtenir le spectre final du pixel. Cependant, il s’agit également du facteur
influengant le plus le temps d’acquisition. Ainsi, j’ai réalisé des tests a 2, 4, 8, 16 et 32 scans par
pixel. La qualité des images et spectres obtenus se trouve tres fortement augmentée lorsqu’on passe
de 2 & 16 scans par pixel. Au-dela de 16 scans, la qualité évolue peu et le temps d’acquisition

augmente drastiquement. Ainsi, j’ai défini le nombre de scans par pixel optimal a 16.
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3. Traitement spectral

Comme pour toute méthode spectroscopique, il est possible que les spectres présentent
du bruit lié a lamesure ou a des variations incontrélées dans la ligne de base. Il faut alors réaliser
un ou des prétraitements avant 1’analyse plus poussée des spectres. Dans un premier temps, le
spectre est réduit a la région allant de 1 800 a 850 cm™. En effet, il s’agit de la zone présentant
les pics d’absorbance majeurs des composés parié¢taux. Plusieurs prétraitements des spectres
existent pour corriger les erreurs de mesure : lissage, standard normal variation (SNV), detrend
ou derivée.

Afin de réduire 1’éventuel bruit résiduel 1ié a la mesure (erreur non systématique), un
lissage a été effectué. Le lissage Savitzky-Golay (Savitzky et Golay, 1964) est classiquement
utilisé en spectroscopie. Cet algorithme correspond a un lissage polynomial appliqué a une
fenétre mobile. Briévement, a chaque nombre d’onde, la valeur d’absorbance est remplacée par
la valeur d’un polynéme de degré p ajusté sur une fenétre de largeur n centrée sur le nombre
d’onde. Ces deux paramétres, n (largeur de fenétre, obligatoirement impaire) et p (degré du
polyndme de lissage), sont alors a définir. Il faut toutefois s’assurer que n soit supérieur a p. Il
faut également noter que si n augmente trop, le lissage est trop fort. Aprés plusieurs tests, j’ai
décid¢é d’effectuer un lissage doux systématiquement avec une largeur de fenétre de 5 et un
degré du polyndme de 2.

La diffusion peut étre responsable d’une réduction sensible de ’intensité des spectres
pour certaines longueurs d’ondes. Afin de corriger ces effets, la normalisation SNV (Barnes et
al., 1989, 1993) est I’'une des méthodes de prétraitement les plus utilisées en spectroscopie
infrarouge (Sanderson et al., 1996; Carballo-Meilan et al., 2014). Aprés cette correction, les
spectres présentent toujours une moyenne nulle et une variance de 1. Cette méthode consiste a
corriger chaque spectre individuellement. 1l est alors centré sur sa propre déviation standard.

Elle est calculée comme suit :

avec X;jj ’absorbance corrigée du spectre i au nombre d’onde j, x;j 1’absorbance brute du spectre i au nombre
d’onde j, X; I’absorbance moyenne brute du spectre i et p le nombre de nombres d’onde.

Afin de supprimer les effets dus a la variation incontrolée de la ligne de base, deux
prétraitements sont classiquement utilisés : la dérivation et le detrend (Popescu et al., 2013).
Dans le cas d’une dérivée premiere, le maximum des pics se retrouve rapporté a 0 et les points

d’inflexion de la courbe au maximum. Une dérivée seconde sépare clairement les pics et bandes
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d’absorption qui se chevauchent en temps normal. En revanche, ce prétraitement amplifie la
complexité des spectres par I’augmentation du bruit. Dans les deux cas, les courbes résultantes
ressembleront davantage a des signaux qu’a des spectres d’absorbance. Ces prétraitements sont
tres utilisés en spectroscopie infra-rouge.
Une autre méthode, la méthode detrend est également utilisée (Barnes et al., 1989, 1993). Tout
comme la normalisation SNV, cette approche effectue une correction individuelle de chaque
spectre. Ici, la tendance globale du spectre est modélisée par un polynéme. Dans le cas d’une
correction detrend d’ordre 1, le polyndme modélisé correspond a la droite (ax + b) qui s’ajuste
le mieux a tous les points du spectre. Afin d’obtenir le spectre corrigé, a chaque nombre d’onde,
la valeur du polynéme est soustraite a la valeur d’absorbance brute suivant la formule :
Xij = xij — Py
avec X;jj ’absorbance corrigée du spectre i au nombre d’onde j, X;j 1’absorbance brute du spectre i au nombre
d’onde j, Pjj la valeur prise par le polynome au nombre d’onde j du spectre i

La sélection du prétraitement le plus efficace s’est basée sur sa capacité a regrouper
correctement les spectres semblables ensemble et a distinguer les différents types d’échantillons
entre eux. Une ACP réalisée sur 91 spectres issus de différents types de bois et ayant subis
différents prétraitements (normalisation SNV ou correction detrend) ne montre que peu
d’influence de ces deux prétraitements (fig. 11A-B). En effet, une nette séparation des trois
types de spectres (OW_FibS?', TW FibS?, TW_FibG?3) reste visible quel que soit le
prétraitement utilisé. 1l est toutefois a noter une augmentation de la variance expliquée par la
premiére composante lorsqu’une correction detrend est appliquée. Aprés regroupement
hiérarchique sur composantes principales (HCPC), cing groupes sont identifiés sur les données
ayant subi une normalisation SNV (fig. 11C). En for¢ant I’identification de trois groupes, seuls
trois spectres appartenant a la catégorie TW_FibS se situent en dehors du groupe regroupant les
spectres de TW_FibS. Ainsi, il est probable qu’un bruit résiduel soit présent malgré cette
correction. Malgré la présence de spectres de OW_FibS dans deux groupes, la correction
detrend conduit, elle, a ’identification automatique de trois groupes (fig. 11D). Le groupe
central correspond a un mélange de spectres appartenant aux groupes OW_FibS et TW_FibS.

La correction detrend donnant des résultats satisfaisants sera donc préféré pour la suite.

! Couches-S des fibres de bois opposé
2 Couches-S des fibres de bois de tension
3 Couche-G des fibres de bois de tension
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Figure 11 Comparaison d'une normalisation SNV (A,C) et d'une correction detrend (B,D) sur

91 spectres de fibres de bois opposé et de bois de tension.

Le jeu de données est composé de 34 spectres des couches-S de fibres de bois opposé (OW_FibS), 34 spectres de
de couche-G de fibres de bois de tension ((TW_FibG) et 23 spectres de couches-S de fibres de bois de tension
(TW_FibS). Les couches-S de fibres de bois de tension sont plus difficilement observables sur une image expliquant
leur plus faible nombre. (A-B) Graphique présentant la distribution des spectres sur les deux premieres
composantes d’une analyse en composante principale. Chaque point représente un spectre. (C-D) Classification
hiérarchique sur composantes principales des spectres. Les cadres pointillés correspondent aux groupes obtenus
en for¢ant l'identification de trois groupes.

Il.  Mise en ceuvre d’une méthode semi-automatisée d’analyse
d’images ATR-FTIR pour caractériser des bois aux propriétés

contrastées

Cette partie reprendra la méthode, les principaux résultats et les conclusions présents
dans I’article publi¢ Frontiers in Plant Science en février 2020 fourni en fin de partie. Afin de
faciliter la lecture, la numérotation des figures de cet article a été modifié en bleu pour suivre

la numérotation du manuscrit.

1. Contexte
Trois fonctions sont attribuées au bois dans I’arbre : conduction de 1’eau des racines
au houppier, soutien mécanique de la masse toujours en croissance et stockage de réserves
temporaires. Chez les feuillus, ces fonctions sont assurées par les trois types cellulaires
majoritaires présents : les vaisseaux, les fibres et les rayons respectivement (Plomion et al.,

2001; Déjardinetal., 2010). Ces cellules proviennent de la différenciation d’initiales cambiales.
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A la fin de leur développement, elles produisent une épaisse paroi secondaire. Cette paroi,
multicouche, détermine les propriétés mécaniques du bois. Chaque couche de cette paroi
correspond a un assemblage complexe de microfibrilles de cellulose semi-cristalline
recouvertes d’une matrice amorphe composés de polysaccharides non cellulosiques
(principalement des hémicelluloses) et de lignines (Mellerowicz et Sundberg, 2008).

En réponse a des environnements changeants, le bois est capable de s’adapter. Ainsi,
en réponse a de fortes contraintes mécaniques (e.g. une pente), les Angiospermes produisent un
bois spécifique, dit de tension, sur la face supérieure du tronc incliné. La particularité de ce bois
réside en la modification de la structure des parois de ses fibres. En effet, une couche extra-
numeéraire, dite couche G, est produite a la place de certaines couches de la paroi secondaire
(Daniel et al., 2006). La composition de cette couche differe grandement des habituelles parois
secondaires : forte proportion de cellulose tres cristalline et de polysaccharides non
cellulosiques (RG-1 et AGP notamment) avec peu a pas de composés phénoliques (Norberg et
Meier, 1966; Joseleau et al., 2004; Pilate et al., 2004; Gierlinger et Schwanninger, 2006;
Gorshkova et al., 2015; Guedes et al., 2017). Le bois oppose est lui situé sur la face inférieure
du tronc incliné, a 1’opposé donc du bois de tension. Le bois dit normal est, quant a lui, le bois

produit par I’arbre sans contraintes et donc droit.

2. Objectifs et implication dans mon projet de thése
L’objectif général de 1’étude présentée dans ’article 1 est de développer une méthode
permettant d’obtenir des spectres IR spécifiques de chaque type cellulaire : fibres, rayons et
vaisseaux. Pour cela, j’ai comparé trois types de bois présentant des phénotypes marqués et tres
contrastés : le bois de tension, le bois opposé et le bois normal. Pour cette comparaison, j’ai
développé (i) une méthode de segmentation des images hyperspectrales et (ii) une approche
sans a priori permettant d’identifier et de caractériser les différences vibrationnelles entre les

différents types cellulaires des différents types de bois.

3. Stratégie
Pour cette analyse, j’ai utilisé six échantillons de peuplier INRA 717-1B4 cultivés en
serre pendant trois mois en 2011 ou 2012. Trois d’entre eux (TT_11-A, TT_12-Aet TT_12-B)
ont été inclinés a 45° deux mois avant échantillonnage pour induire la formation de bois de
tension. Aprés échantillonnage, les fragments de tige ont été conservés a -20°C jusqu’a leur

analyse.
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L’¢étape déterminante de I’analyse a été de classer correctement les pixels dans chacun
des types cellulaires. Des méthodes classiques de regroupement de données telles que la
classification ascendante hiérarchique, la méthode des k plus proches voisins ou des k-
moyennes, n’ont pas permis une bonne segmentation des images. J’ai alors développé une
nouvelle approche basée sur un score de corrélation de Spearman du pixel & un MRS! de chaque
type pariétal dans chaque type de bois. Ces MRS sont obtenus en moyennant 30 pixels,
sélectionnés manuellement, de chaque type pariétal sur une image de chaque arbre. Ils
correspondent donc a la moyenne de 90 spectres pour chaque type pariétal dans chaque type de
bois. J’ai ensuite développé une méthode permettant de détecter des DAWNS? entre deux types
pariétaux. Les pics d’absorbance reflétant la présence de groupes fonctionnels (i.e. d’un type
de liaison chimique) dans le spectre, seuls les DAWNS présents au niveau de maxima locaux
ont été conservés. Les données d’absorbance ne répondant pas aux criteres de normalité, y
compris apres pré-traitement, j’ai alors opté pour une analyse non-paramétrique basée sur le

test pairé de Wilcoxon associé a un ajustement de Bonferroni de la p-valeur.

4. Résultats

La stratégie de segmentation d’image présentée en fig. 12 permet d’identifier les parois
de fibres, que ce soit les couches-S dans les différents types de bois ou la couche-G dans le bois
de tension. En effet, I’application de cette méthode a des spectres dont I’identité est connue,
ceux utilisé pour produire les MRS, a montré une bonne assignation allant de 97% a 100% (fig.
13A). Cette méthode d’assignation peut également étre considérée comme satisfaisante pour
les parois des vaisseaux avec une bonne classification allant de 73% a 82% selon les types de
bois. En revanche, elle a montré ses limites dans la classification des parois de rayons, avec
seulement de 48% a 72% de bonnes identifications. La difficulté d’identification des parois de
rayons peut étre expliqué par la grande variabilité au sein de ce groupe. En effet, les rayons de
peuplier étant unisérié (IAWA Committee, 1989), il n’y a que peu de paroi rayon-rayon sur des
coupes transversales. Ainsi, les pixels de cette catégorie correspondent a un mélange de parois
de rayons et de fibres ou de vaisseaux. Par ailleurs, les rayons peuvent étre subdivises en trois
différents types (Braun, 1967; Nakaba et al., 2012) qui pourraient présenter des parois de

composition différente. Pour 1’étude de la composition des parois de rayon, il serait préférable

! spectre moyen représentatif
2 nombres d’onde différentiellement absorbés

Clément CUELLO 51



CHAPITRE | — PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PAROIS A L’ECHELLE CELLULAIRE

d’analyser des coupes transversales, permettant d’obtenir des spectres de paroi rayon-rayon,
comme ce sera le cas dans le chapitre II.

L’analyse des DAWNSs au niveau des fibres m’a permis de mettre en évidence deux
groupes de nombres d’onde dont le comportement différe suivant le type de bois. Ainsi, j’ai pu
montrer une absorbance plus forte, synonyme d’un enrichissement, des nombres d’onde
associés a la cellulose, notamment cristalline, a certaines hémicelluloses et lignines et a
certaines protéines dans la couche-G de fibres de bois de tension par rapport aux couches-S de
fibres tout bois confondu (fig. 15C, groupe E). J’ai également montré un enrichissement en
xylanes, notamment acétylés, et en lignines dans les couches-S de fibres de bois opposé et
normal par rapport aux couches-S et a la couche-G de fibres de bois de tension (fig. 15C, groupe
B). Par ailleurs, cette approche m’a permis de mettre en évidence des différences de qualité des
hémicelluloses et des lignines entre couches-S de fibres de bois opposé et couche-S de fibres
de bois normal (fig. 15C, groupes A et C). Enfin, j’ai pu obtenir le profil d’absorbance des
couches-S de fibres de bois de tension qui semble se rapprocher de la couche-G tout en
présentant des caractéristiques des couches-S des fibres de bois opposé et normal (fig. 15A).

L’imagerie ATR-FTIR m’a également permis de dresser le premier spectre IR des
parois de vaisseau (fig. 17B). L’analyse des DAWNSs obtenus sur ces profils IR est relativement
complexe. En effet, une grande variabilité a pu étre observée au sein d’une méme catégorie
(e.g. parois de vaisseau de bois opposé). Cette variabilité pourrait étre expliqué par le faible
nombre de pixels étudiés par rapport aux parois de fibres. L’analyse des DAWNs m’a tout de
méme permis d’identifier deux grands groupes de nombres d’onde. On notera un
enrichissement en xylanes acétylés dans les parois de vaisseaux de bois normal (groupe F) et
un enrichissement en cellulose dans les parois de vaisseaux de bois de tension (fig. 17C, groupe
A). Nous avons également mis en évidence des différences de structure et/ou de qualité des
lignines et hémicellulose entre les différents types de bois (fig. 17C, groupes B et D). A ma
connaissance, il n’existe pas d’étude sur la composition des parois des vaisseaux de ces trois
types de bois. Ainsi, des analyses complémentaires par imagerie Raman ou

immunohistolocalisation sont nécessaires afin de valider ces observations.

5. Conclusion
L’imagerie ATR-FTIR m’a permis, grace a sa grande résolution, d’obtenir des profil
IR des parois de vaisseaux et de fibres. La méthode de traitement des images hyperspectrales
que j’ai développé permet a la fois une assignation rapide du pixel a une catégorie et une

identification de nombres d’ondes différentiellement absorbés entre échantillons. J’ai appliqué
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cette méthode a différents types de bois, dont le bois de tension dont la composition chimique
a été intensément étudi¢. J’ai alors identifié une forte absorbance des bandes associées a la
cellulose cristalline et a des protéines dans la couche-G des fibres de bois de tension. Ces
résultats sont en accord avec le savoir existant (Norberg et Meier, 1966; Lafarguette et al., 2004;
Andersson-Gunneras et al., 2006; Nishikubo et al., 2007; Guedes et al., 2017). J’ai également
détecté une absorbance plus forte dans la couche-G des fibres de bois de tension correspondant
a des composés phénoliques ce qui a également été rapporté précédemment (Joseleau et al.,
2004; Gierlinger et Schwanninger, 2006a). L’imagerie ATR-FTIR permet donc bien de
caractériser finement les propriétés physico-chimiques des parois a 1’échelle de la cellule. Cette
analyse in situ permet ¢galement d’avoir accés aux informations d’arrangement
supramoléculaire. Ainsi, j’ai pu détecter de nombreux DAWNSs non encore répertoriés dans la
littérature pouvant étre le reflet de modifications dans les liaisons entre molécules pariétales.
Enfin, il m’a été possible de reconstruire des images permettant de visualiser la distribution de
certains composes chimiques (fig. 14). L’imagerie ATR-FTIR semble donc étre un outil
puissant de microphénotypage a 1’échelle de la paroi. Cependant, il est difficile d’assigner de
fagon univoque les bandes d’absorbance a des composés pariétaux. Ainsi, il reste nécessaire
d’avoir recours a la validation des observations réalisées par des approche complémentaires

moins haut-débit comme I’immunohistolocalisation.

6. ATR-FTIR microspectroscopy brings a novel insight into the study of

cell wall chemistry at the cellular level (article 1)
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ATR-FTIR Microspectroscopy Brings
a Novel Insight Into the Study of Cell
Wall Chemistry at the Cellular Level
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Véronique Lainé-Prade ™2, Gilles Pilate” and Annabelle Déjardin ™™

T INRAE, ONF, BioForA, Oréans, France, 2 INRAE, Phenobois, Oriéans, France

Wood is a complex tissue that fulfills three major functions in trees: water conduction,
mechanical support and nutrient storage. In Angiosperm frees, vessels, fibers and
parenchyma rays are respectively assigned to these functions. Cell wall composition
and structure strongly varies according to cell type, developmental stages and
environmental conditions. This complexity can therefore hinder the study of the
molecular mechanisms of wood formation, underlying the construction of its properties.
However, this can be circumvented thanks to the development of cell-specific
approaches and microphenotyping. Here, we present a non-destructive
microphenotyping method based on attenuated total reflectance-Fourier transformed
infrared (ATR-FTIR) microspectroscopy. We applied this technique to three types of
poplar wood: normal wood of staked trees (NW), tension and opposite wood of artificially
tilted trees (TW, OW). TW is produced by angiosperm trees in response to mechanical
strains and is characterized by the presence of G fibers, exhibiting a thick gelatinous extra-
layer, named G-layer, located in place of the usual S2 and/or S3 layers. By contrast, OW
located on the opposite side of the trunk is totally deprived of fibers with G-layers. We
developed a workflow for hyperspectral image analysis with both automatic pixel
clustering according to cell wall types and identification of differentially absorbed
wavenumbers (DAWNSs). As pixel clustering failed to assign pixels to ray S-layers with
sufficient efficiency, the IR profiling and identification of DAWNs were restricted to fiber
and vessel cell walls. As reported elsewhere, this workflow identified cellulose as the main
component of the G-layers, while the amount in acetylated xylans and lignins were shown
to be reduced. These results validate ATR-FTIR technique for in situ characterization of G
layers. In addition, this study brought new information about IR profiling of S-layers in TW,
OW and NW. While OW and NW exhibited similar profiles, TW fibers S-layers combined
cheracteristics of TW G-layers and of regular fiber S-ayers. Unexpectedly, vessel S-layers
of the three kinds of wood showed significant differences in IR profiling. In conclusion,
ATR-FTIR microspectroscopy offers new possibilities for studying cell wall composition at
the cell level.

Keywords: ATR-FTIR microspectroscopy, phenotyping, poplar, cell wall, G-layer, wood
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INTRODUCTION

Trees are able to live long and reach a considerable height, partly
thanks to the remarkable properties of their wood. Indeed, wood
—or secondary xylem—fulfills three major functions in trees: (i)
water conduction from the roots to the crown, (ii) mechanical
support of the ever-increasing mass of the growing tree
submitted to different environmental cues (wind, slope, light,
...), and (iii) storage of temporary reserves, important for tree
perennial growth (Plomion et al., 2001; Déjardin et al., 2010). In
Angiosperm trees, vessels, fibers and parenchyma rays are
respectively assigned to each of these functions. These different
xylem cell types originate from the differentiation of cambial
cells. When reaching their final dimensions, xylem cells build a
secondary cell wall that will be deposited onto the primary wall
and middle lamella. Vessels are rapidly submitted to
programmed cell death after lignification of their cell walls,
then fibers have the same destiny (Courtois-Moreau et al.,
2009), while ray cells remain alive for several years (Nakaba
et al, 2012). Therefore, wood results in the complex assembly of
the cell walls of dead fibers and vessels, connected to living
parenchyma rays (Déjardin et al.,, 2010).

Wood cell walls exhibit a multi-layered structure, determinant
for wood mechanical properties: middle lamella and primary cell
wall are overlaid by three layers of secondary cell walls (SCW),
named$1, S2,and §3, S2 being the thickest, Each layer results from
the assembly of semi-crystalline cellulose microfibrils embedded in
an amorphous matrix of polysaccharides and lignins. They differ
according to cellulose microfibril orientation and the nature and
proportion of the matrix components (pectins, hemicelluloses and
lignins) (Mellerowicz and Sundberg, 2008). The middle lamella
and primary cell wall are known to be rich in lignins, pectins and
xyloglucans, with apparently cellulose microfibrils oriented at
random. By contrast, the S-layers are rich in xylans with
oriented cellulose microfibrils: the angle formed between the cell
axis and cellulose microfibrils, named microfibril angle (MFA) is
wide in the S1- and S3-layers, while it is fairly low in the S2-layer
(Barnett and Bonham, 2004). At the end of cell wall deposition,
lignification occurs, leading to the impermeabilization of the cell
walls. Lignins are phenolic polymers merely resulting, in
hardwood species, from the polymerization of two classes of
monolignols (coniferyl alcohol or G unit and synapyl alcohol or
S unit) that differ in their degree of methoxylation (Freudenberg
and Neish, 1968). They are synthesized in the cytoplasm, then
transported to the cell wall, turned into chemical radicals by the
activity of laccases and peroxidases and probably get polymerized
in a random manner. Lignin structure is therefore highly diverse
and difficult to predict (van Parijs et al, 2010).

Wood cell walls are highly variable according to
developmental processes or various environmental stresses.
First, it is known that secondary cell wall composition differs
between vessels, fibers and ray cells (e.g. Donaldson et al., 2001).
The cell wall of vessel elements is enriched in G-units while fiber
cell wall is richer in S-units (Terashima et al., 1993). Wood cell
wall composition can also be affected by various environmental
cues. For example, in response to mechanical strains,

Angiosperm trees produce tension wood on the upper side of
inclined trunks or branches in order to reorient them or at least
to reach a new equilibrium. In poplar, tension wood fibers
exhibit a thick gelatinous extra-layer, named G-layer (Jourez,
1997). Located in place of the usual S2 and/or $3 layers, G-layer
is rich in cellulose, rhamnogalacturonan type I pectins (RG-I),
and arabinogalactan proteins (AGP) (Gorshkova et al, 2015;
Guedes et al,, 2017), with nearly no lignin (Joseleau et al., 2004;
Pilate et al., 2004; Gierlinger and Schwanninger, 2006). In G-
layer, cellulose is more crystalline and MFA is close to 0°
(Norberg and Meier, 1966; Gorshkova et al., 2015).

Thus, wood is both a highly complex and variable tissue, which
does not facilitate the study of the molecular mechanisms
underlying its formation and the building of its properties.
However, this hindrance may be alleviated thanks to the
development of cell-specific approaches and microphenotyping,
Particularly, the development of microphenotyping methods may
provide extensive biochemical information at the cell wall level. In
the last decade, Fourier Transform InfraRed (FTIR) spectroscopy
made possible high throughput biochemical analyses of
lignocellulosic biomass. Indeed, the wavenumbers emitted by
infrared beams are differentially absorbed according to the
chemical bonds, therefore the functional groups, present in the
sample. Cell wall composition may be determined by prediction
equations based on near-infrared absorbance spectra of ground
plant materials. This technique has been successfully used to predict
cell wall composition in Arabidopsis thaliana (Jasinski et al,, 2016),
forage crops (Fairbrother and Brink, 1990; Molano et al, 2016;
Baldy et al, 2017; Li et al, 2017), rice (Huang et al, 2017) and
poplar (Gebreselassie et al,, 2017). Mid-infrared (MIR)
spectroscopy is complementary to predictive near-infrared (NIR)
spectroscopy. Indeed, MIR spectroscopy targets the fundamental
vibrations of the molecules, which gives a good visualization of the
molecular bonds present in the sample (Bertrand and Dufour, 2006;
Allison, 2011) and also to assign variations in the absorbance at a
given wavenumber to a class of compounds (McCann et al,, 1992;
Kacurakova and Wilson, 2001). For example, FTIR spectroscopy
was used to discriminate between different Arabidopsis cell wall
mutants (Chen et al., 1998). FTIR spectroscopy coupled with
microscopy imaging makes possible in situ analysis of cell wall
assembly (Mouille et al, 2003; Gierlinger et al., 2008; Gorzsas et al,
2011; Chazal et al., 2014; Gierlinger, 2018).

In this methodological study, we present a non-destructive
high-throughput microphenotyping method based on ATR-FTIR
microspectroscopy, one of the most resolving methods currently
available. The objective was to develop a method to obtain IR
spectra specific to wood cell types, fibers, vessels and rays.
Therefore, we have developed a high-throughput pipeline for
hyperspectral image analysis with both automatic pixel
clustering and identification of differentially absorbed
wavenumbers between samples. We have implemented this
pipeline on different types of wood, including tension wood, a
model that has been extensively characterized from a biochemical
point of view. We confirmed previously known results, which
validates this in situ approach, and we generated for the first time
an IR profile for vessel walls in three different types of wood.
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MATERIALS AND METHODS
Plant Material and Sample Preparation

The study was carried out on six three-month-old ramets,
originating from in vitro micropropagated shoots of the INRA
717-1B4 clone (Populus tremula L. x Populus alba L.). Two ramets
were grown in a greenhouse in spring 2011 and the four others in
the autumn and winter 2012. In the latter case, the plants were
supplemented with sufficient amount of artificial light to keep the
cambium active. In order to induce the production of TW, three of
these trees (TT_11-A in 2011, TT_12-A and TT_12-B in 2012)
were tilted at 45° two months before sampling. The three other
poplar plants (UT_11-C, UT_12-C and UT_12-D) were grown
upright in the same conditions and produce no or very few TW.
Three-centimeter-long stem fragments were sampled at the base of
each tree. NW was collected on upright trees, TW and OW on the
upper and lower side of artificially tilted trees, respectively. The
samples were stored at —20°C until use.

For each tree, 20 um-thick cross-sections were cut from the
frozen wood samples using a RM2155 microtome (LEICA,
Wetzlar, Germany). The sections were ethanol-dried between
two glass slides to ensure flatness and stored at 23°C and 45% RH
until ATR-FTIR analysis.

Hyperspectral Imaging

ATR-FTIR images were produced from stem cross-sections by a
mid-IR light (1,800-850 cm™) at a 4 cm™ spectral resolution
using a Spotlight 400 FTIR imaging system coupled to a
Spectrum 400 FTIR spectrophotometer (PERKIN ELMER,
Wellesley, USA). According to the manufacturer’s procedure,
the wood section was pushed by pressure into direct contact with
the tip of the 600-um diameter plane Germanium crystal.
Supplementary Figure 1 shows the contact area after pressure
release showing the intimate contact of the sample with the
crystal. Sixteen scans per pixel were taken in order to enhance
signal-to-noise ratio. For each type of wood (TW, OW and NW),
three (100 x 100) pm? images from each cross section were taken
at a(1.56 x 1.56) um? pixel size. The acquisition time of an image
of this size was 40 minutes. This maximal pixel resolution
corresponded to an oversampling factor of two, compared with
the diffraction-limited spatial resolution of 3.1 pm. At this pixel
resolution, the image size was 4,096 pixels. Therefore, for each
type of wood, the data set was composed of 36,864 spectra (3
different trees x 3 images x 4,096 pixels). The spectra were then
corrected using different functions of the SpectrumlImage
software (v.1.6.4): background correction during acquisition,
noise reduction and atmospheric correction, using default
parameters. No ATR correction was performed.

Multivariate Image Analysis

We analyzed ten classes of cell wall corresponding to the existing
associations between cell wall layers (G- or S-layers), cell types
(fiber, ray or vessel) and wood types (TW, OW or NW): TW
fiber G-layer, TW fiber S-layer, OW fiber S-layer, NW fiber S-
layer, TW ray S-layer, OW ray S-layer, NW ray S-layer, TW
vessel S-layer, OW vessel S-layer and NW vessel S-layer.
Multivariate image analysis has been performed independently

for each type of wood using R (v. 3.4.4) (Figure 1). Principal
component analysis (PCA) was applied on raw spectra using
PCA function implemented in FactoMineR package (v. 1.40).
False RGB images were then obtained using quilt.plot (fields,
v.9.6). Red, blue and green intensities were based on pixel
contribution to first, second and third principal component,
respectively. Based on these false RGB images, specific mean
representative spectrum (MRS) were built for each cell wall class,
from the average of 90 selected spectra (that is 30 spectra
manually selected in one of the three images of each biological
replicate of each wood type). Both MRS and pixel spectra were
corrected using the detrend function implemented in the
prospectr package (v. 0.1.3). Correlations between each pixel
spectrum and MRS of its type of wood were determined using
the Spearman correlation test implemented in cor.test (stats,
v.3.5.2). The correlation score was used to assign pixels to a cell
wall class or to lumen. A pixel was considered as lumen when its
correlation scores with all MRS were below the threshold value
of 0.90. Pixels with very similar correlation scores with all MRS
(less than 1% difference) were classified as “not assigned” (NA).
Finally, the pixel was assigned to the cell wall class whose MRS
has the highest correlation score with the pixel.

Identification of Differentially Absorbed
Wavenumbers (DAWNSs)

DAWNSs were determined using the pairwise Wilcoxon test from
the R stats package (v.3.5.2). A Bonferroni adjusted P-value of
0.001 was used as cut-off criterion. Only DAWNSs located at a
local maximum (+ 3 cm™") were considered for further analysis.
Local maxima were identified on the average spectra resulting
from all pixels assigned to a class of cell wall. A single
wavenumber (G) was considered as a local maximum when its
absorbance was higher compared to 6-2 and 6+2 cm ™. The
assignation of DAWNSs to cell wall components was based on an
in-lab database (Table S1) compiling data from the literature and
from the Histochem database (Durand et al.,, 2019; https://pfl.
grignon.inra.fr/shistochem/).

Statistical Analysis

For each cell type, a PCA was carried out on the whole spectra to
discriminate between the different types of wood. Loadings were
calculated as follow: Loadings = Eigenvector - +/Eigenvalues.
Due to the huge size of the data set, pixels corresponding to
the cell wall of each cell type in each image were averaged to
produce heatmaps using heatmap.2 function (gplots package, v.
3.0.1.1), scaling on columns. Heatmaps dendrograms were
calculated considering Pearson’s correlation between
wavenumbers as a distance.

RESULTS

From Raw Infra-Red Images to Pixel
Clusters of the Different Cell Wall Types
One of the most important steps of the workflow was to
produce a good assignation of the pixels to the different cell
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FIGURE12| Workflow. Sample preparation. Poplar trees were grown in a greenhouse for thres months. (A) 20 pm-thick ethanol dried cross section were produced.
Image acquisition. (B) (100 x 100} pm? images were acquired from 20 pm thick cross sections using an infrared {IR) microscope. Background subtraction, noise
reduction and atmospheric comrection were applied on raw IR images using the Spectrumimage software {v.1.6.4). Multivariate image analyses were carried out using
homemade scripts encoded in R {v. 3.4.4). {C) Principal component analyses (PCA) were performed on raw spectra. RGB intensities were derived from pixel
confribution to PC1 for Red, PC2 for Green and PC3 for Blue. (D) Ninety pixels were manually attributed to each of ray, fiber and vessel cell walls and to G-layers.
{E) Mean representative spectra (MRS), which is the pixel average of each of these classes, and pixel spectra were detrend. Correlations between pixel spectra and
MRS were determined using Spearman’s correlation test. Pixel were assigned to a given class using a 0.9 correlation score threshold. Green: vessel, tan: ray, red:
fiber, black: lumen, white: NA. (F) Differentially absorbed wavenumbers (DAWMS) were identified using pairwise Wicoxon test. A Bonferroni adjusted P-value of 0.001

types from the different types of wood. Classic clustering
methods, such as hierarchical clustering based on principal
components, Ascending Hierarchical Classification, k-
nearest neighbor and k-means were not conclusive. The
most effective clustering method was the assignation based
on Spearman’s correlation score between pixel spectra and a
mean representative spectrum (MRS) for each class of
cell wall.

We applied this method to the spectra used to calculate the
MRS of the different classes of cell wall (Table §2). When
applied to pixels with a known assignment, our method
correctly assigned 48% to 100% of the pixels depending on
the cell wall category (Figure 2A). All the spectra from TW
fiber G-layer were properly assigned, whereas, no spectrum
from any TW S-layer class was wrongly assigned to the G-layer
class. Likewise, all spectra of OW fiber S-layers were correctly
assigned, while only three of them were identified as ray S-
layers in NW and two of them were also identified as ray S-
layers in TW. Our method correctly assigned a large part of
vessel spectra: 78% in OW, 82% in NW and 73% in TW. In
TW, nearly all wrongly assigned vessel spectra (23 out of 24)
were classified as ray S-layers. In NW, only six vessel spectra
were classified as ray S-layers, while four others had a
correlation score below 0.90 with all MRS and were
therefore classified as lumen. Finally, six spectra that
presented similar correlation values to all MRS were in
consequence not assigned. In OW, six vessel spectra were

categorized as ray S-layers, three as fiber S-layers, four as
lumen and seven were not assigned. Conversely, the wrong
assignment of ray spectra was rather high reaching 52% in
OW, 28% in NW and 38% in TW,

Subsequently, we used this workflow to assign the 36,864
spectra from the pixels of each type of wood. In NW, 50% of
the spectra were categorized as fiber S-layers, 14% as ray S-
layers, 9% as vessel S-layers and 23% as lumen, while 4% of the
spectra could not be assigned. In OW, 41% of the spectra
corresponded to fiber S-layers, 16% to ray S-layers and 11% to
vessel S-layers, while 26% of the spectra, with a correlation
score below 0.90, were considered as lumen. Finally, 6% of the
spectra with similar correlation levels to MRS from all classes,
were not assigned and therefore excluded from the analysis. In
TW, the fiber G-layer was the largest class with 44% of the
spectra. The fiber S-layers, ray S-layers, vessel S-layers and
lumen categories were composed of 34%, 8%, 2% and 12% of
the spectra, respectively. Interestingly, unlike OW and NW, all
TW spectra have been assigned (Figure 2B). The comparison
between the raw IR images and the corresponding cluster
maps (Figure 3) revealed a correct adjustment especially for
fibers and vessels, indicative of the efficiency of the clustering
method used to predict these two cell types. The pixels that
could not be assigned mainly corresponded to pixels at the
interface between cell types. As the assignation for ray S-layers
was not very efficient, IR profiling was restricted to fiber and
vessel SCW.,
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FIGURE13| Assignation of pixel to cell-wall categories. (A) Clustering efficiency evaluated on 90 manually assigned pixels per cell wall type. Red: Normal wood
{NW), Black: Opposite wood {OW), Pigeon blue: Tension wood (TW), FibS: fiber S-layers, RbG: TW fiber G-layers, Ves: vessel S-layers, Ray: ray S-layers. (B)
Distribution of the 36,864 pixels in cell wall classes after assignation using Spearman’s correlation score between pixel spectra and mean represertative spectra.
NW, nomnal wood; OW, opposite wood; TW, tension wood; Red, fiber S-layers; Blue, TW fiber G-layer; Green, vessel S-layers; Tan, ray S-layers; Black, lumen;
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The fiber spectra, assigned by automatic clustering, were first
analysed by PCA. When performed on all the images, PCA
clearly discriminated three groups of spectra: TW fiber G-layer,
TW fiber S-layers and a group combining spectra from both NW
and OW fiber S-layers. However, in the latter group, two
populations of spectra were detected, with the minor one
gathering spectra all coming from the same 4 images (3 from
NW and 1 from OW) (Supplementary Figure $2). These 4
images were therefore removed from the subsequent analysis as
they may induce unwanted variability for technical or biological
reasons. A new PCA was performed (Figure 4A), whose first
dimension explained 42.5% of the variance and discriminated
rather well TW fiber G-layer from the fiber S-layers of both OW
and NW, whereas TW fiber S-layers stood in between. Figure 4B
shows the average infrared spectrum of pixels assigned to the
four types of fiber layers. The TW fiber G-layer spectrum shows
significant changes compared to the OW and NW fiber S-layers
spectra, including the disappearance of two bands at 1,594 and
1,506 cm™', corresponding to aromatic skeletal vibration of
lignins (Table S1) and the appearance of a well-resolved
double band at 1,336 and 1,316 cm ™', that can be attributed to
cellulose (Table S§1, O-H in-plane bending and CH2 rocking
vibration, respectively). It is also characterized by the appearance
of a band at 1200 cm™, that can be attributed to OH in-plane
deformation in cellulose. This band is masked in the other S-
layers because of the overlap of a more intense band at 1236 cm ™',
corresponding to acetyl and carboxyl vibration in xylan and to
C-C, C-O and C=O stretch in lignins. Finally, a last band is
clearly visible in TW fiber G and S-layers at 1,052 cm™,
corresponding to C-O valence vibration, mainly from C3-O3H,
most probably from cellulose. This latter band is detectable only

as a shoulder on the spectra of NW and OW fiber S-layers. The
spectrum of TW fiber S-layers is intermediate, in particular with
weak bands at 1,506 cm™, resembling the spectra of NW and
OW; it also presents the G-layer characteristic bands at 1,136,
1,316, and 1,052 cm ™. In terms of absorbance differences, the
bands at 1,736 and 1,236 cm™ mainly differentiate TW and OW/
NW fibers, with a higher absorbance in the latter (Figure 4B):
they can be mainly attributed to acetylated xylans, and to a lesser
extent to lignins (Table S1). The PCA loading plots underline the
spectral features associated with the first and second dimensions,
which are responsible for most of the variance (Supplementary
Figure S3A). The samples were discriminated only by the first
dimension (Figure 4A). The loading for PCI is quite complex
and cannot be easily interpreted by simple changes in few
compounds. The loading is positive mostly for six ranges of
absorbance bands (1,576-14, 1,492-74, 1,446-28, 1,412-1,384,
1,360-1,280, 1,014-992 cm ™). The first four ranges of bands do
not correspond to known IR bands, while the two last groups may
correspond to cellulose (crystalline cellulose at 1,335 cm ™ and
1,318-12 cm™, C-O valence vibration at 996-85 cm™) and
lignins (1,330-24 cm ™', S ring plus G ring condensed). The
loading is negative for four ranges of bands (1,758-08, 1,268—
06, 1,136-16, 1,098-68 cm™). The first three groups contain
bands attributed to hemicelluloses, cellulose and lignins (Table
S$1). In order to identify more precisely differences between cell
wall, we have identified DAWNSs in the vicinity of a local
maximum (+ 3 cm™), that were further used to generate a
heatmap (Figure 4C, Table §3). The analysis was limited to
these DAWNSs because the most relevant biological information
in an IR spectrum is carried by the wavenumbers at the level of
the most intense bands. The heatmap shows 2 clusters of
DAWNSs that have a very contrasted absorbance profile
between TW G-layer and S-layers of OW or NW fibers, while
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FIGURE 14| Comparison of raw images (A-C) and cluster map (D-F) of tension wood {A, D), opposite wood (B, E) and normal wood (C, F) using one
representative image per type of wood. Note that these images were not the ones used to determine MRS. {A=C) In raw images, the intensity in red reflects the
mean absorbance of the pixel. (D-F) Red, fiber S-layers; Blue, fiber G-layer; Green, vessel S-layers; Tan, ray S-layers; White, NA; Black, lumen.
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TW fiber S-layer has an intermediate profile. Cluster B gathers
DAWNSs with a high absorbance in NW and OW S-layers and a
low absorbance in TW S- and G-layers, On the reverse, Cluster E
groups DAWNSs with a high absorbance in TW G-layer and to a
lesser extent in TW S-layers and alow absorbance in NW and OW

S-layers. Cluster B contains DAWNSs in the range of 1,742-28 and
1,238-32 cm ™' related mainly to acetylated xylans, and in the
range of 1,596-90 and 1,508-04 cm' related to lignins.
Surprisingly, this latter group was weakly absorbed in NW fiber
S-layers, compared to OW fiber S-layers. Cluster B also contains
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FIGURE 15| Chemical diferences between the G-layer from tension wood fibers and the S-layers from fibers of tension, opposite and normal wood. (A) PCA score
plot. Blue, TW fiber G-layer; Turquoise, TW fiber S-layers; Purple, OW fiber S-layers; Red, NW fiber S-layers. Hlipses encompass 95% of the data in a normal
distribution. Numbers in brackets refer to the number of pixels assigned to the difierent cell wall categories. Color intensity reflects the density of individuals. (B)
Average ATR-FTIR spectra. Blue, TW fiber G-layer; Turquoise, TW fiber S-ayers; Purple, OW fiber S-layers; Red, NW fiber S-layers. The green dotted line insertion
reprasents a zoom of the [1,510-1,300] cm™ region. (C) Heatmap of difierentially absorbed wavenumbers. TW_FbG, TW fiber G-layer, TW_FibS; TW fiber S-ayers;

DAWNSs in the range of 1,248-1,244 cm ™', that may be attributed
to lignins (stretching of phenolics), and in the range of 1,464-58
cm', where both cellulose, lignins and xylans may contribute
(CH2 of pyran ring symmetric scissoring; OH- and CH-
deformation). Cluster E contains DAWNSs that may correspond
to crystalline cellulose (1,428-26, 1,336-1,314 cm ™, which appear
as a double band in the TW G-layer spectra). Likewise, it contains
DAWNG in the range of 1,282-78 and 1,162-56 cm ™" that may be
also attributed to cellulose. Cluster E contains DAWNSs in the
range of 1,056-50 and 1,036-30 cm™’, that can be attributed to
cellulose, hemicelluloses (and also to lignins for the latter group).
Interestingly, it contains a group of DAWNSs at 1,518-12 cm’* that
can be attributed to lignins (aromatic skeletal vibration, higher
absorbance in G lignin in comparison to S lignin, Table S1) and
one in the range of 1,556-48 cm™' than can be attributed to
proteins (Amide II: N-H deformation + stretching contribution

from C-N stretching, Table S1). Finally, some groups of DAWNs
cannot be easily related to known IR assignment (1,790-74, 1,696
92, 1,562, 1,540-30, 1,478-74 cm™).

Figure 5 shows images reconstructed on the basis of the
absorbance level for each pixel at a given wavenumber. Three
wavenumbers were chosen: 1,736 cm ™ (acetylated xylans), 1,316
cm™' (crystalline cellulose), and 1,236 cm™" (acetylated xylans
and lignins). In particular, the images clearly show the
absorbance gradient between fiber G-layer and S-layer in TW.

Vessels

PCA analysis on vessel S-layers spectra slightly discriminates the
spectra from TW, OW and NW, according to the first two
dimensions, explaining 36 and 17.7% of the variance (Figure
6A). When the first dimension partially separates TW vessel S-
layers from both OW and NW vessel S-layers, the second one
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vessel S-layers, respectively.

FIGURE 16| Infrared images of selected DAWNS of representative images of NW (A, D, G), OW (B, E, H) and TW (C, F, I). Selected DAWNS: 1,236 cm™ camesponding to
acetylated xylans and lignins (A-C), 1,316 cm™ comesponding to crystaliine cellulose (D-F) and 1,736 e comesponding to acetylated xylans (G-l). Red, fiber S-/G-layers;
Green, vessel S-ayers; Tan, ray SHayers; White, NA; Black, lumen. Red, and green intensities are proportionate to the absorbance of pixels assigned to fiber S/G-layers and

O NA

B Lumen

slightly distinguishes OW and NW vessel S-layers. The average
infrared spectra of the vessel S-layers from the three types of
wood appear rather similar (Figure 6B). The average spectra of
OW and TW vessel S-layers exhibit an important noise between
approximately 1,800 and 1,450 cm . Nevertheless, we can clearly
distinguish in these two spectra, three double bands at 1,736,
1,460, and 1,374 cm™", while there is only one band in the NW
spectrum at these wavenumbers. Acetylated xylans mainly
contribute to the first band and cellulose, hemicelluloses and
lignins to the two others. The bands at 1,736 (acetylated xylans),
1,332-26 (lignins, S ring plus G ring condensed), 1,236
(acetylated xylans and lignins) and 1,034 cm™" (cellulose and
lignins) makes possible to differentiate TW, NW and OW vessel
S-layers (Figure 6B). The PCA loading plots (Supplementary
Figure S3B) show that on PCA first dimension, the loading is
positive for four spectral zones (1,580-26, 1,494-74, 1,450-1,380,
and 976-904 cm™"), that cannot be easily assigned to reported IR
bands except the region of 1,430-21 cm™" that can be assigned to
cellulose, hemicelluloses and lignins (Table S1), 996-85 cm™ to
cellulose and 925-15 cm ™" to lignins. The loading is negative for

three ranges of bands (1,760-22 cm ', 1,256-36 cm ™" and 1,138
1,034 cm ™), corresponding respectively to lignins and acetylated
xylans, lignins, cellulose and lignins (Table S1). On the second
dimension, two main ranges of bands (1,800-1,756 ¢cm™' and
1,206-1,164 cm™") presented positive loadings, the second one
being potentially attributed to cellulose, hemicelluloses and
lignins (Table S1). The loading is negative mainly for two
groups of bands (1,676-56 and 1,650-1,590 cm™). They both
correspond to lignins (C=O stretch in conjugated p-substituted
aryl ketones/aromatic skeletal vibrations, higher absorbance in G
lignin in comparison to S lignin, Table S1). As done for fiber
analysis, the DAWNSs in the vicinity of a local maximum (+ 3
cm™') were used to generate a heatmap (Figure 6C, Table S4).
The heatmap shows more variability between samples, compared
to the heatmap for fiber, most likely because vessel/fiber area
ratio is small in wood and in consequence, there were fewer
vessel pixels available. Cluster A corresponds to DAWNSs that
have a low absorbance in NW vessel S-layers, and a high
absorbance in TW vessel S-layers, while the absorbance is
generally contrasted between the two sections of OW analyzed.
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FIGURE17] Chemical diferences between vessel S-ayers of tension, opposite and nomal wood. (A) PCA score plot. Turquoise, TW vessel S-layers; Purple, OW
vessel S-layers; Red, NW vessel S-layers. Hlipses encompass 95% of the data in a normal distribution. Numbers in brackets refer to the number of pixels assigned
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wavenumbers. TW_Ves, TW vessel S-layers; OW_Ves, OW vessel S-layers; NW_Ves, NW vessel S-layers.

Cluster A contains DAWNSs in the range of 1,364-60 and 1,346-
42 cm™', that may be mostly attributed to cellulose and in the
range of 1,336-22 cm ', that may be attributed to crystalline
cellulose and also to lignins (S ring plus G ring condensed).
DAWNS of 1,374-72 cm ™' may be attributed both to cellulose
and hemicelluloses (CH deformation vibration and CH bending,
Table S1). The isolated DAWN of 1,506 cm ™" can be assigned to
lignins (aromatic skeletal vibrations; G > S). Besides, a large
number of DAWNSs cannot be easily related to known IR
assignment (1,686-82, 1,572-68, 1,560-58, 1,538-28, 918, 914-
10, 936-26 cm™'). Cluster F gathers DAWNs that are less
absorbed in TW vessel S-layers, when compared to OW and
NW vessel S-layers,. DAWNs in the range of 1,236-32 c¢cm™
correspond to acetylated xylans. The 3 groups of DAWNS in the
same region of the IR spectra (1,744-36, 1,732-26, 1,722-10cm™)
are due to C=0 stretching, that are mainly due to acetylated xylans
too, but the involvement of esterified lignins cannot be excluded

(Table S1). On Figure 6B, the spectrum for NW shows a unique
band around 1,734, while several bands and shoulders can be seen
in TW and OW, probably related to a decreased amount of xylans,
making visible other individual bands. Finally, both cellulose and
lignins may contribute to DAWNS in the range of 1,040-32 cm™
(C-O valence vibration, mainly from C3-O3H; aromatic C-H in-
plane deformation, G > §).

DISCUSSION

In this study, we set up a non-destructive method for the
microphenotyping of wood cell walls, based on ATR-FTIR
microspectroscopy, that makes possible to obtain, in a rather
short time, IR spectra from the different wood cell types, thus
overcoming the complexity of wood tissue. We have developed a
high-throughput pipeline for hyperspectral image analysis
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(Figure 1) with both automatic pixel clustering according to cell
wall types and identification of DAWNSs between samples. This
pipeline was used to compare the biochemical composition of the
cell wall from both fibers and vessels originating from three kinds
of wood in poplar: normal wood of upright trees, tension and
opposite wood of artificially tilted trees. As the preparation of the
samples is very simple—microtome sectioning at 20 pm, followed
by ethanol drying—the acquisition of the images is fast—40 min
for a (100 x 100) um” hyperspectral image —and the analysis is
mostly an automated process, this method is suitable to screen for
differences in IR spectra, a large number of samples, at the fiber or
vessel cell walls. Thanks to the high refractive index of the
Germanium crystal (4.01), the spatial resolution of ATR-FTIR
microspectrocopy is 3.1 pm, and based on an oversampling factor
of two, it is possible to reach a pixel resolution of (1.56 x 1.56)
um®, This is sufficient to get IR spectra at the level of secondary
cell walls, and with respects to the possibility of signal
contamination, we obtained the best results for fiber cell walls,
due to their higher thickness compared to vessel and ray cell walls.
However, this method is not resolutive enough to reach the level
of the cell wall layer. For such studies, some other methods of IR
nanospectroscopy, such as scattering scanning near-field optical
microscopy (s-SNOM) or atomic force microscopy infrared
nanospectroscopy (AFM-IR), would be more appropriate.
Indeed, the resolution of such methods is beyond the classical
diffraction limit of light. These techniques were recently used to
investigate the chemical composition of primary cell walls in
Populus vascular cambium (Pereira et al,, 2018). The drawback of
these techniques is that ultrathin sections need to be prepared,
with potential chemical treatments like DMSO that may alter cell
wall composition, and therefore IR spectra.

A critical step to identify differences in cell wall composition
using ATR-FTIR microspectroscopy is to unequivocally assign
pixels to the right type of cell wall. The clustering method used
here makes possible such an assignment with a high efficiency for
both fiber S- and G-layers and with an acceptable level of success
for vessels. The low score for the assignation of ray pixels
probably results from the high diversity in ray cell walls.
Indeed, as rays are uniseriate in Populus (IAWA Committee,
1989), there are very few ray-to-ray cell walls on transverse
sections and most ray cell walls are either neighbored by fiber or
vessel cell walls, Therefore, in this study, the pixels classified as
ray cell walls correspond in fact to a mixture of ray/vessel and
ray/fiber cell walls, whose composition may differ accordingly.
Ray cells can be classified into three different cell types, named
contact cells, intermediate cells and isolated cells (Braun, 1967;
Nakaba et al., 2012) that may have cell walls with rather different
features. While contact cells are located predominantly within
the upper and lower lines of individual ray lines and are
connected to adjacent vessel elements through pits,
intermediate cells are located within the same radial lines but
are not adjacent to vessel elements. Isolated cells are located
within the radial cell lines with no connections with vessels
(Braun, 1967). In Populus sieboldii x P. grandidentata, it has been
shown that secondary cell wall thickening is initiated earlier in
the upper and lower cell lines of a ray (Nakaba et al,, 2012). In

addition, parenchyma ray cells stay alive longer than vessels and
fibers and their cell wall composition may also be subjected to
modifications according to their age. These aspects may be at
least partly circumvented by applying ATR-FTIR technique on
longitudinal sections in place of transverse sections. The score for
the assignation of vessel pixels is not as high as for fiber pixels: as
for rays, vessel pixels may in fact correspond to a mixture of
vessel/vessel, vessel/ray and vessel/fiber cell walls. The fact that
vessels have thin cell walls may also contribute to some incorrect
assignments. Finally, the lower score for the assignment of pixels
in OW compared to NW and TW (Figure 2B) may be linked to
the reduced growth of xylem cells resulting from the position of
OW on the lower side of the tilted stem. The smaller number of
pixels assigned to vessel cell wall in TW compared to OW and
NW is in accordance with the observations from a number of
studies using other approaches, that the number of vessels is
decreased in TW in comparison to OW (Jourez et al, 2001;
Ruelle et al., 2006; Tarmian et al., 2009) or to NW (Chow, 1947).
We also observed in TW a decreased number of lumen-
associated pixels, which certainly result in the reduced lumen
size due to the presence of the G-layer (Clair et al., 2006; Ruelle
et al., 2006; Déjardin et al., 2010; Gorshkova et al., 2010). Finally,
the smaller number of pixels assigned to fiber S-layers in TW
supports the fact that S-layers are reduced in G fibers, in relation
to the deposition of the G-layer,

ATR-FTIR microscopy provided IR profiling of fibers and
vessel cell wall layers and DAWNSs were identified and used to
characterize differences in biochemical composition between
layers. Another critical step was to correctly assign these
DAWNSs to wood polymers as the absorption band from a
given functional group may originate from several wood
polymers and bands are overlapping in the spectrum. This is
the reason why we focused on the DAWNs in the vicinity of
visible peaks on the spectra to get information easier to interpret
on a biological level. TW and G fibers have been extensively
studied using various complementary methods (FTIR, Raman
imaging, biochemical analyses, immunolocalization). These are
valuable data to validate our results using in situ IR profiling, In
this study, the IR spectra of TW fiber G-layer is indeed very
similar to what was obtained by Olsson et al. (2011) on TW and
isolated G-layers, with a large decrease of the bands at 1,736 and
1,236 cm™', no bands at 1,594 and 1,506 cm™', and the
appearance of 3 specific bands at 1,136, 1,316, and 1,200 cm .
Basically, it has also the same profile as the one presented in
Gierlinger et al. (2008), except that we did not observe, the large
band at 1,645 cm ™" attributed to the deformation of vibration of
adsorbed and free water: this probably reflects a difference in the
water status of the samples analyzed. Our results indicate that
TW fiber G-layers contained higher amounts of crystalline
cellulose and lower amounts of acetylated xylans and lignins
than fiber S-layers, although it is not so striking for TW S-layers
(see supra for discussion on this). This is consistent with a
number of studies demonstrating that the G-layer was mainly
composed of cellulose (e.g. Norberg and Meier, 1966; Nishikubo
et al., 2007; Guedes et al.,, 2017). This is also in accordance with
the absence or the low levels of xylans and lignins reported
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elsewhere. The higher absorbance of a DAWN attributed to
proteins is relevant since arabinogalactan proteins were reported
as very abundant in TW in a number of studies (e.g. Lafarguette
etal., 2004; Andersson-Gunneris et al, 2006). Interestingly, while
most lignin specific DAWNS exhibited lower absorbance in the G-
layer, one of them presented a higher absorbance (1,518-12 cm ™,
aromatic skeletal vibration, higher absorbance in G lignin in
comparison to S lignin). In addition, a positive loading on the
first dimension of PCA was found for a group of bands
corresponding also to lignins (1,330-24 cm™, S ring plus G ring
condensed). This suggests that some lignins, likely different from
the fiber S-layer lignins, are actually present in the G-layer, as
previously reported in poplar (Joseleau et al., 2004; Gierlinger and
Schwanninger, 2006) and in other species (Ghislain et al., 2016;
Higaki et al,, 2017). Thus, the in situ technique described in this
paper is validated on TW fiber G-layers, since the results we
obtained on individual G-layers were in accordance with other
studies made at the tissue level or on isolated G-layers.
Regarding fiber S-layers, many DAWNSs exhibited important
differences in absorbance between TW fiber S-layers and fiber S-
layers from OW or NW. From our observations, the former
seemed to have a biochemical composition rather similar to what
is described in the G-layer, while some features remained
common to the S-layer from OW and NW. For example, the
absorption bands for lignins and acetylated xylans were present
in TW fiber S-layers but lower than in OW and NW. These
observations may reflect biological differences in fiber cell wall
assembly between the different wood types. This may be related
to the fact that the S-layers in G fibers are not fully developed, in
comparison to the S-layers of OW and NW fibers. Alternatively,
it remains possible that the induction of tension wood formation,
beside inducing G-layer formation, may also act on S-layer
differentiation. However, we cannot rule out that these
differences result from signal contaminations by the adjacent
G-layer. Therefore, it remains to verify with a larger number of
observations that our results reflect the biological reality or if the
close proximity of the G-layer interferes with the measurements.
IR profiling was also obtained for vessel S-layers. The two first
dimensions of PCA were able to discriminate between the three
types of wood (Figure 6A) showing that there are some chemical
differences in the cell wall of vessels, even between NW and OW,
while fiber S-layers were very similar for both types of wood. The
analysis of DAWN s between the different kinds of wood was not
easy. Indeed, there was an important variability between the
different sections analyzed [see for example differences between
TT_11A and TT_12B, the 2 replicates for OW vessel cell wall
(Figure 6C)]. This certainly reflects the low number of pixels
analyzed (in comparison to fibers) that mainly results from the
fact that vessels have thin cell wall and are not numerous (still in
comparison to fibers). As for fiber cell walls, there are obviously
important differences between vessel cell wall from NW and TW,
with more cellulose and less acetylated xylans in the latter, two
features also observed in TW fiber cell wall. Although, G-layer is
absent from vessel cell wall, we cannot rule out a response at the
vessel cell wall to stem tilting. The differences between NW and
OW vessel S-layers, based on PC2 loadings, are mainly explained

by differences in lignins. As we did not find any information on
vessel cell wall composition in the bibliography, it is difficult to
go further on these observations without performing
measurements on a larger number of samples or using
complementary techniques like immunocytochemistry.

CONCLUSION

Thanks to the high pixel resolution of ATR-FTIR hyperspectral
images—(1.56 x 1.56) pm* —we were able to get IR profiling of
fibers and vessels at the cell layer level. We have developed a
high-throughput pipeline for hyperspectral image analysis with
both automatic pixel clustering and identification of differentially
absorbed wavenumbers between samples. We have implemented
this pipeline on different types of wood, including tension wood,
a model that has been extensively characterized from a
biochemical point of view. We confirmed previously known
results on G layers, which validates this in situ approach, and
we generated an IR profile for vessel S-layers in 3 different types
of wood, as well as for TW fiber S-layers, providing information
on the composition of cell layers rarely described in the
literature. This methodological study paves the way for the
microphenotyping of cell walls to rapidly and finely
characterize various genetic resources or trees submitted to
various stresses, and thus to overcome the complexity of wood
tissue for all studies aimed at understanding wood formation.
We consider that this technique is useful to give some clues about
the cell wall compounds underlying cell wall differences.
However, with regards to the inherent limitations of this
technique (spatial resolution, difficulties to unambiguously
assign bands to specific cell wall compounds), the hypotheses
raised have to be validated by a complementary low-throughput
technique, like immunocytochemistry.
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7. Tables et figures supplémentaires de I’article 1

Supplementary figure 1 | Crystal impacts on UT_12-C cross-section.
Green circles pinpoint the three impacts.
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Supplementary figure 2 | PCA score plot of fibres on the whole data set.

Blue: TW fibre G-layer, Turquoise: TW fibre S-layers, Purple: OW fibre S-layers, Red: NW fibre S-layers.
Ellipses encompass 95% of the data in a normal distribution. Color intensity reflects the density of individuals.
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Supplementary figure 3 | PCA loading plots of fibre S- et G-layers (A) et vessel S-layers
(B). Red: PC1, Green: PC2.
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Supplementary table 1 | Assignment of absorption bands, related to wood polymers, used in

this study.

Range of Cellulose Hemicelluloses Lignins Proteins Ref.

wavenumber

(em™)

1742 - 1730 C = O stretch [5, 9]

carboxylic acid

1738 -1709 C=0 stretch in [4]

unconjugated
ketone, carbonyl et
in ester groups
(frequently of
carbohydrate
origin)
1675 - 1655 C=0 stretch in [4]
conjugated p-
substituted aryl
ketones

1605 - 1593 aromatic skeletal [4]

vibration

1550 Amide Il: N-H [3, 12,

deformation 13]
+stretching

contribution from

C-N stretching

1515 - 1500 aromatic skeletal [4]

vibrations; G>S

1490 CH2 scissoring [71
cellobiose

1470 - 1460 CH2 of pyranring  CH2 symmetric C-H deformations (4,11,
symmetric bending (xylose, 12]
scissoring; OH arabinose)
plane deformation
vibration

1430- 1421 crystalline cellulose COO- stretch aromatic skeletal (1,2,
/ C—OH bending vibrations 4, 9]

combined with C-H
in plane
deformation

1374 - 1365 CH bending CH bending aliphatic C-H (4,8,
stretch in CH3, not 10]
in OMe; phen. OH

1364 - 1335 OH in-plane [1,11]
bending /
crystalline cellulose
(1335 cm-1)

1330-1324 S ring plus G ring [4]

condensed; (i.e. G
ring substituted in
pos. 5)

1318 - 1312 crystalline cellulose [1, 10,
/ CH2 rocking 11]
vibration

1282 -1277 CH - deformation [11]
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1260 - 1240 C-O-H deformation [12]
et C-O
+ stretching of
phenolics
1239-1225 C—O0 stretch acetyl [9]
1230-1221 C-C plus C-O plus [4]
C=0 stretch; G
condensed > G
etherified
1205 -1200 OH in-plane OH in-plane C-O-H deformation [6, 10,
deformation deformation et C-0 11, 12]
+ stretching of
phenolics
1162 - 1125 C-0-C asymmetric C—0O—-C asymmetric [10,
valence vibration valence vibration 11]
1127 - 1126 aromatic C-H in- [4]
plane deformation;
typical for S units
1120-1115 Asymmetric in- [11]
phase ring
stretching, C-C et
C—O0 stretching
1056 - 1050 C-0 valence C=0 stretching [6, 11]
vibration, mainly vibration
from C3—03H /
C=0 stretching
vibration
1040 - 1030 C-0 valence aromatic C-H in- [4, 11]
vibration, mainly plane deformation,
from C3—-03H G >S; plus C-O
deformation, in
primary alcohols;
plus C=0 stretch
(unconjugated)
996 - 985 C-0 valence [11]
vibration
925-915 C-H out-of-plane; [4]
aromatic
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Supplementary table 2 | Clustering efficiency.

MA® FibS Ray Ves FibG Lumen NA N@ 9%GAl
OW  FibS 90 O 0 NA 0 0 90 100
OW  Ray 13 43 7 NA 7 20 90 48
OW Ves 3 6 70 NA 4 7 90 78
NW  FibS 87 3 0 NA 0 0 90 97
NW  Ray 1 65 0 NA 1 23 90 72
NW  Ves 0 6 74 NA 4 6 90 82
T™W FibS 88 2 0 0 0 0 90 98
T™W Ray 26 56 8 0 0 0 90 62
TW  Ves 1 23 66 O 0 0 90 73

TW FibG 0 0 0 90 0 0 90 100
OW: opposite wood, NW: normal wood, TW: tension wood, FibS:
fibre S-layer, FibG: fibre G-layer, Ves: vessels (a) Manually
assigned, (b) automatically assigned, (c) not assigned, (d)
number of spectra considered, (e) Percentage of properly
assigned spectra
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Supplementary table 3 | P-value resulting from pairwise Wilcoxon test between G-layer

from fibres of tension wood et S-layer from fibres of tension wood, opposite wood et normal

wood.

Wavenumber TW_FibG- TW_FibG- TW_FibG- OW_FibS- TW_FibS- TW_FibS- DAWN_
(cm™) TW_FibS OW_FibS NW_FibS NW_FibS OW_FibS NW_FibS cluster
1800 0 6,1126E-209 0 0 1,53E-52  3,22E-215 NA
1798 0 0 0  1,36E-199 3,2E-12  2,37E-169 NA
1796 0 0 0 1,98E-42 3,19E-08  5,63E-121 NA
1794 0 0 0 0,009837241 9,21E-39 1,7E-73 NA
1792 0 0 0 1 4,69E-50 1,03E-54 NA
1790 0 0 0 5,81E-49 0,00000343  2,84E-110 E
1788 0 0 0 3,88E-86 1 2,52E-126 E
1786 0 0 0 7,42E-44 0,168579687 9,57E-86 E
1784 0 0 0 7,05E-47 1 2,48E-75 E
1782 0 0 0 3,9E-100 0,000000067 6,65E-94 E
1780 0 0 0 9,8E-97 1,44E-10 1,96E-87 E
1778 0 0 0 6,6E-56  0,00000526 4,42E-59 E
1776 0 0 0 1,85E-50 2,78E-09 2,55E-42 E
1774 0 0 0 1,11E-17 0,000000927 5,64E-12 E
1772 0 0 0 2,54E-16 0,013985722 7,08E-08 A
1770 0 1,6712E-204 0 1,52E-19 1,84E-46 0,001973801 NA
1768 0 4,51742E-07 8,4386E-219 4,52E-83  4,93E-214 2,23E-22 NA
1766 0 7,0131E-33 3,65533E-27 2,53E-69 0  1,21E-129 NA
1764 3,9366E-236 0 7,0255E-37  2,49E-107 0  7,21E-290 NA
1762 3,70386E-56 0 0  2,76E-146 0 0 NA
1760 3,76863E-23 0 0  1,02E-202 0 0 NA
1758 2,2587E-217 0 0  6,39E-251 0 0 NA
1756 0 0 0 6,4E-292 0 0 NA
1754 0 0 0 0 0 0 NA
1752 0 0 0 0 0 0 NA
1750 0 0 0 1E-272 0 0 NA
1748 0 0 0  6,68E-148 0 0 NA
1746 0 0 0  1,07E-195 0 0 NA
1744 0 0 0 0 0 0 NA
1742 0 0 0 0 0 0B
1740 0 0 0 0 0 0B
1738 0 0 0  3,17E-148 0 0B
1736 0 0 0 1,58E-67 0 0B
1734 0 0 0 0,009497148 0 0B
1732 0 0 0 1,11E-47 0 0B
1730 0 0 0 0 0 0B
1728 0 0 0 0 0 0B
1726 0 0 0 0 0 0 NA
1724 0 0 0  2,13E-147 0 0 NA
1722 0 0 0 1,21E-93 0 0 NA
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1720
1718
1716
1714
1712
1710
1708
1706
1704
1702
1700
1698
1696
1694
1692
1690
1688
1686
1684
1682
1680
1678
1676
1674
1672
1670
1668
1666
1664
1662
1660
1658
1656
1654
1652
1650
1648
1646
1644
1642
1640
1638
1636
1634
1632

O O O ©O o o o

1,7152E-230
1,57256E-09
1,9089E-227

0
0
0
0
0
0
0
0

6,64587E-46
2,39585E-38
0

0

0

0
1,4384E-132
1,96178E-50
0,000259179
1,55223E-40
1,70731E-17
0,000231748
2,63279E-16
6,99203E-40
1,8611E-119
3,973E-259
8,301