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I. Le peuplier : espèce d’intérêt économique et modèle pour la 

biologie fonctionnelle des arbres 

Originaire des régions tempérées à froides de l’hémisphère Nord, les peupliers sont 

des Eudicotylédones de la famille des Salicacées. Les trente espèces du genre Populus sont 

réparties en six sections botaniques (Abaso, Aigeiros, Leucoides, Populus, Tacamahaca et 

Turanga) sur la base de critères écologiques et morphologiques (Dickmann et Kuzovkina, 

2014). Les peupliers sont une essence pionnière des ripisylves et milieux humides (Dickmann 

et Kuzovkina, 2014). En France, on trouve trois espèces autochtones que sont le peuplier noir 

(Populus nigra L.), le peuplier blanc (Populus alba L.) et le tremble (Populus tremula L.). Ces 

espèces 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 à 

plusieurs niveaux : croissance et qualité du bois, résistance aux pathogènes 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 à l’exploitation croissante 

du peuplier au niveau mondial. En France, le peuplier est la deuxième essence feuillue la plus 

récoltée après le chêne (Sédillot, 2017). Les peupleraies sont principalement des cultures 

monoclonales avec une rotation relativement rapide (15-20 ans). Son bois est essentiellement 

valorisé dans l’industrie du déroulage (emballage léger, panneau de contreplaqué). Il peut 

également être utilisé par l’industrie papetière toutefois moins rémunératrice. Le peuplier peut 

également être cultivé, de manière plus anecdotique, en taillis à courte rotation (5-7 ans). Son 

bois est alors dédié à l’industrie bioénergétique sous forme de granulés et de plaquettes. Des 

projets sont également en cours de développement pour que son bois puisse être utilisé pour la 

production de bioéthanol. L’industrie papetière valorise principalement la fibre de cellulose du 

bois. Pour une utilisation en biocarburant, l’intérêt porte essentiellement sur la fraction 

polysaccharidique (cellulose et, dans une moindre mesure, hémicelluloses) de la biomasse 

(Abramson et al., 2010). Or, les lignines, via leur hydrophobicité, empêchent fortement la 

libération de ces sucres (Li et al., 2008; Vanholme et al., 2010; Höfte, 2013; Meineke et al., 

2014). On parle alors de récalcitrance de la biomasse lignocellulosique. Ces industries ont alors 

recours à des procédés nécessitant l’emploi de produits chimiques toxiques ou des traitements 
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thermiques très 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; Van Acker et al., 

2014, 2017). Cependant, il faut veiller à ce que cette modification n’impacte que faiblement la 

croissance de l’arbre et sa tolérance aux pathogènes. La structure et la composition des parois 

cellulaires du bois, et plus particulièrement des fibres de bois, se posent donc comme des 

facteurs clefs de la valorisation des arbres. 

Outre son fort intérêt économique, le peuplier présente également un intérêt 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 possibilité d’étudier la 

fonction des gènes 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) 

l’ont imposé comme espèce modèle 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 l’application de la génétique d’association 

au peuplier. Ces études ont alors permis de découvrir des régions génomiques associées, par 

exemple, à la croissance de l’arbre et la qualité du bois (Zhang et al., 2006; Freeman et al., 

2009; Baison et al., 2019; Müller et al., 2019). Ces études, associées à la facilité de 

transformation de certains génotypes de peupliers, ont permis l’avènement de la génomique 

fonctionnelle. Cette approche repose sur l’étude de la fonction d’un gène par (i) génétique 

inverse (i.e. étude du phénotype de plantes transformées ou mutées pour le gène étudié), (ii) 

analyse de sa séquence et comparaison à d’autres gènes proches (e.g. identification de motifs 

conservés), (iii) localisation de la protéine (dans la cellule et/ou l’organisme), (iv) analyse des 

interactants moléculaires (e.g. identification de séquences cis-régulatrices en région 

promotrice) et (v) analyse de l’expression du gène. Avec 458 articles publiés1, le clone INRA 

717-1B4 (Populus tremula x Populus alba), très sensible à Agrobacterium tumefaciens (Leplé 

et al., 1992) et dont le génome est séquencé (Mader et al., 2016), semble être un des éléments 

clefs des recherches en génomique fonctionnelle chez le peuplier. Ainsi, depuis près de trente 

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

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

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

II. Xylogenèse 

Toute croissance végétale se déroule au niveau de méristèmes. Les méristèmes, tissus 

composés de cellules peu différenciées pouvant se diviser activement, peuvent être primaires 

ou secondaires. Les méristèmes primaires se retrouvent au niveau des coiffes racinaires, de 

l’apex des tiges et rameaux et à l’aisselle des feuilles dans les bourgeons axillaires. Ils assurent 

alors la croissance de la plante en longueur. On parle de croissance primaire. Les méristèmes 

secondaires assurent ce qu’on appelle la croissance secondaire. Ces derniers ne sont donc pas 

présents dans tout le règne végétal. Ils se développent après la mise en place des tissus primaires 

et permettent la croissance des tissus secondaires. Ces méristèmes sont le phellogène qui forme 

les tissus protecteurs de l’arbre et le cambium qui forme les tissus conducteurs et de soutien de 

celui-ci. Dans cette thèse, nous nous intéressons à 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. 

 
Figure 1 Anatomie en coupes transversales du bois de mélèze (A), de peuplier (B) et châtaignier 

(C) (Crédit photo : Françoise Laurans, INRAE Val de Loire). 
Bi : bois initial, Bf : bois final, Lc : limite de cerne, Cr : canal résinifère, T : trachéides, R : rayons, V : vaisseaux, 

F : fibres. Coloration Bleu alcian – Safranine. Barre d’échelle : 200 µm. 

Les arbres atteignent des hauteurs et des durées de vie considérables grâce, notamment, 

aux propriétés remarquables de leur bois. En effet, le bois remplit trois fonctions principales : 

(i) la conduction de l'eau de la racine au houppier, (ii) le support et maintien mécanique de 

l'arbre en croissance et face aux aléas environnementaux et (iii) le stockage de réserves 

temporaires, capitales pour la survie de l'arbre au fil des ans (Plomion et al., 2001; Déjardin et 
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al., 2010). Ces trois fonctions sont assurées par des types cellulaires bien distincts. Chez les 

résineux comme le mélèze, le bois est majoritairement composé de trachéides assurant la 

conduction de la sève et le maintien mécanique, et de rayons parenchymateux assurant les 

échanges entre le phloème et le xylème 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 sève 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 espèces, présenter une organisation 

différente. Les bois dit à pores diffus comme chez le peuplier (fig. 1B) présentent une répartition 

homogène des pores (i.e. des vaisseaux) tout au long de l’année. A l’inverse, les bois dit à zone 

initiale poreuse comme chez le châtaignier (fig. 1C) présentent des vaisseaux d’un diamètre 

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 systèmes, l’un vertical, l’autre 

horizontal. Le système vertical, composé des cellules mortes de fibres et de vaisseaux, assure 

la conduction de la sève brute et le support mécanique comme annoncé plus haut. Le système 

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 (Déjardin et al., 2010). 

 
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 à ces divisions, les cellules méristématiques produisent des cellules appelées 

initiales radiales et d’autres appelées initiales fusiformes. Les premières ont une croissance 

transversale et donnent les cellules de rayon alors que les secondes se différencient en cellules 

allongées longitudinalement, à l’origine des fibres et des vaisseaux (Mellerowicz et al., 2001; 

Plomion et al., 2001; Déjardin et al., 2010). Les vaisseaux sont de longs tubes à fort diamètre. 

Ils sont produits après autolyse des cellules de vaisseaux qui sont reliées entre elles par des 

ponctuations créées 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 très rapidement lignifiée, rendant alors les cellules 

hydrophobes (Mellerowicz et al., 2001; Plomion et al., 2001; Laurans et al., 2006; Déjardin et 

al., 2010). Suite à de fortes contraintes spatiales, les jeunes cellules de fibre ont, elles, une 

croissance intrusive (Siedlecka et al., 2008). Une épaisse paroi secondaire commence à se 

déposer après cette phase d’expansion cellulaire. Ce dépôt 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 l’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 à la libération de phénols, étape essentielle à la formation d’un bois 

durable : le duramen. Contrairement à l’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 xylogenèse, différenciation cellulaire et parois végétales. 

 
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-delà de cette complexité cellulaire, le bois est un tissu extrêmement variable. En 

région tempérée, l’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 reflète par ailleurs les conditions climatiques régnant lors de leur 

formation, avec notamment une plus grande disponibilité en eau au printemps. Ainsi, le bois 

peut être révélateur d’aléas climatiques passés. Par exemple, en cas de sécheresse ou de 

canicule, l’arbre va arrêter sa croissance ce qui laissera apparaitre un faux-cerne (Gruber et al., 

2010). En réponse à certaines contraintes environnementales (e.g. pente, vents forts et 

persistants), l’arbre produit un bois de réaction appelé bois de tension (tension wood, TW) chez 
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les feuillus. Ce bois, aux propriétés mécaniques exceptionnelles, permet à l’arbre de se redresser 

et de maintenir son port. Les fibres de bois de tension de peuplier comportent une couche extra-

numéraire très particulière nommée couche gélatineuse (ou couche G) (Daniel et al., 2006). 

Cette couche, située à la place des habituelles S2 et/ou S3 (cf III et fig. 4), est constituée 

majoritairement de cellulose, de polysaccharides non-cellulosiques, principalement des RG-I1 

et des AGP2 (Gorshkova et al., 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 l’axe de la fibre (fig. 4; Norberg et Meier, 1966; Gorshkova 

et al., 2015). D’après l’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 à l’arbre de se redresser. 

III. Parois cellulaires : structure, composition et biosynthèse 

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 rôle 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 polymères 

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 espèces, des types cellulaires ou des types de parois. Dans le bois mature de 

peuplier (composé essentiellement des parois de cellules mortes, cf II), on retrouve environ 

50% de cellulose, 20 à 30 % d’hémicelluloses et 20 à 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 à l’état de traces. 

 
1 rhamnogalacturonanes de type I 
2 protéines à arabinogalactanes 
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1. Paroi primaire 

Synthétisée durant les dernières étapes de la division cellulaire, dès le début de la 

différenciation, la paroi primaire est fine et très 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 l’étape de différenciation 

cellulaire pour permettre l’expansion de la cellule. 

 
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 à la fin de l’élongation cellulaire (fig. 6). Elle peut 

être considérée comme la plus importante de par son épaisseur et son rôle dans les propriétés 

mécaniques du bois. Elle est divisée en trois sous-couches distinctes (nommées S1, S2 et S3), 

dont la S2 est la plus épaisse (fig. 4). Ces sous-couches se distinguent notamment par 

l’orientation des microfibrilles de cellulose par rapport à l’axe de la cellule et par la cristallinité 

de la cellulose (Barnett et Bonham, 2004). En effet, alors que l’angle des microfibrilles (MFA) 

est presque perpendiculaire (60 à 90°) à la cellule pour les sous-couches S1 et S3, cet angle est 

très faible (5 à 40°) dans la sous-couche S2 (Kollmann et Côté, 1968; Plomion et al., 2001). La 

structure des parois secondaires est souvent comparée à 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 à 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 très ordonné durant lequel la biosynthèse et le transport des 

différents composés de la paroi sont contrôlé spatio-temporellement. Elle peut être divisée en 

quatre moments clefs : production des précurseurs des polymères, production des enzymes 

biosynthétiques, transfert des enzymes et, enfin, précurseurs et assemblage de la paroi (Carpita 

et al., 2001a; Kumar et al., 2016). 

 
Figure 6 Représentation schématique de la différenciation du bois et de la mise en place des 

parois et de leurs composants (d'après Hertzberg et al., 2001) 
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 Figure 7 Représentation schématique des voies de biosynthèse 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 l’action de 

galactosyltransferase (GALT)2 (4) glycosylation par l’action de GALT2, GALT5, GALT9; GALT29A, GALT31A, 

galacturonique actid transferase (GalAT)14A, GalAT14B, GalAT14C, fucosyltransferase (FUT)4, FUT6 et/ou 

reduced arabinose yariv(RAY)1 ; (a) FLA serait impliqué dans les premières étapes de la formation des 

microfibrilles de cellulose. (b) Les vésicules contenant les CSC sont conduites vers la membrane plasmique à 

l’aide soit des microtubules, soit des filaments d’actines. (c) Chaque lobe est composé de trois, quatre ou six unités 

catalytiques. Ces unités peuvent être hétéromériques ou homomériques. (d) COBL4 serait impliqué dans la 

biosynthèse et l’extension de la cellulose. (e) KOR serait en interaction avec le CSC et aurait un rôle 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 à une molécule comme une protéine, 

un lipide ou un HG. (g) XRES servirait de site d’initiation pour la croissance de la chaine de xylose par transfert 

sur l’extrémité non-réductrice. (h) XRES pourrait également être le terminateur de la synthèse de la chaine de 

xylane. (i-l) 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 (l). (m) MYB156 et MYB221 semblent avoir un rôle d’inhibiteur dans les voies de 

biosynthèse de la cellulose (P1) et des hémicelluloses (P2) et des lignines (P5). (n) MYB90 aurait un rôle 

d’activateur de la voie de biosynthèse des hémicelluloses. (o) les interactions précises entre facteurs de 

transcription et cibles dans les voies de biosynthèses 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 ; Flèche 

noire : activateur ou action enzymatique ; Flèche plate rouge : inhibiteur ; fond rouge foncé : facteur de 

transcription activant la voie de biosynthèse 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 à 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 ; GlcA : acide glucuronique ; Xyl : xylose ; MeGlcA : 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 polymère linéaire plus ou moins cristallin de glucoses liés par des 

liaisons β,1-4 (Martínez-Sanz et al., 2017). Elle est synthétisée au niveau de la membrane 

plasmique par de petites rosettes transmembranaires appelées CSC 1 . Ces complexes sont 

composés de six complexes protéiques eux-même constitués de plusieurs unités catalytiques 

appelées CesA2. Ces unités catalytiques sont produites dans les ribosomes associés au réticulum 

endoplasmique. Elles sont ensuite assemblées dans l’appareil de Golgi puis transportées vers la 

membrane sous forme de MASC3 ou SmaCC4 le long des microtubules ou à l’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-Glc5 cytoplasmique, 

produit, pour tout ou partie, par l’enzyme SuSy6 (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). Il 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 modèle 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 

modèle, largement adopté par la suite, a été remis en question par la combinaison d’analyses en 

spectroscopies WAXS7, SANS8, et RMN9 et FTIR10 (Kennedy et al., 2007; Fernandes et al., 

2011; Jarvis, 2013; Newman et al., 2013; Thomas et al., 2013). Deux nouveaux modèles ont 

alors été proposés. Le premier modèle, établi par comparaison d’observations SAXS à 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 modèle est composé 

de 18 chaines de glucanes ce qui porte ici à 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 modèle est appuyé par l’existence d’une stœchiométrie équimolaire de chaque protéine 

 
1 Cellulose synthase complex 
2 Cellulose synthase 
3 Microtubule-associated cellulose synthase 
4 Small cesa compartments 
5 Uridine diphosphate glucose 
6 Sucrose synthase 
7 Wide angle x-ray scattering 
8 Small angle neutron scattering 
9 Résonance magnétique nucléaire 
10 Infrarouge à transformée de Fourier 
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au sein d’un globule de CSC (Gonneau et al., 2014; Hill et al., 2014). Il est également possible 

que ces trois modèles coexistent et ne diffèrent qu’en fonction des espèces. 

Chez le peuplier, dix-huit gènes CesA ont été identifiés, contre dix chez Arabidopsis 

thaliana (Richmond et Somerville, 2000; Djerbi et al., 2005). Parmi eux, onze (CesA4, CesA7A, 

CesA7B, CesA8A, CesA8B, CesA1A, CesA1B, CesA3C, CesA3D, CesA6A et CesA6B) ont été 

identifiés comme intervenants dans la synthèse des microfibrilles de cellulose (Xi et al., 2017; 

Turner et Kumar, 2018). La cellulose de la paroi primaire est principalement synthétisée par les 

CesA1, CesA3 et CesA6 (Arioli et al., 1998). Les CesA4, CesA7 et CesA8 sont, elles, plutôt 

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 façon équimolaire 

chez Arabidopsis thaliana et Picea abies. Dans le xylème en formation de peuplier en revanche, 

on retrouve respectivement trois et deux fois plus de CESA8 et CESA4 que de CESA7. Ces 

ratios sont même 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 modèle établi par Herth (1983), à 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 hétérohexamère composé 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 1  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 rôle des 

protéines membranaires de type SCAMP2 dans la formation des parois (Obudulu et al., 2018). 

Ces protéines réguleraient l’accumulation de composés pariétaux en changeant, notamment, le 

trafic membranaire. Cela a pour effet de régler avec précision l’abondance de précurseurs 

pariétaux 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 biosynthèse, la 

biosynthèse de la cellulose se révèle tout aussi complexe. En effet, le fonctionnement et la 

régulation de ces CesA au niveau de la membrane plasmique impliquent un grand nombre de 

gènes dont les gènes COBRA, KOR1 et CSI2 (fig. 7; Doblin et al., 2002; Roudier et al., 2005). 

L’étude des gènes coexprimés avec les CesA a mis en évidence que les gènes COBL43, germin-

like, CTL24 ainsi que des gènes codant pour des AGP comme les gènes FLA5 étaient exprimés 

au cours de la formation de la cellulose (fig. 7; Brown et al., 2005). Les gènes COBRA et COBL 

produisent des protéines transmembranaires impliquées dans la biosynthèse et l’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 particulièrement 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 gène KOR code pour 

une endo-β-glucanase qui serait nécessaire dans les dernières 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 gène 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, l’orientation de ses microfibrilles et les interactions entre la cellulose 

et les hémicelluloses chez Arabidopsis thaliana (fig. 7; Sánchez-Rodríguez et al., 2012). Une 

mutation dans le gène AtCTL1 a également montré un dépôt ectopique de lignines (Zhong et 

al., 2002) suggérant une implication des CTL dans la lignification. 

2.2. Polysaccharides non cellulosiques 

Entre ces microfibrilles très fortement orientées sont déposées des hémicelluloses et 

des lignines (Zhong et Ye, 2007). Les hémicelluloses sont un groupe de polysaccharides 

hétérogènes, c’est-à-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 (Ebringerová, 2005). Il s’agit d’hétéropolymères composés d’une chaine 

 
1 Korrigan 
2 Cellulose synthase interactive 
3 COBL : COBRA-like 
4 CTL : chitinase-like 
5 Fasciclin-like AGP 
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principale de xyloses liées en β,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; Ebringerová, 2005; Faik, 2010; Kulkarni 

et al., 2012). Chez les feuillus, on retrouve majoritairement des glucuronoxylanes (Timell, 

1964; Ebringerová, 2005). Les xylanes présentent deux principaux domaines, un majeur avec 

des chaines latérales tous les huit à dix xyloses et permettant vraisemblablement des liaisons 

avec les microfibrilles de cellulose et un mineur avec des chaines latérales tous les cinq à sept 

xyloses principalement responsables de liaisons entre les hémicelluloses (Bromley et al., 2013). 

Chez plusieurs espèces, notamment Picea abies, Arabidopsis thaliana et le peuplier, une 

séquence terminal réductrice dite XRES1 a également été identifiée (Johansson et Samuelson, 

1977; Andersson et al., 1983; Peña 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 biosynthèse des hémicelluloses est assez différente de celle de la cellulose. En effet, 

ces polysaccharides sont produits dans l’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 modèles de biosynthèse des xylanes ont été proposés 

(fig. 7). Dans un premier modèle, 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 chaîne de xylose s’allongerait ensuite par transfert de xyloses sur l’extrémité 

non réductrice (Brown et al., 2007; Lee et al., 2007a). Dans un second modèle, les chaînes de 

xylanes seraient synthétisées de novo par transfert de xylose sur l’extrémité réductrice. Ici, 

XRES est alors considéré comme un terminateur de la synthèse des xylanes (Brown et al., 2007; 

Lee et al., 2007a). Ces deux modèles peuvent également coexister et varier en fonction des 

espèces, des tissus ou encore des cellules (York et O’Neill, 2008). Plus récemment, Faik (2013) 

a émis l’hypothèse que XRES pourrait être un guide dans la sécrétion des xylanes nouvellement 

synthétisés en plus de son rôle de terminateur. 

On retrouve de nombreux gènes associés à la formation des hémicelluloses (fig. 7). Le 

squelette des xylanes serait majoritairement synthétisé par de gènes de la famille des GT432 

codant pour des β-1,4-xylosyltransferase (Brown et al., 2005, 2007, 2009; Lee et al., 2007a; 

Peña et al., 2007; Keppler et Showalter, 2010; Wu et al., 2010a; Chiniquy et al., 2013). Des 

 
1 Xylan reducing end sequence 
2 GT : glycosyltransferase 
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enzymes CSL 1  semblent également impliquées dans cette synthèse, notamment la CSLC 

(Cocuron et al., 2007). Les chaines latérales d’acides glucuroniques sont, elles, ajoutées par les 

enzymes produites par les gènes GUX12 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 cinquième xylose (Rennie et al., 2012; Bromley et al., 2013). La 

méthylation de ces acides glucuroniques est assuré par les enzymes GXMT3 qui transfèrent le 

groupement méthyl 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 l’intégrité des parois végétales. Plusieurs gènes, dont ESK14, RWA1-45, 

TBL296 et AXY47, interviennent dans l’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 gènes sont également 

impliqués dans la synthèse de XRES (fig. 7). Le gène 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 gènes de 

la famille des GT47 (F8H8) et GT47C (FRA89) seraient également impliquées dans la formation 

de XRES (Peña et al., 2007). Enfin, le rôle de GAUT1210, de la famille des GT8D n’est pas 

encore totalement élucidé. En effet, chez Arabidopsis thaliana, le mutant irx8 11 , dont 

l’expression de GAUT12 est réduite, présente une diminution de la quantité de 

glucuronoxylanes et d’homogalacturonanes et une disparition complète de XRES (Brown et al., 

2007; Persson et al., 2007; Peña et al., 2007). De même, 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 synthèse de XRES, soit la synthèse d’une fraction des 

pectines (Brown et al., 2007; Persson et al., 2007; Peña et al., 2007; Biswal et al., 2015, 2018). 

Il ne fait cependant nul doute que ce gène revêt une importance capitale pour le bon ancrage 

des xylanes et l’architecture générales des parois (Biswal et al., 2018). 

 
1 Cellulose synthase like 
2 GUX : glucuronyltransferase 
3 Glucuronoxylan methyltransferase 
4 Eskimo1 
5 RWA : reduced wall acetylation 
6 TBL: trichome birefringence-like 
7 AXY : altered xyloglucan 
8 Flavone 8-hydrolase 
9 Fragile fiber 8 
10 galacturonosyltransferase 
11 IRX : irregular xylem 
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Les pectines sont des polysaccharides non-cellulosiques que l’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 polymère linéaire d’acides galacturoniques liés en α-(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)- α-DGalA-(1,2)- α-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 l’appareil de Golgi puis transportés dans la 

paroi via des vésicules (fig. 7; Zhang et Staehelin, 1992; Mohnen, 2008). La biosynthèse 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 

étudiée jusqu’à présent. Ainsi, outre GAUT12 présentée précédemment, seules GAUT1 et 

GAUT7 ont été identifiées comme ayant un rôle dans la biosynthèse des homogalacturonanes. 

En effet, ces deux protéines forment un complexe fonctionnel au sein de l’appareil de Golgi et 

transfèrent un acide galacturonique sur l’extrémité non réductrice de l’homogalacturonane en 

cours de synthèse (Sterling et al., 2006; Atmodjo et al., 2011). Par ailleurs, deux modèles de 

biosynthèses ont été proposés par Atmodjo et ses collaborateurs (2013). Le premier considère 

qu’un groupe de GT est associé à la production des squelettes des homogalacturonanes et RG-

I ainsi que des branches des RG-I. Le second considère 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 dernière 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 

l’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 élucidée. Leur biosynthèse peut être divisée en 

plusieurs étapes (fig. 7) : (i) traduction des ARN messagers codant pour la protéine cœur des 
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AGPs, (ii) translocation de la protéine dans le réticulum endoplasmique rugueux et ancrage 

GPI1 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 

cœur, dans le réticulum endoplasmique et, surtout, dans l’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 à différents gènes. 

Ainsi, la glycosylation initiale de la protéine se fera par l’intermédiaire des enzymes GALT22 

dans le réticulum endoplasmique et GALT5, GALT9, GALT29A et GALT31A dans l’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 β-(1,3) (Qu et al., 2008). Sur les chaines produites, l’ajout d’un acide 

galacturonique en β-(1,6) est assuré par GALT29A. Les chaines en β-(1,6) sont à leur tour 

allongées par l’intermédiaire de GALT31A (Geshi et al., 2013; Dilokpimol et al., 2014). L’ajout 

des acides glucuroniques fait lui appel à une autre famille d’enzyme, les β-

glucurunosyltransférases dont GlcAT14A, GlcAT14B, GlcAT14C (Knoch et al., 2013; 

Dilokpimol et al., 2014). L’ajout des fucoses fera lui appel à des α-fucosyltransférases dont 

FUT3 et FUT6 (Wu et al., 2010b) alors que l’ajout des arabinoses fera appel aux 

arabinosyltransferases comme RAY1 (Gille et al., 2013). On retrouvera un schéma de 

biosynthèse similaire pour les extensines (Showalter, 1993; Kieliszewski et Lamport, 1994). 

2.3. Lignines 

Les lignines protègent la cellulose et les hémicelluloses de la dégradation chimique et 

microbienne (Whetten et al., 1998). Elles sont liées de façon 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 polymère phénolique est issu de la polymérisation de deux monolignols 

principaux : l’alcool coniférylique (donnant les unités G après intégration dans le polymère) et 

l’alcool synapylique (donnant les unités S après intégration dans le polymère). 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 troisième monolignol, l’alcool p-coumarylique (donnant les unités 

 
1 Glycosylphosphatidylinositol 
2 GALT : Galactose-1-phosphate uridylyltransferase 
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H après intégration dans le polymère), est également présent dans certaines lignines, notamment 

chez les monocotylédones. Ces trois monolignols diffèrent par leur degré de méthoxylation (fig. 

8; Lewis et Yamamoto, 1990; Boerjan et al., 2003). D’autres monomères phénoliques peuvent 

également être intégrés dans les lignines. Ainsi, récemment, Vanholme et ses collaborateurs 

(2019) ont fait état de 35 monomères phénoliques pouvant être intégrés aux lignines. La liaison 

entre monomères 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; Höfte, 2013). Ainsi, afin 

de mieux comprendre la récalcitrance de la biomasse lignocellulosique, la biosynthèse des 

lignines a été grandement étudiée dans les vingt dernières années (Boerjan et al., 2003; 

Bonawitz et Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010, 2019). Le processus de lignification peut 

être résumé en trois étapes : synthèse des précurseurs, transport vers la paroi et polymérisation 

(Boudet et al., 1995; Whetten et Sederoff, 1995). 

 
Figure 8 Représentation des précurseurs des lignines et de leur constituant aromatique (Lewis 

et Yamamoto, 1990) 
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Quelle que soit l’unité produite, la biosynthèse des monolignols démarre par la 

déamination de la phénylalanine par une PAL1  (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 C4H2 puis la 4CL3 permettent de produire du p-coumaroyl-CoA, premier nœud 

entre les trois monomères. Pour produire des unités H, deux enzymes (la CCR4 puis la CAD5) 

vont transformer le p-coumaroyl-CoA en alcool p-coumarylique. La différenciation entre unités 

G et S se fait à partir du coniferaldéhyde. Le passage du p-coumaroyl-CoA au coniferaldéhyde 

nécessite l’action de quatre enzymes : HCT6, C3H7, CCoAOMT8 et CCR. L’action de ces 

enzymes, suivie de celle de la CAD permet de produire de l’alcool coniférylique. Le passage à 

l’alcool synapilique nécessite, lui, l’action de trois enzymes : F5H9, COMT10 et CAD. Une fois 

synthétisés, les monomères sont transportés vers la matrice extracellulaire en vue de leur 

polymérisation. L’ensemble des étapes de synthèse des différents monolignols est réalisé dans 

le cytoplasme. Cependant, certaines enzymes à cytochrome semblent se trouver à la surface du 

réticulum endoplasmique (fig. 7). C’est le cas notamment de la C3H, la F5H ainsi qu’un 

complexe enzymatique composé de la PAL et de la C4H (Rasmussen et Dixon, 1999). Cette 

voie de biosynthèse est bien établie. Elle présente toutefois quelques voies alternatives. La plus 

connue est la voie de la CSE11 puis de la 4CL permettant, chez Arabidopsis thaliana, de 

compenser partiellement l’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 été établie. 

Les monolignols produits dans le cytosol sont transférés dans l’apoplasme soit tel quel, 

soit sous forme glycoconjuguée, c’est-à-dire après ajout d’un 4-O-β-glucoside par une UDP-

GT12 (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 sève cambiale de nombreux arbres (Whetten et al., 1998). Plusieurs hypothèses 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 

 
1 Phenylalaline ammonia-lyase 
2 Cinnamic acid 4-hydroxylase 
3 4-coumarate:coa ligase 
4 Cinnamoyl-coa reductase 
5 Cinnamyl alcool dehydrogenase 
6 Shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase 
7 p-coumarate 3-hydroxylase 
8 Caffeoyl-coa o-methyltransferase 
9 Ferulate 5-hydroxylase 
10 Caffeic acid o-methyltransferase 
11 Caffeoyl shikimate esterase 
12 Uridine diphosphate glycosyltransférase 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

Clément CUELLO  23 

aldéhydes hydroxycinnamique (Sibout et Höfte, 2012). Un transport vésiculaire a également 

été envisagé, notamment de la forme glycoconjuguée de l’alcool coniférylique, la coniférine 

(Escamilla-Treviño 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 ABC1, consommant donc de 

l’ATP2, a dans un premier temps été exploré (Samuels et al., 2002; Ehlting et al., 2005; Kaneda 

et al., 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 l’expression du transporteur AtABCG29 chez la levure conduit au transport de 

l’alcool p-coumarylique. Ils ont alors supposé que ce transporteur prenne en charge le transfert 

de l’alcool p-coumarylique vers la paroi chez Arabidopsis thaliana. La possibilité que chaque 

monolignol soit associé à un transporteur ABC spécifique a alors été exploré. Ainsi, six 

nouveaux candidats ont pu être identifié chez Arabidopsis thaliana (Sibout et Höfte, 2012). 

Contrairement à Arabidopsis thaliana, le transport des monolignols (ou du moins de leur 

glycoconjugué) chez les arbres, notamment le peuplier et le cyprès, semble être 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 hypothèse permettrait principalement un stockage des 

glycoconjugués dans la vacuole. Ils seraient alors libérés après autolyse de la cellule (Sibout et 

Höfte, 2012). Cette hypothèse est notamment appuyée par l’augmentation de la lignification 

après la mort de la cellule (Pesquet et al., 2010). Ce serait notamment le cas pour les vaisseaux 

matures pour lesquels la lignification débute après mort cellulaire et dépôt 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 xylème (Tsuyama et 

Takabe, 2014). Cela suggère donc que la coniférine soit utilisée pour la lignification des 

vaisseaux. Cette même étude a mis en évidence une plus grande quantité d’alcool synapilique 

que de syringine, sa forme glycoconjuguée, dans le xylème en formation. Par ailleurs, l’alcool 

synapilique présente un pic de concentration à la fin de la zone de formation des parois. Cela 

suggère alors que la forme non glycosylée de l’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 réalisée par 

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

 
1 ATP-binding cassette 
2 Adenosine tri-phosphate 
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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’hydrogène pour oxyder leur substrat, les laccases, elles, utilisent 

du dioxygène. Les laccases ont un rôle clair dans la lignification, prouvé notamment par des 

études de génétique inverse (Berthet et al., 2011). Ainsi, la cosuppression de trois gènes codant 

pour des laccases (AtLAC41, AtLAC11 et AtLAC17) conduit à une disparition presque entière 

de la lignification (Zhao et al, 2013). Par ailleurs, la sous-expression de LAC17 chez 

Arabidopsis thaliana a mis en évidence une diminution du dépôt des lignines de type G dans 

les fibres de la hampe florale (Berthet et al., 2011). AtLAC17 semble donc utiliser 

préférentiellement l’alcool coniférylique comme substrat. À l’inverse, des plants d’Arabidopsis 

thaliana dont le gène AtPRX722  a été supprimé ou co-supprimé avec les gènes AtPRX2, 

AtPRX25 ou AtPRX71 présentent une altération des lignines plus légère (Herrero et al., 2014; 

Shigeto et al., 2015). PRX72 semble montrer une utilisation préférentielle de l’alcool 

synapilique comme substrat tant chez Zinnia elegans (Gabaldón 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 

être 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, être riches en calcium (Westermark, 1982). 

Les différentes enzymes impliquées dans la synthèse 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 maïs et le peuplier, le miR3973, sous 

ses deux formes (miR397a et miR397b), permet, sous certaines conditions, d’éteindre 

l’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 synthèse de l’alcool synapylique (fig. 7; Wang et al., 2015). Par ailleurs, une étude 

 
1 LAC : laccase 
2 PRX : peroxidase 
3 miR : microARN 
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réalisée par Lee et Voit (2010) a permis de réaliser un modèle mathématique du métabolisme 

associé à la biosynthèse des monolignols et donc la régulation de l’activité enzymatique induite 

par certains métabolites (fig. 7). On notera, par exemple, une inhibition de l’activité de la CAD 

par l’aldéhyde coniférylique. Enfin, la teneur en unité G pourrait, notamment, être modulée par 

la présence de PME (Hedenström 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 espèces, 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 à la lignification des éléments trachéaires en différenciation (Hosokawa et al., 2001; 

Tokunaga et al., 2005; Pesquet et al., 2013; Iakimova et Woltering, 2017). Chez Arabidopsis 

thaliana, les cellules du parenchyme et, dans une moindre mesure, les fibres en développement 

semblent produire les monolignols nécessaires à la lignification des vaisseaux (Smith et al., 

2013, 2017). Cette hypothèse dite du bon voisin a été récemment éprouvée chez Picea abies 

par la comparaison de résultats transcriptomiques et métabolomiques à l’échelle cellulaire 

(Blokhina et al., 2019). Grâce au développement très récent du RNA-Seq couplé à la 

microdissection par capture laser et de la métabolomique cellulaire in situ, cette étude a permis 

de proposer un modèle de lignification des trachéides dans le xylème en développement. Dans 

ce modèle, les rayons seraient impliqués dans la lignification des trachéides. Enfin, plus 

récemment, des phénomènes 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 synthèse de lignines de 

type S permettant un enrichissement en lignines de type G dans les vaisseaux (Zhang et al., 

2020). Ainsi, tout porte à croire que les lignines n’ont pas encore révélé tous les secrets de leur 

formation. 

IV. Régulation génétique et hormonale de la formation du bois 

Une fois établi, le cambium est capable de rester actif jusqu’à plusieurs siècles. Il est 

fort probable que son activité soit régie par des systèmes de régulation proches de ceux 

impliqués dans le maintien des méristèmes apicaux (Groover, 2005) et que chaque étape de la 

xylogenèse 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 xylogénèse puisqu’elle 
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conditionne en grande partie les propriétés physico-chimiques et mécaniques du bois. Cette 

étape nécessite l’expression coordonnée des gènes impliqués dans la biosynthèse 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, 

2010). 

 
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. 

Flèche bleu : activateur ; flèche plate rouge : inhibiteur ; flèche noire : crosstalk hormonaux ; flèches en 

pointillé : action possible , Nuage : hormone ; losange : peptide signal ; ovale : gène, bleu souligné : enzyme. 

AUX : auxine ;GA : acide gibbérellique, CK : cytokinines ; ABA : acide abscissique ; JA : acide jasmonique ; 

Eth : éthylène ; BR : brassinostéroïdes ; CLE : clavata/esr-like  ; PXY : phloème intercalated with xylem ; RUL1 : 

reduced in lateral growth 1 ; MOL1 : more lateral growth 1 ; ARK2 : arborknox 2 ; PRE : poprevoluta ; LAX1 : ; 

LBD15/18 : lateral organ boundaries domain 15/18 ; PCN : popcorona ; SND : secondary wall associated-NAC 

domain ; NST1-2 : NAC secondary cell wall thickening 1-2 ; VND1-7 :Vascular Nac Domain 1-7 ; ANAC075 : 

abscissique acid responsive NAC 075 ; RHE1 : root hair element 1;WOX4/14 : wuchsel homeobox-related 4/14; 

PME : pectine methylesterase 
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1. Régulation génétique 

La première vision d’ensemble des gènes exprimés durant la xylogenèse a été permise 

par l’identification de plus de 5 000 ESTs1 dans le xylème de peuplier en développement 

(Sterky et al., 1998). La même année, Allona et ses collaborateurs (1998) identifiaient un peu 

plus de 1 000 ESTs dans le xylème immature de Pinus taeda. Plus tard, une étude menée sur le 

clone INRA 717-1B4 a identifié environ 5 000 gènes exprimés à différentes étapes de la 

formation du bois, de la zone cambiale au xylème mature (Déjardin et al., 2004). Cette étude a 

par ailleurs permis de mettre en évidence que les cellules cambiales exprimaient principalement 

des gènes associés au cycle cellulaire et à la synthèse protéique alors que les cellules de xylème 

en développement ou mature exprimaient fortement des gènes associés à la méthylation des 

précurseurs de lignines, au cytosquelette, à la structure des parois et au métabolisme des sucres. 

Le séquençage d’EST a permis le développement d’une première approche transcriptomique : 

le microarray ou puce à ADN. En 2001, une étude a alors porté sur l’expression de près de 

3 000 gènes le long du gradient de différenciation du xylème chez P. tremula x Populus 

tremuloides (Hertzberg et al., 2001). Cette étude a permis de construire le premier modèle 

d’expression des gènes accompagnant la formation du bois. Elle a montré, notamment, que (i) 

l’expression coordonnée de gènes de cycline est impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire 

dans la zone cambiale et que (ii) les gènes impliqués dans la synthèse 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 à chaque étape de 

développement. Les premières études transcriptomiques ont également reposé sur la méthode 

cDNA-AFLP2. Une étude publiée en 2005 utilisant cette approche montre que la plupart des 

gènes sur-exprimés dans le bois sont impliqués dans la formation des parois et, plus 

particulièrement, des lignines (25%) (Prassinos et al., 2005). Cette étude a également permis de 

mettre en évidence l’implication de gènes liés à la mort cellulaire programmée, à des protéines 

d’interaction avec le cytosquelette, à des transporteurs et à des facteurs de transcription 

impliqués dans la formation du bois, certains d’entre eux étant spécifiquement exprimés dans 

le xylème. La formation du bois est donc un mécanisme de développement complexe 

impliquant des milliers de gènes dont la fonction est souvent encore inconnue (McCann et 

Carpita, 2008; Mewalal et al., 2014). 

  

 
1 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 rôle important dans la 

régulation de la xylogenèse : les NAC1. Peu de facteurs de transcription de cette famille régulent 

directement les gènes de biosynthèse des différents 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 règne 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 VND2, 

les NST3 et les SND4 (Camargo et al., 2019). Plusieurs facteurs peuvent influencer l’expression 

de ces gènes. En effet, ils peuvent être induits ou réprimés sous l’action d’un mélange de 

différentes hormones dont l’auxine, les cytokinines et les brassinostéroïdes (Kubo et al., 2005). 

Par ailleurs, la régulation de l’activité des facteurs de transcription à 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 éléments 

vasculaires (Kubo et al., 2005). VND7 est par ailleurs spécifiquement 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 l’expression de VND7 

était dépendante de quatorze facteurs de transcription (Endo et al., 2015). Parmi eux, on notera 

les gènes VND1-6 et ANAC075 qui, en se fixant sur le motif SMBE/TERE5  de la région 

promotrice de VND7, activent son expression (fig. 7, 9; Endo et al., 2015). D’autres facteurs de 

transcription, GATA12 et LBD306/ASL197, induirait l’expression de VND7 (Soyano et al., 2008; 

Liu et al., 2014; Li et al., 2016). À l’inverse, VNI28 inhibe l’expression de VND7 et VND6 

(Yamaguchi et al., 2010a). Bien qu’une augmentation de l’expression de ces deux facteurs de 

transcription ait induit une augmentation de l’expression des gènes CesA4, CesA7, CesA8, 

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 gènes 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 
6 LBD : lateral boundary domain 
7 ASL : Asymmetric leaves 
8 VND-interacting2 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

Clément CUELLO  29 

hybride a identifié REVOLUTA comme une cible directe, elle-même ciblant ensuite la PAL 

(Taylor-Teeples et al., 2015a). Des études de mutants ont ensuite montré que VND7 réprime 

l’expression de REVOLUTA, réprimant lui-même la PAL et donc la synthèse des lignines. Cette 

étude appuie, une fois encore, l’action indirecte de ces maitres régulateurs sur la formation des 

parois secondaires. Par ailleurs, VND6, ainsi qu’ANAC33 et ANAC070, ont également été 

identifiés comme étant activateurs de gènes associés à la mort cellulaire programmée (Ohashi-

Ito et Fukuda, 2010). 

Les gènes 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 gènes impliqués dans la biosynthèse de la 

cellulose (CesA4, CesA7, CesA8, KOR). Le gène SND1 serait également un régulateur 

spécifique de certains gènes. Ainsi, il induirait l’expression des gènes PAL et C4H et réprimerait 

l’expression du gène XND11, inhibiteur du programme de mort cellulaire (Zhao et al., 2005, 

2007, 1; Ko et al., 2007, 012; Ohashi-Ito et Fukuda, 2010; Yamaguchi et al., 2011). Une analyse 

par séquençage d’ADN après immunoprécipitation de la chromatine a cependant mis en 

évidence que SND1 dirige un réseau de régulation à quatre couches et n’avait donc pas de 

relation directe avec les gènes de biosynthèse (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 l’acide abscissique (Jensen et al., 2014). Par ailleurs, les gènes NST1 et NST2 seraient 

spécifiquement régulés par le facteur de transcription MYB26, lui-même régulé par deux 

hormones : l’auxine et l’acide jasmonique (Yang et al., 2007; Cecchetti et al., 2013; Jung et al., 

2013). 

1.2. Facteurs de transcription de la famille MYB 

Les MYB2 forment un large groupe de facteurs de transcription liés au développement 

végétal et à 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) 

l’expression soit d’autres facteurs de transcription impliqués dans la régulation du métabolisme 

des lignines et des polysaccharides, soit de gènes directement impliqués dans ces métabolismes 

(e.g. McCarthy et al., 2009; Zhong et Ye, 2012). 
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Parmi ces facteurs de transcription, on retrouve notamment des répresseurs de la transcription 

des gènes associés à la biosynthèse 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 à une forte diminution de la teneur en lignines et de l’épaisseur des 

parois des fibres. En revanche, la suppression de ce gène par KO conduit à une augmentation 

de la quantité de lignines, xylanes et cellulose. De tels résultats avait par ailleurs été démontrés 

lors de l’étude de l’orthologue d’Eucalyptus grandi, EgMYB1 (Legay et al., 2010). En effet, la 

surexpression de ce gène chez Arabidopsis thaliana et le clone de peuplier INRA 717-1B4 

conduit à une diminution de la lignification des fibres, de l’épaisseur des parois et de 

l’expression de gènes associés à la formation des lignines, de la cellulose et des hémicelluloses. 

Un autre gène 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) à la diminution de 

l’épaisseur des parois de fibres et vaisseaux, (ii) à la diminution de la quantité de cellulose, 

hémicelluloses et lignines et (iii) à la suppression de l’expression de certains gènes clefs de la 

biosynthèse des parois : CesA7, CesA8, GT47C, COMT et CCR. Exprimé majoritairement dans 

les cellules de bois en développement, PdMYB221 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 l’enzyme PtoUBC341, 

localisée au niveau du réticulum endoplasmique, interagit avec PtoMYB156 et PtoMYB221. 

Cette interaction conduirait alors à la translocation des deux protéines dans le réticulum 

endoplasmique où elles seront dégradées, réduisant alors leur activité. 

Par ailleurs, les MYB peuvent être régulé par des facteur de transcription à domaine 

NAC (Zhong et Ye, 2009; Zhang et al., 2014). Ainsi, l’expression des MYB46 et MYB83 est 

induite par les gènes NST1, NST2, SND1, VND6 et VND7. Ces deux MYB viennent ensuite 

activer l’expression d’autres MYB comme le MYB69 et le MYB103 ou directement des gènes 

liés à 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). 

  

 
1 Populus tomentosa E2 Ubiquitin-Conjugating enzyme 34 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

Clément CUELLO  31 

1.3. Facteurs de transcription à homéodomaine 

Plusieurs familles de facteurs de transcription possèdent un domaine de type 

homéobox. Parmi eux se trouvent les HD-ZIP III1. Ces facteurs de transcription, spécifiques du 

règne végétal, participent à la maintenance des méristèmes et au développement vasculaire 

(Ariel et al., 2007). Parmi eux, on retrouve les gènes REV/IFL1 2  dont PRE 3  est un des 

représentants (Schrader et al., 2004). Ce gène est principalement exprimé pendant la croissance 

secondaire de l’arbre et aurait un rôle dans l’initiation cambiale et la formation des tissus 

secondaires. Outre PRE, d’autres gènes de cette classe ont été montrés comme importants dans 

la différenciation xylémienne aussi bien chez Arabidopsis thaliana que Populus spp. Le gène 

popCORONA, par exemple, est fortement exprimé dans le cambium, les fibres phloémiennes et 

le xylème en développement. La perturbation de son expression dans le peuplier INRA 717-

1B4 entraîne une lignification de la moëlle 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 être un inhibiteur de la formation des parois secondaires des fibres (fig. 9).  

Les KNOX4 sont une autre famille de facteurs de transcription à 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 à homéodomaine présents dans l’ensemble du règne végétal (Hake et al., 2004). 

Ils sont divisés en deux classes, la première s’exprimant principalement dans les méristèmes 

apicaux, la seconde s’exprimant de façon plus ubiquiste (Kerstetter et al., 1994; Serikawa et al., 

1997). Ils sont généralement impliqués dans le maintien des méristèmes et le développement 

des organes (Hake et al., 2004). Parmi ces facteurs de transcription se trouvent les gènes ARK25, 

KNAT36 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 

xylème qu’en phloème. L’expression des gènes associés à la biosynthèse des parois y est 

également fortement négativement impactée (Du et al., 2009; Du et Groover, 2010; Gerttula et 

al., 2015). ARK2 pourrait donc être un inhibiteur de la différenciation cellulaire et de la 

formation des parois. KNAT7 est également un inhibiteur de la formation des parois secondaires 
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(Li et al., 2012a). En effet, il réprime l’expression de gènes de biosynthèse des lignines (PAL1, 

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 à un certain nombre 

d’autres facteurs. Chez Arabidopsis thaliana, KNAT7 est associé à MYB75 dans un complexe 

multiprotéique régulant la formation des parois de la hampe florale (Bhargava et al., 2013). 

Placé sous l’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 à 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 l’épaisseur des parois. Récemment, deux 

études ont montré le rôle synergique de KNAT3 et KNAT7 dans la régulation de la biosynthèse 

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, à l’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 être associée à une forte diminution de l’expression de la F5H, déterminante dans la 

synthèse des unités S. Dans l’hétérodimère KNAT3/KNAT7, seul KNAT3 a montré une 

interaction avec NST1 et NST2 (Qin et al., 2020). KNAT3 activerai alors la F5H et donc la 

synthèse des unités S dans les fibres. 

1.4. Autres facteurs de transcription 

Les facteurs de transcription de la famille LBD1 sont également spécifiques du règne 

végétal. Ils jouent un rôle important dans le développement et la croissance des plantes. Ils ont 

notamment un rôle dans le développement du pollen ou encore la réponse à 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 contrôlent 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 l’expression des gènes PtaLBD15 et PtaLBD18 

principalement au niveau de la transition cambium-xylème (Yordanov et al., 2010; Bdeir et al., 

2016). Cela suggère que ces facteurs de transcription sont impliqués dans le développement 

xylémien chez le peuplier. 
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Des facteurs de transcription de la famille E2F 1  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-Dürr, 1999; Veylder et al., 2003; Inzé, 2005). Une étude menée sur cinquante 

promoteurs a démontré la capacité de E2FC à se fixer sur le promoteur de 23 gènes (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 gènes 

associés à la formation du xylème (REVOLUTA) et des gènes associés à la synthèse 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) l’expression des gènes 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-delà de cette régulation dose-dépendante, une disparition complète de l’activité 

d’E2FC a été montrée lorsque la protéine est phosphorylée, formant alors un hétérodimère avec 

DPB2 (del Pozo et al., 2002, 2006, 2007).  

Enfin, des facteurs de transcription de la famille LIM , impliqués dans l’assemblage 

du cytosquelette, seraient des régulateurs de la biosynthèse des lignines (Kawaoka et al., 2000). 

Plus récemment, des peupliers sur- ou sous-exprimant PtaGLIM1a ont montré une 

augmentation (resp. une diminution) de la largeur de xylème produit ainsi qu’une augmentation 

(resp. une diminution) de leur quantité de lignines, sans impact significatif sur la structure du 

xylème (Yang et al., 2017b). 

1.5. microARN et ARN long non codants 

Grâce au small RNA-Seq, Puzey et ses collaborateurs (2012) ont identifié un grand 

nombre de microARN régulant l’expression de gènes associés à 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 biosynthèse 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 
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et semblent donc jouer un rôle 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 à des 

récepteurs kinase. Dans cette famille, on retrouve notamment le système CLE1-WOX2 (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 PXY3 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-

mêmes régulant la synthèse 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 première fois au début des années 2000 (Schoof et al., 2000), ce 

système permet la mise en place d’une boucle de régulation permettant la maintenance du 

méristème apical. Un système similaire a par la suite été observé pour le maintien des 

méristèmes racinaires (Stahl et al., 2009). Les divisions et différenciations cellulaires au niveau 

du cambium semblent également être régulées par ce système (fig. 9). En effet, le mutant pxy 

d’Arabidopsis thaliana présente un problème d’organisation du phloème et du xylème (Fisher 

et Turner, 2007). De même, AtWOX4, induit par CLE41, est considéré comme un facteur 

assurant le maintien du caractère 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 l’induction des divisions cambiales par l’auxine (Suer et al., 

2011). Contrairement à AtWOX4, AtWOX14 semble lui impliqué dans la différenciation 

cellulaire, notamment des vaisseaux. Il serait également impliqué dans la stimulation de la 

synthèse des gibbérellines (Denis et al., 2017). Des systèmes 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 xylème secondaire (Kucukoglu 

et al., 2020). Il semble donc tout opportun de penser que PttCLE47 est un activateur de l’activité 

cambiale régulant principalement la différenciation en xylème (fig. 9). Les CLE ont par ailleurs 
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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 rôle dans la formation du bois. 

En effet, la division et le maintien des cellules cambiales sont induits par la receptor-like kinase 

RUL11 et inhibé par la receptor-like kinase MOL12 (Agusti et al., 2011). Récemment, un petit 

peptide, Kratos, a été identifié dans un système 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 programmée. 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 rôle important dans le développement du bois 

(Little et Savidge, 1987). Les premiers travaux portant sur l’effet des phytohormones dans le 

développement du bois remontent à la fin des années 1930. Ainsi, il a été montré que l’auxine 

est un facteur régulant la réactivation du cambium après le repos hivernal chez plusieurs espèces 

dont Populus balmasifera (Brown et Cormack, 1937) et P deltoides x P. nigra cv Robusta 

(Digby et Wareing, 1966). Par ailleurs, l’arrêt de l’activité cambiale survient après une 

diminution de la photopériode (Howe et al., 1995) accompagnée par une diminution du 

transport et de la sensibilité à l’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 côté phloème que xylème (fig. 9; Uggla et al., 1996; Tuominen et 

al., 1997). Ce gradient serait régulé par l’action d’ARF3 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 été proposé comme l’équivalent des morphogènes chez les animaux, 

contrôlant le temps passé à chaque stade de développement (Wilson et Howard, 1968; Uggla et 

al., 1996). Cet argument est appuyé par l’influence dose-dépendante de l’auxine dans le 

développement des fibres et des vaisseaux. En effet, l’auxine est un régulateur de l’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 
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al., 2000; Nilsson et al., 2008). Cette régulation est probablement spécifique à chaque type 

cellulaire, fibres et vaisseaux ayant chacun un schéma de développement différent (cf II et fig. 

3). Outre leur rôle potentiel dans la régulation du gradient d’auxine, les ARF comme LAX11 

semblent impliqués dans les processus de dépôt des parois secondaires et de mort cellulaire 

programmée. Enfin, l’auxine serait également un activateur de la formation des parois 

secondaires (fig. 9; Smoliński et al., 1972, 1973; Phelps et al., 1974, 1977; Yamaguchi et al., 

1980, 1983; Timell, 1986; Sundberg et al., 1994). Le rôle de l’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 wat12 d’Arabidopsis thaliana, pour lequel 

une réduction de la concentration et du transport de l’auxine a été remarquée, présente des fibres 

aux parois secondaires minces (Denancé et al., 2010; Ranocha et al., 2010). Par ailleurs, chez 

des mutants d’Arabidopsis thaliana déficients pour la perception de l’auxine, on observe une 

anticipation de la lignification associée à une surexpression de MYB26 (Cecchetti et al., 2013). 

2.2. Gibbérellines 

L’action différenciée de l’auxine sur les fibres et les vaisseaux pourrait être liée à 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 

premières étapes de la formation du bois puisqu’on observe, chez P. tremula, une forte 

proportion de gibbérellines au niveau du xylème en différenciation (fig. 9; Israelsson et al., 

2005). Cette hormone agirait en combinaison avec l’auxine dans la stimulation de l’activité 

cambiale et l’élongation des fibres dans le xylème en développement (fig. 9; Digby et Wareing, 

1966; Hess et Sachs, 1972; Aloni, 1979, 1985, 2001; Eriksson et al., 2000; Biemlet et al., 2004; 

Israelsson et al., 2005; Björklund 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 l’application de gibbérellines et d’auxine sur des tabacs décapités restaure l’activité 

cambiale. Ils ont également montré que l’application de gibbérellines induit majoritairement 

une différenciation en fibres alors que l’application d’auxine induit plutôt une différenciation 

en vaisseaux. Ces travaux montrent donc bien la co-régulation existante entre ces deux 

hormones. Par ailleurs, les voies de l’auxine et des gibbérellines sont connectées. En effet, 

l’auxine est un activateur des gènes de biosynthèse des gibbérellines (Ross et al., 2000; 

Wolbang et Ross, 2001; Wolbang et al., 2004) et les gibbérellines sont un régulateur du 

transport de l’auxine (Björklund et al., 2007). 

 
1 Like-AuXine1 
2 Walls are thin1 
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2.3. Cytokinines 

L’activité cambiale semble également être 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 diamètre 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 l’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 être responsable du maintien des cellules cambiales et de leur 

division (fig. 9; Milioni et al., 2001; Mähönen et al., 2006; Matsumoto-Kitano et al., 2008; 

Nieminen et al., 2008). Cette hormone et ses gènes de signalisation se retrouvent principalement 

au niveau du phloème en différenciation (fig. 9; Immanen et al., 2016) et sont connus pour 

réguler le transport (Björklund et al., 2007; Šimášková et al., 2015) et l’homéostasie (Jones et 

al., 2010) de l’auxine. Par ailleurs, les cytokinines semblent être des activateurs de la 

transcription de gènes associés à la formation des parois secondaires. En effet, la surexpression 

de AtHP41, régulateur positif de la voie de signalisation des cytokinines, chez Arabidopsis 

thaliana induit une diminution de la quantité de lignines, de l’épaisseur des parois et de 

l’expression des gènes associés à la formation des parois secondaires (Jung et al., 2008). Sa 

sous-expression entraîne, elle, une augmentation de la lignification (Hutchison et al., 2006). 

2.4. Autres hormones 

D’autres hormones semblent également jouer un rôle dans le développement xylémien 

mais ont été moins intensivement étudiées. Ainsi, l’éthylène aurait un rôle dans la levée de 

dormance et les divisions cambiales (fig. 9; Biro et al., 1980; Little et Savidge, 1987; Eriksson 

et al., 2000; Andersson-Gunnerås et al., 2003; Du et Yamamoto, 2003; Junghans et al., 2004; 

Love et al., 2009). Il 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 gènes de 

biosynthèse de l’éthylène en réponse à un inclinaison de la tige principale de P. tremula x P. 

tremuloides (Andersson-Gunnerås et al., 2003). Les gènes ERF2  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 brassinostéroïdes seraient plutôt impliquées dans la mort cellulaire programmée et 

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

 
1 Histidine-containing phosphotransfer protein 4 
2 Ethylene Responsive Factor 
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Fukuda, 1997; Yamamoto et al., 1997, 2001). En effet, les brassinostéroïdes induiraient la 

transcription des gènes associés à la formation des parois et son remodelage (Sun et al., 2010). 

Ces hormones semblent particulièrement impliquées dans la synthèse de la cellulose(Xie et al., 

2011; Sun et al., 2015). En effet, elles induisent l’expression de la plupart des CesA, 

probablement au travers de l’activation de la transcription du gène BES11. Par ailleurs, dans son 

étude, Fukuda (1997) a également montré que ces hormones stimulent l’expression de gènes 

associés au développement du xylème dans un système de culture de cellules de Zinnia elegans. 

Ils semblent également réguler la différenciation cellulaire en association avec l’auxine par la 

régulation de gènes tels que les HD-ZIP III2 (cf IV.1.3; Baima et al., 1995, 2001; Ohashi-Ito et 

Fukuda, 2003; Ramachandran et al., 2017; Xu et al., 2019). 

Par ailleurs, l’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 xylème produit 

(Campbell et al., 2018). L’application d’acide abscissique exogène sur ces mutants restaure la 

production de fibres. La déficience en acide abscissique endogène conduit également à une 

diminution de l’expression des gènes impliqués dans la différenciation en fibres, notamment 

NST1, SND1 et SND2. Seule l’expression de NST1 et SND1 est partiellement restaurée par 

l’application d’acide abscissique exogène. Le rôle de l’acide abscissique sur l’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 PP2C4 qui, en se liant aux récepteurs PYR/PYL5 via l’acide 

abscissique, perdent leur activité phosphatase. Enfin, l’activité cambiale semble régulée par 

l’action des strigolactones (fig. 9; Agusti et al., 2011) ,et de l’acide jasmonique (fig. 9; Sehr et 

al., 2010), ce dernier ayant, par ailleurs, une action sur l’éthylène (Zhu et al., 2011b). 

  

 
1 BRI EMS Suppressor 1 
2 Class III Homeodomain Leucine Zipper 
3 sucrose nonfermenting 1-Related Kinase 
4 Protein phosphatase 2C 
5 Pyrabactin Resistance / PYR1-Like 
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V. Problématique de l’équipe d’accueil et objectif de la thèse 

Les recherches menées dans l’unité mixte de recherche BioForA1 (https://www6.val-

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

2018, visent à une meilleure conservation et valorisation des ressources génétiques forestières 

en vue d’une production durable de bois dans un contexte de changement climatique. Pour 

mener à bien ces travaux, l’unité associe des compétences variées allant de la physiologie à 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 thèse, a pour 

objectif d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires liés à la 

xylogenèse et la mise en place des propriétés physico-chimiques et mécaniques du matériau 

bois, conditionnant fortement sa valorisation. Pour ce faire, l’équipe utilise une démarche de 

biologie intégrative sur le modèle peuplier, en utilisant le bois de tension comme modèle 

d’étude. Les recherches menées se regroupent autour de trois objectifs majeurs : (i) mettre en 

évidence les réseaux de transcription liés à la formation du bois et leur régulation, (ii) identifier 

l’impact de la modification de l’expression de gènes clefs sur les propriétés du bois et son 

utilisation potentielle et (iii) déterminer les mécanismes associés à la formation d’un gel dans 

les couches G des fibres de bois de tension. 

Dans le cadre de différents projets de l’équipe, des lignées de peupliers aux propriétés 

chimiques et / ou mécaniques altérées ont été produites. Les gènes dont l’expression a été 

modifiée sont impliqués dans la lignification, la biosynthèse 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 déjà été caractérisées aux niveaux 

anatomique, moléculaire et biochimique à l’échelle du tissu bois. Cependant, la diversité 

cellulaire du bois représente un obstacle conséquent dans l’étude des mécanismes moléculaires 

liés à la formation du bois. En effet, au-delà 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 même, ils semblent 

présenter des mécanismes de régulation de leur développement qui leur sont spécifiques (e.g. 

VND-NST, cf IV.1.1). Tout l’enjeu pour gagner en compréhension des mécanismes associés à 

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

 
1 Biologie intégrée pour la valorisation de la diversité des arbres et de la forêt 

https://www6.val-de-loire.inrae.fr/biofora/
https://www6.val-de-loire.inrae.fr/biofora/
https://www6.val-de-loire.inrae.fr/biofora/Recherche/Equipe-BOIS
https://www6.val-de-loire.inrae.fr/biofora/Recherche/Equipe-BOIS
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composant le bois. Ainsi, dans le cadre de ma thèse, j’ai développé une approche de 

phénotypage des parois à l’échelle cellulaire. J’ai ensuite réalisé une analyse intégrant les 

données obtenues par cette approche à des données transcriptomiques également obtenues à 

l’échelle cellulaire. Cette intégration m’a alors permis d’établir un modèle de formation des 

parois secondaires des fibres de bois, objectif final de ma thèse. 

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 thèse suivant trois grands axes : (i) 

caractérisation des propriétés physico-chimiques des parois à l’échelle cellulaire (chapitre I), 

(ii) caractérisation d’un réseau de gènes associé aux propriétés des parois des fibres et des 

rayons (chapitre II) et (iii) caractérisations physiologique, anatomique et physico-chimique de 

lignées transgéniques (chapitre III). Toutes les études présentées dans ce manuscrit portent sur 

le clone INRA 717-1B4 (P. tremula x P. alba). 



 

 

  

CHAPITRE I 

Caractérisation des propriétés physico-chimiques 

des parois à l’échelle cellulaire 
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Chez les Angiospermes, le bois est composé 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 à 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 à la formation du 

bois et à la mise en place de ses propriétés physico-chimiques et mécaniques. Cette difficulté 

tend à être de plus en plus contournée par le développement récent d’approches à l’échelle 

cellulaire et le microphénotypage. 

Ces dernières décennies ont vu l’émergence de méthodes de phénotypage haut-débit 

pour l’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 IR1 sont spécifiquement absorbées par des types 

de liaisons chimiques. Il est alors possible d’attribuer spécifiquement des longueurs d’onde à 

un composé (McCann et al., 1992; Kacurakova et Wilson, 2001). La composition et les 

propriétés des parois peuvent être 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 maïs (Baldy et al., 2017; Cuello et al., 2019), 

le riz (Huang et al., 2017) et le peuplier (Gebreselassie et al., 2017). La spectroscopie FTIR2 est 

une approche spectroscopique en moyen infrarouge. En effet, c’est en moyen-IR, soit de 4000 

à 400 cm-1 que sont émises les vibrations fondamentales des molécules. Cela permet donc une 

détection des liaisons moléculaires présentes dans l’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 à de l’imagerie. Il 

a alors été possible d’étudier in situ la formation du bois de cœur chez le mélèze (Piqueras et 

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

 
1 infrarouge 
2 infrarouge à transformée de Fourier 
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et al., 2011) et les différences de composition entre les différents types cellulaires – fibres, 

rayons et vaisseaux – (Gorzsás et al., 2011). L’imagerie chimique par spectroscopie ATR-

FTIR1 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 

l’imagerie 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 à l’étude de la composition chimique des parois des cellules de bois. 

I. Mise au point préalable 

Afin de mettre au point cette méthode de microphénotypage, j’avais à ma disposition, 

au sein du Laboratoire d’Ingénierie Cellulaire de l’Arbre (resp. Dr. Gilles Pilate), l’imageur 

infrarouge Spotlight 400 couplé à un spectromètre Spectrum 400 (PERKIN ELMER, 

Wellesley, États-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 µm de côté. 

Deux éléments permettent d’obtenir cette faible taille de pixel. Une première diminution est 

obtenue par l’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 µm. Afin d’obtenir 

un pixel de 1.56 µm de côté, 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 l’acquisition. En effet, lorsqu’un cristal plan est 

utilisé, c’est l’ensemble cristal-échantillon qui se déplace sous le faisceau IR. À l’inverse, 

lorsqu’un cristal point est utilisé, celui-ci est détaché de l’échantillon à chaque acquisition et 

seul l’échantillon est déplacé. Avant son application à trois types de bois contrasté reportée dans 

l’article 1, l’imagerie ATR-FTIR a nécessité une mise au point préalable. Plusieurs aspects 

techniques étaient notamment à maitriser : préparation de l’échantillon, acquisition et 

traitement des spectres. 

 
1 infrarouge à 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 

analysés 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 l’image obtenue. Parmi eux se trouve l’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 à l’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 à 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 à gondoler. 

Il faut alors également veiller à conserver la planéité des coupes afin d’éviter une déformation 

du tissu. 

Afin d’identifier l’épaisseur optimale de l’échantillon, j’ai réalisé des coupes 

transversales de tiges à plusieurs épaisseurs (15 μm, 20 μm, 30 μm et 60 μm) à l’aide d’un 

microtome (RM2155 ; LEICA, Wetzkar, Allemagne). À 15 μm d’épaisseur, il est très difficile 

d’obtenir une coupe entière, sans déchirure. À 60 μm, la coupe obtenue reste entière mais 

l’image hyperspectrale est de très faible qualité. Couper à 20 ou 30 μm d’épaisseur est tout aussi 

délicat. Les lumens des cellules étant mieux définis sur les coupes à 20 µm, j’ai conservé cette 

épaisseur de coupe pour l’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 l’absence d’impact du traitement à l’éthanol sur 

les spectres d’absorbance, j’ai réalisé des coupes séchées dans une goutte d’éthanol et d’autres 

séchées directement à l’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 à la spectroscopie 

où la température et l’hygrométrie sont régulées (23°C, 45%HR1). Après ACP2, on observe la 

 
1 Pourcentage d’humidité relative 
2 analyse en composantes principales 
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superposition des spectres acquis sur coupes séchées à l’éthanol et à l’air (fig. 10). Nous 

pouvons donc conclure sur l’absence d’effet détectable de ce séchage à l’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. 

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

de peuplier 
Chaque point représente un spectre après dérivée première et normalisation SNV (voir plus loin). Vert : coupes 

séchées à l’air, Violet : coupes séchées à l’éthanol absolu, ellipses : 99% des spectres dans le cas d’une 

distribution normale. 

2. Acquisition des spectres 

Pour l’acquisition des images spectrales, j’ai utilisé l’imageur infrarouge Spotlight 400 

couplé à un spectrophotomètre Spectrum 400 (PERKIN ELMER, Wellesley, États-Unis). Afin 

de maximiser le ratio temps-machine et la qualité de l’image, j’ai travaillé sur plusieurs 

paramètres tels que la résolution spectrale, le nombre de scans par pixel et la taille de l’image 

qui influencent grandement le temps d’acquisition. La résolution spectrale a été testée de 1 cm-

1 à 16 cm-1. De 1 à 3 cm-1, les spectres obtenus sont extrêmement bruités et il est très difficile 

d’en sortir une information convenable. Au-delà de 6 cm-1, les spectres s’en trouvent très 

fortement lissés. Cela conduit à la disparition de certains pics. Ainsi, la résolution spectrale que 

j’ai jugée optimale se situe à 4 cm-1. Le paramètre ‘nombre de scans par pixel’ est un paramètre 

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 

influençant le plus le temps d’acquisition. Ainsi, j’ai réalisé des tests à 2, 4, 8, 16 et 32 scans par 

pixel. La qualité des images et spectres obtenus se trouve très fortement augmentée lorsqu’on passe 

de 2 à 16 scans par pixel. Au-delà 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 à 16. 
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3. Traitement spectral 

Comme pour toute méthode spectroscopique, il est possible que les spectres présentent 

du bruit lié à la mesure ou à des variations incontrôlées dans la ligne de base. Il faut alors réaliser 

un ou des prétraitements avant l’analyse plus poussée des spectres. Dans un premier temps, le 

spectre est réduit à la région allant de 1 800 à 850 cm-1. En effet, il s’agit de la zone présentant 

les pics d’absorbance majeurs des composés pariétaux. Plusieurs prétraitements des spectres 

existent pour corriger les erreurs de mesure : lissage, standard normal variation (SNV), detrend 

ou dérivée. 

Afin de réduire l’éventuel bruit résiduel lié à 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 à un lissage polynomial appliqué à une 

fenêtre mobile. Brièvement, à chaque nombre d’onde, la valeur d’absorbance est remplacée par 

la valeur d’un polynôme de degré p ajusté sur une fenêtre de largeur n centrée sur le nombre 

d’onde. Ces deux paramètres, n (largeur de fenêtre, obligatoirement impaire) et p (degré du 

polynôme de lissage), sont alors à définir. Il faut toutefois s’assurer que n soit supérieur à p. Il 

faut également noter que si n augmente trop, le lissage est trop fort. Après plusieurs tests, j’ai 

décidé d’effectuer un lissage doux systématiquement avec une largeur de fenêtre de 5 et un 

degré du polynôme de 2. 

La diffusion peut être responsable d’une réduction sensible de l’intensité des spectres 

pour certaines longueurs d’ondes. Afin de corriger ces effets, la normalisation SNV (Barnes et 

al., 1989, 1993) est l’une des méthodes de prétraitement les plus utilisées en spectroscopie 

infrarouge (Sanderson et al., 1996; Carballo-Meilan et al., 2014). Après cette correction, les 

spectres présentent toujours une moyenne nulle et une variance de 1. Cette méthode consiste à 

corriger chaque spectre individuellement. Il est alors centré sur sa propre déviation standard. 

Elle est calculée comme suit : 

𝑋𝑖𝑗 =
𝑥𝑖𝑗 − �̅�𝑖

√∑(𝑥𝑖𝑗 − �̅�𝑖)
2

𝑝 − 1

 

avec Xij l’absorbance corrigée du spectre i au nombre d’onde j, xij l’absorbance brute du spectre i au nombre 

d’onde j, �̅�𝑖 l’absorbance moyenne brute du spectre i et p le nombre de nombres d’onde. 

Afin de supprimer les effets dus à la variation incontrôlée 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 première, le maximum des pics se retrouve rapporté à 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 l’augmentation du bruit. Dans les deux cas, les courbes résultantes 

ressembleront davantage à des signaux qu’à des spectres d’absorbance. Ces prétraitements sont 

très 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 polynôme. Dans le cas d’une 

correction detrend d’ordre 1, le polynôme modélisé correspond à la droite (𝑎𝑥 + 𝑏) qui s’ajuste 

le mieux à tous les points du spectre. Afin d’obtenir le spectre corrigé, à chaque nombre d’onde, 

la valeur du polynôme est soustraite à la valeur d’absorbance brute suivant la formule : 

𝑋𝑖𝑗 = 𝑥𝑖𝑗 − 𝑃𝑖𝑗 
avec Xij l’absorbance corrigée du spectre i au nombre d’onde j, xij l’absorbance brute du spectre i au nombre 

d’onde j, Pij 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 à regrouper 

correctement les spectres semblables ensemble et à 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 1 , TW_FibS 2 , TW_FibG 3 ) reste visible quel que soit le 

prétraitement utilisé. Il est toutefois à noter une augmentation de la variance expliquée par la 

première composante lorsqu’une correction detrend est appliquée. Après regroupement 

hiérarchique sur composantes principales (HCPC), cinq groupes sont identifiés sur les données 

ayant subi une normalisation SNV (fig. 11C). En forçant l’identification de trois groupes, seuls 

trois spectres appartenant à 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, à l’identification automatique de trois groupes (fig. 11D). Le groupe 

central correspond à 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. 

 
1 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 premières 

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 forçant l’identification de trois groupes. 

II. Mise en œuvre 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 l’article publié 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 l’arbre : conduction de l’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; Déjardin et al., 2010). Ces cellules proviennent de la différenciation d’initiales cambiales. 
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À 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 à 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 à des environnements changeants, le bois est capable de s’adapter. Ainsi, 

en réponse à 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-

numéraire, dite couche G, est produite à la place de certaines couches de la paroi secondaire 

(Daniel et al., 2006). La composition de cette couche diffère grandement des habituelles parois 

secondaires : forte proportion de cellulose très cristalline et de polysaccharides non 

cellulosiques (RG-I et AGP notamment) avec peu à 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 opposé est lui situé sur la face inférieure 

du tronc incliné, à l’opposé donc du bois de tension. Le bois dit normal est, quant à lui, le bois 

produit par l’arbre sans contraintes et donc droit. 

2. Objectifs et implication dans mon projet de thèse 

L’objectif général de l’étude présentée dans l’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 très 

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-A et TT_12-B) 

ont été inclinés à 45° deux mois avant échantillonnage pour induire la formation de bois de 

tension. Après échantillonnage, les fragments de tige ont été conservés à -20°C jusqu’à leur 

analyse. 
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L’étape déterminante de l’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 à un MRS1 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 à la moyenne de 90 spectres pour chaque type pariétal dans chaque type de 

bois. J’ai ensuite développé une méthode permettant de détecter des DAWNs2 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 critères de normalité, y 

compris après pré-traitement, j’ai alors opté pour une analyse non-paramétrique basée sur le 

test pairé de Wilcoxon associé à 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, l’application de cette méthode à des spectres dont l’identité est connue, 

ceux utilisé pour produire les MRS, a montré une bonne assignation allant de 97% à 100% (fig. 

13A). Cette méthode d’assignation peut également être considérée comme satisfaisante pour 

les parois des vaisseaux avec une bonne classification allant de 73% à 82% selon les types de 

bois. En revanche, elle a montré ses limites dans la classification des parois de rayons, avec 

seulement de 48% à 72% de bonnes identifications. La difficulté d’identification des parois de 

rayons peut être 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 à un mélange de parois 

de rayons et de fibres ou de vaisseaux. Par ailleurs, les rayons peuvent être subdivisés en trois 

différents types (Braun, 1967; Nakaba et al., 2012) qui pourraient présenter des parois de 

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

 
1 spectre moyen représentatif 
2 nombres d’onde différentiellement absorbés 
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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 DAWNs au niveau des fibres m’a permis de mettre en évidence deux 

groupes de nombres d’onde dont le comportement diffère suivant le type de bois. Ainsi, j’ai pu 

montrer une absorbance plus forte, synonyme d’un enrichissement, des nombres d’onde 

associés à la cellulose, notamment cristalline, à certaines hémicelluloses et lignines et à 

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 à 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 DAWNs obtenus sur ces profils IR est relativement 

complexe. En effet, une grande variabilité a pu être observée au sein d’une même catégorie 

(e.g. parois de vaisseau de bois opposé). Cette variabilité pourrait être expliqué par le faible 

nombre de pixels étudiés par rapport aux parois de fibres. L’analyse des DAWNs m’a tout de 

même 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). À 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, grâce à 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 à la fois une assignation rapide du pixel à une catégorie et une 

identification de nombres d’ondes différentiellement absorbés entre échantillons. J’ai appliqué 
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cette méthode à différents types de bois, dont le bois de tension dont la composition chimique 

a été intensément étudié. J’ai alors identifié une forte absorbance des bandes associées à la 

cellulose cristalline et à 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-Gunnerås 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 

à 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 à l’échelle de la cellule. Cette 

analyse in situ permet également d’avoir accès aux informations d’arrangement 

supramoléculaire. Ainsi, j’ai pu détecter de nombreux DAWNs non encore répertoriés dans la 

littérature pouvant être 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 composés chimiques (fig. 14). L’imagerie ATR-FTIR semble donc être un outil 

puissant de microphénotypage à l’échelle de la paroi. Cependant, il est difficile d’assigner de 

façon univoque les bandes d’absorbance à des composés pariétaux. Ainsi, il reste nécessaire 

d’avoir recours à la validation des observations réalisées par des approche complémentaires 

moins haut-débit comme l’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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Figure 13   
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 Figure 14  
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 Figure 15  
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 Figure 16  
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 Figure 17  
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7. Tables et figures supplémentaires de l’article 1 

 
Supplementary figure 1 | Crystal impacts on UT_12-C cross-section. 
Green circles pinpoint the three impacts. 

 
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 
wavenumber 
(cm-1) 

Cellulose Hemicelluloses Lignins Proteins Ref. 

1742 - 1730 
 

C = O stretch 
carboxylic acid 

  
[5, 9] 

1738 - 1709 
  

C=O stretch in 
unconjugated 
ketone, carbonyl et 
in ester groups 
(frequently of 
carbohydrate 
origin) 

 
[4] 

1675 - 1655 
  

C=O stretch in 
conjugated p-
substituted aryl 
ketones 

 
[4] 

1605 - 1593 
  

aromatic skeletal 
vibration 

 
[4] 

1550 
   

Amide II: N-H 
deformation 
+stretching 
contribution from 
C-N stretching 

[3, 12, 
13] 

1515 - 1500 
  

aromatic skeletal 
vibrations; G>S 

 
[4] 

1490 CH2 scissoring 
cellobiose 

   
[7] 

1470 - 1460  CH2 of pyran ring 
symmetric 
scissoring; OH 
plane deformation 
vibration 

CH2 symmetric 
bending (xylose, 
arabinose) 

C-H deformations 
 

[4, 11, 
12] 

1430 - 1421 crystalline cellulose 
/ C–OH bending 

COO- stretch aromatic skeletal 
vibrations 
combined with C-H 
in plane 
deformation 

 
[1, 2, 
4, 9] 

1374 - 1365 CH bending CH bending aliphatic C-H 
stretch in CH3, not 
in OMe; phen. OH 

 
[4, 8, 
10] 

1364 - 1335 OH in-plane 
bending / 
crystalline cellulose 
(1335 cm-1) 

   
[1, 11] 

1330 - 1324 
  

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

 
[4] 

1318 - 1312  crystalline cellulose 
/ CH2 rocking 
vibration 

   
[1, 10, 
11] 

1282 - 1277 CH - deformation 
   

[11] 
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1260 - 1240  
  

C-O-H deformation 
et C-O 
+ stretching of 
phenolics 

 
[12] 

1239 - 1225  
 

C–O stretch acetyl 
  

[9] 

1230 - 1221 
  

 C-C plus C-O plus 
C=O stretch; G 
condensed > G 
etherified 

 
[4] 

1205 - 1200 OH in-plane 
deformation 

OH in-plane 
deformation 

C-O-H deformation 
et C-O 
+ stretching of 
phenolics 

 
[6, 10, 
11, 12] 

1162 - 1125 C–O–C asymmetric 
valence vibration 

C–O–C asymmetric 
valence vibration 

  
[10, 
11] 

1127 - 1126 
  

aromatic C-H in-
plane deformation; 
typical for S units 

 
[4] 

1120 - 1115 Asymmetric in-
phase ring 
stretching, C–C et 
C–O stretching 

   
[11] 

1056 - 1050 C–O valence 
vibration, mainly 
from C3–O3H / 
C=O stretching 
vibration  

C=O stretching 
vibration  

  
[6, 11] 

1040 - 1030  C–O valence 
vibration, mainly 
from C3–O3H 

 
aromatic C-H in-
plane deformation, 
G > S; plus C-O 
deformation, in 
primary alcohols; 
plus C=O stretch 
(unconjugated) 

 
[4, 11] 

996 - 985 C–O valence 
vibration 

   
[11] 

925 - 915 
  

C-H out-of-plane; 
aromatic 

 
[4] 
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Supplementary table 2 | Clustering efficiency. 

  AA(b) 

FibS Ray Ves FibG Lumen NA(c)  N(d) %GA(e)  MA(a)   

OW FibS 90 0 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 

TW FibS 88 2 0 0 0 0 90 98 

TW Ray 26 56 8 0 0 0 90 62 

TW Ves 1 23 66 0 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 
(cm-1) 

TW_FibG-
TW_FibS 

TW_FibG-
OW_FibS 

TW_FibG-
NW_FibS 

OW_FibS-
NW_FibS 

TW_FibS-
OW_FibS 

TW_FibS-
NW_FibS 

DAWN_ 
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 NA 

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 0 B 

1740 0 0 0 0 0 0 B 

1738 0 0 0 3,17E-148 0 0 B 

1736 0 0 0 1,58E-67 0 0 B 

1734 0 0 0 0,009497148 0 0 B 

1732 0 0 0 1,11E-47 0 0 B 

1730 0 0 0 0 0 0 B 

1728 0 0 0 0 0 0 B 

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 0 0 0 0 0 0 NA 

1718 0 0 0 0 0 0 NA 

1716 0 0 0 0 0 0 NA 

1714 0 0 0 0 0 0 NA 

1712 0 0 0 1,34E-62 0 0 NA 

1710 0 0 0 3,08E-50 0 0 NA 

1708 0 0 0 0,463782509 0 0 NA 

1706 1,7152E-230 0 0 3,15E-70 0 0 NA 

1704 1,57256E-09 0 0 7,82E-81 0 0 NA 

1702 1,9089E-227 0 0 2,84E-12 0 0 NA 

1700 0 1,19889E-52 0 0 0 0 NA 

1698 0 0 0 0 2,96E-213 0 NA 

1696 0 0 8,5515E-179 0 0 0 E 

1694 0 0 5,8446E-60 0 2,27E-129 0 E 

1692 0 0 0 0 0 3,35E-119 E 

1690 0 0 0 0 0 0,0000129 NA 

1688 0 0 0 0 0 5,94E-178 NA 

1686 0 0 0 2,93E-30 0 0 D 

1684 6,64587E-46 1,53043E-07 0 0 8,22E-43 0 D 

1682 2,39585E-38 5,8428E-102 0 0 1,5E-50 0 D 

1680 0 0 0 0,027493035 0 0 NA 

1678 0 0 0 0 0 0 NA 

1676 0 0 0 0 0 0 NA 

1674 0 0 0 0 0 0 NA 

1672 1,4384E-132 0 0 0 0 0 NA 

1670 1,96178E-50 0 0 2,85E-201 0 0 NA 

1668 0,000259179 0 0 2,05E-108 0 0 D 

1666 1,55223E-40 0 0 0 0 0 D 

1664 1,70731E-17 0 0 0,0000149 0 0 D 

1662 0,000231748 0 0 6,34E-153 0 0 NA 

1660 2,63279E-16 0 0 4,54E-114 0 0 NA 

1658 6,99203E-40 0 0 3,86E-87 0 0 D 

1656 1,8611E-119 0 0 1,24E-22 0 0 D 

1654 3,973E-259 3,65987E-24 0 0 5,62E-213 0 D 

1652 8,3014E-172 4,79267E-97 0 0 0 0 D 

1650 2,6809E-168 0 0 2,33E-69 0 0 D 

1648 1,3923E-178 0 0 4,1E-60 0 0 D 

1646 1,48214E-74 0 0 0 0 0 D 

1644 2,14213E-74 0 0 0 0 0 D 

1642 4,5924E-30 0 0 0 0 0 NA 

1640 6,52894E-41 0 0 0 0 0 NA 

1638 4,50373E-80 0 0 7,8E-100 0 0 NA 

1636 2,63167E-68 0 0 6,17E-22 0 0 D 

1634 1,1045E-138 0 0 1,08E-79 0 0 D 

1632 3,96952E-86 0 0 1,4E-23 0 0 D 
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1630 1,47001E-59 0 0 2,72E-86 0 0 D 

1628 2,08481E-87 0 0 1,95E-11 0 0 D 

1626 9,60891E-89 0 0 0,382121256 0 0 D 

1624 4,56285E-47 0 0 6,65E-62 0 0 NA 

1622 1,77629E-35 0 0 3,01E-135 0 0 NA 

1620 1,34025E-61 0 0 4,25E-94 0 0 NA 

1618 8,51089E-46 0 0 5,5E-150 0 0 NA 

1616 1,41232E-41 0 0 1,25E-179 0 0 NA 

1614 2,189E-152 0 0 0,00000109 0 0 D 

1612 1,9742E-211 0 0 1 0 0 D 

1610 2,8562E-265 0 0 1 0 0 D 

1608 0 0 0 1 0 0 D 

1606 0 0 0 1,38E-08 0 0 D 

1604 0 4,9907E-126 5,3299E-194 1,76E-14 0 0 D 

1602 0 5,67468E-14 6,18007E-27 0,00000356 0 0 NA 

1600 0 1,2605E-177 1,30192E-18 3,27E-24 3,18E-274 0 NA 

1598 0 0 2,0701E-181 8,87E-67 2,39E-14 8,32E-190 NA 

1596 0 0 0 1,43E-46 6,6E-24 8,07E-19 B 

1594 0 0 0 4,24E-34 4,14E-129 1,39E-08 B 

1592 0 0 0 5,54E-49 8,92E-263 1,41E-30 B 

1590 0 0 0 2,52E-59 6,97E-262 4,87E-23 B 

1588 0 0 0 5,64E-90 2,44E-145 1 NA 

1586 0 0 3,0432E-276 3E-109 2,37E-14 4,55E-85 NA 

1584 0 9,4253E-146 0,01420952 5,61E-62 2,01E-76 0 NA 

1582 2,2524E-181 6,6604E-106 0 6,78E-30 0 0 NA 

1580 6,09469E-13 0 0 4,74E-25 0 0 NA 

1578 5,13645E-30 0 0 0,00000109 0 0 NA 

1576 0 0 0 2,08E-221 0 0 NA 

1574 0 0 0 2,97E-271 0 0 NA 

1572 0 0 0 5,15E-198 0 0 NA 

1570 0 0 0 1,28E-118 0 0 NA 

1568 0 0 0 7,42E-151 0 0 NA 

1566 0 0 0 0 0 0 NA 

1564 0 0 0 0 0 0 NA 

1562 0 0 0 6,13E-201 0 0 E 

1560 0 0 0 0 0 0 D 

1558 0 0 0 0 0 0 D 

1556 0 0 0 0 0 0 E 

1554 0 0 0 0 0 0 E 

1552 0 0 0 0 0 0 E 

1550 0 0 0 0 0 0 E 

1548 0 0 0 0 0 0 E 

1546 0 0 0 0 0 0 NA 

1544 0 0 0 0 0 0 NA 

1542 0 0 0 0 0 0 NA 
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1540 0 0 0 0 0 0 E 

1538 0 0 0 3,3E-281 0 0 E 

1536 0 0 0 0 0 0 E 

1534 0 0 0 0 0 0 E 

1532 0 0 0 0 0 0 E 

1530 0 0 0 0 0 0 E 

1528 0 0 0 0 0 0 NA 

1526 0 0 0 0 0 0 NA 

1524 0 0 0 0 0 0 NA 

1522 0 0 0 0 0 0 NA 

1520 0 0 0 0 0 0 NA 

1518 0 0 0 4,28E-10 0 0 E 

1516 0 0 0 3,03E-37 0 0 E 

1514 7,3847E-229 0 0 4,31E-26 0 0 E 

1512 1,4535E-105 0 0 1,3E-154 0 0 E 

1510 2,30244E-54 2,63533E-19 0 4,26E-218 1,4E-74 0 NA 

1508 0 0 0,000536522 0 0 0 B 

1506 0 0 0 0 0 1,54E-08 B 

1504 0 0 0 0 0 0 B 

1502 0 0 0 0 2,42E-16 0 A 

1500 2,1736E-217 9,40958E-86 0 0 0,325355154 0 A 

1498 0,024466415 2,4419E-92 0 0 1,31E-75 0 NA 

1496 5,7107E-191 0 2,06617E-59 0 6,44E-271 0 NA 

1494 0 0 1,2569E-289 0 0 2,82E-37 NA 

1492 0 0 0 7,79E-224 4,43E-285 8,81E-08 NA 

1490 0 0 0 1,78E-73 0 2,19E-94 NA 

1488 0 0 0 5,93E-271 0 1,85E-204 NA 

1486 0 0 0 3,61E-225 0 5,63E-287 NA 

1484 0 0 0 0 0 0 NA 

1482 0 0 0 0 0 0 NA 

1480 0 0 0 0 0 0 NA 

1478 0 0 0 0 0 0 E 

1476 0 0 0 1,03E-40 0 0 E 

1474 0 0 0 0 0 1,87E-65 E 

1472 0 0 0 0 0 1,81E-138 NA 

1470 5,216E-191 0 0 0 1,21E-58 0 NA 

1468 1 1,52106E-91 0 0 2,31E-76 0 NA 

1466 8,8513E-145 0 0 0 0 0 NA 

1464 0 0 0 0 0 0 B 

1462 0 0 0 0 0 0 B 

1460 0 0 0 0,000367214 0 0 B 

1458 0 0 0 0 0 0 B 

1456 3,41496E-23 8,49732E-70 0 0 1,66E-22 0 A 

1454 4,35156E-14 0,107827845 0 0 0,0000899 0 A 

1452 1,91657E-47 2,07077E-13 0 0 1,78E-11 0 A 
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1450 4,7232E-186 3,5188E-260 0 0 1 0 A 

1448 0 0 9,604E-245 0 1,42E-101 4,43E-138 NA 

1446 0 0 0 0 0 0,165890504 NA 

1444 0 0 0 0 0 1,45E-70 NA 

1442 0 0 0 0 0 1,89E-186 NA 

1440 0 0 0 0 0 0 NA 

1438 0 0 0 0 0 0 NA 

1436 0 0 0 0 0 0 NA 

1434 0 0 0 0 0 0 NA 

1432 0 0 0 0 0 0 NA 

1430 0 0 0 0 0 0 NA 

1428 0 0 0 0 0 0 E 

1426 0 0 0 0 0 3,05E-136 E 

1424 2,5459E-241 0 0 4,39E-43 4,89E-44 0,00000118 D 

1422 0,022450971 6,48818E-10 3,10406E-42 3,07E-67 1 1,69E-47 D 

1420 1,92024E-32 4,7604E-270 0 1 4,97E-76 1,31E-83 NA 

1418 9,0462E-117 0 0 2,85E-49 1,29E-70 0,000000416 NA 

1416 2,4425E-119 4,8348E-169 2,2991E-191 1 1 0,311353463 NA 

1414 2,04932E-16 1,2079E-225 3,31395E-42 0 9,6E-235 0,017362853 NA 

1412 4,9609E-39 0 3,00562E-59 0 0 1 NA 

1410 6,3461E-206 0 0 0 0 6,56E-42 NA 

1408 0 0 0 0 0 3,48E-149 NA 

1406 0 0 0 0 0 2,4E-262 NA 

1404 0 0 0 0 0 0 NA 

1402 0 0 0 0 0 0 NA 

1400 0 0 0 0 0 0 NA 

1398 0 0 0 0 0 0 NA 

1396 0 0 0 0 0 0 NA 

1394 0 0 0 0 0 9,6E-215 NA 

1392 0 0 0 0 0 4,41E-122 NA 

1390 0 0 0 0 0 1,41E-58 NA 

1388 0 0 0 0 0 5,57E-21 NA 

1386 0 0 0 0 0 1 NA 

1384 0 0 6,5291E-188 0 0 3,62E-47 NA 

1382 2,5349E-304 0 0,002364207 0 1,28E-271 4,25E-282 NA 

1380 3,985E-190 0 3,6169E-296 0 2,64E-43 0 NA 

1378 2,07273E-83 0,05267974 0 0 2,28E-51 0 NA 

1376 1,77122E-28 0 0 2,78E-36 0 0 NA 

1374 1,42076E-87 0 1,5057E-126 1,71E-52 0 0 D 

1372 0 6,18436E-07 8,80626E-87 6,01E-45 9,36E-274 1,55E-114 D 

1370 0 0 0 7,69E-52 0,000250161 9,11E-88 D 

1368 0 0 0 3,34E-150 3,31E-32 1,91E-50 D 

1366 0 0 0 1,36E-19 1,36E-09 0,007754583 NA 

1364 0 0 0 3,2E-125 6,11E-10 9,54E-57 NA 

1362 0 0 0 2,18E-137 2,17E-25 7,34E-262 NA 
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1360 0 0 0 0,0000117 0 0 NA 

1358 0 0 0 0 0 0 NA 

1356 0 0 0 0 0 0 NA 

1354 0 0 0 0 0 0 NA 

1352 0 0 0 0 0 0 NA 

1350 0 0 0 0 0 0 NA 

1348 0 0 0 0 0 0 NA 

1346 0 0 0 0 0 0 NA 

1344 0 0 0 0 0 0 NA 

1342 0 0 0 0 0 0 NA 

1340 0 0 0 3,97E-275 0 0 NA 

1338 0 0 0 2,2E-246 0 0 NA 

1336 0 0 0 5,08E-144 0 0 E 

1334 0 0 0 0 0 0 E 

1332 0 0 0 0 0 0 E 

1330 0 0 0 0 0 1,46E-244 E 

1328 0 0 0 0 0 2,49E-111 E 

1326 0 0 0 0 0 9,79E-134 E 

1324 0 0 0 0 0 0 E 

1322 0 0 0 0 0 0 E 

1320 0 0 0 0 0 0 E 

1318 0 0 0 0 0 0 E 

1316 0 0 0 0 0 0 E 

1314 0 0 0 0 0 0 E 

1312 0 0 0 0 0 0 NA 

1310 0 0 0 0 0 0 NA 

1308 0 0 0 0 0 0 NA 

1306 0 0 0 0 0 0 NA 

1304 0 0 0 0 0 0 NA 

1302 0 0 0 0 0 0 NA 

1300 0 0 0 0 0 0 NA 

1298 0 0 0 0 0 0 NA 

1296 0 0 0 0 0 0 NA 

1294 0 0 0 0 0 0 NA 

1292 0 0 0 6,55E-272 0 0 NA 

1290 0 0 0 4,26E-232 0 0 NA 

1288 0 0 0 1,31E-197 0 0 NA 

1286 0 0 0 1,44E-129 0 0 NA 

1284 0 0 0 1,54E-48 0 0 NA 

1282 0 0 0 0,000000104 0 0 E 

1280 0 0 0 0,35741546 0 0 E 

1278 0 0 0 4,4E-19 3,96E-240 1,87E-261 E 

1276 0 0 0 6,37E-78 0,025765608 1,55E-85 NA 

1274 1,5511E-78 3,0965E-131 3,06757E-23 7,43E-149 0 0,548161738 NA 

1272 2,02143E-53 0 0 1,93E-169 0 2,46E-160 NA 
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1270 0 0 0 2,24E-162 0 0 NA 

1268 0 0 0 1,32E-172 0 0 NA 

1266 0 0 0 8,86E-225 0 0 NA 

1264 0 0 0 0 0 0 NA 

1262 0 0 0 0 0 0 NA 

1260 0 0 0 0 0 0 NA 

1258 0 0 0 0 0 0 NA 

1256 0 0 0 0 0 0 NA 

1254 0 0 0 0 0 0 NA 

1252 0 0 0 0 0 0 NA 

1250 0 0 0 0 0 0 NA 

1248 0 0 0 0 0 0 B 

1246 0 0 0 0 0 0 B 

1244 0 0 0 0 0 0 B 

1242 0 0 0 0 0 0 NA 

1240 0 0 0 0 0 0 NA 

1238 0 0 0 0 0 0 B 

1236 0 0 0 0 0 0 B 

1234 0 0 0 0 0 0 B 

1232 0 0 0 0 0 0 B 

1230 0 0 0 0 0 0 NA 

1228 0 0 0 0 0 0 NA 

1226 0 0 0 0 0 0 NA 

1224 0 0 0 0 0 0 NA 

1222 0 0 0 0 0 0 NA 

1220 0 0 0 0 0 0 NA 

1218 0 0 0 0 0 0 NA 

1216 0 0 0 0 0 0 NA 

1214 0 0 0 0 0 0 NA 

1212 0 0 0 0 0 0 NA 

1210 0 0 0 0 0 0 NA 

1208 0 0 0 0 0 0 B 

1206 0 0 0 0 0 0 B 

1204 0 0 0 0 0 0 B 

1202 4,72776E-85 0 0 7,86E-267 0 0 NA 

1200 1 0 0 2,04E-240 0 0 NA 

1198 8,34975E-69 0 6,08039E-20 3,54E-212 0 2,35E-96 NA 

1196 7,6768E-202 9,9935E-121 2,06785E-14 1,02E-155 0 3,52E-26 NA 

1194 5,8133E-290 1,62159E-07 5,27812E-51 1,34E-103 3,72E-274 1,19E-09 NA 

1192 0 0,005983574 1,18366E-68 9,44E-68 2,76E-170 0,0000106 NA 

1190 0 5,89789E-17 1,13877E-82 2,34E-55 4,74E-119 0,008646855 NA 

1188 0 9,33749E-41 9,2486E-100 1,45E-50 3,18E-84 0,751018925 NA 

1186 0 1,44505E-75 1,6677E-121 3,45E-43 2,09E-53 1 NA 

1184 0 1,0245E-120 4,1862E-163 7,18E-44 6,08E-32 0,001016925 NA 

1182 0 9,9571E-171 1,4833E-219 1,46E-49 1,04E-18 4,64E-11 NA 



CHAPITRE I – PROPRIÉTÉS PHYSICO-CHIMIQUES DES PAROIS À L’ÉCHELLE CELLULAIRE 

 

Clément CUELLO  79 

 

1180 0 2,7694E-235 5,2746E-279 6,61E-46 0,000000987 1,78E-19 NA 

1178 0 0 0 3,23E-45 1 1,52E-34 NA 

1176 0 0 0 7,92E-59 0,16784294 1,14E-61 NA 

1174 0 0 0 9,74E-79 0,000422113 2,35E-99 NA 

1172 0 0 0 5,94E-115 0,000000318 1,23E-165 NA 

1170 0 0 0 1,73E-177 1,81E-19 0 NA 

1168 0 0 0 8,92E-238 6,3E-76 0 NA 

1166 0 0 0 3,27E-272 3,91E-202 0 NA 

1164 0 0 0 9,87E-290 0 0 NA 

1162 0 0 0 0 0 0 E 

1160 0 0 0 0 0 0 E 

1158 0 0 0 0 0 0 E 

1156 0 0 0 0 0 0 E 

1154 0 0 0 0 0 0 NA 

1152 0 0 0 0 0 0 NA 

1150 1,8843E-207 0 0 0 2,5E-242 0 NA 

1148 1,7794E-110 0 0 0 4,16E-157 0 NA 

1146 2,40903E-22 1,0173E-167 0 0 4,02E-56 0 NA 

1144 7,55261E-17 9,07771E-21 0 0 1 0 NA 

1142 4,3683E-199 0 2,43436E-15 0 3,47E-106 1,24E-213 NA 

1140 0 0 3,7263E-271 0 0 2,95E-33 NA 

1138 0 0 0 0 0 3,56E-29 NA 

1136 0 0 0 0 0 1,56E-251 NA 

1134 0 0 0 0 0 0 NA 

1132 0 0 0 0 0 0 NA 

1130 0 0 0 0 0 0 NA 

1128 0 0 0 0 0 0 NA 

1126 0 0 0 0 0 0 NA 

1124 0 0 0 0 0 0 NA 

1122 0 0 0 0 0 0 NA 

1120 0 0 0 0 0 0 NA 

1118 0 0 0 0 0 0 NA 

1116 0 0 0 0 0 6,99E-103 NA 

1114 1,93757E-32 0 3,77E-38 0 0 1 NA 

1112 1,48797E-06 3,4417E-253 2,0484E-82 0 1,49E-286 2,54E-34 NA 

1110 9,68788E-19 5,2656E-123 1,7574E-161 0 2,32E-201 8,95E-55 NA 

1108 1,97395E-09 6,6554E-129 7,9296E-122 0 6,16E-176 1,06E-47 C 

1106 0,009548298 6,3409E-143 7,24032E-89 0 8,32E-156 9,56E-45 C 

1104 1 1,7612E-181 1,09367E-55 0 9,36E-157 4,44E-39 C 

1102 2,93338E-13 0 0,511922293 0 9,5E-215 4,11E-15 C 

1100 1,5433E-109 0 2,4248E-127 0 0 1 NA 

1098 0 0 0 0 0 1,24E-31 NA 

1096 0 0 0 0 0 5,43E-147 NA 

1094 0 0 0 0 0 0 NA 

1092 0 0 0 0 0 0 NA 
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1090 0 0 0 0 0 0 NA 

1088 0 0 0 0 0 0 NA 

1086 0 0 0 0 0 0 NA 

1084 0 0 0 0 0 0 NA 

1082 0 0 0 0 0 0 NA 

1080 0 0 0 0 0 0 NA 

1078 0 0 0 0 0 0 NA 

1076 0 0 0 0 0 0 NA 

1074 0 0 0 0 0 0 NA 

1072 0 0 0 0 0 0 NA 

1070 0 0 0 0 0 1,12E-277 NA 

1068 0 0 0 0 0 6,33E-65 NA 

1066 1,5951E-182 0 2,8816E-109 7,5E-273 4,89E-118 7,83E-24 NA 

1064 9,69808E-15 1,17539E-90 0 5,39E-211 6,53E-33 0 NA 

1062 0 0 0 6,74E-141 0 0 NA 

1060 0 0 0 1,78E-85 0 0 NA 

1058 0 0 0 3,33E-53 0 0 NA 

1056 0 0 0 6,55E-27 0 0 E 

1054 0 0 0 1,86E-08 0 0 E 

1052 0 0 0 0,018334078 0 0 E 

1050 0 0 0 1 0 0 E 

1048 0,70671842 4,8608E-272 1,1971E-181 0,294716937 3,83E-239 2,03E-168 NA 

1046 0 0 0 0,00052141 0,881434558 0,48320429 NA 

1044 0 0 0 1,59E-09 3,27E-123 2,18E-105 NA 

1042 0 0 0 4,16E-20 2,55E-170 4,69E-178 NA 

1040 0 0 0 1,5E-27 7,55E-29 3,81E-64 NA 

1038 0 4,1889E-133 1,0265E-199 2,36E-38 8,76E-155 1,08E-21 NA 

1036 0,169099726 0 0 9,12E-68 0 0 E 

1034 0 0 0 1,55E-103 0 0 E 

1032 0 0 0 4,11E-119 0 0 E 

1030 0 0 0 2,06E-130 0 0 E 

1028 0 0 0 4,39E-168 0 0 NA 

1026 0 0 0 2,4E-201 0 0 NA 

1024 0 0 0 4,69E-203 0 0 NA 

1022 8,6836E-237 0 0 3,01E-193 0 0 NA 

1020 5,9156E-216 0 0 2,59E-200 0 0 NA 

1018 9,0425E-261 0 0 3,04E-237 0 0 NA 

1016 0 0 0 4,66E-295 0 0 NA 

1014 0 0 0 0 0 0 NA 

1012 0 0 0 0 0 0 NA 

1010 0 0 0 0 0 0 NA 

1008 0 0 0 0 0 0 NA 

1006 0 0 0 0 0 0 NA 

1004 0 0 0 0 0 0 NA 

1002 0 0 0 0 0 0 NA 
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1000 0 0 0 0 0 0 NA 

998 0 0 0 0 0 0 NA 

996 0 0 0 0 0 0 NA 

994 0 0 0 0 0 2,28E-298 NA 

992 0 0 0 0 0 7,08E-163 NA 

990 0 0 0 0 0 6,55E-85 NA 

988 0 0 0 0 0 5,41E-52 NA 

986 0 0 0 0 0 6,41E-65 NA 

984 0 0 0 0 0 8,07E-49 NA 

982 0 0 0 0 0 1 NA 

980 5,38959E-98 0 1 0 0 3,1E-99 NA 

978 0,728302213 1,13345E-95 0 0 1,12E-93 0 NA 

976 9,44838E-89 3,54135E-69 0 0 0,13728411 0 NA 

974 2,6397E-224 0 0 0 3,95E-33 0 NA 

972 0 0 0 0 3,38E-112 0 NA 

970 0 0 0 0 1,32E-206 0 NA 

968 0 0 0 0 0 0 NA 

966 0 0 0 0 0 0 NA 

964 0 0 0 0 0 0 NA 

962 0 0 0 0 0 0 NA 

960 1,4124E-266 0 0 2,05E-281 0 0 NA 

958 5,7311E-208 0 0 1,75E-217 0 0 NA 

956 8,0291E-165 0 0 1,92E-164 0 0 NA 

954 7,097E-119 0 0 3,35E-136 0 0 NA 

952 1,14941E-63 0 0 4,16E-112 0 0 NA 

950 6,43041E-18 0 0 4,71E-88 0 0 NA 

948 1 0 0 2,44E-66 0 0 NA 

946 5,94038E-10 0 0 6,65E-48 0 0 NA 

944 7,74423E-38 4,2056E-224 0 2,15E-41 6,37E-295 0 NA 

942 1,28769E-78 6,9341E-137 5,5317E-300 1,34E-39 4,11E-250 0 NA 

940 7,801E-121 2,19449E-94 1,1962E-216 4,05E-34 6,69E-233 0 NA 

938 3,1513E-154 2,83724E-80 4,0507E-166 4,91E-26 6,67E-238 0 NA 

936 1,5715E-150 2,1103E-100 6,4784E-147 2,32E-15 8,18E-265 0 NA 

934 6,4824E-113 1,3912E-155 3,4353E-154 0,00000432 5,89E-304 3,62E-299 NA 

932 1,54864E-89 1,9286E-184 2,9924E-168 0,000192197 0 2,18E-291 NA 

930 6,03083E-73 4,2194E-212 1,5523E-189 0,000401437 0 1,1E-288 NA 

928 1,09477E-49 6,4966E-272 5,173E-203 0,399285954 0 3,55E-271 NA 

926 2,20104E-26 0 1,0764E-217 1 0 5,28E-251 NA 

924 0,001039253 0 1,0841E-261 0,674608424 0 3,42E-234 NA 

922 1 0 6,2008E-272 1 1,48E-305 1,74E-215 NA 

920 0,004010121 1,5327E-216 3,2779E-216 6,25E-08 3,5E-187 2,43E-191 NA 

918 6,16539E-08 1,2465E-114 1,1323E-113 0,000014 5,41E-118 2,63E-119 NA 

916 2,64184E-18 3,16727E-43 5,64402E-15 1 7,33E-67 1,86E-34 NA 

914 1,52298E-53 1 1,28168E-10 0,34081931 1,69E-18 0,015888946 D 

912 3,9038E-117 4,3979E-74 1,49166E-83 1 0,24912274 0,0000107 D 
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910 4,5943E-211 0 1,4986E-233 0,138801851 5,75E-46 7,69E-32 D 

908 4,6983E-284 0 0 0,0000105 1,22E-118 1,53E-62 NA 

906 2,5235E-279 0 0 4,22E-12 6,39E-163 4,18E-78 NA 

904 1,3425E-220 0 0 2,27E-42 2,39E-199 8,72E-54 NA 

902 5,9112E-140 0 5,8626E-144 5,88E-122 2,06E-211 0,0000006 NA 

900 3,57127E-76 0 1,82561E-40 7,06E-144 3,66E-157 0,66302592 D 

898 1,02934E-26 1,7625E-204 4,32808E-19 3,71E-94 1,38E-103 1 D 

896 2,22997E-10 2,0846E-175 1,44825E-70 5,83E-38 4,72E-109 2,84E-30 D 

894 1,45557E-32 0 0 2,29E-12 1,5E-175 5,6E-145 D 

892 7,87149E-76 0 0 0,0013397 4,36E-271 2,33E-307 NA 

890 8,00567E-90 0 0 0,050212538 0 0 NA 

888 7,94821E-92 0 0 0,358657307 0 0 NA 

886 1,76625E-78 0 0 1,16E-09 6,48E-280 0 NA 

884 3,68028E-54 0 0 1,11E-45 7,85E-149 0 NA 

882 1,74929E-27 3,561E-236 0 5,65E-46 5,82E-103 0 NA 

880 9,05983E-08 4,5387E-140 0 3,99E-41 2,05E-77 2,54E-302 NA 

878 1 1,16293E-22 0 1,13E-95 2,59E-24 0 NA 

876 8,67054E-22 5,58129E-21 2,0977E-231 4,02E-200 0,541657203 2,25E-307 NA 

874 4,78347E-57 3,7599E-104 8,597E-117 5,85E-276 1,23E-17 4,83E-266 NA 

872 1,23618E-86 4,5025E-171 1,76028E-94 0 1,25E-33 1,95E-282 NA 

870 1,3563E-111 9,9774E-200 9,2357E-119 0 1,28E-40 0 NA 

868 1,66209E-95 3,968E-145 4,0909E-226 0 2,64E-28 0 NA 

866 3,20159E-66 1,38958E-71 0 0 5,99E-09 0 NA 

864 1,61751E-41 3,02051E-12 0 0 0,049744512 0 NA 

862 2,23168E-18 2,13384E-10 0 0 1,13E-35 0 NA 

860 7,79543E-09 1,72721E-55 0 7,17E-274 3,7E-82 0 NA 

858 3,01702E-06 1,6978E-104 0 1,03E-232 3,3E-129 0 NA 

856 5,61147E-08 8,5171E-126 0 1,43E-231 1,59E-154 0 NA 

854 8,25026E-23 5,5119E-70 0 2,67E-286 5,48E-114 0 D 

852 1,57187E-46 4,61099E-34 0 0 1,22E-87 0 D 

850 2,7025E-64 2,46356E-25 0 0 6,55E-90 0 D 

TW_FibG: fibres' G-layer of tension wood, TW_FibS: fibres' S-layer of tension wood, OW_FibS: fibres' S-layer of opposite 
wood, NW_FibS: fibres' S-layer of normal wood. 
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Supplementary table 4 | P-value resulting from pairwise Wilcoxon test between vessels of 

tension wood, opposite wood et normal wood. 

Wavenumber (cm-1) OW_Ves-NW_Ves TW_Ves-OW_Ves TW_Ves-NW_Ves DAWN_cluster 

1800 8,9323E-176 5,2198E-126 9,44653E-08 NA 

1798 2,63855E-88 1,4523E-117 1,63399E-22 NA 

1796 3,79904E-06 2,46966E-95 1,03264E-54 NA 

1794 1,08156E-11 5,13604E-74 3,57411E-79 NA 

1792 1,10815E-29 1,24403E-58 1,53868E-85 NA 

1790 0,241586541 6,61771E-79 3,72805E-47 C 

1788 1,36531E-16 1,14747E-93 1,13413E-35 C 

1786 8,78188E-05 6,11839E-91 3,72259E-47 C 

1784 0,000361434 1,44508E-91 1,75969E-45 NA 

1782 1,89121E-23 4,0208E-107 1,36839E-31 C 

1780 1,86813E-30 6,4335E-115 5,61111E-31 C 

1778 1,65931E-14 2,4252E-113 1,04614E-41 C 

1776 3,28918E-07 9,7558E-115 2,71478E-49 C 

1774 1 1,4828E-109 3,41989E-71 C 

1772 8,14309E-49 4,79397E-81 5,591E-136 NA 

1770 6,94917E-15 1,93686E-90 9,51148E-97 C 

1768 0,002643634 6,7223E-102 4,31559E-78 NA 

1766 6,15426E-11 1,1783E-105 1,0434E-104 NA 

1764 3,23545E-16 1,9009E-107 5,8214E-120 NA 

1762 1,10779E-44 5,8021E-91 1,8002E-139 NA 

1760 6,33329E-67 8,95599E-83 5,6546E-158 NA 

1758 2,30383E-66 1,72624E-89 3,7098E-173 NA 

1756 3,66249E-91 1,92733E-86 2,5695E-193 NA 

1754 1,7318E-101 1,18193E-82 1,2331E-200 NA 

1752 3,19123E-92 1,56513E-82 5,6864E-202 NA 

1750 8,6742E-171 5,70727E-61 3,2242E-232 NA 

1748 0 3,30944E-43 5,4808E-268 NA 

1746 4,5625E-282 1,29908E-50 5,9687E-264 NA 

1744 1,5799E-169 9,26131E-68 7,8913E-237 F 

1742 1,55033E-85 6,33244E-83 3,4101E-210 F 

1740 6,2464E-170 2,96288E-67 8,7712E-240 F 

1738 1,5721E-303 3,21005E-47 1,0042E-272 F 

1736 0 8,12521E-39 1,3554E-292 F 

1734 0 2,13531E-19 0 NA 

1732 0 1,26949E-27 4,9549E-279 F 

1730 3,26511E-65 2,70551E-76 1,0375E-184 F 

1728 8,22816E-23 5,687E-101 4,4987E-166 F 

1726 9,68113E-67 1,1494E-107 1,4651E-206 F 

1724 3,7852E-124 6,5985E-112 2,8716E-245 NA 

1722 3,815E-137 1,5427E-114 6,9216E-250 F 

1720 1,5356E-07 2,1946E-158 3,5213E-174 F 

1718 2,75058E-08 6,776E-174 2,6954E-114 F 
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1716 0 7,77332E-12 0 F 

1714 0 3,00233E-26 1,4505E-285 F 

1712 2,1689E-187 4,8063E-104 5,8617E-228 F 

1710 2,9231E-119 1,2458E-135 3,2625E-208 F 

1708 4,70079E-49 1,4906E-149 3,0998E-145 NA 

1706 2,33768E-18 2,9558E-134 9,32826E-80 NA 

1704 3,375E-27 1,15048E-69 1,76601E-58 NA 

1702 4,1968E-84 1,60672E-34 3,71148E-83 NA 

1700 0 0,001018947 3,0885E-225 NA 

1698 0 8,27493E-47 0 NA 

1696 0 1,33539E-07 0 F 

1694 1,576E-130 9,97786E-43 2,5855E-136 E 

1692 1,5238E-214 1,57283E-07 3,4838E-128 E 

1690 3,5867E-226 0,004359669 4,9047E-117 NA 

1688 7,7687E-218 0,052498981 7,32464E-80 E 

1686 7,5186E-191 4,83973E-60 4,68713E-07 A 

1684 0 6,77951E-79 3,3225E-248 A 

1682 0 3,05987E-35 0 A 

1680 3,4705E-299 6,95191E-35 8,6648E-269 NA 

1678 1,1842E-16 9,83793E-75 1,1996E-145 B 

1676 1,1131E-95 3,1031E-146 1,74456E-35 NA 

1674 4,3075E-198 1,2085E-212 1,12012E-16 NA 

1672 1,64063E-12 3,8261E-187 3,68078E-53 NA 

1670 1 2,9325E-166 1,80642E-51 NA 

1668 2,33025E-98 3,69664E-63 7,7928E-113 B 

1666 2,9734E-230 3,85546E-14 1,1911E-148 B 

1664 4,19892E-61 2,23314E-44 3,341E-72 B 

1662 0,000127874 1,3058E-121 1,81185E-28 NA 

1660 3,97455E-07 4,2122E-124 1,5052E-32 NA 

1658 8,30448E-15 4,2851E-107 3,67209E-41 B 

1656 2,31569E-97 1,29991E-32 1,91767E-87 B 

1654 0 2,75302E-08 1,2506E-232 D 

1652 0 0,001476822 4,9094E-223 D 

1650 4,3861E-220 2,14529E-14 1,832E-142 B 

1648 2,99215E-59 4,33976E-40 2,20615E-70 B 

1646 1,33768E-07 5,8043E-77 7,07704E-30 B 

1644 3,56164E-12 2,75908E-68 7,46512E-35 B 

1642 0,001418355 4,1216E-109 5,99564E-26 B 

1640 1,73031E-06 5,0988E-112 2,97562E-31 B 

1638 1,41666E-29 1,1597E-86 2,36342E-58 B 

1636 7,68385E-55 3,18218E-69 2,14629E-79 B 

1634 1,7659E-227 8,32248E-13 3,5524E-149 B 

1632 1,20562E-80 5,66259E-61 7,8487E-100 B 

1630 2,38113E-45 2,11024E-86 9,22178E-80 B 

1628 1,70254E-87 3,18967E-73 6,4833E-113 B 
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1626 8,02553E-92 3,55123E-87 6,9021E-128 B 

1624 3,83337E-32 6,5689E-128 1,32257E-85 NA 

1622 4,68492E-14 2,1628E-153 6,02943E-62 B 

1620 4,86253E-26 6,8048E-140 8,3912E-84 B 

1618 7,56739E-28 2,4774E-107 1,02366E-72 B 

1616 2,84794E-22 1,0247E-105 8,52674E-62 B 

1614 5,81684E-86 3,15619E-91 4,5013E-134 B 

1612 6,89295E-73 1,363E-114 4,964E-138 B 

1610 2,23562E-51 9,0475E-122 2,8476E-121 B 

1608 4,38724E-37 1,5822E-126 7,7718E-106 B 

1606 2,01454E-55 7,1625E-113 4,2833E-126 B 

1604 2,11511E-65 8,9071E-109 7,6443E-140 B 

1602 8,43082E-64 1,8578E-104 2,2765E-138 B 

1600 1,5623E-123 1,19597E-75 4,2584E-169 NA 

1598 1,65E-207 2,14444E-48 1,575E-200 A 

1596 2,6216E-202 4,66634E-39 4,7096E-193 A 

1594 5,8922E-196 1,73978E-29 1,5499E-180 A 

1592 7,1364E-228 7,42889E-19 2,0138E-184 A 

1590 1,5287E-247 9,08697E-16 2,2895E-190 A 

1588 5,8323E-281 4,02772E-17 4,5572E-212 NA 

1586 1,2614E-303 3,92849E-23 1,68E-235 NA 

1584 1,796E-268 2,28541E-36 6,6656E-238 NA 

1582 2,6005E-233 2,63537E-50 6,5048E-245 NA 

1580 3,2113E-250 3,10608E-55 3,1848E-268 NA 

1578 1,1112E-296 9,89311E-40 2,0657E-270 NA 

1576 8,77307E-81 3,06883E-58 1,6653E-181 A 

1574 1,98148E-76 2,72178E-71 1,9291E-207 NA 

1572 9,27506E-95 4,43469E-79 1,8289E-231 A 

1570 2,4732E-151 4,59546E-63 1,6951E-245 A 

1568 1,2398E-145 5,60223E-61 1,7881E-244 A 

1566 3,59609E-69 6,22023E-75 1,2877E-218 NA 

1564 3,02514E-14 2,86362E-91 9,07E-187 NA 

1562 1,5332E-138 2,17227E-58 2,0496E-247 A 

1560 0 1 0 A 

1558 0 1 0 A 

1556 0,71558174 1,6673E-120 1,4153E-167 A 

1554 0 2,8541E-165 2,77015E-08 B 

1552 4,7719E-192 1,5958E-135 2,64821E-44 B 

1550 0,226620309 1,02286E-97 2,4985E-128 A 

1548 0,093782814 3,9853E-100 1,1013E-129 A 

1546 2,73575E-69 4,3187E-131 3,72795E-90 NA 

1544 0 1,179E-170 1,76004E-14 NA 

1542 0 6,1297E-169 1,38261E-57 NA 

1540 0 1,6746E-141 1,74453E-47 B 

1538 3,2536E-178 6,86416E-18 1,1658E-160 A 
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1536 0,036246804 1,17185E-78 2,74433E-92 A 

1534 2,63767E-78 5,4738E-120 9,78102E-68 A 

1532 1 5,18017E-96 1,719E-127 A 

1530 0,63233683 4,87624E-82 1,6909E-112 A 

1528 1,9734E-31 8,57171E-94 8,95436E-64 A 

1526 0 4,8862E-141 9,3082E-07 NA 

1524 0 9,2906E-160 4,55561E-19 NA 

1522 0 9,0756E-152 6,20087E-67 NA 

1520 0 3,6387E-137 1 NA 

1518 3,52465E-15 5,19216E-63 1,1243E-121 A 

1516 5,87251E-10 3,07737E-55 2,0767E-109 A 

1514 4,4118E-197 4,43866E-98 3,5454E-07 B 

1512 0 2,0446E-122 1,13928E-14 B 

1510 3,567E-107 4,75615E-72 1,9357E-13 B 

1508 2,4076E-105 1,60495E-07 2,54081E-95 A 

1506 0 3,22045E-38 2,2793E-183 A 

1504 1,5918E-194 0,000792045 1,94226E-51 A 

1502 0 7,28252E-78 2,2247E-120 NA 

1500 0 1,98045E-89 5,741E-146 NA 

1498 0 7,95875E-97 5,5689E-149 NA 

1496 0 6,03133E-85 1,2932E-113 NA 

1494 0 1,45251E-60 4,12332E-17 B 

1492 5,67452E-43 5,64739E-40 3,45115E-05 A 

1490 0,003528792 5,74602E-39 1,15187E-20 A 

1488 2,96772E-24 2,24676E-44 6,24067E-11 A 

1486 0,955783248 2,81752E-20 5,45872E-19 A 

1484 1,88246E-77 3,3878E-104 1,0881E-38 A 

1482 1,7136E-148 1,8371E-167 4,3214E-154 NA 

1480 6,9544E-146 3,0835E-166 1,4273E-156 NA 

1478 1,78902E-23 3,6419E-96 1,96979E-76 A 

1476 2,60127E-58 4,74581E-15 2,75769E-64 A 

1474 2,9023E-174 1,22281E-53 0,770241369 A 

1472 0 3,30938E-73 2,83502E-95 NA 

1470 0 2,94813E-41 1,58936E-21 B 

1468 0 3,41496E-32 4,01258E-48 NA 

1466 0 2,10114E-27 4,834E-100 NA 

1464 0 3,52908E-29 1,5884E-126 B 

1462 0 5,4695E-20 3,38909E-53 B 

1460 0,495678928 0,329921831 0,001088782 A 

1458 8,3945E-257 2,97741E-22 8,95137E-19 B 

1456 0 5,65728E-81 3,4293E-217 B 

1454 0 5,69608E-53 2,2769E-104 B 

1452 0 7,31314E-27 1,76922E-65 B 

1450 2,5175E-219 1,52667E-19 3,53051E-21 B 

1448 9,6559E-105 1,4633E-21 0,018332612 A 
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1446 1,85156E-91 3,18812E-28 1 A 

1444 9,3858E-123 1,47232E-34 0,992217303 A 

1442 2,1156E-156 3,4905E-38 0,118596255 NA 

1440 3,984E-232 2,21574E-47 0,000273028 NA 

1438 0 1,13298E-81 2,37292E-16 NA 

1436 0 9,0277E-129 1,38389E-52 NA 

1434 0 8,8942E-124 1,50481E-38 NA 

1432 0 2,34768E-77 7,18929E-08 NA 

1430 2,51119E-96 3,15103E-39 0,000227645 A 

1428 6,2559E-12 3,47646E-23 2,98698E-17 NA 

1426 0,002473704 7,14764E-12 1,82961E-24 A 

1424 1,18439E-30 3,00029E-07 9,11713E-36 A 

1422 0,043430231 1,3086E-19 6,59881E-20 A 

1420 1 5,72704E-32 3,77904E-41 A 

1418 6,66074E-19 2,4693E-43 3,02182E-76 NA 

1416 1,12416E-15 5,45138E-36 1,42078E-58 NA 

1414 3,27263E-35 4,58365E-38 4,07668E-06 NA 

1412 4,9636E-141 8,03442E-42 0,017060555 NA 

1410 6,4497E-140 8,03758E-42 0,00522093 NA 

1408 5,21801E-53 6,58968E-34 0,953166818 NA 

1406 8,89152E-07 5,88085E-24 8,54104E-06 NA 

1404 9,96034E-10 1,2182E-25 0,000316504 NA 

1402 6,75575E-36 8,2009E-39 0,180770044 NA 

1400 1,21241E-47 2,79477E-62 0,015547974 NA 

1398 1,8849E-68 3,0761E-91 0,003537941 NA 

1396 3,1912E-104 7,2994E-100 0,631846178 NA 

1394 6,5928E-122 1,32933E-87 0,817009079 NA 

1392 6,3215E-157 7,59672E-73 1,00309E-05 NA 

1390 2,0342E-212 3,05812E-68 9,20771E-15 NA 

1388 2,598E-249 1,41077E-77 8,22668E-17 NA 

1386 2,8522E-255 9,10553E-74 1,46565E-16 NA 

1384 1,861E-180 1,84095E-41 9,03617E-15 NA 

1382 9,6211E-178 3,53143E-23 1,44535E-25 NA 

1380 9,6998E-225 6,09534E-23 4,82415E-40 NA 

1378 1,1358E-167 1,48502E-17 4,8623E-30 A 

1376 8,53329E-22 0,022581244 9,74624E-06 NA 

1374 6,33309E-10 0,165970023 0,236483884 A 

1372 1,73609E-24 1 9,36794E-07 A 

1370 1,73752E-15 0,000251722 0,59630235 A 

1368 1,29706E-38 2,26299E-07 0,026940304 A 

1366 0,90368502 0,000227292 4,1852E-05 A 

1364 5,6353E-117 1 1,33312E-36 A 

1362 4,7441E-168 0,439159094 9,90316E-50 A 

1360 2,49868E-81 0,437403582 4,18305E-34 A 

1358 0,083450531 3,60385E-09 0,000363115 NA 
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1356 1,45978E-33 1,39656E-15 1 NA 

1354 2,20458E-29 2,30606E-15 1 NA 

1352 4,99972E-18 1,01774E-11 1 NA 

1350 6,37516E-26 1,80871E-09 0,160591658 NA 

1348 2,08476E-25 1,52218E-07 0,046944296 NA 

1346 2,58331E-09 9,05195E-06 1 A 

1344 0,257786067 0,001023098 0,478349879 A 

1342 0,000123516 0,070748548 0,000661402 A 

1340 0,004845359 1,48539E-05 3,6841E-06 NA 

1338 9,69194E-15 1,22811E-05 3,37494E-15 NA 

1336 1,58443E-73 0,744572009 3,2441E-22 A 

1334 5,43692E-40 0,001649489 1,05299E-05 A 

1332 4,98922E-21 0,000134085 0,320841102 A 

1330 5,7678E-19 6,25603E-05 0,795327178 A 

1328 1,92644E-19 0,000715004 0,250245473 A 

1326 3,07166E-21 0,000436326 0,181844225 A 

1324 9,16344E-29 6,70049E-07 0,360966891 A 

1322 5,2415E-26 4,70531E-05 0,101332728 A 

1320 1 1 1 A 

1318 8,28404E-14 0,000922192 1 NA 

1316 4,16158E-05 0,00112121 0,998280918 NA 

1314 7,4297E-06 1,97653E-05 0,27091882 NA 

1312 1,38757E-05 1,75668E-06 0,070078143 NA 

1310 0,362143831 0,000107896 0,006090087 NA 

1308 0,400993199 1,51121E-05 0,002047571 NA 

1306 1 2,20421E-05 0,000616636 NA 

1304 1 0,005616304 0,040731815 NA 

1302 0,133242104 0,028788286 1 NA 

1300 0,000484689 0,168332736 0,79891303 NA 

1298 4,2762E-09 1 0,000882352 NA 

1296 1,24081E-15 1 3,22695E-07 NA 

1294 1,02711E-16 1 5,92954E-10 NA 

1292 2,18483E-15 0,316917155 8,50575E-13 NA 

1290 4,20914E-22 0,343403891 1,17159E-16 NA 

1288 6,82592E-37 0,092368155 5,72836E-27 NA 

1286 1,02661E-39 3,31433E-05 5,46828E-40 NA 

1284 9,73011E-39 9,49262E-08 3,89557E-47 NA 

1282 1,44478E-50 1,87124E-07 1,09805E-57 NA 

1280 1,93831E-71 1,28295E-09 6,66209E-85 NA 

1278 4,08405E-91 4,20228E-14 1,0517E-117 NA 

1276 9,7316E-109 1,24609E-17 3,0933E-142 NA 

1274 5,3465E-145 1,33283E-17 1,1998E-173 NA 

1272 3,2433E-201 1,26606E-13 4,4214E-213 NA 

1270 1,5259E-218 2,11821E-14 7,6524E-232 NA 

1268 6,7638E-189 1,54599E-21 2,5785E-229 NA 
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1266 4,0982E-160 9,89317E-28 1,0654E-219 NA 

1264 4,0352E-138 7,85078E-30 6,745E-204 NA 

1262 2,1105E-123 3,52938E-30 3,431E-190 NA 

1260 5,221E-110 4,91027E-36 6,7371E-185 NA 

1258 1,51556E-79 8,12862E-50 9,9587E-179 NA 

1256 2,15957E-54 2,11842E-61 3,1583E-174 NA 

1254 1,67867E-44 2,25081E-70 1,4519E-179 NA 

1252 1,48981E-33 6,86072E-82 8,3617E-183 NA 

1250 5,95759E-18 4,21266E-92 6,7774E-172 NA 

1248 1,76373E-07 2,5394E-103 1,1425E-164 NA 

1246 0,000558307 1,128E-119 1,9271E-174 NA 

1244 0,024695456 1,1442E-130 3,707E-181 NA 

1242 1 6,0402E-138 1,8812E-178 NA 

1240 0,107006773 4,8245E-144 8,0826E-171 NA 

1238 2,65606E-07 4,8496E-148 3,6112E-159 NA 

1236 1,8469E-16 2,9002E-160 3,081E-158 F 

1234 4,20319E-22 2,1362E-168 2,6924E-161 F 

1232 6,69156E-19 2,7725E-160 7,7281E-157 F 

1230 5,17578E-11 1,8775E-151 2,984E-159 NA 

1228 8,86262E-05 3,624E-148 3,5029E-170 NA 

1226 0,083828891 2,9228E-144 2,1339E-179 NA 

1224 1 6,3727E-140 2,799E-188 NA 

1222 0,311043379 5,4925E-140 8,4952E-202 NA 

1220 0,000153554 2,8808E-138 1,6818E-212 NA 

1218 4,82997E-12 2,3451E-131 8,6863E-221 NA 

1216 3,36707E-19 5,8303E-127 6,3108E-226 NA 

1214 7,65464E-23 7,0278E-125 3,9995E-224 NA 

1212 2,67036E-28 5,2293E-119 3,3228E-214 NA 

1210 1,63449E-29 3,9304E-113 6,7675E-193 NA 

1208 7,74389E-24 3,7761E-113 1,6951E-170 NA 

1206 1,24274E-17 1,4657E-116 7,7427E-154 NA 

1204 3,24876E-11 5,7193E-116 5,6471E-133 NA 

1202 0,000249603 1,8731E-111 1,2079E-100 NA 

1200 0,469710778 8,4673E-99 1,03187E-60 NA 

1198 0,380772004 9,6356E-79 1,07837E-35 NA 

1196 0,061077804 7,1884E-68 4,04911E-27 NA 

1194 0,063287562 3,73223E-70 1,99358E-24 NA 

1192 0,045667057 3,30785E-78 2,16805E-26 NA 

1190 0,005639031 2,37977E-82 7,12082E-29 NA 

1188 0,000526892 9,93935E-82 2,42253E-29 NA 

1186 0,000232988 1,15542E-81 1,14364E-29 NA 

1184 0,004432923 2,52318E-82 1,29934E-28 NA 

1182 0,486322977 1,23306E-85 9,80179E-28 NA 

1180 1 1,52175E-93 1,24876E-30 NA 

1178 1 3,2376E-99 5,71763E-33 NA 
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1176 0,173194373 1,4376E-103 3,34484E-32 NA 

1174 1,47459E-05 3,697E-115 1,01607E-32 NA 

1172 4,86588E-21 4,4697E-131 4,65648E-32 NA 

1170 1,71935E-59 8,3229E-138 5,89085E-26 NA 

1168 9,182E-114 2,2692E-123 1,10377E-13 NA 

1166 1,7187E-147 9,78668E-97 0,000207023 NA 

1164 6,8176E-148 4,43777E-74 0,237926396 NA 

1162 1,1707E-138 5,30052E-56 1 NA 

1160 8,0523E-133 1,4611E-41 0,231221795 D 

1158 1,7596E-123 1,14039E-32 0,017240299 D 

1156 8,9785E-108 2,11977E-28 0,030318907 D 

1154 2,83114E-78 1,23287E-26 1 NA 

1152 4,2286E-34 5,08369E-27 0,007224011 NA 

1150 3,19637E-06 1,40863E-31 2,13903E-16 NA 

1148 0,600680505 3,32014E-34 4,54624E-36 NA 

1146 5,58715E-08 2,6944E-32 7,35282E-51 NA 

1144 7,10428E-12 4,51091E-33 2,09763E-59 NA 

1142 6,34697E-08 5,01295E-35 3,19126E-58 NA 

1140 0,011586925 3,22584E-43 3,07698E-59 NA 

1138 1 1,58484E-63 1,35066E-74 NA 

1136 0,090458195 7,60159E-80 2,10379E-77 NA 

1134 4,60137E-15 5,44025E-87 1,80049E-59 NA 

1132 1,29685E-45 7,83803E-98 4,17792E-45 NA 

1130 2,34161E-87 1,0253E-110 1,42539E-35 NA 

1128 1,2918E-137 7,1852E-117 1,08865E-23 NA 

1126 4,3846E-187 5,5757E-112 6,16381E-11 NA 

1124 1,9896E-214 8,0792E-100 0,000418181 NA 

1122 2,4881E-218 8,64424E-93 0,014801783 NA 

1120 6,9248E-230 8,05E-89 0,274552351 NA 

1118 5,8311E-249 3,41016E-86 1 NA 

1116 3,9418E-239 2,94171E-85 1 NA 

1114 4,1701E-213 6,86205E-72 1 NA 

1112 3,6168E-200 2,15111E-57 0,431293306 D 

1110 9,0833E-189 6,2549E-54 0,382640358 NA 

1108 8,8511E-166 1,45314E-52 1 D 

1106 8,6703E-141 2,99392E-48 1 D 

1104 8,7534E-116 7,18618E-43 1 D 

1102 8,76378E-95 1,53659E-42 0,045907965 D 

1100 1,05859E-91 5,71654E-41 0,028191868 NA 

1098 2,72156E-96 7,94819E-33 1 NA 

1096 9,8274E-87 1,33722E-27 1 NA 

1094 1,00458E-79 4,5445E-27 1 NA 

1092 7,7759E-74 3,55059E-30 0,129844591 NA 

1090 1,29104E-60 5,25124E-38 9,07631E-06 NA 

1088 1,58142E-45 2,48219E-43 9,53288E-12 NA 
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1086 8,13814E-44 1,18805E-40 6,78695E-11 NA 

1084 3,21478E-58 8,20428E-44 5,77422E-09 NA 

1082 2,2315E-62 9,06399E-54 3,43631E-13 NA 

1080 2,95198E-56 1,64503E-53 4,06492E-15 NA 

1078 4,50151E-62 6,72797E-44 2,87466E-08 NA 

1076 5,72745E-76 9,76403E-36 0,008949028 NA 

1074 4,57151E-88 5,57713E-30 1 NA 

1072 1,9151E-99 9,93348E-24 0,243733039 NA 

1070 5,6028E-105 7,02968E-19 0,000559174 NA 

1068 4,233E-104 2,40322E-17 1,22683E-05 NA 

1066 8,1266E-102 2,63038E-14 5,10892E-08 NA 

1064 2,69255E-93 4,89229E-08 1,55985E-12 NA 

1062 8,73971E-77 0,00239682 8,88935E-16 NA 

1060 2,58516E-59 0,631364724 1,48195E-17 NA 

1058 2,8331E-41 1 1,46635E-17 NA 

1056 1,09663E-21 0,128944917 5,29693E-13 NA 

1054 1,7609E-07 0,012699106 4,11466E-08 NA 

1052 0,024450728 0,00022087 1,76775E-06 NA 

1050 0,529238745 1,72502E-05 1,22091E-05 NA 

1048 1 9,55104E-05 0,002255472 NA 

1046 0,073452904 0,000278139 0,139153414 NA 

1044 5,54409E-05 0,001201472 1 NA 

1042 1,79545E-08 0,019360823 0,797010713 NA 

1040 2,51089E-10 0,002820996 0,846272328 F 

1038 6,48613E-12 1,22078E-06 1 F 

1036 8,46168E-14 8,51371E-11 0,85866506 F 

1034 1,51019E-14 2,98174E-18 0,022516868 F 

1032 1,35576E-15 2,33602E-31 2,27121E-06 F 

1030 6,35278E-20 2,83264E-43 2,73501E-10 NA 

1028 6,59662E-32 5,74991E-47 8,1434E-10 NA 

1026 9,62487E-43 1,57327E-45 1,94075E-08 NA 

1024 7,848E-38 3,14709E-48 1,0621E-11 NA 

1022 1,09069E-25 1,0803E-55 2,24748E-19 NA 

1020 6,74347E-19 5,24333E-60 5,74578E-25 NA 

1018 8,05251E-20 1,65913E-61 2,9782E-26 NA 

1016 6,42364E-28 2,3617E-65 7,78019E-26 NA 

1014 7,18888E-37 4,26907E-67 1,19228E-23 NA 

1012 1,20207E-41 9,47615E-71 2,5496E-23 NA 

1010 4,87114E-45 4,22166E-75 1,66603E-23 NA 

1008 7,42604E-46 2,27144E-64 1,1831E-17 NA 

1006 4,54251E-43 1,16973E-50 8,06975E-12 NA 

1004 2,40854E-43 2,50612E-47 3,33255E-10 NA 

1002 4,26293E-48 1,96658E-49 3,04863E-10 NA 

1000 4,19757E-44 1,15096E-52 2,71872E-13 NA 

998 4,52606E-35 1,8016E-53 3,8739E-17 NA 
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996 4,16124E-35 2,83571E-55 7,29283E-18 NA 

994 3,87206E-36 2,38656E-60 6,31712E-20 NA 

992 1,5237E-31 1,38487E-62 1,83208E-23 NA 

990 1,71526E-23 3,51413E-41 5,91785E-14 NA 

988 2,67639E-18 9,36146E-17 0,005408163 NA 

986 3,90809E-30 4,96575E-22 0,008209824 NA 

984 1,22226E-63 5,84964E-44 5,80639E-05 NA 

982 2,32467E-88 2,70058E-46 0,021019292 NA 

980 2,15483E-83 4,95795E-37 0,430797277 NA 

978 6,4376E-66 2,9047E-28 0,744679512 NA 

976 1,83505E-63 5,36667E-22 1 NA 

974 1,78868E-78 2,41345E-19 0,123382655 NA 

972 2,8642E-88 6,71716E-20 0,009820527 NA 

970 1,65028E-79 4,4037E-20 0,041034251 NA 

968 1,49655E-64 2,49753E-17 0,118230249 NA 

966 7,29903E-53 5,22126E-14 0,121175495 NA 

964 8,16438E-48 2,49662E-10 0,017980151 NA 

962 7,00823E-50 3,95024E-08 0,000448305 NA 

960 7,46725E-55 1,56654E-08 4,96043E-05 NA 

958 4,04955E-54 1,57394E-09 0,000120792 NA 

956 1,5562E-45 2,60307E-08 0,000680238 NA 

954 5,07712E-38 2,56206E-05 0,000195318 NA 

952 3,76401E-36 0,001230733 1,23696E-05 NA 

950 2,13606E-35 0,006000779 3,93424E-06 NA 

948 1,34663E-31 0,013759363 1,66186E-05 NA 

946 1,42726E-29 0,009256041 6,84973E-05 NA 

944 1,71444E-36 0,006201495 1,08562E-06 NA 

942 1,52288E-44 0,004446672 5,96207E-09 NA 

940 6,8114E-47 0,008598347 3,6689E-10 NA 

938 1,31682E-49 0,052797755 1,60827E-12 NA 

936 2,03509E-48 0,127964712 9,54048E-13 A 

934 2,48788E-39 0,126514941 1,39839E-09 A 

932 1,23824E-32 0,297126472 2,08932E-08 A 

930 2,59499E-27 1 7,08695E-09 A 

928 4,66697E-20 1 2,14982E-08 A 

926 3,29029E-15 0,946100292 8,67325E-08 A 

924 3,13207E-12 1 4,75379E-06 NA 

922 2,89475E-13 1 2,02643E-06 NA 

920 1,03926E-14 0,317399701 6,54317E-09 NA 

918 9,20677E-11 1 7,41098E-06 A 

916 2,85207E-11 0,181931025 0,032672329 NA 

914 2,67509E-13 0,000220035 0,557176673 A 

912 5,97609E-07 3,05383E-05 1 A 

910 0,003021496 5,30835E-07 0,034996114 A 

908 0,00353535 1,89977E-09 0,000991215 NA 
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906 0,376912811 1,45351E-07 9,34158E-05 NA 

904 1 0,006979402 0,005394016 NA 

902 0,160285666 1 1 A 

900 0,000289235 1 0,151561705 A 

898 1,11259E-19 0,48972508 1,47781E-12 A 

896 4,82713E-49 0,452981253 2,29843E-28 A 

894 9,40965E-45 0,358970309 2,25307E-26 A 

892 1,10697E-25 0,068518202 5,69601E-19 A 

890 3,74798E-19 0,001705662 4,12414E-20 A 

888 1,22839E-18 0,000439316 5,91472E-21 NA 

886 8,48715E-18 3,46796E-06 2,93303E-27 NA 

884 1,22286E-11 3,17361E-08 5,71528E-29 NA 

882 5,72717E-14 0,000360566 7,0636E-20 A 

880 5,00883E-24 0,692167782 4,0188E-14 A 

878 9,67099E-51 1 9,80208E-25 A 

876 7,1448E-74 1 1,90734E-46 A 

874 4,38411E-66 0,213314142 1,2591E-52 A 

872 4,38972E-74 0,082038358 1,46004E-64 A 

870 3,7948E-75 0,000909828 2,11418E-82 A 

868 7,61253E-52 1,17673E-07 3,38619E-84 A 

866 2,50829E-43 4,55607E-07 6,17109E-70 A 

864 6,7309E-56 0,006345824 1,48492E-54 NA 

862 8,06139E-78 1 6,68018E-49 NA 

860 1,52278E-92 0,186902884 3,42666E-44 NA 

858 3,84187E-92 0,001800208 7,47137E-35 NA 

856 5,80827E-91 0,066472012 1,92089E-40 NA 

854 1,37338E-89 0,04887218 5,26609E-73 NA 

852 1,95296E-98 3,04011E-07 2,1974E-103 NA 

850 1,4311E-130 2,9072E-07 4,0809E-120 NA 

TW_Ves: vessels of tension wood, OW_Ves: vessels of opposite wood, NW_Ves: vessels of normal wood. 
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III. Utilisation d’une méthode manuelle ergonomique d’assignation 

des pixels et revisite des résultats 

1. Développement d’un outil d’assignation manuelle 

Comme annoncé précédemment, les approches classiques de segmentation 

(classification ascendante hiérarchique, k-plus proches voisins, k-moyennes) basées sur les 

informations spectrales ne se sont pas montrées concluantes. Ainsi, dans le cadre du groupe de 

travail SHIVA1  du réseau thématique de recherche DIAMS 2 , j’ai eu l’opportunité de co-

encadrer le stage de Laurent Chapillon (Master 2 ‘Traitement du signal et de l’image’, 

Université de Bourgogne) avec Dr. Julien Mille (LIFAT, INSA Val de Loire) et Dr. Aurélien 

Chateigner (BioForA, INRAE Val de Loire). L’objectif de ce stage était de comparer 

l’efficacité de différents algorithmes de segmentation (analyse discriminante linéaire, méthode 

de machine à support de vecteurs et k-plus proches voisins) pour la segmentation des images 

hyperspectrales. Ces algorithmes ont été testés sur les données d’absorbance seules, sur les 

données issues d’un outil d’analyse de texture d’image (ondelette de Gabor) permettant de 

prendre en considération l’environnement du pixel et sur un jeu de données combinant les 

données d’absorbance et de texture. 

Afin de tester au mieux ces différents algorithmes et de les comparer à la segmentation 

obtenue dans l’approche développée dans l’article 1, une première étape essentielle était 

d’obtenir une assignation correcte de l’ensemble des pixels des images étudiées. Pour cela, un 

outil d’annotation manuel a été développé (appelé PixelAnnotation pour la suite du manuscrit). 

Cet outil, facile d’utilisation, permet une assignation rapide et fiable de l’ensemble des pixels 

d’une image. J’ai ensuite utilisé cette nouvelle assignation pour calculer l’efficacité de la 

méthode présentée dans l’article 1 sur un plus grand nombre de pixel (fig. 18). En effet, dans 

cet article, l’efficacité d’assignation a été calculée sur une sélection manuelle de 90 pixels par 

catégorie ayant été moyenné pour obtenir un MRS. Ce MRS étant utilisé pour l’assignation 

d’un pixel à une catégorie, il n’est pas étonnant d’obtenir jusqu’à 100% de bonne classification 

comme c’est le cas pour la catégorie ‘couche-G des fibres de bois de tension’. En étudiant 

l’ensemble des pixels, on s’aperçoit que ce pourcentage est largement surestimé et est fortement 

dépendant de l’image étudiée. En effet, le taux de vrais positifs pour cette classe varie de 26 à 

64% suivant l’image étudié avec une moyenne autour de 48.5% (fig. 18A). La majorité des faux 

 
1 Segmentation of Hyperspectral Images of Vegetal Architecture 
2 Données, Intelligence Artificielle, Modélisation, Simulation 
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négatifs, c’est-à-dire des pixels de couche-G assignés à une autre catégorie, ont été assignés à 

des couches-S de fibres de bois de tension (89 à 98%, fig. 18B). Un grand nombre de faux 

positifs, pixels faussement assignés à la catégorie couche-G, est également à remarquer (fig. 

18C). Ces faux positifs proviennent majoritairement des classes lumen (13 à 60%) et couches-

S des fibres (10 à 76%). 

 
Figure 18 Efficacité d’assignation de la méthode développée dans l’article 1 calculée sur quatre 

images par type de bois entièrement annotées manuellement à l’aide de l’outil PixelAnnotation. 
(A) Proportion de faux positif (FP) faux négatif (FN) et vrai positif (TP) obtenus sur l'ensemble des pixels 

(Chapillon, 2020). (B) Répartition des faux négatifs dans les autres catégories de parois. (C) Provenance des faux 

positifs d’une catégorie de paroi donnée. 

Chaque barre représente une image. FibG : couche G des fibres, FibS : couches-S des fibres, Lum : Lumen, Ray : 

rayons, Ves : vaisseaux, NA : non assigné, NW : bois normal, OW : bois opposé, TW : bois de tension, FP : faux 

positifs, FN : faux négatifs, TP : vrais positifs. 

La même observation peut être faite concernant les couches-S. En effet, les vrais positifs varient 

ici de 51 à 88% pour le bois normal, de 63 à 84% pour le bois opposé et de 25 à 75% pour le 

bois de tension (fig. 18A). La plupart des faux négatifs sont assignés aux catégories rayons, 

vaisseaux ou non assignés pour le bois normal (40-79%, 15-24% ; 5-30% respectivement) et le 

bois opposé (1-54%, 7-64%, 14-39% respectivement) et aux catégories couche-G et rayons 

pour le bois de tension (9-97%, 1-87% respectivement) (fig. 18B). Les faux positifs 
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proviennent, eux, en grande partie de la catégorie lumen pour le bois normal (82-98%) et le 

bois opposé (64-99%) et de la catégorie couche-G pour le bois de tension (45-91%) (fig. 18C). 

Pour les vaisseaux, les vrais positifs varient de 31 à 55% pour le bois normal, de 33 à 67% pour 

le bois opposé et de 0.4 à 48% pour le bois de tension (fig. 18A). Les pixels non détectés ont 

alors majoritairement été assignés aux catégories rayons et couches-S des fibres dans les bois 

normal (12-69%, 8-55% respectivement) et opposé (4-64%, 0-68% respectivement) et aux 

catégories lumen, couches-S et couche-G des fibres pour le bois de tension (13-53%, 0-37%,0-

40% respectivement) (fig. 18B). Par ailleurs, une proportion non négligeable de faux positifs 

(allant jusqu’à près de quatre fois le nombre réel de pixel de vaisseaux) peut être observée pour 

cette catégorie. Ces pixels proviennent majoritairement des catégories lumen (60% en moyenne 

tous types de bois confondus) et couches-S des fibres (30% en moyenne tous types de bois 

confondus) (fig. 18C). 

Enfin, pour les rayons, les vrais positifs varient de 35 à 79% pour le bois normal, de 9 à 66% 

pour le bois opposé et de 11 à 96% pour le bois de tension (fig. 18A). Les pixels non détectés 

ont alors majoritairement été assignés aux catégories lumen, couches-S des fibres et non 

assignés dans les bois normal (34-83%, 1-60%, 0-6% respectivement) et opposé (1-100%, 0-

63%, 0-46% respectivement) et à la catégorie couches-S des fibres pour le bois de tension (75-

100% respectivement) (fig. 18B). Une grande proportion de faux positifs (allant jusqu’au 

double du nombre réel de pixel de rayon) peut être observée pour cette catégorie. Ces pixels 

proviennent majoritairement des catégories lumen (46% en moyenne tous types de bois 

confondus) et couches-S des fibres (40% en moyenne tous types de bois confondus) (fig. 18C). 

On observe également une difficulté à l’identification des pixels de lumen. En effet, les vrais 

positifs varient de 31 à 57% pour le bois normal, de 33 à 69% pour le bois opposé et de 27 à 

54% pour le bois de tension (fig. 18A). Les pixels manquants ont été identifiés comme 

appartenant aux quatre autres catégories avec une plus forte proportion dans la catégorie 

couches-S de fibres (51% en moyenne tous types de bois confondus) (fig. 18B). On observe 

également une très faible proportion de faux négatifs par rapport aux autres catégories avec une 

majorité de pixels provenant des catégories vaisseaux (45% en moyenne tous types de bois 

confondus) et rayons (36% en moyenne tous types de bois confondus), déjà identifiés dans 

l’article comme difficile à classer (Cuello et al., 2020, fig. 18B). 

Cette première analyse nous a permis de mettre en évidence que l’algorithme présenté 

dans l’article 1 n’est pas optimal, notamment pour la détection des rayons et des vaisseaux. 

Cependant, les différents modèles testés durant le stage de Laurent Chapillon ne se sont guère 
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montrés plus efficaces, que ce soit en intégrant ou non les informations texturelles. Cette faible 

efficacité des classifieurs classiques pourrait s’expliquer par le faible jeu de donnée 

d’entrainement (4 images par type de bois). Aussi, un enrichissement de cette base de données 

sera nécessaire avant toute analyse plus poussée. Par ailleurs, des outils de segmentation plus 

élaborés basés sur une architecture réseau de neurones comme l’architecture U-Net 

(Ronneberger et al., 2015), très utilisée dans le domaine biomédical, pourraient également se 

montrer plus puissants que les outils classiques pour la segmentation d’images hyperspectrales. 

2. Identification des différences physico-chimiques des fibres et vaisseaux 

entre les différents types de bois sur les données annotées manuellement 

Comme présenté précédemment, la méthode de segmentation automatique proposée 

dans l’article n’est pas aussi efficace qu’escomptée. Ainsi, afin de m’assurer de l’authenticité 

des résultats publiés, je me suis attaché à analyser de nouveaux ces données sur la base des 

images annotées manuellement. Ici encore, je me suis concentré sur l’analyse des fibres et 

vaisseaux. 

2.1. Fibres 

Une analyse en composante principale menée sur les spectres de fibres (couches-S et 

couche-G) ne montre que peu de différences par rapport aux analyses publiées (fig. 19A). En 

effet, malgré une légère diminution de la proportion de variance expliquée (41% contre 42.5% 

précédemment), la première composante discrimine toujours plutôt bien les couches-S des 

fibres de bois opposé et normal de la couche-G des fibres de bois de tension. Les couches-S des 

fibres de bois de tension semblent, elles, s’être rapprochées de la couche-G des fibres de bois 

de tension. 

L’analyse des spectres moyens pour chaque catégorie (fig. 19B) nous mène aux mêmes 

conclusions que celles présentées dans l’article. On notera notamment l’apparition d’une double 

bande à 1336 et 1316 cm-1 dans la couche-G et les couches-S des fibres de bois de tension qui 

peut être attribuée à la cellulose ainsi que deux bandes à 1200 et 1052 cm-1, spécifiquement 

absorbés par la couche G des fibres de bois de tension, ici encore caractéristiques de la cellulose. 

Les couches-S des fibres de bois de tension présentent à nouveau des caractéristiques des 

couches-S des fibres de bois normal et opposé. En effet, on remarque notamment une 

absorbance plus importante dans les couches-S que dans la couche-G des fibres de bois de 

tension pour les bandes 1236 cm-1 et 1736 cm-1, caractéristiques des vibrations de lignines et 

xylanes, probablement acétylés. Cette augmentation n’atteint pas pour autant le niveau 

d’absorbance des couches-S des fibres de bois normal et opposé. 
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Figure 19 Différences chimiques entre couche-G de fibres de bois de tension et couches-S de 

fibres de bois de tension, de bois opposé et de bois normal. 
(A) Graphique présentant la distribution des spectres sur les deux premières composantes d’une analyse en 

composantes principales. Bleu : couche-G de fibres de bois de tension, Turquoise : couches-S de fibres de bois de 

tension, Rouge : couches-S de fibres de bois normal, Violet : couches-S de fibres de bois opposé. Les ellipses 

représentent 90% des spectres dans le cas d’une distribution normale. Les nombres entre parenthèses représentent 

le nombre de pixels assignés à la catégorie. L’intensité de couleur représente la densité de point. (B) Spectre ATR-

FTIR moyen. Bleu : couche-G de fibres de bois de tension, Turquoise : couches-S de fibres de bois de tension, 

Rouge : couches-S de fibres de bois normal, Violet : couches-S de fibres de bois opposé. L’insertion représente un 

zoom de la région [1,500-1,300] cm-1. (C) Carte de chaleur des nombres d’ondes différentiellement absorbés. 

OW_FibS : couches-S des fibres de bois opposé, NW_fibS : couches-S des fibres de bois normal, TW_FibG : 

couche-G des fibres de bois de tension, TW_FibS : couches-S des fibres de bois de tension. 
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L’analyse des DAWNs nous mène également à des conclusions similaires à celles 

dressées dans l’article. La carte de chaleur (fig. 19C) montre quatre groupes de DAWNs très 

contrastés entre les couches-S des fibres de bois opposé et normal d’une part et les couches-S 

et la couche-G des fibres de bois de tension d’autre part. Le groupe D regroupe des DAWNs 

fortement absorbés dans les couches-S des fibres de bois opposé et normal. Les groupes G, H 

et K regroupent des DAWNs fortement absorbés dans les couches-S et la couche-G des fibres 

de bois de tension. Le groupe D contient notamment les bandes 1742-28 et 1244-32 cm-1. Ce 

cluster se rapproche fortement du groupe B identifiés dans l’article (fig. 15C) et est 

majoritairement associé aux xylanes acétylés et aux lignines. Le groupe G contient notamment 

les bandes 1552-30, 1518-12 et 1494-74 cm-1, attribué à des protéines, à des lignines et à de la 

cellulose respectivement. Le groupe H comprend notamment les bandes 1668-64 et 1658-26 

cm-1, attribuées aux lignines. Le groupe K regroupe les bandes 1336-16 et 1054-50 cm-1. La 

première bande est attribuée à la cellulose cristalline et la seconde à la cellulose et, dans une 

moindre mesure, aux hémicelluloses. On notera sur ce dernier groupe une absorbance 

légèrement plus faible dans les couches-S des fibres de bois de tension. Les groupes A, E et F 

semblent distinguer les couches-S des fibres de bois normal des autres catégories. Le groupe A, 

regroupant des DAWNs plus absorbés dans les couches-S des fibres de bois normal, est 

représentatif de la bande 1464-52 cm-1 attribué aux lignines, aux hémicelluloses et à la cellulose. 

Les groupes E et F regroupent des DAWNs moins absorbés dans les couches-S des fibres de 

bois normal. Le premier est représentatif de la bande 914-850 cm-1, associée aux pectines et à 

la cellulose. Le second est représentatif des bandes 1686-80 et 1654-58 cm-1, cette dernière 

étant attribuée aux lignines. Enfin, le groupe L regroupe des DAWNs dont l’absorbance est plus 

faible dans les couches-S des fibres de bois opposé. Ce groupe est majoritairement caractérisé 

par la bande 1036-30 cm-1, associée aux lignines et à la cellulose. 

Cette analyse nous permet d’arriver aux mêmes conclusions que dans l’article 1 à 

savoir une couche-G de bois de tension riche en cellulose cristalline et en pectines avec des 

traces de composés phénoliques. De même les couches-S des fibres de bois opposé et normal 

semblent présenter des différences de composition, tant en polysaccharides qu’en polyphénols. 

Les couches-S des fibres de bois de tension semblent, ici encore, se rapprocher de la couche G 

des fibres de bois de tension tout en présentant des caractéristiques des couches-S des fibres de 

bois opposé et normal. 
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Figure 20 Différences chimiques entre vaisseaux de bois de tension, de bois opposé et de bois 

normal. 
(A) Graphique présentant la distribution des spectres sur les deux premières composantes d’une analyse en 

composante principale. Turquoise : parois de vaisseaux de bois de tension, Rouge : parois de vaisseaux de bois 

normal, Violet : parois de vaisseaux de bois opposé. Les ellipses représentent 90% des spectres dans le cas d’une 

distribution normale. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre de pixels assignés à la catégorie. 

L’intensité de couleur représente la densité de point. (B) Spectre ATR-FTIR moyen. Turquoise : parois de 

vaisseaux de bois de tension, Rouge : parois de vaisseaux de bois normal, Violet : parois de vaisseaux de bois 

opposé. L’insertion représente un zoom de la région [1,500-1,300] cm-1. (C) Carte de chaleur des nombres d’ondes 

différentiellement absorbés. OW_Ves : parois de vaisseaux de bois opposé, NW_Ves : parois de vaisseaux de bois 

normal, TW_Ves : parois de vaisseaux de bois de tension. 

2.2. Vaisseaux 

L’analyse en composante principale menée sur les spectres des parois de vaisseaux 

montre, ici une grande différence. En effet, on observe ici une forte augmentation du 

pourcentage de variance expliquée par la seconde composante (24.7% contre 17.7% 

précédemment). Cependant, la projection des spectres sur les deux premiers axes de cette 
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analyse ne permet pas de discriminer les parois de vaisseaux des différents types de bois 

contrairement à l’analyse précédente (fig. S1). La représentation sur les première et troisième 

composantes, dont l’explication de variance est similaire à celle présentée dans l’article 1, 

permet de distinguer légèrement les parois de vaisseaux de bois normal de celles de vaisseaux 

de bois de tension, les parois de vaisseaux de bois opposé étant intermédiaires (fig. 20A). 

Les spectres moyens des vaisseaux semblent, ici encore, relativement similaires (fig. 

20B). Malgré une assignation correcte des pixels, les spectres de vaisseaux de bois opposé et 

de tension présentent un fort bruit entre 1800 et 1450 cm-1. Cependant, tout comme dans 

l’article présenté, des doubles bandes restent visibles dans ces deux catégories aux bandes 1736, 

1460 et 1374 cm-1, là où une seule est visible dans le bois normal. La première est 

principalement caractérisée par des xylanes acétylés et les deux autres par des lignines, des 

hémicelluloses et de la cellulose. Alors que la bande 1332-26 cm-1 semblait distinguer les 

différents vaisseaux dans l’article 1, cette bande semble ici moins discriminante. Les bandes 

1736, 1236 et 1034 cm-1 restent, elles, fortement différemment absorbés par les parois des 

vaisseaux des différents types de bois. 

L’analyse des DAWNs nous mène ici à des conclusions plus tranchées (fig. 20C). Les 

groupes A et B permettent de distinguer les parois des vaisseaux de bois normal des autres par 

une absorbance plus faible des DAWNs le composant. Le groupe C permet de distinguer les 

parois des vaisseaux de bois de tension des autres par une absorbance plus forte des DAWNs 

le composant. Le groupe I permet de distinguer les parois des vaisseaux de bois de tension des 

autres par une absorbance plus faible. Le groupe A est caractérisé notamment par les bandes 

1684-58, 1508-1474, 914-868 et 854-850 cm-1. Les trois premières correspondent à des 

vibrations typiques de lignines (et de cellulose pour la seconde) alors que la dernière correspond 

à des pectines. Le groupe B est caractérisé par la bande 1346-18 cm-1, représentative de la 

cellulose cristalline et des lignines. Le groupe  C est caractérisé par les bandes 1680-40 et 1556-

30 représentatives des lignines et des protéines respectivement. Le groupe I est caractérisé par 

les bandes 1744-28, 1722-10, 1234-32 et 1048-32 caractéristiques des hémicelluloses pour la 

première et la troisième, des lignines pour la seconde et des lignines et de la cellulose pour la 

dernière. 

Cette analyse nous permet de conclure que (i) les parois des vaisseaux de bois de 

tension seraient riches en pectines, cellulose cristalline et protéines, (ii) les parois de vaisseaux 

de bois normal seraient pauvres en pectines et cellulose cristallines mais riches en hémicellulose 

et (iii) les parois des vaisseaux de bois opposé seraient intermédiaires avec une présence de 
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pectines mais dépourvues de protéines. Des différences de qualité des lignines ont également 

pu être observées 

2.3. Discussion 

La composition du bois de tension, et plus particulièrement de la couche-G des fibres 

de bois de tension, a grandement été étudiée par différentes approches complémentaires à 

l’imagerie ATR-FTIR proposée ici. Olsson et ses collaborateur (2011) ont, par exemple, acquis 

des spectres FTIR sur des couches G isolées. Les spectres obtenus sont relativement similaires 

à ceux obtenus par imagerie ATR-FTIR : diminution de l’absorbance aux bandes 1736 et 1236 

cm-1, apparition de bandes spécifiques à 1336, 1316 et 1200 cm-1. Ces spectres obtenus sont 

également cohérents avec ceux présents dans l’étude de Gierlinger et ses collaborateurs (2008) 

à l’exception de la bande 1645 cm-1, spécifiquement absorbés par la molécule d’eau, reflétant 

une différence dans l’état hydrique des échantillons analysés. La forte teneur en cellulose 

cristalline observée dans la couche-G des fibres de bois de tension est également en accord avec 

des observations réalisées par ailleurs et montrant que cette couche est majoritairement 

composée de cellulose (e.g. Norberg et Meier, 1966; Nishikubo et al., 2007). Cette étude a 

également mis en évidence un DAWN attribué aux protéines. La présence de glycoprotéines 

dans la couche-G, les AGP, a été montré dans plusieurs études (Lafarguette et al., 2004; 

Andersson-Gunnerås et al., 2006), validant encore une fois nos résultats. Il est également 

intéressant de noter que, dans les deux analyses, une bande (1518-12 cm-1) correspondant aux 

lignines est plus fortement absorbée dans la couche-G de bois de tension que dans les couches-

S, tous types de bois confondu. Cela suggère donc la présence de composés phénoliques dans 

la couche-G comme précédemment rapporté (Joseleau et al., 2004; Gierlinger et Schwanninger, 

2006a). Les observations réalisées sur la couche-G des fibres de bois de tension par 

microspectroscopie ATR-FTIR sont donc en accord avec celles obtenues par d’autres méthodes. 

Ainsi, cette approche in situ permet bien d’étudier la composition des parois à l’échelle de la 

cellule. 

Grâce à la résolution de la microspectroscopie ATR-FTIR, j’ai également pu obtenir 

un profil infrarouge des couches-S des fibres de bois de tension. Celles-ci présentent des 

caractéristiques de la couche-G des fibres de bois de tension et des couches-S des fibres de bois 

normal et opposé. En effet, j’ai identifié des signatures chimiques associées à des protéines et 

de la cellulose. Cette cellulose semble toutefois moins cristalline que celle présente dans la 

couche-G de fibres de bois de tension. Des xylanes acétylés semblent également présents dans 

les couches-S de fibres de bois de tension sans pour autant atteindre les niveaux des couches-S 
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des fibres de bois opposé et normal. Ces différences de composition entre couches-S de fibres 

de bois de tension et couches-S de fibres de bois normal et opposé pourraient être expliquées 

par : 

(i) un développement restreint des couches-S dans les fibres gélatineuses (i.e. 

comportant une couche-G) par rapport aux couches-S de fibres de bois opposé 

et normal 

(ii) une contamination du signal infrarouge des couches-S des fibres de bois de 

tension par la couche-G voisine. 

À ma connaissance, il n’existe cependant pas d’études de la composition des couches-S de 

fibres de bois de tension. Des analyses complémentaires permettant de vérifier ces observations 

seront donc nécessaires. Celles-ci pourront faire appel à d’autres approches d’imagerie 

chimique comme l’imagerie Raman ou l’immunohistolocalisation. Par ailleurs, dans les fibres 

de bois de tension, la couche-G n’est pas solidaire des couches-S. Ce constat a notamment 

permis l’étude approfondie de la composition de la couche-G par biochimie humide (e.g. 

Guedes et al., 2017). Il serait donc envisageable de retirer la couche-G du bois de tension et 

d’analyser à nouveau ces échantillons. Deux éléments seront tout de même à vérifier. Il faudra 

dans un premier temps s’assurer du retrait complet de la couche-G. Ceci pourrait être réalisé 

par observation photonique après coloration au bleu Alcian et à la safranine par exemple. La 

couche-G est extraite par sonication (Norberg et Meier, 1966). Il n’est donc pas improbable que 

cette extraction influe sur la structure des liaisons chimiques au sein de la paroi. Ainsi, il faudra, 

dans un second temps, s’assurer de l’absence d’effet de la sonication. Pour cela, il serait 

envisageable d’acquérir des images ATR-FTIR de bois opposé et/ou normal après sonication. 

Enfin, j’ai également été en mesure d’établir des profils IR des parois de vaisseaux des 

trois types de bois. Alors que les interprétations biologiques étaient complexes dans l’article 1, 

notamment par la forte variabilité intra-classe (e.g. fig. 17C, groupes A et C), celle-ci est bien 

plus simple après annotation manuelle. En effet, la variabilité intra-classe est fortement réduite. 

Dans l’article 1 comme dans l’analyse de novo après annotation manuelle, j’ai pu mettre en 

évidence une forte quantité de cellulose et une faible quantité de xylanes acétylés dans les parois 

de vaisseaux de bois de tension. Celles-ci seraient également riches en pectines et protéines 

d’après l’analyse menée sur les images assignées manuellement. Les parois de vaisseaux de 

bois normal seraient, elles, riches en xylanes acétylés mais pauvres en pectines et protéines. 

Enfin, les parois de vaisseaux de bois opposé présenteraient une composition intermédiaire et 

seraient composés de pectines et de xylanes acétylés. Enfin, les lignines présentes dans les 
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parois de ces différents types de bois semblent également présenter des différences de qualités. 

Il n’existe, ici encore, pas, à ma connaissance, d’études de la composition des parois de 

vaisseaux de ces trois types de bois dans la littérature. Des observations par des approches 

complémentaires sont donc nécessaires. Par ailleurs, il faut noter que les caractéristiques 

proposées pour les parois de vaisseaux de bois de tension semblent se rapprocher de la 

composition de la couche-G et des couches-S des fibres de bois de tension. Il est alors possible 

que : 

(i) le signal IR des parois de vaisseaux ait été contaminé par le signal des couches-S 

des fibres de bois de tension adjacentes, les parois de vaisseaux étant plus fines que 

les parois de fibres. 

(ii) l’inclinaison du tronc provoque des modifications de composition sur toutes les 

cellules de bois. 

Pour éliminer le risque de contamination du signal infra-rouge par les fibres adjacentes, il serait 

envisageable de cultiver des plants, droits et inclinés, en condition hydrique excédentaire pour 

augmenter la production de vaisseaux et donc la proportion de paroi vaisseaux-vaisseaux. Si 

dans ces conditions, ces résultats venaient à se confirmer, une validation par d’autres approches 

d’imagerie IR, notamment l’imagerie Raman, ou par immunohistochimie permettraient 

d’appuyer les résultats avancés. 

IV. Conclusions 

Dans ce premier chapitre, j’ai développé la mise au point d’une méthode d’analyse 

d’images hyperspectrales obtenues par imagerie ATR-FTIR. La comparaison de la méthode 

automatique d’assignation des pixels proposé dans l’article 1 à des assignations manuelles a 

montré la faiblesse de cette approche. Des recherches sont toujours en cours, notamment dans 

le cadre du groupe de travail SHIVA du RTR DIAMS, afin d’obtenir un algorithme de 

segmentation automatique des images hyperspectrales permettant une assignation fiable et 

rapide des pixels aux différentes catégories. En attendant, l’utilisation de l’outil 

PixelAnnotation, permettant une assignation fiable des pixels à chaque catégorie sera préférable 

et sera donc utilisé pour la suite du manuscrit. 

En revanche, la méthode développée permettant d’identifier les différences de composition 

chimique entre les différentes classes s’est montré relativement efficace puisque celle-ci a 

permis d’obtenir des résultats similaires à ceux précédemment observés sur la couche-G des 

fibres de bois de tension. Bien que les observations réalisées par imagerie ATR-FTIR 
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nécessitent une validation a posteriori, cette méthode permet de caractériser rapidement et 

finement la composition des parois à l’échelle de la cellule. 



 

 

  



 

 

  

CHAPITRE II 

Élaboration d’un réseau de gènes associé aux 

propriétés chimiques des parois à l’échelle cellulaire 
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Le bois de peuplier est composé de trois types cellulaires majoritaires : les vaisseaux, 

les fibres et les rayons (Plomion et al., 2001; Déjardin et al., 2010). À chacun de ces types 

cellulaires est associée une fonction précise dans l’arbre : transport de l’eau des racines au 

houppier, maintien mécanique et stockage de réserve respectivement. Au-delà de leur 

différence de fonction, ces types cellulaires se distinguent également par des différences de 

composition chimique de leur paroi. En effet, par exemple, les parois secondaires des fibres, en 

plus d’être plus épaisses que celles des vaisseaux et rayons, présentent des lignines plus riches 

en unités S (Zhou et al., 2011). Par ailleurs, les fibres, vaisseaux et rayons ont tous trois un 

schéma de développement spécifique (Courtois-Moreau et al., 2009). En effet, les vaisseaux 

subissent une mort cellulaire programmée très rapidement après leur différenciation alors que 

les fibres resteront vivantes plus longuement. Les rayons sont, eux, vivants jusqu’à plusieurs 

années. La formation du bois se fait donc suivant un gradient temporel qui diffère d’un type 

cellulaire à l’autre. Le gradient temporel de formation du bois a pu être pris en compte grâce à 

l’étude de coupes tangentielles cryosectionnées (Sundell et al., 2017). Cette analyse a permis 

une meilleure compréhension des mécanismes associés à la différenciation des cellules issues 

du cambium jusqu’au xylème mature. Cependant, elle ne permet pas de considérer chaque type 

cellulaire indépendamment. Afin de considérer la spécificité de chaque type cellulaire, une 

méthode consistant à prélever indépendamment chaque type cellulaire, la microdissection par 

capture laser, a été développée sur le bois de peuplier et d’épicéa (Blokhina et al., 2017). Dans 

le cadre du projet ANR StressInTrees (2013–2017, coord. B. Clair, https://anr.fr/Projet-ANR-

12-BS09-0004), des données RNA-Seq sur des fibres et des rayons des trois types de bois 

étudiées au chapitre I (TW, OW, NW) ont été produites. Ce chapitre sera consacré à l’étude 

des différences transcriptomiques et phénotypiques des fibres et des rayons de bois normal. Les 

objectifs de ce chapitre sont d’identifier (i) des gènes différentiellement exprimés entre ces deux 

types cellulaires, (ii) des différences de composition des parois entre fibres et rayons grâce à 

l’imagerie ATR-FTIR et (iii) des liens entre phénotype pariétal et expression des gènes. 

  

https://anr.fr/Projet-ANR-12-BS09-0004
https://anr.fr/Projet-ANR-12-BS09-0004


CHAPITRE II – ÉLABORATION D’UN RÉSEAU DE GÈNES ASSOCIÉ AUX PROPRIÉTÉS 

CHIMIQUES DES PAROIS À L’ÉCHELLE CELLULAIRE 

 

110  Clément CUELLO 

I. Matériels et méthodes 

1. Matériel biologique et préparation des coupes 

L’étude a porté sur des tiges principales du clone INRA 717-1B4. Après micro-

propagation in vitro, neuf plants ont été cultivés droits en serre durant 4 mois, trois en 2016, six 

en 2017 (Table 1). Immédiatement après récolte, les tiges de ces plants ont été découpés en 

petits camemberts et plongés dans de l’azote liquide. Ces échantillons ont ensuite été stockés à 

-80°C jusqu’à réalisation des coupes. Deux analyses ont été réalisées sur ces échantillons : une 

microdissection par capture laser dans le but d’obtenir des données RNA-Seq de fibres et de 

rayons et une acquisition d’images hyperspectrales en ATR-FTIR afin d’étudier la composition 

chimique des parois de fibres et de rayons. 

Table 1 Récapitulatif des échantillons utilisés dans cette étude. 

Plant 

Année de  

culture 

Échantillons RNA-Seq 

Rayons Fibres 

UT_16-A 2016 NW_R1 NW_F1 

UT_16-B 2016 NW_R1 NW_F1 

UT_16-C 2016 NW_R1 NW_F1 

UT_17-A 2017 NW_R2 NW_F2 

UT_17-B 2017 NW_R2 NW_F2 

UT_17-C 2017 NW_R2 NW_F2 

UT_17-D 2017 NW_R3 NW_F3 

UT_17-E 2017 NW_R3 NW_F3 

UT_17-F 2017 NW_R3 NW_F3 

Pour la microdissection par capture laser, huit coupes de 20 µm d’épaisseur ont été 

réalisées dans le plan transversal à l’aide du cryomicrotome 3050S (LEICA, Wetzlar, 

Allemagne) la veille de la séance de microdissection. Afin de maintenir les échantillons sur le 

support de coupes, ceux-ci ont été immergés dans du Tissue-Tek O.C.T (SAKURA FINETEK, 

Alphen-sur-le-Rhin, Pays-Bas) qui a la capacité d’être solide à -80°C et de s’évaporer à 

température ambiante. Les coupes réalisées sont ensuite déshydratées à l’éthanol 96° sur des 

lames membranées (Membrane Slides 1.0 PEN, PALM Carl Zeiss GmbH, Munich, Allemagne) 

et conservées dans une enceinte à hygrométrie contrôlée (22 %HR) et à l’obscurité 20 h au 

maximum. Une seule coupe est déposée par lame. Toutes ces étapes sont menées en condition 

exempte de RNAse. Le transport des lames entre leur production (INRAE Val de Loire, Site 

d’Orléans) et leur utilisation (INRAE Versailles-Grignon, Site de Versailles) a été réalisé à 

l’obscurité dans un double contenant, en présence de gel de silice afin de maintenir une 

hygrométrie basse et d’éviter la réhydratation des coupes pour limiter la dégradation des ARN. 
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Pour l’imagerie ATR-FTIR, deux types de coupe par arbre ont été réalisées sur des 

échantillons de xylème différencié : des coupes transversales pour étudier la composition des 

fibres et des coupes longitudinales pour étudier la composition des rayons. Ces coupes, de 20 

µm d’épaisseur, ont été réalisées à l’aide du même cryomicrotome que les coupes pour la 

microdissection par capture laser, contrairement aux échantillons analysés dans le chapitre I. 

Afin d’éviter une éventuelle contamination du signal infrarouge, seule une petite partie de 

l’échantillon, non coupée, a été immergé dans Tissue-Tek O.C.T pour le fixer au support. Une 

fois réalisées, les coupes sont séchées dans une goutte d’éthanol absolu entre deux lames de 

microscopie et stockées dans une salle à 23°C, 45%HR jusqu’à utilisation, comme décrit dans 

le chapitre I. 

 
Figure 21 Coupes ayant servi à la microdissection des fibres (A) et des rayons (B) (Crédit photo 

: Françoise Laurans, INRAE Val de Loire). 
Barre d’échelle : 200 µm. (A) Îlots verts : fibres microdisséquées, (B) Îlots bleus : rayons microdisséqués. 

2. Microdissection par capture laser et préparation des banques RNA-Seq 

Une fois les coupes réalisées, des massifs cellulaires de jeunes fibres (fig. 21A) et de 

jeunes rayons (fig. 21B) ont été découpées à l’aide du micro-dissecteur Axiobserver PALM 

(ZEISS, Oberkochen, Allemagne). Ces travaux ont été menés en collaboration avec Dr. 

Bertrand Dubreucq (Institut Jean-Pierre Bourgin, INRAE Versailles-Grignon) sur la plateforme 

de Cytologie et d’Imagerie du végétal (Observatoire du Végétal, INRAE Versailles-Grignon). 

Les dissections ont été réalisées à l’objectif 20x pour les fibres, 10x pour les rayons, dans un 

temps maximal de dix minutes par coupe afin de préserver la qualité des ARN récupérés. Le 

système utilisé utilise un laser à UV pulsé qui permet de couper des zones avec une grande 

précision par photoablation du tissu adjacent. Grâce au catapultage de l’échantillon disséqué 

dans le bouchon du tube collecteur, il n’y a pas besoin de contact entre le tube collecteur et 

l’échantillon. Cela permet de limiter le risque de contamination pour l’analyse moléculaire. 

Grâce au système automatisé, il est possible de disséquer plusieurs régions d’intérêt sur un 

même échantillon qui seront rassemblés dans le même tube collecteur. Ainsi, pour chaque 
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coupe, ce sont entre 240 000 et 260 000 µm² de fibres qui ont été microdisséquées et entre 

100 000 et 110 000 µm² de rayons. 

Une fois les massifs isolés, les ARN de chaque type cellulaire ont été extraits suivant 

la procédure fabricant du kit ARCTURUS PicoPure (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 

Waltham, USA). Afin de limiter la variabilité biologique entre individus, les ARNs obtenus sur 

trois arbres sont regroupés (Table 1). Ainsi, un échantillon d’ARN de fibres (resp. de rayons) 

est constitué du mélange des ARN des fibres (resp. de rayons) obtenus à partir des îlots 

disséqués sur les quatre coupes de trois arbres. Les ARN ont ensuite été envoyés sur la 

plateforme GenomeEast (Institut de génétique et de biologie moléculaire et cellulaire, CNRS, 

INSERM, Université de Strasbourg, Illkirch, France) qui a évalué la qualité et la quantité des 

ARN sur puce Agilent pico. 0,5 pg d’ARN total a été utilisé pour la préparation des banques 

avant séquençage. La matrice d’ADN complémentaire a été synthétisée grâce au kit SMART-

Seq v4 Ultra Low Input RNA (Takara Bio, Saint-Germain-en-Laye, France), puis pré-amplifiée 

par 13 ou 14 cycles PCR. Les banques de séquençage sont préparées à partir de 600 pg d’ADNc 

pré-amplifiés à l’aide du kit Nextera XT DNA Library Prep (Illumina Inc, San Diego, USA), 

en utilisant 12 cycles d’amplification, la taille et la concentration des banques sont évaluées par 

électrophorèse capillaire (Fragment Analyzer, Advanced Analytical Technologies, Inc.). Après 

purification sur billes Agencourt AMPure XP (Beckman-Coulter, Villepinte, France), les 

banques ont été séquencées sur le HiSeq 4000 (Illumina Inc, San Diego, USA) afin de générer 

environ 30 millions de séquences pairées de 100 nucléotides (nommées reads dans la suite du 

chapitre) par échantillon d’ARN. 

3. Analyse différentielle et enrichissement fonctionnel 

Pour quantifier les niveaux d’expression dans chaque type cellulaire, les reads ont été 

alignés sur le génome de 717-1B4 v.1.1 (Xue et al., 2015) en utilisant STAR (v.2.6.1a_08-27 ; 

Dobin et al., 2013) avec les paramètres par défaut. Seuls les reads ne s’alignant qu’à un seul 

locus ont été conservés pour construire la table de comptage, réalisée également à l’aide de 

STAR. Afin de supprimer le bruit présent dans la table de comptage, j’ai réalisé deux filtres. 

Tout d’abord, les gènes avec zéro counts dans au moins cinq des six échantillons ont été 

supprimés. Les gènes pour lesquels moins de dix counts ont été observés dans chaque réplicat 

ont été supprimés. Les données RNA-Seq ont ensuite été normalisées en utilisant la méthode 

‘median-of-ratios’ implémentée dans le package DESeq2 (v.1.20.0 ; Love et al., 2014). 

L’expression différentielle entre les rayons et fibres a été estimée en utilisant un modèle linéaire 

généralisé suivant une distribution binomiale négative avec comme facteur le type cellulaire. 
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Sont considérés comme différentiellement exprimés (DEG), les gènes présentant une p-valeur 

ajustée d’après la méthode Benjamini-Hochberg inférieure à 0.05 et logFoldChange (logFC) 

d’au moins |2|. 

L’annotation fonctionnelle des gènes sur le génome de peuplier étant de mauvaise 

qualité, l’enrichissement fonctionnel a été mené sur la base des termes GO 1  associés aux 

meilleurs homologues des DEG chez Arabidopsis thaliana sur la base des données Phytozome 

(Goodstein et al., 2012). Plusieurs enrichissements ont été réalisés en comparant l’apparition 

relative d’un terme GO dans (i) la liste complète des DEG, (ii) les DEG induits dans les fibres 

et (iii) les DEG induits dans les rayons à leur apparition relative dans les gènes exprimés dans 

nos échantillons (i.e. la table de comptage filtrée). Ils ont été réalisés en utilisant la méthode 

topGO implémentée dans le package du même nom (v. 2.36.0 ; Alexa et Rahnenfuhrer, 2019). 

Une p-valeur de 0.001 a été utilisée comme seuil de significativité du terme. Afin de simplifier 

la lisibilité des résultats, les termes enrichis ont été regroupés à l’aide du package rrvgo 

(v.1.2.0 ; Sayols, 2020) selon la méthode ‘Wang’ et avec un seuil de 0.7. La p-valeur des termes 

enrichis dans chaque catégorie ainsi que le logFC des gènes assignés à ce terme ont été 

visualisés à l’aide de GGplot2 (v.3.3.3 ; Wickham, 2011). 

4. Microspectroscopie ATR-FTIR 

Les échantillons utilisés dans l’analyse RNA-Seq ont également été étudiés par 

imagerie ATR-FTIR. Pour chaque coupe, trois images hyperspectrales de (150 x 200) µm² ont 

été réalisées suivant le protocole décrit précédemment (chapitre I-II; Cuello et al., 2020). La 

segmentation des images a été réalisée à l’aide de l’outil PixelAnnotation présentée 

précédemment (chapitre I-III-1). Seules les parois fibres-fibres (resp. rayons-rayons) ont été 

conservées. L’identification des DAWNs ainsi que les représentations graphiques ont par la 

suite été réalisées comme décrit précédemment (chapitre I-II; Cuello et al., 2020). 

L’assignation des DAWNs aux composés a été réalisée à l’aide de la table S1. 

5. Construction de réseaux de co-expression 

Afin d’identifier la corrélation entre le niveau d’expression des DEG et le niveau 

d’absorbance aux DAWNs, j’ai d’abord calculé un spectre moyen correspondant à chaque 

échantillon RNA-seq, c’est-à-dire à l’absorbance moyenne des spectres de fibres (resp. de 

rayons) des trois arbres d’un même pool. J’ai ensuite calculé le coefficient de corrélation de 

Pearson (pcc) entre chaque DEG et chaque DAWN en utilisant la fonction R cor implémenté 

 
1 Gene onthology 
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dans le package stat (v.3.6.3 ; R Core Team, 2020). Un seuil de corrélation absolue à |0.9| a été 

fixé afin que chaque DAWN soit corrélée à au moins un gène. Les corrélations entre DAWNs 

et DEG ont été visualisées à l’aide de la fonction heatmap.2 implémentée dans le package gplot 

(v3.0.1.1 ; Warnes et al., 2020) sans mise à l’échelle. Les dendrogrammes ont été calculés en 

considérant la corrélation de Pearson comme distance. 

Afin de créer un réseau de co-expression, j’ai calculé le pcc entre les profils 

d’expression des DEG avec un seuil à |0.994|. Ce réseau a ensuite été représenté à l’aide de 

Cytoscape (v.3.7.1 ; Shannon, 2003). Chaque nœud correspond à un gène. Chaque lien est tracé 

en fonction du pcc calculé. Les modules connectés ont été analysés à l’aide de la fonction 

NetworkAnalyzer (v. 2.7 ; Assenov et al., 2008). 

II. Résultats 

 Identification des DAWNs 

Les données spectrales obtenues après segmentation grâce à PixelAnnotation ont, dans 

un premier temps, été analysées par ACP. Cette analyse, réalisée sur l’intégralité du spectre, 

permet de distinguer légèrement les spectres des parois de fibres des spectres des parois de 

rayons sur la première composante expliquant 33% de la variance (fig. 22A). 

L’analyse des spectres moyens met en évidence quelques différences marquantes entre 

parois des fibres et des rayons (fig. 22C). Ainsi, on observe une augmentation de l’absorbance 

dans les spectres des parois de rayons aux bandes 1732 1 , 1644-38, 15042  et 12343  cm-1, 

représentant respectivement des vibrations (i) d’hémicelluloses et lignines, (ii) d’un composé 

dont la signature chimique n’a pas encore été répertoriée à ces nombres d’ondes, (iii) de lignines 

et (iv) de lignines, d’hémicelluloses et de cellulose. A l’inverse, les bandes 13704, 1326-205 et 

10346 cm-1 sont plus fortement absorbées dans les spectres des parois de fibres. Ces bandes sont 

représentatives de liaisons associées à la cellulose, aux hémicelluloses et aux lignines pour la 

première, et aux lignines et à la cellulose pour les deux autres. Ainsi, il est possible de mettre 

 
1 C = O stretch carboxylic acid (Olsson et al, 2011); C=O stretch in unconjugated ketone, carbonyl et in ester 

groups (Faix, 1991, Olsson et al, 2011) 
2 aromatic skeletal vibrations; G>S (Faix, 1991, Olsson et al, 2011) 
3 OH plane deformation, also COOH (Schwanninger et al, 2004), C–O stretch acetyl, C-O-H deformation et C-O 

+ stretching of phenolics (Séné et al, 1994; Olsson et al, 2011) 
4 CH bending (Olsson et al, 2011); aliphatic C-H stretch in CH3, not in OMe; phen. OH (Faix, 1991) 
5  S ring plus G ring condensed; (i.e. G ring substituted in pos. 5) (Faix, 1991); CH2 rocking vibration 

(Schwanninger et al, 2004) 
6 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004); aromatic C-H in-plane deformation, 

G > S; plus C-O deformation, in primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
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en évidence des modifications de composition des parois entre fibres et rayons, notamment en 

qualité des lignines. 

 
Figure 22 Différences physico-chimiques entre parois de fibres et de rayons de bois normal. 
(A-B) Graphique présentant la distribution des spectres sur les composantes 1 et 2 d’une analyse en composante 

principale réalisée sur l’ensemble du spectre (A) ou sur les valeurs d’absorbance aux nombres d’ondes 

différentiellement absorbés (B). Turquoise : paroi de fibre-, Rouge : parois de rayons. Les ellipses représentent 

90% des spectres dans le cas d’une distribution normale. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre 

de pixels assignés à la catégorie. L’intensité de couleur représente la densité de point. (C) Spectre ATR-FTIR 

moyen. Turquoise : paroi de fibre-, Rouge : parois de rayons. (D) Carte de chaleur des absorbances aux nombres 

d’ondes différentiellement absorbés. Turquoise : paroi de fibre-, Rouge : parois de rayons. Chaque ligne 

représente une image. 



CHAPITRE II – ÉLABORATION D’UN RÉSEAU DE GÈNES ASSOCIÉ AUX PROPRIÉTÉS 

CHIMIQUES DES PAROIS À L’ÉCHELLE CELLULAIRE 

 

116  Clément CUELLO 

Afin d’identifier plus précisément les différences de composition entre parois de fibres 

et de rayons, j’ai identifié les DAWNs présents aux maxima locaux (fig. 22D). Une ACP 

réalisée sur ces nombres d’onde permet de distinguer clairement les spectres des parois de fibres 

des spectres de parois de rayon sur la première composante (fig. 22B). Le pourcentage de 

variance expliquée par cette composante est par ailleurs augmenté par rapport à l’ACP réalisée 

sur l’intégralité du spectre, représentant ici 38.6%. L’analyse des DAWNs identifiés aux 

maxima locaux m’a permis de mettre en évidence dix groupes de nombres d’onde permettant 

de distinguer les parois de fibres des parois de rayons. Les parois des rayons sont marquées par 

une absorbance plus forte des groupes A à D alors que les parois des fibres sont marquées par 

une absorbance plus forte des groupes E à J. Les groupes A et B sont composés des nombres 

d’ondes correspondant à la bande d’absorbance 1508-00 1  cm-1. Ces groupes sont donc 

représentatifs des lignines. Le groupe C quant à lui est caractérisé par la bande 1238-322 cm-1 

étant assignée à la cellulose, aux hémicelluloses et aux lignines. La bande d’absorbance 1736-

283 cm-1, caractéristique des hémicelluloses et des lignines, se trouve dans le groupe D. On 

retrouve des nombres d’ondes associés à la cellulose dans le groupe G (1320-164 cm-1), I (992-

845 cm-1) et J (1038-306 cm-1). Les groupes G et J sont également représentatifs des lignines. 

La bande d’absorbance 1330-227 cm-1 présente dans le groupe G représenterait des lignines 

riches en unité S et/ou en unité G condensée (Faix, 1991). Dans le groupe J, les unités G 

contribueraient plus fortement que les unités S à la bande 1,038-308 cm-1 (Faix et al, 1991). Le 

groupe H est composé de la bande 1376-669 cm-1 correspondant à des vibrations types de 

cellulose, d’hémicelluloses et de lignines. Enfin, les groupes E et F, représentant la bande 1548-

40 cm-1, n’ont pas d’assignation répertoriée dans la littérature actuelle et pourraient donc être 

représentatifs d’arrangements supramoléculaires. 

 
1 aromatic skeletal vibrations; G>S (Faix, 1991, Olsson et al, 2011) 
2 OH plane deformation, also COOH (Schwanninger et al, 2004), C–O stretch acetyl, C-O-H deformation et C-O 

+ stretching of phenolics (Séné et al, 1994; Olsson et al, 2011) 
3 C = O stretch carboxylic acid (Olsson et al, 2011); C=O stretch in unconjugated ketone, carbonyl et in ester 

groups (Faix, 1991, Olsson et al, 2011) 
4 crystalline cellulose / CH2 rocking vibration (Akerholm et Salmen, 2001; Olsson et al, 2011; Schwanninger et 

al, 2004) 
5 C–O valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
6 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004); aromatic C-H in-plane deformation, 

G > S; plus C-O deformation, in primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
7  S ring plus G ring condensed; (i.e. G ring substituted in pos. 5) (Faix, 1991); CH2 rocking vibration 

(Schwanninger et al, 2004) 
8 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004); aromatic C-H in-plane deformation, 

G > S; plus C-O deformation, in primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
9 aliphatic C-H stretch in CH3, not in OMe; phen. OH (Faix, 1991; Liang et Marchessault, 1959); CH bending 

(Olsson et al, 2011) 
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Au vu des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les parois des fibres présentent 

une signature chimique fortement associée à la cellulose alors que les parois de rayons 

semblent, elles, plutôt riches en hémicelluloses. Nous avons également pu mettre en évidence 

une différence de qualité des lignines. En effet, des bandes d’absorbance attribuables aux 

lignines ont pu être identifiées comme plus absorbées dans les parois des fibres et des rayons. 

On remarquera tout de même la présence d’une bande d’absorbance correspondant à des 

lignines riches en unité S et/ou en unité G condensée plus absorbée dans les parois de fibres. 

2. Transcriptome des deux types cellulaires 

L’alignement des reads sur le génome du clone INRA 717-1B4 a permis, après 

filtration, la détection de l’expression pour 25 236 gènes. Parmi eux, 1 465 ont été détectés 

comme étant différentiellement exprimés entre les fibres et les rayons (fig. 23A). Ainsi, 1 184 

gènes sont préférentiellement exprimés dans les fibres et 281 gènes dans les rayons. Il est 

intéressant de noter que parmi les gènes préférentiellement exprimés dans l’un ou l’autre type 

cellulaire, 570 sont exclusivement exprimés dans les fibres et 4 dans les rayons. 

Une vue d’ensemble de la fonction des DEG et des processus biologiques sous-jacents 

peut être obtenue par une étude de leur classification fonctionnelle selon la GO1 (Ashburner et 

al., 2000). Dans cette ontologie, les produits des gènes sont classés en fonction des fonctions 

moléculaires qu’ils accomplissent (MF), des compartiments cellulaires auxquels ils 

s’appliquent (CC) ou des processus biologiques (BP) auxquels ils participent. J’ai réalisé une 

étude d’enrichissement des termes GO. Globalement, cela revient à identifier les termes pour 

lesquels on observe plus de gènes dans notre jeu de données DEG que si le tirage se faisait au 

hasard dans l’ensemble de la population des 25 236 gènes. Ainsi, ces termes sont représentatifs 

des BP, CC ou MF majoritairement représentés dans le jeu de données étudié. J’ai alors pu 

identifier 42 BP, 7 CC et 22 MF enrichis (fig. 23B-D). Afin de faciliter l’interprétation de ce 

grand nombre de termes, j’ai réalisé une analyse de similarité sémantique entre terme. J’ai alors 

pu obtenir sept groupes de BP, trois groupes de CC et onze groupes de MF. Parmi les sept 

termes CC enrichis, cinq font partie du groupe ‘matrice extracellulaire’ (fig. 23C). Ainsi, nous 

pouvons conclure que les transcriptomes étudiés sont enrichis en gènes ciblant la paroi végétale. 

Le métabolisme secondaire, comprenant le métabolisme des polymères pariétaux, est par 

ailleurs un groupe de termes BP (fig. 23B). Dans ce groupe, on retrouve notamment des termes 

associés à la biosynthèse des phénylpropanoïdes et de composés contenant des groupements 

 
1 Gene Onthology 
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phénols. Il est intéressant de noter que peu de gènes dans ce groupe sont induits dans les rayons. 

Il en est de même pour le terme associé au développement du xylème où seul un gène est induit 

dans les rayons contre dix dans les fibres. Parmi eux, on retrouve notamment : 

- Trois facteurs de transcription de la famille NAC : Potri.001G325100, homologue 

de AtVNI2 (AT5G13180), Potri.003G113000, homologue de AtVND4 

(AT1G12260) et Potri.007G105000, homologue de AtXND1 (AT5G64530). 

- Trois gènes codant pour des peptides signaux de la famille CLE : 

Potri.001G049700, homologue de AtCLE44 (AT4G13195) ainsi que 

Potri.002G241300 et Potri.012G019400, homologues de AtCLE41 (AT3G24770). 

Les transcriptomes des fibres et des rayons sont également enrichis en termes associés à la 

réponse, au transport, au catabolisme ou au métabolisme de certaines hormones. Le 

transcriptome des fibres tend à être associé à la régulation du transport de l’auxine et son 

métabolisme, à la réponse à l’acide jasmonique et à la signalisation par les gibbérellines. A 

l’inverse, les gènes exprimés préférentiellement dans les rayons se retrouvent majoritairement 

dans les termes associés à la biosynthèse et l’homéostasie des brassinostéroïdes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 23 Identification des différences transcriptomiques entre fibres et rayons 
(A) Carte de chaleur de l’expression des DEG identifiés. Les données d’expression ont été normalisées par gène. 

Rouge : Rayons, Turquoise : Fibres, Rose : gènes induits dans les rayons, vert : gènes induits dans les fibres. (B-

D) Termes GO enrichis sur la base de l’ensemble des gènes différentiellement exprimés. L’histogramme représente 

l’inverse du log de la p-valeur d’enrichissement (échelle de gauche). Chaque point représente un gène présent 

sous ce terme ainsi que son FoldChange (échelle de droite). Bleu : gène induit dans les fibres. Rouge : gène induit 

dans les rayons. BR : brassinostéroïdes, AUX : auxine, JA : acide jasmonique, GA : gibbérellines, AA : acide 

aminé. (B) Processus Biologiques enrichis. Rose : métabolisme secondaire, Vert : métabolisme général, Bleu : 

Hormone, Gris : Réponse aux stimuli, Bleu foncé : Transport, Orange : facteurs de transcription, Marron : 

développement du xylème. (C) Compartiments cellulaires enrichis. Rose : matrice extracellulaire, Violet : 

membrane plasmique, Bleu : tonoplaste. (D) Fonctions moléculaires enrichies. Bleu foncé : activité sur l’aspartyl, 

Vert : activité de liaison, Violine : activité de ligand, Marron : activité d’O-méthyl transférase, Jaune : activité 

d’oxydoréductase, Rose : activité de peroxydase, Gris : activité de récepteur-ligand, Bleu : activité de synthèse de 

sucres, Rose pâle : transport, Orange : facteurs de transcription, Bleu gris : activité de transférase. 
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3. Spécificité du transcriptome des fibres 

Parmi les 25 236 gènes présents dans la table de comptage, 665 sont fortement 

exprimés dans les fibres sans être détectés dans les rayons. Parmi eux, 95 ne sont pas identifiés 

comme étant différentiellement exprimés par DEseq2, probablement parce que ces gènes sont 

généralement fortement exprimés dans un réplicat biologique et beaucoup plus faiblement 

exprimés dans les deux autres réplicats. On y trouve notamment les gènes Potri.001G340400, 

Potri.001G340300 et Potri.001G340200, homologues du gène AT3G01680 codant pour une 

protéine impliquée dans la formation du phloème (AtSEOR11, Anstead et al., 2012) ainsi que le 

gène Potri.013G102600, homologue de AT1G71692 codant pour le facteur de transcription 

AtAGL122. Chez Arabidopsis thaliana, ce gène est très fortement exprimé dans les racines et 

est impliqué dans la modulation entre prolifération et différenciation cellulaire dans le 

méristème apical racinaire (Tapia-López et al., 2008). En effet, les auteurs suggèrent également 

que ce gène ait un rôle de médiateur de l’auxine dans la prolifération cellulaire ainsi qu’un rôle 

dans l’élongation des cellules. Plus récemment, PtAGL12 a été identifié comme gène 

potentiellement impliqué dans la régulation de la formation des parois (Weighill et al., 2018; 

Furches et al., 2019). En effet, PtAGL12 est coexprimé avec des gènes de biosynthèse des 

lignines, de la cellulose et des xylanes ainsi qu’un gène associé au dépôt des parois secondaires : 

PtMAP70-5 (Furches et al., 2019). L’implication de AGL12 dans la formation des parois, et 

plus particulièrement des lignines, est également appuyé par l’augmentation de la quantité de 

lignines dans des lignées de bouleau le surexprimant (Li et al., 2016a). 

L’enrichissement fonctionnel basé uniquement sur les gènes induits dans les fibres a 

permis d’identifier sept termes GO spécifiquement enrichis (Table 2). On y retrouve 

notamment deux processus biologiques d’intérêt dans notre étude : ‘cell fate specification’ 

(GO:0001708) et ‘response to auxin’ (GO:0009733). Les onze gènes présents dans le terme 

‘cell fate specification’ codent pour des facteurs de transcription. Parmi eux, on notera 

notamment la présence de deux facteurs de transcription de la famille WRKY et un facteur de 

réponse à l’auxine (ARF). Ce facteur de transcription est également présent sous le terme 

‘response to auxin’. Sous ce terme se retrouvent également d’autres gènes de réponse à l’auxine. 

On y retrouve notamment Potri.003G163600, homologue de AtARF2 (AT5G62000), 

Potri.010G119900, homologue de AtIAA32 (AT2G01200), et Potri.005G233600, homologue 

de AtWAT1 (AT1G75500). 

 
1 SIEVE ELEMENT OCCLUSION-RELATED 1 
2 AGAMOUS-like 12 
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Table 2 Termes GO enrichis en utilisant la liste des gènes spécifiquement induits dans les fibres 

ou dans les rayons 

Catégorie Identifiant Terme Liste p-valeur 

BP GO:0001708 cell fate specification Fibres 0.0003 
BP GO:0000727 double-strand break repair via break-

induced replication 
Fibres 0.00055 

BP GO:0007178 transmembrane receptor protein 
serine/threonine kinase signaling pathway 

Fibres 0.00056 

BP GO:0042908 xenobiotic transport Fibres 0.00071 
BP GO:0009733 response to auxin Fibres 0.00078 
MF GO:0004675 transmembrane receptor protein 

serine/threonine kinase activity 
Fibres 0.00039 

MF GO:0042910 xenobiotic transmembrane transporter 
activity 

Fibres 0.0006 

BP GO:0071456 cellular response to hypoxia Rays 0.00012 
MF GO:0016705 oxidoreductase activity, acting on paired 

donors, with incorporation or reduction of 
molecular oxygen 

Rays 0.00018 

MF GO:0004497 monooxygenase activity Rays 0.00024 
MF GO:0005179 hormone activity Rays 0.0003 
MF GO:0001653 peptide receptor activity Rays 0.00037 

BP : biological process, MF : molecular function 

4. Spécificité du transcriptome des rayons 

Parmi les 25,236 gènes présents dans la table de comptage, 19 sont à l’inverse 

exprimés dans les rayons, sans expression détectée dans les fibres. Parmi eux, 15 ne sont pas 

identifiés comme étant DEG. Tout comme dans les fibres, les gènes fortement exprimés dans 

les rayons et non considérés DEG sont fortement détectés dans un réplicat biologique et à des 

niveaux beaucoup plus faibles dans les deux autres. C’est notamment le cas pour le gène 

Potri.015G110500, homologue de AT5G51110 impliqué dans la réponse à l’acide abscissique 

(AtSDIRIP11, Zhang et al., 2015; Oh et al., 2017). 

L’enrichissement fonctionnel basé uniquement sur les gènes induits dans les rayons a 

permis d’identifier cinq termes GO spécifiquement enrichis (Table 2). On y retrouve 

notamment une fonction moléculaire d’intérêt dans notre étude : ‘peptide receptor activity’ 

(GO:0001653). Seuls trois gènes sont présents sous cette catégorie : Potri.001G161000 

(homologue de AT1G72300), Potri.002G106800 (homologue de AT1G09970) et 

Potri.019G078400 (homologue de AT1G72180). Tous trois codent pour des protéine kinases. 

Les protéine kinases sont des enzymes régulant l’activité de protéines par phosphorylation. Les 

trois protéine kinases identifiées font partie de la famille LRR2. Cette famille joue un rôle 

 
1 SDIR1-INTERACTING PROTEIN 
2 Leucine-rich receptor-like 
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important dans le développement végétal et la réponse au stress (Liu et al., 2017). Cependant, 

le rôle précis de chaque LRR protein kinase n’a pas encore été établi. 

5. Vers une intégration des données d’analyse pariétale et de transcriptome 

Afin d’identifier des gènes potentiellement impliqués dans la biosynthèse des parois 

secondaires, j’ai réalisé une analyse de corrélation linéaire entre niveau d’expression de gènes 

et niveau d’absorbance aux DAWNs. Pour chaque gène, ces corrélations ont ensuite été 

moyennées en regroupant les DAWNs par composé pariétal d’après leur assignation dans la 

littérature (cf II-1). Pour la cellulose, par exemple, j’ai moyenné les pcc obtenus pour chaque 

gène avec les bandes 1320-16 et 992-84 cm-1 pour obtenir un score de corrélation moyen de 

l’expression de ce gène à la cellulose. Ainsi, j’ai pu mettre en évidence 445 gènes induits dans 

les fibres associés à au moins un composé, soit environ 38% des DEG induits dans les fibres 

(fig. 24D) et 257 gènes induits dans les rayons, soit environ 91.5% des DEG induits dans les 

rayons (fig. 24A). Les gènes induits dans les fibres sont majoritairement positivement corrélés 

à la cellulose et aux lignines, dont les bandes étaient plus fortement absorbés dans les fibres. 

Les gènes induits dans les rayons sont, eux, majoritairement corrélés aux lignines, dont les 

bandes étaient plus fortement absorbés dans les rayons, et aux hémicelluloses (fig. 24B,E). 

Parmi les gènes induits dans les fibres, la majorité n’est associée qu’à un seul composé. A 

l’inverse, parmi les gènes induits dans les rayons, une grande partie des DEG est associée à au 

moins deux composés (fig. 24A,D). Ainsi, afin de faciliter la représentation et la lisibilité du 

réseau de co-expression (cf II-6), j’ai sélectionné les corrélations maximales de chaque DEG 

en excluant les catégories de DAWNs NA (i.e. sans assignation connue dans la littérature), 

NS_C (i.e. assignés à la cellulose, aux hémicelluloses et aux lignines contenus dans le groupe 

C de la fig. 22D) et NS_H (i.e. assignés à la cellulose, aux hémicelluloses et aux lignines 

contenus dans le groupe H de la fig. 22D) (fig. 24C,F). En effet, ces trois catégories, bien que 

contenant une information importante sur la composition physico-chimique des parois, ne me 

permettent pas d’identifier clairement la nature des composés. Il est intéressant de noter que 

cinq gènes ont des niveaux de corrélation équivalents pour deux composés. Ainsi, les gènes 

Potri.003G206000 (homologue d’AT5G12950), induit dans les fibres, et Potri.004G045300 

(homologue d’AT1G28260), induit dans les rayons sont corrélés, positivement pour le premier, 

négativement pour le second mais de façon équivalente, à la cellulose et aux lignines. Le gène 

Potri.018G111400 (homologue d’AT4G31020), induit dans les fibres, est corrélé positivement 

à la cellulose et négativement aux lignines tandis que les gènes Potri.002G054400 (homologue 

d’AT5G19160, AtTBL11) et Potri.001G422900, induits dans les rayons, sont corrélés 
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négativement à la cellulose et positivement aux lignines. Bien que présentant des homologies 

avec des gènes d’Arabidopsis thaliana, la fonction de ces gènes reste encore à découvrir. Ainsi, 

il est difficile de conclure sur leur implication dans la biosynthèse des composés pariétaux sans 

des analyses plus poussées. 

 
Figure 24 Identification de gènes différentiellement exprimés associés aux nombres d'onde 

différentiellement absorbés entre parois de rayons (A-C) et parois de fibres (D-F). 
(A,D) Nombre de gènes corrélés ou non à un composé pariétal. (B, E) Nombre de gènes corrélés à chaque groupe 

de DAWNs. (C,F) Nombre de gènes corrélés à chaque groupe de DAWNs en ne considérant que la corrélation la 

plus forte. (G) Carte de chaleur des corrélations entre DEG intégrés au réseau et DAWNs.  

C : cellulose, C_L : cellulose et lignines, HC_L : hémicelluloses et lignines, Lr : lignines présentes dans les 

rayons, Lf : lignines présentes dans les fibres, NS_C : assignation à la cellulose, aux hémicelluloses et aux 

lignines, groupe C de la figure 2D, NS_H : assignation à la cellulose, aux hémicelluloses et aux lignines, groupe 

H de la figure 2D, NA : sans assignation connue, C-Lr : corrélation positive à la cellulose et négatives aux lignines 

fortement absorbées dans les rayons, C+Lf : corrélation positive à la cellulose et négatives aux lignines fortement 

absorbées dans les fibres, RayInd : DEG induits dans les rayons, FibInd : DEG induits dans les fibres. (B,C,E,F) 

Vert : corrélation négative, marron : corrélation positive, (C,F) Vert et marron foncé : gènes intégrés au réseau 

de co-expression. 
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6. Vers un réseau de co-expression associé à la composition des parois 

secondaires 

Pour mieux comprendre la co-régulation potentielle entre les DEG, j’ai réalisé une 

analyse de co-expression. Le réseau de co-expression intègre 1 351 DEG, soit plus de 90% des 

DEG identifiés, pour 14 618 pcc dont la valeur absolue est supérieure à 0.994 (fig. S2). Ce seuil 

correspond à un bon compromis entre haute valeur de corrélation et nombre de gènes intégrés 

au réseau. Ces gènes sont regroupés en 44 modules connectés dont un regroupe la majorité des 

DEG intégrés : le module M1 avec 1 183 DEG soit près de 88%. Sur ces réseaux, j’ai représenté, 

d’une part, les composants pariétaux corrélés au DEG (fig. S2A) et, d’autre part, les groupes de 

processus fonctionnels enrichis ayant trait à la biosynthèse des parois, la formation du xylème, 

la réponse aux hormones ou des facteurs de transcription (fig. S2B). Parmi les DEG intégrés au 

réseau de co-expression, 414 gènes induits dans les fibres et 198 gènes induits dans les rayons 

sont corrélés à un moins un composé pariétal (fig. 24G). Ces gènes intégrés sont représentatifs 

des corrélations observées sur l’ensemble des DEG identifiés (fig. 24C,F). 

Afin d’identifier des processus biologiques clairs, mon attention s’est portée 

particulièrement sur les modules M1, M2 et M3, le premier regroupant la plus grande partie du 

réseau, les deux autres étant composés de gènes associés majoritairement aux lignines des 

rayons et à la cellulose (fig. 25A). 

6.1. Le module M1, un module complexe 

Le module M1 est un sous-réseau complexe comportant près de 81% des gènes 

différentiellement exprimés (fig. S2). Parmi eux, on retrouve 1 096 gènes induits dans les fibres 

et 87 induits dans les rayons. Dans ce module, on observe un grand nombre de gène non corrélés 

à un DAWN (700/1183), corrélés avec des DAWNs appartenant aux groupes NA, NS_C ou 

NS_H (213/1183), ou encore sans appartenance à des groupes de processus biologiques enrichis 

(899/1183) (fig. S2). Afin de tirer l’essentiel de l’information biologique accessible dans ce 

réseau, j’ai alors sélectionné les gènes qui (i) étaient corrélés à au moins un DAWN associé à 

un composé pariétal et (ii) étaient classés dans un terme GO enrichi. Cela m’a alors permis de 

sélectionner 52 gènes dans ce réseau. En sélectionnant leurs premiers voisins (i.e. les gènes 

dont l’expression est directement corrélée à ceux-ci), j’ai alors pu identifier trois sous-modules 

connectés : M1.1, M1.2 et M1.3 (fig. 25). 

 Le sous-module M1.1 

Parmi les 50 gènes conduisant à la formation du module M1.1 se trouvent 42 gènes 

induits dans les fibres et huit induits dans les rayons. Parmi les gènes induits dans les fibres, 19 
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sont positivement corrélés à la cellulose, trois aux lignines présentes dans les fibres, huit 

négativement corrélés aux lignines présentes dans les rayons et 12 aux hémicelluloses et aux 

lignines. Parmi les gènes induits dans les rayons, deux sont positivement corrélés aux 

hémicelluloses et aux lignines, cinq aux lignines présentes dans les rayons et un négativement 

corrélé aux lignines présentes dans les fibres. Ces 50 gènes peuvent être regroupés en onze 

grandes familles de gènes suivant leur fonction. Ainsi, la moitié d’entre eux codent pour des 

facteurs de transcription appartenant à plusieurs familles dont les familles MYB, NAC, bHLH, 

et WRKY. Parmi eux, on notera notamment la présence des gènes Potri.008G140400, 

Potri.015G033100, Potri.010G101200 (homologues d’AtIDD15), Potri.006G114200 

(homologue d’AtSGR1), Potri.015G020000 (homologue d’AtANAC100), Potri.018G068700 

(homologue d’AtANAC075), Potri.001G325100 (homologue d’AtVNI2), Potri.005G233600 

(homologue d’AtWAT1) et Potri.007G105000 (homologue d’AtXND1), tous induits dans les 

fibres, ainsi que les gènes Potri.002G04060 (homologue d’AtCPUORF7) et Potri.002G138900 

(homologue d’AtWRKY12), tous deux induits dans les rayons. Trois facteurs de transcription 

sont également directement influencés par l’acide abscissique (Potri.015G091900, homologue 

d’AtAITR5) ou l’auxine (Potri.003G163600, homologue d’AtARF2 et Potri.010G119900, 

homologue d’AtIAA32). Six autres gènes sont également impliqués dans la réponse aux 

hormones ou la transduction du signal. Parmi eux, deux répondent aux cytokinines. L’auxine, 

les brassinostéroïdes et les acides abscissique et salicylique ciblent, eux, un gène chacun. Quatre 

protéine kinases sont également présentes parmi ces 50 gènes. On notera notamment la présence 

de Potri.005G241500 (homologue d’AtCLV1) et Potri.001G049700 (homologue d’AtCLE44), 

faisant partie du système CLE-WOX. Parmi les 13 autres gènes, on retrouve six gènes associés 

au métabolisme des polysaccharides pariétaux, trois gènes codant pour des cytochrome P450, 

deux gènes codant pour des méthyltransférases, un gène impliqué dans la glycosylation des 

flavonoïdes, une pectine methylestérase, une glutathione S-transférase et un gène impliqué dans 

la méthylation des histones. 
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Figure 25 Réseau de co-expression des DEG identifiés entre fibres et rayons.  
pcc: coefficient de corélation de Pearson, FibInd: DEG induit dans les fibres, RayInd: DEG induit dans les rayons. 

Les gros nœuds représentent les gènes appartenant au groupe de CC ‘matrice extracellulaire’. Les pointillés 

représentes les sous-modules M1.1α-δ.  

(A) Les noeuds sont colorés suivant le groupe de DAWNs dont la corrélation est maximale (hors NA, NS_C et 

NS_H). + : corrélation positive, - : corrélation négative. 

C : cellulose, C_L : cellulose et lignines, HC_L : hémicelluloses et lignines, Lr : lignines présentes dans les rayons, 

Lf : lignines présentes dans les fibres, Bordure bleue : corrélation négative aux DAWNs associés à la cellulose, 

Bordure orange : corrélation positive aux DAWNs associés aux lignines fortement absorbées dans les rayons. 

(B) Les nœuds sont colorés suivant le(s) groupe(s) de BP enrichi(s) dont ils font partie. SM : métabolisme 

secondaire, TF : facteurs de transcription, H : hormones (métabolisme, réponse, transport, homéostasie, 

synthèse), Wood : formation du xylème 
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Parmi les seize gènes mis en évidence dans le sous-modules M1.1, certains sont 

directement coexprimés entre eux. C’est le cas des homologues des gènes AtVNI2 et 

AtANAC075, de l’homologue d’AtIAA32 coexprimé avec les homologues des gènes 

AtANAC100 et AtAITR5 ainsi que d’un des homologues du gène AtIDD15 (Potri.010G101200) 

et de l’homologue du gène AtWAT1. En intégrant les premiers voisins (i.e. les gènes directement 

coexprimés avec ces seize gènes), on observe la création de quatre sous-groupes (M1.1α-δ). 

Ainsi, AtVNI2 et AtANAC075 sont à l’origine d’un sous-groupe rassemblant sept gènes 

supplémentaires (M1.1α). Ces gènes, tous corrélés positivement à la cellulose à l’exception 

d’un gène majoritairement corrélé aux lignines présentes dans les fibres, codent pour deux 

protéine phosphatases (Potri.004G066200, homologue d’AtPP2C6 et Potri.001G142500, 

homologue d’AtPYR1), une protéine kinase (Potri.005G188700, homologue d’AtRGI2), une 

protéine associée aux microtubules (Potri.015G131400, homologue d’AtMAP65-3), une purine 

perméase (Potri.001G352100, homologue d’AtPUP10), une aspartic protéase 

(Potri.007G063800) et un gène de fonction inconnue (Potri.003G112200) mais dont 

l’homologue chez Arabidopsis thaliana (AT4G22580) serait impliqué dans la glycosylation des 

protéines. 

 
Figure 26 Simplification du sous-groupe de gènes M1.1β. 
Bleu : gènes induits dans les fibres, Rouge : gènes induits dans les rayons, Violet : corrélation négative, Vert : 

corrélation positive. Les noms entre parenthèses correspondent au gène homologue chez Arabidopsis thaliana. 
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Le sous-groupe M1.1β regroupe onze des seize gènes mis en évidence dans le sous-

modules M1.1 (fig. 26). En intégrant les premiers voisins de ces onze gènes, le sous-groupe 

M1.1β intègre 66 autres gènes dont 24 sont induits dans les rayons. Il est intéressant de noter 

qu’aucun gène n’est coexprimé avec l’ensemble des trois homologues d’AtIDD15 pourtant 

présents dans ce groupe. Par ailleurs, ces trois gènes sont corrélés avec des DAWNs 

correspondant à différents composés pariétaux. En effet, bien qu’ils soient tous corrélés, dans 

le même sens, aux DAWNs NA et NS_C, les corrélations à la cellulose, aux hémicelluloses (+ 

lignines) et aux lignines présentes dans les rayons ne sont, pour chacun de ces composés 

pariétaux, partagées que par deux des homologues d’AtIDD15. Ainsi, il est fort probable que le 

gène AtIDD15 ait subi une forte spécialisation chez le peuplier conduisant à ces trois 

homologues. Deux groupes de gènes très connectés sont créés à partir des homologues 

d’AtWAT1 et d’un des homologues d’AtIDD15 (Porti.010G101200) d’une part et les 

homologues d’AtXND1, AtANAC100, AtIAA32 et AtAITR5 d’autre part. En effet, en plus d’être 

directement coexprimés entre eux, AtWAT1 et Porti.010G101200 partagent cinq de leurs sept 

gènes coexprimés. Parmi eux, on retrouve notamment une protéine kinase (Potri.T151000), une 

protéine de liaison aux microtubules (AtEB1C) et l’homologue d’AtLBD4 (Potri.003G149000). 

Dans le second groupe, l’homologue d’AtIAA32 est coexprimé avec les homologues 

d’AtANAC100 et AtAITR5. Il est intéressant de noter que tous les gènes coexprimés avec 

AtIAA32 le sont également avec AtANAC100 ou AtAITR5. Seuls deux gènes sont coexprimés 

avec les trois gènes sus-cités : Potri.019G036500, dont l’homologue chez Arabidopsis thaliana 

(AT4G38040) serait impliqué dans la glycosylation des protéines et Potri.010G097300, qui est 

un gène orphelin (i.e. sans annotation fonctionnelle ni homologue identifié). On notera 

également que ce dernier est également coexprimé avec l’ homologue d’AtXND1. Parmi les 

gènes présents dans ce groupe, on notera notamment la présence : 

- d’une glycosylase : Potri.003G206000 (coexprimé avec AtANAC100 et AtIAA32) ; 

- d’un gène codant pour des protéines PADRE : Potri.014G104900 (coexprimé avec 

AtANAC100) ; 

- d’un gène de liaison aux filaments d’actines : Potri.013G017900 (homologue 

d’AtFH11 coexprimé avec AtANAC100) ; 

- de gènes de réponse aux hormones : Potri.008G129400 (homologue d’AtPIN3 

coexprimé avec AtANAC100) et Potri.007G015500 (homologue d’AtFBA2, 

coexprimé avec AtAITR5) ; 
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- d’un gène impliqué dans la synthèse des xyloglucanes : Potri.018G009300 

(homologue d’AtCSLC5, coexprimé avec AtXND1) ; 

- d’une protéine kinase : Potri.004G212600 (homologue d’AtNCRK coexprimé avec 

AtXND1). 

Par ailleurs, trois gènes semblent centraux dans le sous-groupe M1.1β : AtSGR1 

(Potri.006G114200), AtIDD15 (Potri.015G033100) et AtWRKY12 (Potri.002G138900). En 

effet, grâce aux gènes avec lesquels ils sont coexprimés, il est possible de réunir les onze gènes 

à l’origine de ce sous-réseau. AtSGR1, coexprimé avec Potri.001G453000 (homologue 

d’AtUMAMIT32), lui-même coexprimé avec Potri.T151000 et Potri.T030600 (homologue 

d’AtIBR3) permet de rejoindre le groupe créé par AtWAT1 et AtIDD15 (Potri.010G101200). Il 

permet également, grâce à une protéine kinase (Potri.002G065100) de retrouver AtANAC100 et 

donc le groupe dont il est membre. C’est également le cas pour AtWRKY12 via une glutathione 

S-transferase (Potri.015G042000, homologue d’AtGSTU4). On note également que AtSGR1 et 

AtWRKY12 sont tous deux coexprimés avec Potri.011G040800 dont l’ homologue code pour 

une hydrolase triphosphate. AtWRKY12 est également coexprimé avec Potri.008G026400, 

homologue d’AtCSLA9, coexprimé avec un des homologues AtIDD15 (Potri.008G140400). Le 

dernier homologue d’AtIDD15, Potri.015G033100, est également coexprimé avec trois gènes 

coexprimés avec AtWRKY12 : Potri.017G083900 (dont l’homologue chez Arabidopsis thaliana 

code pour une pentatricopeptide repeat protein), Potri.006G048500 (dont l’homologue chez 

Arabidopsis thaliana code pour une glycosyltransférase de la famille 61) et Potri.002G147700 

(dont l’homologue chez Arabidopsis thaliana code pour AtBEN1, gène impliqué dans la 

régulation du métabolisme des brassinostéroïdes). Enfin, cet homologue d’AtIDD15 

(Potri.015G033100) permet de rejoindre un groupe de gènes corrélés aux lignines présentes 

dans les rayons et construit par l’incorporation des gènes coexprimé avec AtCPUORF7 

(Potri.002G040600). En effet, deux gènes coexprimés avec AtCPUORF7 (Potri.019G055200, 

homologue d’AtCRT3, et Potri.001G342300 codant pour une méthyltransférase dépendante de 

la S-adenosyl-L-methionine) sont coexprimés avec Potri.011G079900 (gène codant pour une 

protéine transmembranaire), coexprimé avec AtIDD15. 

Le sous-groupe M1.1γ comporte douze gènes (fig. 25). Il permet, grâce à un nœud 

composé de quatre gènes coexprimés entre eux, de mettre en relation les gènes AtCLE44 et 

AtARF2. En effet, deux gènes (Potri.018G135800, homologue d’AtLRRAC1, et 

Potri.018G111400, codant pour une alpha/beta hydrolase) sont coexprimés avec AtCLE44 ainsi 
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que deux autres gènes (Potri.T058100, homologue d’AtCBSX6, et Potri.002G189400, codant 

pour une transducine), eux coexprimés avec AtARF2. 

Enfin, le sous-groupe M1.1δ est établi sur la base du gènes AtCLV1. Ce gène est 

coexprimé avec dix gènes (fig. 25). Ce sous-groupe est composé de gènes induits dans les fibres 

et corrélés négativement aux lignines et aux hémicelluloses (6/11) ou positivement au groupe 

des DAWNs NA (5/11). Il est intéressant de noter que le seul gène corrélé négativement aux 

lignines présentes dans les rayons (Potri.014G102700) code pour un gène de la famille de 

cytochrome P450. Parmi les autres gènes, on retrouve notamment un régulateur de l’activité 

des protéine kinases, une protéine kinase (en plus d’AtCLV1) et une galactosyltransférase 

(AtGALT31A). 

 Le sous-module M1.2 

Les quatre gènes qui composent le sous-module M1.2 sont tous coexprimés entre eux 

et tous induits dans les fibres (fig. 25). Le gène permettant de créer ce sous-module 

(Potri.004G033000) est corrélé positivement à la cellulose et négativement aux lignines 

présentes dans les rayons. Son homologue chez Arabidopsis thaliana (AT1G24020) code pour 

la protéine AtMLP4231. Elle est impliquée dans la voie de signalisation par l’acide abscissique 

et dans la réponse à l’attaque de pathogène (Plett et al., 2015). Ce gène est ici corrélé aux gènes 

Potri.012G083500 (homologue de AT5G63090, AtLOB2), Potri.002G098300 (homologue de 

AT1G22370, AtUGT85A53), Potri.005G156600 (homologue de AT4G33580, AtBCA45). 

 Le sous-module M1.3 

Le sous module M1.3 est composé de trois gènes induits dans les rayons et corrélés 

positivement et uniquement aux lignines (fig. 25). Le gène permettant de créer ce sous-module, 

homologue au gène AtABCB115 (AT1G02520), code pour un transporteur primaire de la famille 

des ABCB. Il est intéressant de noter que ce n’est pas la première fois que ce gène est associé 

aux lignines ou à la lignification. En effet, dans une analyse transcriptomique menée sur la 

hampe florale d’Arabidopsis thaliana, ce gène s’est montré coexprimé avec des gènes associés 

à la synthèse des monolignols (Ehlting et al., 2005). Les deux autres gènes présents dans le sous 

module M1.3 codent pour une protéine de liaison aux polysaccharides et à une oxidoreductase. 

La fonction de ces deux gènes n’a cependant pas été clairement établie. 

 

 
1 major latex protein-like 
2 Lateral organ boundaries 
3 Uridine 5’-diphosphase glucurunosyltransférase 
4 BETA CARBONIC ANHYDRASE 
5 ATP binding cassette B 
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6.2. Le module M2 

Parmi les 22 gènes présents dans le module M2, tous induits dans les rayons, vingt 

sont majoritairement corrélés positivement aux lignines présentes dans les rayons et deux 

négativement à la cellulose (fig. 25A). Ces deux gènes sont également corrélés positivement 

aux lignines présentes dans les rayons mais plus faiblement qu’à la cellulose. De même, onze 

des gènes corrélés positivement aux lignines présentes dans les rayons sont corrélés 

négativement, dans une moindre mesure, à la cellulose. Il est intéressant de noter que 

l’association à la cellulose est ici un raccourci qui est fait. En effet, les DAWNs auxquels sont 

corrélés ces gènes sont assignés, dans la littérature, à la cellulose et à certaines vibrations 

associées aux lignines. Parmi ces gènes, seuls les gènes Potri.001G270800 (homologue de 

AT1G12740, AtCYP87A21) et Potri.014G156600 (homologue de AT1G05065, AtCLE20) sont 

classés dans un terme GO enrichi (fig. 25B). En effet, le premier appartient aux groupes de 

processus biologiques ‘métabolisme secondaire’ et ‘hormones’, le second est supposé agir au 

niveau de la matrice extracellulaire. Parmi les autres gènes, on retrouve notamment quatre gènes 

de la famille des cytochrome P450, des familles 81 et 87, et trois protéine kinases de la famille 

LRR (Table 3). L’homologue d’Arabidopsis thaliana d’une des trois protéine kinases a été 

étudiée : CEPR22 (Yu et al., 2019; Zhang et al., 2021). Elle est impliquée dans la régulation du 

transport de l’acide abscissique. En effet, elle est capable de phosphoryler un transporteur 

d’acide abscissique, NRT1.2/NPF4.6, entrainant alors sa dégradation (Zhang et al., 2021). Elle 

est également capable de phosphoryler un récepteur de l’acide abscissique, PYL4, entrainant 

une fois encore sa dégradation (Yu et al., 2019). Tout comme les protéine kinases, les 

cytochromes P450 forment une large famille impliquée dans un grand nombre de processus, de 

la synthèse des lignines au catabolisme des hormones (Werck-Reichhart et al., 2002). 

Cependant, la fonction des familles 81 et 87 n’ont, jusqu’à présent, pas été élucidé. 

6.3. Le module M3 

Le module M3 regroupe 17 gènes. Parmi eux, 14 sont corrélés positivement 

majoritairement aux lignines présentes dans les rayons, un gène est corrélé négativement 

majoritairement à la cellulose (+ lignines) et deux ne sont corrélés à aucun DAWN (fig. 25A). 

On notera également que douze des gènes positivement corrélés aux lignines présentes dans les 

rayons sont également, dans une moindre mesure, négativement corrélés à la cellulose (+ 

lignines). De même, le gène majoritairement corrélé négativement à la cellulose est également, 

 
1 Cytochrome P450 87A2 
2 C-terminally encoded peptide receptor 2 
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dans une moindre mesure, positivement corrélé aux lignines présentes dans les rayons (fig. 

25A). Parmi ces gènes, seuls trois font partie de catégories fonctionnelles enrichies (fig. 25B), 

toutes différentes : 

- Potri.010G169400, homologue de AT1G69600 (AtZFHD1) et corrélé 

positivement aux lignines présentes dans les rayons et négativement à la cellulose, 

fait partie du groupe de processus biologiques ‘facteurs de transcription’ et code 

pour un facteur de transcription de la famille de zinc finger à homéodomaine. 

- Potri.001G092700, homologue de AT2G19170 (AtSLP3) et corrélé positivement 

aux lignines présentes dans les rayons et négativement à la cellulose, est localisé 

dans région extracellulaire. 

- Potri.001G182000, homologue de AT1G79900 (AtBAC2) et sans corrélation à 

aucun DAWN, fait partie du groupe ‘Transport’ et code pour une protéine 

transportant l’ornithine de la mitochondrie vers le cytosol. 

Parmi les autres gènes, on recense notamment trois gènes codant pour des protéine kinases 

(Table 3). 
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Table 3 Liste des 251 DEG représentés dans les modules M1, M2 et M3 
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III. Discussion, limites et perspectives 

1. Composition chimique des parois  

Par l’utilisation de l’imagerie hyperspectrale en ATR-FTIR, j’ai pu mettre en évidence 

de potentielles différences de composition et/ou d’organisation des parois secondaires des fibres 

et rayons. J’ai, par exemple, pu observer une absorbance plus forte des bandes associées aux 

hémicelluloses dans les rayons et aux bandes associées à la cellulose dans les fibres. J’ai, par 

ailleurs, pu mettre en évidence des différences de qualité des lignines entre ces deux types 

cellulaires. Les différences de composition chimique entre fibres et vaisseaux de bois sont en 

partie connues (Terashima et al., 1993; Donaldson et al., 2001). Cependant, peu d’études ont 

jusqu’à présent été réalisées sur les différences de composition des parois de fibres et de rayons. 

On notera notamment une étude réalisée par Gierlinger et Schwanninger (2006). Basée sur 

l’imagerie Raman, cette étude montre de fortes différences entre fibres et rayons de bois normal, 

notamment au niveau de la cellulose et de l’orientation de ses microfibrilles. En effet, la 

visualisation des bandes 3060-2780 et 1195-1026 cm-1, représentatives des polysaccharides et, 

dans une moindre mesure, des lignines, montre une plus grande intensité dans les couches S2 

des parois des fibres que dans celles des rayons. Les parois secondaires des fibres seraient donc 

plus riches en polysaccharides (cellulose et hémicelluloses) que celles des rayons. L’analyse 

des bandes représentatives de la cellulose n’a pas permis de mettre en évidence des différences 

de teneur. En effet, l’étude des spectres moyens obtenus pour les couches S2 des parois de fibres 

et de rayons a identifié des différences d’intensité voire l’apparition de certaines bandes, toutes 

représentatives de la cellulose. Ainsi, la bande 2897 cm-1, correspondant à des vibrations C-H 

perpendiculaires à l’axe du faisceau, est plus intense dans les parois de fibres que dans les parois 

de rayons. À l’inverse, la bande 1096 cm-1, correspondant à des vibrations C-O-C parallèles à 

l’axe du faisceau, est plus intense dans les parois de rayons que dans celles des fibres et les 

bandes 1423 et 994 cm-1 n’apparaissent que dans les couches S2 des parois de rayons. Ces 

bandes sont donc majoritairement représentatives d’une différence d’orientation de 

microfibrilles de cellulose. Cependant, contrairement à notre étude, les deux types cellulaires 

sont étudiés sur des coupes transversales. Or, les fibres et les rayons ne sont pas orientés de la 

même manière dans le bois : les premières sont orientées longitudinalement alors que les 

seconds sont orientés radialement. Ainsi, observer les parois de ces cellules uniquement sur une 

coupe transversale peut induire un biais lorsqu’on compare les parois entre elles, ce qui est 

souligné par les auteurs. Les différences observées concernant l’orientation des microfibrilles 

de cellulose pourraient donc être artéfactuelles. 
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Plus récemment, Gorzsás et ses collaborateurs (2011) se sont également penchés sur la question 

en utilisant cette fois la microscopie FTIR. Ici, les auteurs ont pu mettre en évidence une plus 

forte proportion de polysaccharides dans les rayons ce qui valide, pour partie, la plus forte 

proportion d’hémicelluloses dans les rayons observée par imagerie ATR-FTIR. L’étude ayant 

également porté sur l’analyse de coupes transversales, il est possible que les différences 

observées soient à nouveau dues à des différences d’orientation des molécules. Par ailleurs, la 

résolution des images obtenues ne permet pas de distinguer avec précision les parois du contenu 

cellulaire. Les rayons ayant un rôle de stockage, il est alors possible que cette augmentation de 

la fraction polysaccharidique soit due à la présence de stocks d’amidon. Notre étude ayant porté 

sur des coupes transversales et longitudinales à forte résolution, nous devrions avoir échappé à 

ces écueils. Cependant, des validations croisées avec d’autres approches telle que l’imagerie 

Raman ou l’immunohistolocalisation permettraient d’appuyer ces observations. 

2. Cellulose synthase like : force et faiblesse de l’analyse intégrative 

Cette étude a permis de mettre en évidence des gènes fortement corrélés aux données 

phénotypiques. Parmi eux se trouve notamment Potri.008G026400, présent dans le sous-groupe 

M1.1β et plus exprimé dans les fibres, dont la corrélation la plus forte est avec les DAWNs 

associés aux hémicelluloses et aux lignines (Table 3). Son gène homologue chez Arabidopsis 

thaliana, AtCSLA9 code pour une glycosyltransférase impliquée dans la synthèse des 

glucomannanes présents dans les parois primaires et secondaires de la hampe florale. En effet, 

les mutants sous-exprimant CLSA9 présentent une forte réduction de la quantité de 

glucomannanes (Goubet et al., 2009). 

Un autre gène codant pour une protéine cellulose synthase-like a pu être mis en 

évidence : Potri.018G009300, homologue d’AtCSLC5, également présent dans le sous-groupe 

M1.1β et plus fortement exprimé dans les fibres. AtCSLC5 est impliqué dans la synthèse des 

xyloglucanes (Kim et al., 2020). En effet, des triples, quadruples ou quintuples mutants cslc 

présentent une forte diminution de la quantité de xylose contenu dans leur paroi. Bien 

qu’impliqué dans la synthèse des xyloglucanes (Kim et al., 2020), ce gène ne présente aucune 

corrélation avec les hémicelluloses (Table 3). Sa corrélation la plus haute est établie avec un 

autre polysaccharide pariétal : la cellulose. Ce gène nous permet de toucher ici à la limite de la 

méthode. En effet, les groupes fonctionnels des composés pariétaux, d’autant plus des 

polysaccharides pariétaux, sont très proches les uns des autres. Les bandes considérées ici 

comme représentatives de la cellulose sont 1320-16 et 992-86 cm-1. Elles correspondent 

respectivement à une vibration angulaire de type ‘rocking’ de CH2 (Åkerholm et Salmén, 2001; 
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Schwanninger et al., 2004; Olsson et al., 2011) et à une vibration de valence de C-O 

(Schwanninger et al., 2004). Ces deux types de vibrations peuvent également avoir être 

présentes dans les hémicelluloses. Ainsi, l’assignation univoque d’une bande d’absorbance à 

un unique composé pariétal est complexe et une validation croisée par d’autres approches 

complémentaires comme l’imagerie Raman est primordiale afin de consolider les observations 

réalisées. 

3. Transporteur à ATP-binding cassette : une nouvelle famille identifiée 

pour le transport des monolignols ? 

Parmi les gènes corrélés aux lignines se trouvent notamment Potri.014G113000, plus 

exprimé dans les rayons et présent dans le sous-module M1.3. L’homologue de ce gène chez 

Arabidopsis thaliana (AT1G02520, AtABCB11) code pour un transporteur ABC1 de la famille 

B. Un autre transporteur ABC de cette famille est identifié comme différentiellement exprimé 

et est présent dans le réseau de co-expression complet (fig. S2) : Potri.014G113000, homologue 

de AT2G47000 (AtABCB19) et lui aussi plus exprimé dans les rayons. Ces deux gènes codent 

pour des transporteurs de l’auxine (Geisler et Murphy, 2006; Kaneda et al., 2011). En effet, le 

transport polaire de l’auxine a été fortement réduit chez les mutants abcb11 et abcb19 

d’Arabidopsis thaliana, ne représentant alors plus que 80% et 60% respectivement de celui de 

la lignée sauvage (Noh et al., 2001; Kaneda et al., 2011). 

Par ailleurs, les transporteurs ABC sont impliqués dans le transport actif de composés (Sibout 

et Höfte, 2012). Parmi eux, un transporteur ABC de la famille G, AtABCG29, est impliqué dans 

le transport de l’alcool p-coumarylique du cytoplasme à la paroi chez Arabidopsis thaliana 

(Alejandro et al., 2012). La possibilité que le transport de chaque monolignol soit assuré par un 

transporteur ABC spécifique n’est pas exclu (Sibout et Höfte, 2012). Chez Arabidopsis 

thaliana, AtABCB11 a été identifié comme étant fortement exprimé dans les tissus en cours de 

lignification, notamment dans le xylème en développement (Kaneda et al., 2011). De même, il 

est fortement coexprimé avec les gènes associés à la biosynthèse des phénylpropanoïdes 

(Ehlting et al., 2005). Ainsi, les transporteurs ABC de la famille B, notamment l’homologue 

d’AtABCB11, pourraient être associés à certains monolignols. Cependant, l’analyse du mutant 

abcb11 d’Arabidopsis thaliana n’a montré aucune différence significative de lignification ou 

de structure du xylème (Kaneda et al., 2011). Ces résultats sont cependant fortement 

discutables. En effet, Kaneda et ses collaborateurs (2011) réalisent une coloration de Wiesner 

 
1 ATP binding cassette 
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pour seule analyse de composition en lignine. Cette coloration ne permet qu’une analyse 

visuelle dont l’interprétation doit être prise avec précaution. En effet, le phloroglucinol présent 

dans la réaction de Wiesner donnant une couleur rouge aux parois lignifiées peut également se 

lier à d’autres composés phénoliques des parois (Simon et al., 2018). De plus, si ABCB11 et/ou 

ABCB19 assurent le transport de certains monolignols, il est probable que cette coloration ne 

soit pas suffisante pour mettre en évidence une quelconque modification. Ainsi, des analyses 

plus poussées permettant la détection fine de modification des lignines, que ce soit en qualité 

ou en quantité, auraient été nécessaire afin d’exclure l’hypothèse que ce gène soit impliqué dans 

la biosynthèse des lignines. 

Avant d’approfondir les analyses de ces gènes, il reste nécessaire de conforter les 

observations phénotypiques réalisées par imagerie ATR-FTIR par d’autres approches 

complémentaires. Si la corrélation entre ces gènes et les lignines se confirme, il serait alors 

intéressant d’étudier la teneur en lignines et la qualité de celles-ci dans les tiges de peupliers où 

l’expression de ces gènes a été supprimée par mutagenèse dirigée de type CRISPR-KO1. 

4. L’acide abscissique : régulateur de la formation du bois et des parois 

secondaires ? 

Les hormones semblent jouer un rôle crucial dans la régulation de la formation du bois 

et des parois secondaires. Dans notre étude, plusieurs gènes de réponses aux hormones ont été 

mis en évidence, soit par étude GO, soit par étude du réseau de co-expression. En effet, l’analyse 

des termes GO a conduit à l’identification de douze termes impliqués dans la réponse, le 

transport, le catabolisme ou le métabolisme des hormones. Cette analyse nous a ainsi permis 

d’associer les fibres au métabolisme de l’auxine et à la signalisation par les gibbérellines ; les 

rayons étant plutôt associés à la biosynthèse et l’homéostasie des brassinostéroïdes. De même, 

l’analyse de réseaux nous a permis de mettre en évidence cinq gènes de réponse à l’auxine et 

deux de réponse aux cytokinines, tous étant plus exprimés dans les fibres. Il n’est pas étonnant 

d’avoir identifié des gènes de réponse à l’auxine, aux gibbérellines et aux cytokinines. En effet, 

ces trois hormones sont connues pour être impliquées dans la différenciation cellulaire et/ou le 

maintien des cellules cambiales (Kubo et al., 2005). Ces trois hormones influent également sur 

l’expression de facteurs de transcription centraux dans la formation des parois secondaires que 

sont NST1, NST2, SND1 et VND6-7. L’analyse de réseau a permis de mettre en évidence deux 

gènes de réponse à l’acide abscissique : Potri.004G033000 (homologue d’AtMLP423) et 

 
1 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – knock out 
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Potri.015G091900 (homologue d’AtAITR5). La fonction des gènes MLP reste pour le moment 

assez floue. L’analyse réalisée a mis en évidence une co-expression forte avec les homologues 

d’AtASL4/LOB et d’AtUGT85A2. AtASL4/LOB est supposé avoir un rôle dans la détermination 

du devenir cellulaire (Shuai et al., 2002). Il est également impliqué dans la régulation de 

l’accumulation des brassinostéroïdes (Bell et al., 2012). En effet, le mutant lob d’Arabidopsis 

thaliana présente une accumulation de brassinostéroïdes. AtUGT85A2 est, lui, fortement 

exprimé dans les tissus en division et jouerait un rôle dans la régulation du cycle cellulaire (Woo 

et al., 2007). Ce gène, codant pour une UDP1 glucurunosyltransférase, permet la glycosylation 

d’un grand nombre de substrats dont les flavonoïdes et certaines hormones comme l’auxine, les 

brassinostéroïdes, les cytokinines et l’acide salicylique (Dixon et Steele, 1999; Bowles, 2002; 

Goda et al., 2004; Bowles et al., 2005). Cette glycosylation permet d’augmenter leur solubilité 

et leur stockage (Jaeken, 2010). Les gènes AITR sont, eux, connus pour être des inhibiteurs de 

transcription en réponse à l’acide abscissique (Tian et al., 2017). Leur mutation chez 

Arabidopsis thaliana associée à une application d’acide abscissique exogène, entraine une 

augmentation de la transcription de gènes codant pour des récepteurs d’acide abscissique 

PYR/PYL/RCAR 2  et des PP2C 3 . Parmi les gènes coexprimés avec AITR5, on retrouve 

notamment l’orthologue d’AtPECT1 (Potri.016G143600) impliqué dans la régulation des 

divisions cellulaires (Li et al., 2017b). Plus récemment, AtPECT1 a été proposé comme 

régulateur de la production de gibbérellines (Susila et al., 2021). Il est donc opportun de penser 

que les gènes MLP423 et AITR5 aient un rôle (i) dans la détermination du devenir cellulaire et 

(ii) dans la régulation hormonale. 

Tout récemment, le rôle de l’acide abscissique dans la régulation de la formation des 

parois a été démontré (Liu et al., 2021). En effet, cette étude a montré, que la présence d’acide 

abscissique était nécessaire afin d’activer le facteur de transcription NST1, gène impliqué dans 

la formation des fibres et des parois secondaires (Zhong et Ye, 2014). Plusieurs étapes sont 

nécessaires à cette activation. Dans un premier temps, des PP2C se couplent aux protéines 

PYR/PYL/RCAR via l’acide abscissique, inhibant alors leur activité de phosphatase. Les PP2C 

sont connues pour être des régulateurs de l’activité des SnRK24. Ce sont ces SnRK2 qui vont 

alors pouvoir activer NST1 par phosphorylation. Il est également possible que les SnRK2 

régulent d’autres gènes associés à la formation des parois. Il est intéressant de noter qu’un gène 

 
1 Uridine 5’-diposphate 
2 Pyrabactin resistance1 / PYR1-like / regulatory components of aba receptors 
3 protéine phosphatases de la famille 2C 
4 Sucrose nonfermenting-Related Kinase 2 
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codant pour une PP2C est présent dans les réseaux étudiés : Potri.004G066200 (homologue 

d’AtPP2C6). Ce gène, induit dans les fibres, est directement coexprimé avec les homologues 

d’AtVNI2 et AtANAC075, inhibiteurs de la différenciation en vaisseaux. Dans son voisinage 

direct se trouvent également une AP1 et une MAP2. Les AP ont récemment été caractérisées 

chez le peuplier (Cao et al., 2019). Elles pourraient avoir un rôle clef dans la formation des 

parois des fibres. En effet, l’AP coexprimé avec l’homologue d’AtPP2C6, PtAP34, présente les 

motifs SNBE3 et M46RE4 dans sa région promotrice (Cao et al., 2019). Ces motifs sont connus 

pour être présents en amont de gènes impliqués dans la formation des parois secondaires (Zhong 

et al., 2010; Kim et al., 2012). La MAP présente ici, PtMAP65-9, est l’homologue d’AtMAP65-

3. Ce gène est connu pour être impliqué dans l’organisation des microtubules lors de la mitose 

et la cytokinèse (Müller et al., 2004; Caillaud et al., 2008). 

Ces différents éléments laissent à penser que l’acide abscissique, par l’intermédiaire 

de PtPP2C6 et PtAITR5, pourrait jouer un rôle dans la formation du bois et des parois 

secondaires, notamment de la cellulose et des lignines, en activant/inhibant des facteurs de 

transcription clefs dans ces processus (e.g. VNI2, XND1 ou ANAC075). 

5. Les miR165/166 : éléments centraux dans la régulation de la formation 

du bois ? 

L’étude des réseaux de co-expression m’a permis de mettre en évidence des facteurs 

de transcription ayant potentiellement un rôle central dans la régulation de la formation du bois 

et/ou des parois secondaires. Parmi eux se trouve les gènes Potri.002G040600, homologue 

d’AtCPUORF7 et Potri.006G114200, homologue d’AtSCR 5 /AtSGR1. AtCPUORF7 est un 

facteur de transcription de la famille des bHLH6 dont la fonction est encore inconnue. Son 

paralogue, LONESOME HIGHWAY, est exprimé dans le méristème racinaire et serait 

impliqué dans les premières étapes du développement xylémien en réponse à l’auxine (Ohashi-

Ito et al., 2013). AtSCR a été proposé comme gène régulant la coordination spatiale entre 

division et différenciation cellulaire des racines (Moubayidin et al., 2013). Cette coordination 

est assurée par la diminution de la perception des cytokinines et la production d’auxine.  

 
1 Aspartic protease 
2 Microtubule-associated protein 
3 Secondary wall NAC biending element 
4 MYB46-responsive cis-regulatory element 
5 SCARECROW 
6 Basic helix-loop-helix 
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Parmi les gènes coexprimé avec l’homologue d’AtCPUORF7 se trouve notamment 

Potri.010G081300, homologue d’AtAGO10 (AT5G43810). Ce gène code pour une 

endonucléase et séquestre miR165/166 afin de réguler leur activité (Zhu et al., 2011a). Il est 

intéressant de noter que, à l’inverse, la transcription de ces deux miR est induite par AtSCR 

(Carlsbecker et al., 2010). Dans la racine d’Arabidopsis thaliana, la capacité des miR165/166 

à être mobile entre les cellules permet alors d’établir un gradient de concentration associé à la 

structuration du xylème racinaire (Carlsbecker et al., 2010). Par ailleurs, ces deux miR sont des 

inhibiteurs des gènes REVOLUTA et CORONA impliqués dans la formation des parois 

secondaires et le développement du xylème (Du et Wang, 2015). REVOLUTA influe 

majoritairement sur la différenciation cellulaire et le maintien des cellules cambiales (Schrader 

et al., 2004b). Chez le peuplier, le gène popCORONA est notamment supposé inhiber la 

formation des parois secondaires des fibres, en particulier leur lignification (Du et al., 2011). 

Cette inhibition se ferait notamment par la répression de certains facteurs de transcriptions 

spécifiques des fibres (e.g. NST1, NST2, SND1) impliqués dans la formation des parois 

secondaires (Du et Wang, 2015). Ainsi, la plus forte expression d’AGO10 dans les rayons 

conduirait à une diminution de la quantité de miR165/166 fonctionnels et donc une 

augmentation de l’activité de CORONA et REVOLUTA. À l’inverse, l’activité de 

REVOLUTA et CORONA se verrait réduite dans les fibres. Cette réduction d’activité se 

traduirait alors par une augmentation de biosynthèse des parois. 

AGO10 et SCR auraient alors un rôle essentiel dans la gestion de la temporalité de la 

formation des parois secondaires, notamment par son rôle dans la régulation de l’activité des 

miR165/166. Des analyses complémentaires portant notamment sur l’étude du transcriptome 

de rayons plus avancés dans leur développement permettraient de tester cette hypothèse. Le lien 

fonctionnel entre CPUORF7, AGO10 et SCR serait également à valider, soit par l’étude des 

régions promotrices de ces gènes, soit par génétique inverse. 

6. WRKY12 : un chef d’orchestre ? 

L’étude de réseau a également permis d’identifier le gène Potri.002G138900. Il fait 

partie de la famille WRKY. Ce gène, près de huit fois plus exprimé dans les rayons, présente 

une forte homologie de séquence avec AtWRKY12 (AT2G44745) et PtrWKRY19 

(POPTR_0014s04890) (Yang et al., 2016). Que ce soit chez Arabidopsis thaliana ou le 

peuplier, ces WRKY répriment d’autres facteurs de transcription impliqués dans la formation 

des parois ou des gènes impliqués directement dans la biosynthèse des composés pariétaux 

(Wang et al., 2010; Yang et al., 2016). AtWRKY12 est notamment capable de se fixer sur le 
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promoteur du facteur de transcription NST2, impliqué dans la formation des parois secondaires 

des fibres, inhibant ainsi son expression (Wang et al., 2010). 

Parmi les onze gènes directement coexprimés avec Potri.002G138900, il est 

intéressant de noter que sept d’entre eux sont préférentiellement exprimés dans les fibres et 

négativement corrélés à l’expression de ce facteur de transcription. Parmi eux, on retrouve 

notamment une glutathionne S-transférase (Potri.015G042000, homologue d’AtGSTU4), une 

cellulose synthase-like (Potri.008G026400, homologue d’AtCSLA9) et un gène impliqué dans 

la régulation du métabolisme des brassinostéroïdes (Potri.002G147700, homologue d’AtBEN1). 

AtGSTU4 est un gène impliqué dans le métabolisme du peroxyde d’hydrogène et la sénescence 

(Balazadeh et al., 2011). AtCSLA9 est impliqué dans la synthèse des glucomannanes (Goubet 

et al., 2009). Ce gène est par ailleurs directement régulé par AtMYB46 (Kim et al., 2014b, 

2014a), dont l’expression est, en partie, induite par NST2. Le lien entre WRKY12 et CSLA9 

pourrait dont être fait par une cascade de régulation indirecte. Enfin, AtBEN1 serait impliqué 

dans la régulation de la synthèse des brassinostéroïdes (Yuan et al., 2007). En effet, sa 

surexpression chez Arabidopsis thaliana conduit à une augmentation de l’expression de gènes 

de synthèse des brassinostéroïdes. Les brassinostéroïdes jouent un rôle clef dans la synthèse des 

composés pariétaux, notamment la cellulose (Xie et al., 2011; Sun et al., 2015). AtBEN1 

pourrait donc avoir un rôle de régulateur de la formation des parois. 

Parmi les gènes positivement coexprimés avec l’homologue d’AtWRKY12, on retrouve 

notamment un gène de la famille des TBL (Potri.002G054400, homologue d’AtTBL11). La 

fonction des gènes TBL est encore peu connue. Certains gènes de cette famille, comme TBL29, 

jouent un rôle dans l’acétylation des xylanes, essentielle à l’intégrité des parois (Xiong et al., 

2013). Deux autres gènes de cette famille, TBR et TBL3, sont, eux, impliqués dans la régulation 

de l’activité des PME, enzymes modifiant la structure des pectines (Bischoff et al., 2010). Ces 

deux protéines pourraient ne pas avoir de fonction catalytique. Elles ne feraient alors que se lier 

aux pectines, empêchant l’accessibilité de celles-ci aux PME. Dans ce cas, les TBL 

empêcheraient la dé-estérification des homogalacturonanes permettant alors la croissance 

intrusive des fibres (Siedlecka et al., 2008). Enfin, les protéines TBL pourraient également 

servir de pont entre les pectines et d’autres composés pariétaux (Bischoff et al., 2010). Au vu 

de ces hypothèses, il est probable que TBL11 ait un rôle clef dans l’architecture et l’intégrité 

des parois végétales. 

La relation établie entre WRKY12 et NST2, facteur de transcription induit dans les 

fibres, son implication dans la voie de biosynthèse des composés pariétaux ainsi que les 
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éléments apportés par les gènes coexprimés avec lui sont autant d’éléments qui nous laissent à 

penser que WRKY12 joue un rôle central dans la xylogénèse, la programmation de la mort 

cellulaire et la formation des parois secondaires. 

IV. Conclusions 

L’étude réalisée ici a permis d’identifier trois acteurs (l’acide abscissique, les 

miR165/166 et WRKY12) qui semblent avoir un rôle majeur dans la formation du bois et la 

mise en place des parois secondaires. Les mécanismes proposés ont été identifiés par l’étude de 

trois échantillons de rayons et de fibres. Afin d’éprouver la robustesse des hypothèses 

soulevées, il serait nécessaire d’observer la conservation des DEG identifiés et des réseaux 

établis dans la comparaison des fibres et rayons d’autres types de bois (e.g. bois de tension ou 

bois opposé) ou d’autres espèces de feuillus (e.g. eucalyptus ou chêne). Afin d’éprouver les 

hypothèses soulevées concernant la division cellulaire et la mort cellulaire programmée, il est 

nécessaire de prendre en considération la cinétique de différenciation cellulaire. Le 

développement récent du séquençage d’ARN sur cellule isolée ou noyau isolé (sc/snRNAseq) 

est une des méthodes qui le permettrait (cf. épilogue). De même, des études complémentaires, 

notamment par génétique réverse, restent nécessaire, d’une part, pour valider l’implication de 

WRKY12 et des miR165/166 identifiés dans les différents mécanismes de formation du bois 

et, d’autre part, pour valider les hypothèses émises concernant l’implication du transporteur 

ABCB11 dans la lignification. 
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L’étude de lignées transgéniques ou de mutants permet de comprendre la fonction des 

gènes in planta. L’unité dans laquelle j’ai réalisé ma thèse dispose d’une grande collection de 

peupliers dont l’expression de gènes impliqués, ou potentiellement impliqués, dans la formation 

des parois ou du bois a été altérée. Afin de sélectionner les lignées les plus pertinentes pour 

étudier la formation des parois secondaires des fibres de bois, j’ai, dans un premier temps, 

réalisé une analyse de la composition du bois de la collection de peuplier transgéniques par 

spectroscopie ATR-FTIR. Une analyse en composante principale couplée à une classification 

sur composantes principales m’a permis d’identifier dix-sept lignées dont les spectres 

d’absorbance diffèrent grandement de la lignée sauvage. Ces lignées ont, pour partie, été 

précédemment étudiées au niveau général (e.g. caractéristiques de croissance) et du tissu bois 

(e.g. anatomie du bois, étude grossière de la distribution des composés pariétaux, notamment 

des lignines, par coloration histologique). Ces observations m’ont alors permis de sélectionner 

trois lignées : CAD-.CCR-.F5H+, CCR- et MYB156+. Le bois de ces lignées présente (i) des 

différences de composition chimique au vu de leurs spectres d’absorbance, (ii) une modification 

de son anatomie et (iii) des différences de composition des parois de certains types cellulaires. 

Les gènes CAD et CCR codent pour des enzymes impliquées dans les dernières étapes de la 

biosynthèse des monolignols. Des peupliers sous-exprimant le gène CAD1 montrent une 

réduction de 10% de leur teneur en lignines et une modification de leur qualité (Van Acker et 

al., 2017; Özparpucu et al., 2018). En effet, les lignines de ces peupliers présentent une forte 

incorporation d’aldéhyde et de dérivées d’hydroxycinnamate comme l’acide férulique ainsi 

qu’une diminution relative de la teneur en unité G. Des peupliers déficients en CCR présentent 

également une diminution de la teneur en lignine (Leplé et al., 2007; Van Acker et al., 2014b). 

La qualité des lignines est encore une fois impactée par la transformation. En effet, 

l’incorporation d’acides féruliques et sinapiques a été observéé. La sous-expression de la CCR 

dans les lignées CCR- et CAD-.CCR-.F5H+, lignée dans laquelle la l’expression de la CAD a 

également été diminuée, devrait donc conduire à une modification de la qualité des lignines. 

Cette modification devrait être d’autant plus marqué dans la lignée CAD-.CCR-.F5H+ qu’un 

autre gène impliqué dans la formation des lignines a été ciblé : la F5H. Ce gène est nécessaire 

à la production de monolignols de type S. En effet, on observe, chez des peuplier surexprimant 

la F5H, une augmentation de la quantité d’unité S et une légère diminution de la quantité totale 

de lignines (Franke et al., 2000). Ainsi, sa sur-expression dans la lignée CAD-.CCR-.F5H+ 

devrait impacter la qualité des lignines avec, notamment, une augmentation des lignines de type 

S. Enfin, le gène MYB156 code pour un facteur de transcription impliqué dans la régulation de 
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la biosynthèse des parois (Lakhal, 2013). Bien que des peupliers sur-exprimant le gène 

MYB156 aient montré une diminution de l’expression de gènes associés à la formation des 

lignines et des polysaccharides pariétaux (Lakhal, 2013 ; Yang et al, 2017), les mécanismes 

moléculaires impliqués dans cette régulation n’ont, jusqu’à présent, pas été totalement élucidés. 

Dans ce chapitre, je m’attacherai donc à une caractérisation plus fine, à l’échelle cellulaire, de 

ces trois lignées transgéniques : 

Ce chapitre sera consacré à la caractérisation à l’échelle cellulaire des lignées CAD-

.CCR-.F5H+, CCR- et MYB156+. Cette caractérisation passera (i) par l’étude de leur cinétique 

de croissance, (ii) par l’analyse de l’anatomie de leur bois et (iii) par l’identification des 

différences de composition physico-chimique des parois de leurs fibres et de leurs vaisseaux. 

I. Matériels et méthodes 

1. Matériel biologique 

Les lignées transgéniques étudiées ont été produites dans le cadre de différents projets 

suivant le protocole décrit par Leplé et ses collaborateurs (1992) sur le clone INRA 717-1B4. 

Les trois lignées sélectionnées et la lignée sauvage ont été multipliées végétativement in vitro 

le 18 décembre 2018 et cultivées sept semaines sur milieu Murashige & Skoog en chambre de 

culture (STRADER, Verrières-en-Anjou, France), à 24°C et 17%HR avec un cycle jour-nuit de 

16h-8h. Les plants multipliés ont alors été acclimatés le 11 février 2019 durant trois semaines 

dans une mini-serre désinfectée munie d’une nappe de drainage stérile. Brièvement, ils sont 

extraits délicatement de leur milieu puis installés dans des pots biodégradables contenant un 

substrat préalablement stérilisé (TS 3 FINE, KLASMANN-DEILMANN, Brème, Allemagne) 

auquel ont été ajouté 8 g/L de charbon actif (C4386, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA) et 

2 g/L d’Osmocote Exact Standard (ISRAEL CHEMICALS, Tel-Aviv, Israël). Ils sont alors 

installés en mini-serre close et à hygrométrie saturée pendant une semaine. La porte de la mini-

serre est alors ouverte progressivement la deuxième semaine tandis que, en troisième semaine 

le toit de la mini-serre est complètement retiré. Les plants ainsi acclimatés ont ensuite été 

empotés le 4 mars 2019 en pot rosier de 10 L dans le même substrat, sans charbon actif cette 

fois-ci, pour trois mois. Leur emplacement en serre s’est fait suivant une randomisation totale 

(fig. 27A). Afin d’éviter l’apparition de bois de tension, les plants ont été tuteurés et maintenus 

droits après un mois de culture grâce à un dispositif (fig. 27B) créé à ma demande par Jacky 

Despras et Jonathan Riant (UE0995 GBFOr, INRAE Val de Loire). Cultivés en serre à 

hygrométrie et température contrôlée (44 %HR, 21°C), les plants ont été complémentés si 
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besoin en lumière afin d’atteindre une durée de jour de minimum 10 h. Ils ont également été 

arrosés au goutte à goutte avec une solution nutritive (Universol Blue 323, ISRAEL 

CHEMICALS, Tel-Aviv, Israël – concentration finale : 1.5g/L) à raison de 10 min/h. Afin de 

maximiser la croissance de la tige principale, les tiges axillaires ont été ôtées. Chaque semaine, 

j’ai réalisé des mesures de croissance en hauteur à compter de la date d’empotage. J’ai 

également suivi la croissance en diamètre de la tige principale à 10 cm de la base après un mois 

de culture. Le 6 juin 2019 ont été échantillonnés 30 cm de tige prélevés à la base pour des 

analyses histologiques et microphénotypiques, stockés par la suite à -20°C jusqu’à utilisation. 

 

 
Figure 27 Dispositif expérimental du printemps 2019. 
(A) Position des quatre lignées étudiées dans le dispositif expérimental du printemps 2019. (B) Image de la serre 

après deux mois de culture. 

Chaque rectangle représente un bloc. Les lignes bleues verticales représentent le système d’arrosage. 
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2. Caractérisation histologique 

Afin de caractériser la structure anatomique du bois des différentes lignées 

transgéniques, je me suis attaché à leur analyse histologique. Pour ce faire, j’ai réalisé des 

coupes transversales de 30 µm à l’aide du microtome rotatif RM2155 (LEICA, Wetzkar, 

Allemagne). Ces coupes ont ensuite été colorées au bleu Alcian (A3157, SIGMA-ALDRICH, 

Saint-Louis, USA) et à la safranine (S2255, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA). Le bleu 

Alcian colore les polysaccharides, notamment la cellulose et les pectines et la safranine 

principalement les lignines. Ainsi, cette coloration fera apparaitre en rouge les tissus fortement 

lignifiés et en bleu les tissus qui le sont moins. Le protocole de coloration est dérivé de celui 

décrit par Tolivia et Tolivia (1987).Brièvement, après lyse des contenus cellulaires (6 minutes 

dans un bain de javel à 2.4%), les coupes sont déshydratées progressivement à l’éthanol puis 

baignées 3.5 min dans de la safranine 1% (w/v), rincées à l’éthanol absolu, et enfin baignées 6 

min dans du bleu Alcian 1% (w/v). Après un dernier rinçage à l’éthanol absolu, elles sont 

finalement montées entre lame et lamelle dans du baume du canada (C1795, SIGMA-

ALDRICH, Saint-Louis, USA). 

 
Figure 28 Images photoniques des quatre lignées étudiées. 
Barre rouge : 50µm. (A) WT, (B) CAD-.CCR-.F5H+, (C) CCR-, (D) MYB156+. 
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Trois images par coupe colorée à environ 400 µm du cambium ont ensuite été réalisées 

à l’aide de l’objectif 20x du microscope inversé IX73 (OLYMPUS, Rungis, France) équipé 

d’une caméra XM10 monochrome. Les images noires et blanches (fig. 28) obtenues ont ensuite 

été analysées à l’aide du logiciel FIJI (Schindelin et al., 2012). Le prétraitement des images 

réside principalement en l’application d’un filtre médian à cinq pixels et un seuillage à une 

borne. Afin de détecter automatiquement les différents types cellulaires, j’ai défini des seuils 

d’aire et de circularité. La circularité est calculée avec la formule suivante : 𝑐 = 4𝜋
𝐴

𝑃2 où c est 

la circularité, A l’aire du lumen et P le périmètre du lumen. Ainsi, les fibres sont définies comme 

ayant une aire de 8 à 200 µm² et une circularité allant de 0.4 à 1. Les vaisseaux présentent la 

même circularité mais une aire supérieure à 200 µm². Enfin, les rayons sont caractérisés par une 

aire supérieure à 8 µm² et une circularité inférieure à 0.4. Ce traitement m’a permis d’obtenir 

des données pour vingt-deux paramètres anatomiques clés de l’anatomie du bois telles que la 

proportion de lumen (et donc de paroi), le nombre de cellules appartenant à chaque type 

cellulaire (et leur ratio par rapport au nombre total de cellules) ainsi que le périmètre moyen et 

la circularité moyenne de chaque type de cellule. 

3. Microspectroscopie ATR-FTIR 

La préparation des échantillons pour l’imagerie ATR-FTIR a été réalisée comme décrit 

précédemment (Chapitre I ; Cuello et al., 2020). Brièvement, j’ai réalisé une coupe de 20 µm 

séchée à l’éthanol entre deux lames par échantillon que j’ai ensuite placées dans l’imageur 

Spotlight 400 (PERKIN ELMER, Wellesley, USA). Trois images de 100 µm de côté par 

échantillon ont alors été acquises à une résolution spectrale de 4 cm-1 à raison de 16 scans par 

pixel. Les images obtenues ont ensuite été segmentées à l’aide de l’outil PixelAnnotation 

présenté précédemment (Chapitre I) afin d’assurer une bonne segmentation. J’ai ensuite réalisé 

une identification des DAWNs aux maxima locaux basée sur un test de rang : le test de 

Wilcoxon. L’assignation des DAWNs aux composés a été réalisée à l’aide de la table S1. 

4. Analyses statistiques 

Afin d’identifier les paramètres physiologiques et anatomiques significativement 

impactés dans les lignées transgéniques, j’ai réalisé une ANOVA de Kruskal-Wallis 

implémenté dans le package PMCMR (v. 4.3; Pohlert, 2014) avec le modèle suivant 𝑦 =  𝜇 +

𝐿 +  𝜀 où y représente la valeur réelle du paramètre pour un échantillon donné, µ la moyenne 

de ce paramètre sur l’ensemble de la population, L l’effet de la lignée sur le paramètre et ε la 

résiduelle. L’ANOVA de Kruskal-Wallis permet de déterminer si les échantillons proviennent 
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d’une même population ou si au moins un groupe d’échantillons (ici une lignée) s’en distingue. 

Lorsqu’au moins une lignée se distingue, on parle alors d’effet ‘lignée’ significatif. J’ai ensuite 

réalisé, pour les variables présentant un effet ‘lignée’ significatif, un test post-hoc de Conover 

lui aussi implémenté dans le package PMCMR. Ce test a pour objectif d’identifier la ou les 

lignées significativement différentes de la lignée sauvage. Les variables présentant un effet 

‘lignée’ significatif ont ensuite été combinées. Trois analyses ont été menées sur ce jeu de 

données regroupant les variables physiologiques et anatomiques. Dans un premier temps, j’ai 

réalisé une analyse de corrélation entre les différentes variables à l’aide de la fonction 

ChartCorrelation implémentée dans le package PerformanceAnalytics (v. 2.0.4; Peterson et 

Carl, 2020). Afin d’identifier les lignées les plus contrastées par rapport à la lignée sauvage, 

j’ai également réalisé une analyse en composante principale (ACP) suivi d’une segmentation 

hiérarchique sur composante principale (HCPC). Ces analyses ont été menées à l’aide du 

package FactoMineR (v.2.4; Lê et al., 2008). Les représentations ont été réalisées à l’aide des 

fonctions implémentées dans le package factoextra (v. 1.0.7;Kassambara et Mundt, 2020). 

L’ensemble des analyses statistiques ont été menées sous R (v. 3.6.3; R Core Team, 2020). 

II. Résultats 

1. Descriptions anatomique et physiologique des quatre lignées après 3 mois 

de culture 

1.1. Physiologie de croissance 

Afin d’étudier l’impact de la transgénèse sur la physiologie de l’arbre, j’ai analysé la 

cinétique des croissances primaire et secondaire des quatre lignées en quatre réplicats 

biologiques. Alors que les courbes cinétiques semblent relativement homogènes au sein des 

lignées, deux plants de la lignée sauvage présentent une croissance anormale, tant en hauteur 

qu’en diamètre (fig. 29). Ces échantillons ont donc été ôtés pour la suite des analyses. On 

observe alors des différences importantes entre les trois lignées transgéniques et la lignée 

sauvage. La lignée MYB156+ présente des croissances secondaire et primaire accrues par 

rapport à la lignée sauvage. Cette augmentation de croissance apparait significative après un 

mois de culture pour la croissance primaire et un mois et demi pour la croissance secondaire 

(Table 4). La différence avec la lignée sauvage n’a de cesse d’augmenter au cours de la période 

de croissance analysée. Des résultats similaires sont obtenus avec la lignée CCR-, les 

différences en croissance secondaire apparaissant cette fois-ci en même temps que les 

différences de croissance primaire (Table 4). Enfin, la lignée CAD-.CCR-.F5H+ présente une 
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diminution de la croissance primaire par rapport à la lignée sauvage, sans impact significatif 

sur sa croissance secondaire. Ce retard de croissance semble cependant avoir lieu plus 

tardivement dans la saison de croissance, après deux mois (Table 4). Par ailleurs, il est possible 

que l’absence de différence significative au niveau de la croissance secondaire soit due à un 

échantillon de la lignée CAD-.CCR-.F5H+ présentant un diamètre supérieur à la lignée témoin. 

 
Figure 29 Cinétique de croissance primaire (A) et secondaire (B) des quatre lignées étudiées. 
Chaque point représente un réplica biologique. Flèches noires : échantillons aberrants. 

Table 4 Évolution de la significativité de l'effet lignée et des différences entre chacune des trois 

lignées transgéniques et la lignée sauvage pour la croissance en hauteur et en diamètre. 

 Hauteur  Diamètre 

 
EL (1) 

CAD-. 
CCR-. 
F5H+ ($) CCR- ($) MYB156+ ($)  EL (1) 

CAD-. 
CCR-. 
F5H+ ($) CCR- ($) MYB156+ ($) 

J01 0.11 NA  NA  NA   NA  NA  NA  NA  

J08 0.09 NA  NA  NA   NA  NA  NA  NA  

J15 0.18 NA  NA  NA   NA  NA  NA  NA  

J22 0.03* 0.47 0.03* 0.1  NA  NA  NA  NA  

J29 0.02* 0.33 0.005** 0.03*  0.03* 0.8 0.006** 0.2 

J36 0.01* 0.11 0.006** 0.04*  0.03* 1 0.006** 0.3 

J43 0.02* 0.14 0.03* 0.02*  0.01* 1 7.10-5*** 0.005** 

J50 0.009** 0.06 0.03* 7.10-4***  0.01* 0.9 3.10-4*** 0.01* 

J58 0.007** 0.02* 0.02* 5.10-5***  0.01* 1 7.10-4*** 0.01* 

J66 0.007** 0.02* 0.02* 6.10-5***  0.02* 0.48 0.01* 0.02* 

J73 0.007** 0.02* 0.02* 7.10-5***  0.02* 0.48 0.02* 0.01* 

J78 0.007** 0.02* 0.02* 5.10-5***  0.02* 0.48 0.02* 0.01* 

J85 0.007** 0.02* 0.02* 6.10-5***  0.02* 0.46 0.02* 0.006** 

J92 0.007** 0.02* 0.02* 7.10-4***  0.02* 0.47 0.02* 0.008** 

(1) effet lignée, ($) comparaison à la lignée sauvage, 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 ' ' 1, NA : non 
applicable. 
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1.2. Anatomie 

Afin d’étudier les différences anatomiques induites par la transgénèse, j’ai analysé 

vingt-deux caractéristiques, allant de l’anatomie générale (e.g. proportion de paroi, nombre de 

cellules) aux caractéristiques propres de chaque type cellulaire (e.g. diamètre moyen, 

proportion, circularité). Je me suis focalisé ici sur l’analyse des types cellulaires présents dans 

le plan transversal (fibres et vaisseaux). J’ai alors pu identifier un effet lignée significatif pour 

l’ensemble des caractères étudiés (Table S2) à l’exception de la proportion de fibres (p-valeur 

de 0.08, fig. 30B) et du nombre de vaisseaux (p-valeur de 0.07, fig. 31A). 

 Anatomie de la lignée CCR- 

La lignée CCR- est celle qui présente le moins de différences significatives au niveau 

anatomique avec la lignée sauvage. Au niveau général, on note une augmentation du périmètre 

moyen des cellules, de l’aire et de la proportion de lumen (fig. 30B-E). A l’inverse, on observe 

une diminution de la proportion et de l’aire de paroi (fig. 30A). Les fibres présentent un 

diamètre moyen, un périmètre et une proportion plus grande dans la lignée CCR- que dans la 

lignée sauvage (fig. 31B-E). Aucune différence significative n’a pu être relevée au niveau de 

l’anatomie des vaisseaux (Table 4, fig. 32). 

 Anatomie de la lignée CAD-.CCR-.F5H+ 

Au niveau général, la lignée CAD-.CCR-.F5H+ présente des différences significatives 

pour le nombre de cellules, leur diamètre, périmètre et circularité moyens (Table 4, fig. 30C-

F). Ainsi, cette lignée présente un nombre supérieur de cellules (fig. 30C) avec un périmètre 

moyen plus important. En revanche, leur circularité et diamètre moyen se trouve réduits. De 

telles caractéristiques sont caractéristiques de cellules ovales très allongées. L’ensemble des 

caractéristiques des fibres a été impacté (Table S2). Ainsi, la lignée CAD-.CCR-.F5H+ présente 

un plus grand nombre de fibres avec un diamètre et un périmètre moyen plus élevé (fig. 

31A,D,E). En revanche, leur circularité s’en trouve diminué (fig. 31F). La proportion et la 

circularité moyenne des vaisseaux semblent ne pas avoir été impactées. En revanche, l’aire, le 

périmètre et diamètre moyen de ces cellules sont diminués dans la lignée CAD-.CCR-.F5H+ par 

rapport à la lignée sauvage. 
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Figure 30 Caractéristiques anatomiques générales des quatre lignées étudiées. 
Significativité : 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 'NS' 1 

 
Figure 31 Caractéristiques anatomiques des fibres des quatre lignées étudiées. 
Significativité : 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 'NS' 1 
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Figure 32 Caractéristiques anatomiques des vaisseaux des quatre lignées étudiées. 
Significativité : 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 'NS' 1 

 Anatomie de la lignée MYB156 + 

La lignée MYB156+ est, elle, significativement différente de la lignée sauvage pour 

l’ensemble des caractères présentant un effet lignée significatif. On observe notamment, au 

niveau général, une diminution du nombre de cellules (fig. 30B) et de leur circularité moyenne 

ainsi que de la proportion de paroi (fig. 30A). Le diamètre et périmètre moyen ainsi que la 

proportion de lumen sont, eux, augmentés. Les fibres, moins nombreuses que dans la lignée 

sauvage, présentent une augmentation de leur diamètre (fig. 30D) et périmètre moyen et une 

diminution de leur circularité moyenne. Enfin, les vaisseaux, plus denses que dans la lignée 

sauvage, présentent les mêmes variations que les fibres. 

1.3. Identification des paramètres les plus discriminants 

Afin d’identifier les paramètres discriminant le plus les lignées transgéniques de la 

lignée sauvage, j’ai réalisé une analyse en composantes principales suivie d’une classification 

hiérarchique sur composantes principales (fig. 33). Le premier axe, expliquant 63.5% de la 

variance, permet de séparer les lignées MYB156+ et CCR- des lignées CAD-.CCR-.F5H+ et WT. 

Cette séparation est principalement réalisée par le diamètre et la hauteur finale d’une part et la 

proportion de paroi et le nombre de cellules d’autre part. Les caractéristiques anatomiques des 

fibres sont quant à elles représentées dans le deuxième axe de l’ACP, expliquant 17.4% de la 
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variance. On retrouve notamment la circularité des fibres d’une part et le diamètre moyen et la 

proportion d’aire de fibres d’autre part. Cet axe permet de distinguer les lignées CCR- et WT 

des lignées CAD-.CCR-.F5H+et MYB156+. On notera toute de même une grande variabilité des 

lignées CCR- et MYB156+ sur cet axe. La classification hiérarchique sur composante principale 

permet d’identifier quatre groupes (fig. 33). Parmi eux, trois groupes sont composés 

uniquement des individus d’une même lignée : CAD-.CCR-.F5H+ (C1), WT (C2) ou MYB156+ 

(C4). Le groupe C3 comporte tous les individus CCR- et quelques individus MYB156+. Ce 

mélange peut s’expliquer par la grande dispersion des individus observés notamment sur le 

deuxième axe de l’ACP. 

 
Figure 33 Projection des individus, de variables sélectionnées et des groupes obtenus par HCPC 

sur les deux premières composantes de l’ACP 
Chaque point représente une image.C1-4 : groupes issus de la segmentation par HCPC. Les ellipses représentent 

90% des individus dans le cas d’une distribution normale. 

1.4. Quel lien entre anatomie et croissance ? 

Une étude des corrélations entre données anatomiques et phénotypiques m’a permis 

d’identifier de potentielles relations fines entre anatomie du bois et croissance de l’arbre (fig. 

34). On observe dans un premier temps une forte corrélation (pcc1 = 0.85, p-valeur < 0.001) 

entre croissance primaire et secondaire sur les quatre lignées étudiées. Il ne semble donc pas 

qu’il y a de compromis entre croissance primaire et secondaire. Ces deux paramètres de 

croissance sont positivement corrélés au diamètre moyen des cellules (pcc = 0.85 [hauteur], pcc 

= 0.73 [Diamètre], p-valeur < 0.001) et à l’aire de vaisseaux (pcc = 0.88 [hauteur], pcc = 0.72 

 
1 Coefficient de corrélation de Pearson 
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[Diamètre], p-valeur < 0.001). À l’inverse, le nombre total de cellules (pcc = -0.82 [hauteur], 

pcc = -0.74 [Diamètre], p-valeur < 0.001) et la proportion de paroi (pcc = -0.77 [hauteur], pcc 

= 0.63 [Diamètre], p-valeur < 0.001) sont négativement corrélés à la hauteur et au diamètre 

final. Il semblerait donc que, à temps de culture équivalent, un arbre plus grand présente un 

diamètre plus important et un bois moins dense avec globalement moins de cellules, plus larges 

et plus de cellules de vaisseaux. 

 
Figure 34 Graphique des corrélations entre les différents paramètres anatomiques, la hauteur 

et le diamètre final 
Diagonale : paramètre, triangle du haut : coefficient de corrélation et significativité de la corrélation (0 '***' 

0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1), triangle du bas : diagramme de dispersion avec courbe ajustée (rouge). Chaque 

point représente une image. Rouge : CAD-.CCR-.F5H+, vert : CCR-, bleu : MYB156+, violet : WT. 

H : hauteur finale, D : Diamètre final, N_cells : nombre total de cellules, Diam_moy : diamètre moyen des 

cellules, Circ_moy : circularité moyenne des cellules, CW_prop : proportion de paroi, Fib_area : aire de fibres, 

Diam_Fib : diamètre moyen des fibres, Fib_Perim : périmètre moyen des fibres, Fib_ circ : circularité moyenne 

des fibres, Ves_area : aire de vaisseaux, Diam_Ves : diamètre moyen des vaisseaux, Ves_Perim : périmètre moyen 

des vaisseaux, Ves_circ : circularité moyenne des vaisseaux, Ves_prop : proportion de vaisseaux. 
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Par ailleurs, on observe une forte corrélation entre la proportion de paroi et le nombre total de 

cellules (pcc = 0.73, p-valeur < 0.001). La proportion de paroi est en revanche négativement 

corrélé au diamètre moyen des fibres (pcc = -0.75, p-valeur < 0.001) et à l’aire de vaisseaux 

(pcc = -0.85, p-valeur < 0.001). Étonnamment, il n’existe pas de corrélation entre aire de fibres 

et proportion de paroi (pcc = -0.05, p-valeur > 0.05). Enfin, on observe une corrélation négative 

forte entre diamètre moyen des fibres et circularité des fibres (pcc = -0.61, p-valeur < 0.001). 

La circularité des fibres est par ailleurs la plus corrélée à la circularité moyenne des cellules 

(pcc = 0.98, p-valeur < 0.001). Cela peut s’expliquer par la forte proportion de fibres dans le 

bois. Il est également intéressant de noter la faible corrélation existante entre les paramètres 

anatomiques des fibres et des vaisseaux, laissant suggérer des mécanismes de différenciation 

différents. 

2. Identification des modifications des propriétés physico-chimiques des 

parois des trois lignées transgéniques sélectionnées. 

Afin d’analyser les différences de composition des parois entre les lignées 

transgéniques et la lignée sauvage, j’ai réalisé une analyse par microscopie ATR-FTIR. Cette 

analyse ayant été réalisée dans le plan transversal, je n’ai analysé que la composition des parois 

de fibres et vaisseaux. 

2.1. Modifications de la composition des parois de fibres 

Une analyse en composantes principales menée sur les spectres de fibres des quatre 

lignées permet de distinguer légèrement les lignées MYB156+ et CCR- des deux autres sur le 

plan représentant la deuxième et troisième composantes expliquant respectivement 21.5% et 

12.2% de la variance (fig. 35A). Le premier axe, expliquant 34.3% de la variance, ne permet 

pas de discriminer les individus (fig. S3). 

L’analyse des spectres moyens pour les quatre lignées ne laisse entrevoir que de faibles 

différences. En effet, les quatre lignées semblent présenter des spectres relativement similaires. 

On peut toutefois noter quelques différences marquantes. Ainsi, la lignée MYB156+ présente 

une diminution forte de l’absorbance à 15941 et 1102 cm-1 ainsi que l’apparition d’une double 

bande marquée à 1660-342 cm-1, là où les autres lignées ne semblent présenter qu’une seule 

bande d’absorbance (fig. 35B). Il semble donc que cette lignée présente une modification des 

lignines au niveau des fibres. Cette observation va dans le sens des observations anatomiques 

réalisées. En effet, on observe, en imagerie photonique couleur après coloration au bleu Alcian 

 
1 vibration du squelette aromatique des lignines (Faix, 1991) 
2 C=O stretch in conjugated p-substituted aryl ketones (Faix, 1991) 
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– safranine, un défaut de coloration rouge (teinte prise par les lignines) au niveau des fibres et 

de certains rayons de la lignées MYB156+, et plus particulièrement au niveau de leur paroi 

secondaire (fig. 36). La lignée CAD-.CCR-.F5H+ présente un profil infrarouge très proche de la 

lignée sauvage (fig. 35B). On notera tout de même une diminution de l’absorbance de la bande 

1660-34 1  cm-1, synonyme ici encore d’une modification des lignines. Cette même bande 

diminue également dans la lignée CCR-. Cette lignée est également marquée par la diminution 

des bandes 10522 et 10343 cm-1, l’augmentation de l’absorbance aux bandes 13364, 13165 et 

8966 cm-1 ainsi que l’apparition d’une double bande bien marquée à 1462-547 cm-1 (fig. 35B). 

Il semble alors que cette lignée présente une diminution de la quantité de lignines et une 

augmentation de la cristallinité de la cellulose. 

 

  

 
1 C=O stretch in conjugated p-substituted aryl ketones (Faix, 1991) 
2 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H / C=O stretching vibration ; C=O stretching vibration (Harrington et al, 1964 ; Schwanninger et al, 2004) 
3 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004) ; aromatic C-H in-plane deformation, G > S; plus C-O deformation, in 

primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
4 OH in-plane bending / crystalline cellulose (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004) 
5 crystalline cellulose / CH2 rocking vibration (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004 ; Olsson et al, 2011) 
6 Anomere C-groups, C1-H deformation, ring valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
7 CH2 of pyran ring symmetric scissoring; OH plane deformation vibration (Schwanninger et al, 2004) ; CH2 symmetric bending (xylose, arabinose) 
(Olsson et al., 2011) ; C-H deformations (Faix, 1991) 
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 Figure 35 Différences physico-chimiques entre parois de fibres des différentes lignées 

étudiées. 
(A) Graphique présentant la distribution des spectres sur les composantes 2 et 3 d’une analyse en composante 

principale. Turquoise : paroi de fibres de MYB156+, Vert : parois de fibres de CCR-, Rouge : parois de fibres de 

CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois de fibres de WT. Les ellipses représentent 90% des spectres dans le cas d’une 

distribution normale. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre de pixels assignés à la catégorie. 

L’intensité de couleur représente la densité de point. (B) Spectre ATR-FTIR moyen. Turquoise : paroi de fibres de 

MYB156+, Vert : parois de fibres de CCR-, Rouge : parois de fibres de CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois de fibres 

de WT. L’insertion représente un zoom de la région [1,500-1,300] cm-1. (C) Carte de chaleur des nombres d’ondes 

différentiellement absorbés. Turquoise : paroi de fibres de MYB156+, Vert : parois de fibres de CCR-, Rouge : 

parois de fibres de CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois de fibres de WT. 

 
Figure 36 Images photoniques en couleur de la lignée sauvage (A) et MYB156+ (B-C) 

Afin d’identifier plus précisément l’impact de la transgénèse sur la composition des 

parois de fibres, j’ai analysé les DAWNs présents aux maxima locaux (fig. 35C). Ainsi, j’ai pu 

mettre en évidence dix groupes de nombre d’ondes permettant de distinguer les lignées entre 

elles. La lignée CCR- est marquée par une absorbance plus forte des groupes A à D et moins 

forte des groupes E à J par rapport à la lignée sauvage. La lignée CAD-.CCR-.F5H+ est 

caractérisée par une absorbance plus faible des groupes A et E à G et plus forte des groupes H 

et I par rapport à la lignée sauvage. La lignée MYB156+ présente, elle, une absorbance plus 

faible des groupes E à H et plus forte des groupes I et J par rapport à la lignée sauvage. Le 

groupe A rassemble les bandes 1454-501, 1428-182, 13363-144 et 902-8925 cm-1. Il est donc 

représentatif de la cellulose cristalline, des lignines et d’hémicelluloses, notamment 

d’arabinoxylanes. Le groupe B est composé exclusivement de la bande 1514-046  cm-1 et 

représente donc les lignines potentiellement riches en unités G. Les bandes 1164-547 cm-1 et 

1108-10988 cm-1, présentes dans le groupe E et plus absorbées dans le sauvage que dans toutes 

les lignées transgéniques, représentent majoritairement de la cellulose et des hémicelluloses. 

 
1 CH2 of pyran ring symmetric scissoring; OH plane deformation vibration (Schwanninger et al, 2004) ; CH2 symmetric bending (xylose, arabinose) 
(Olsson et al., 2011) ; C-H deformations (Faix, 1991) 
2 crystalline cellulose / C–OH bending ; COO- stretch ; aromatic skeletal vibrations combined with C-H in plane deformation (Marchessault et Liang, 

1962 ; Faix, 1991 ; Åkerholm et Salmén, 2001 ; Åkerholm et al, 2004) 
3 OH in-plane bending / crystalline cellulose (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004) 
4 crystalline cellulose / CH2 rocking vibration (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004 ; Olsson et al, 2011) 
5 Anomere C-groups, C1-H deformation, ring valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
6 aromatic skeletal vibrations; G>S (Faix, 1991) 
7 C–O–C asymmetric valence vibration (Schwanninger et al, 2004 ; Olsson et al, 2011) 
8 Ring asymmetric valence vibration (HistoChem) 
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Les lignines sont représentées dans les groupes F (1598-881 cm-1) et G (1664-302 cm-1). Bien 

qu’une bande typique des lignines soit présente dans le groupe H (1244-403 cm-1), ce groupe 

représente également les hémicelluloses par la présence des bandes 1740-264 et 1238-325 cm-1. 

Le groupe I, représentant la bande 994-866 cm-1, reflète la quantité de cellulose. Enfin, les 

cluster C, composé de la bande 1460-587 cm-1, D, composé des bandes 1502-14988 et 1466-64 

et 14569 cm-1, et J, regroupant les bandes 1376-669 et 1038-30410 cm-1, ne sont pas représentatifs 

d’un composé particulier. 

Il est possible de déduire des différences plus fines pour ces différentes lignées. Ainsi, 

les parois des fibres de la lignée CCR- présentent des modifications en qualité des 

hémicelluloses (absorbance plus forte du groupe A, composé de bandes spécifiques des 

arabinoxylanes et plus faible du groupe H). Les fibres de cette lignée semblent également 

présenter un enrichissement en lignines plutôt riches en unités G (groupe B) tout en présentant 

une diminution de la quantité globale de lignines (groupes F et G). Enfin, elles semblent 

présenter une cellulose plus cristalline que la lignée sauvage. La lignée CAD-.CCR-.F5H+ 

présente, elle aussi, des différences de composition physico-chimiques des parois des fibres par 

rapport à la lignée sauvage. On observe en effet un enrichissement des parois en cellulose 

(groupe I) et hémicellulose (groupe H) par rapport à la lignée sauvage. Grâce à la finesse des 

analyses en moyen infra-rouge, il est également possible de distinguer une diminution de la 

quantité de lignines, notamment des lignines riches en unités G (groupe A). Enfin, la lignée 

MYB156+ présente un enrichissement des parois de ses fibres en cellulose (groupe I) et une 

diminution de leur teneur en lignines (groupes F et G). La qualité des hémicelluloses semble 

également impactée par la transformation (absorbance plus faible du groupe E et plus forte du 

groupe H). 

  

 
1 vibration du squelette aromatique des lignines (Faix, 1991) 
2 C=O stretch in conjugated p-substituted aryl ketones (Faix, 1991) 
3 C-O-H deformation et C-O + stretching of phenolics (Sene et al, 1994) 
4 C = O stretch carboxylic acid (Marchessault et Liang, 1962 ; Gou et al, 2008) 
5 C–O stretch acetyl (Marchessault et Liang, 1962) 
6 C–O valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
7 CH2 of pyran ring symmetric scissoring; OH plane deformation vibration (Schwanninger et al, 2004) ; CH2 symmetric bending (xylose, arabinose) 

(Olsson et al., 2011) ; C-H deformations (Faix, 1991) 
8 aromatic skeletal vibrations (Olsson et al, 2011) 
9 CH bending ; aliphatic C-H stretch in CH3, not in OMe; phen. OH (Liang et Marchessault, 1959 ; Faix, 1991 ; Olsson et al, 2011) 
10  C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004) ; aromatic C-H in-plane deformation, G > S; plus C-O deformation, in 
primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
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2.2. Modifications de la composition des parois de vaisseaux 

Une analyse en composante principale menée sur les spectres de vaisseaux des quatre 

lignées permet de distinguer légèrement la lignée CCR- des trois autres sur le plan représentant 

les deux premières composantes expliquant respectivement 43.8% et 17.9% de la variance (fig. 

37A). 

À première vue, les spectres moyens des vaisseaux ressemblent beaucoup aux spectres 

des fibres. En effet, les mêmes maxima locaux sont observés (fig. 37B). Il est cependant à noter 

que les spectres sont extrêmement bruités entre 1700 et 1500 cm-1. La lignée CCR- est celle 

présentant le plus de différences par rapport à la lignée sauvage. En effet, on remarque une 

diminution de l’absorbance des bandes 1660-341, 12382, 1102, 10523 et 10354 cm-1. Les bandes 

13365, 13166 et 8967 présentent, elles, une augmentation de l’absorbance dans les vaisseaux de 

CCR-. Enfin, alors que la lignée sauvage présente une double bande d’absorbance à 17368 cm-

1, une seule est visible dans la lignée CCR-. À l’inverse, alors que la lignée sauvage ne semble 

présenter qu’une unique bande d’absorbance à 15069 cm-1, une double bande semble apparaitre 

dans la lignée CCR-. Les lignées CAD-.CCR-.F5H+ et MYB156+ sont relativement proche de la 

lignée sauvage. On notera tout de même quelques petites différences. Ainsi, une diminution de 

l’absorbance est observée pour les deux lignées aux bandes 12382, 1102, 10524 et 10345 cm-1. 

La bande 17369 cm-1 présente également des différences entre les deux lignées et la lignée 

sauvage. En effet, on y observe une diminution de l’absorbance pour la lignée CAD-.CCR-

.F5H+ par rapport à la lignée sauvage et, à niveau d’absorbance équivalent, une disparition de 

la double bande au profit d’une unique bande dans la lignée MYB156+. Enfin, tout comme la 

lignée CCR-, la lignée MYB156+ présente une double bande d’absorbance à 150610 cm-1 avec 

une absorbance réduite par rapport à la lignée sauvage. 

 
1 C=O stretch in conjugated p-substituted aryl ketones (Faix, 1991) 
2 C–O stretch acetyl (Marchessault et Liang, 1962) 
3 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H / C=O stretching vibration ; C=O stretching vibration (Harrington et al, 1964 ; Schwanninger et al, 2004) 
4 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004) ; aromatic C-H in-plane deformation, G > S; plus C-O deformation, in 

primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
5 OH in-plane bending / crystalline cellulose (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004) 
6 crystalline cellulose / CH2 rocking vibration (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004 ; Olsson et al, 2011) 
7 Anomere C-groups, C1-H deformation, ring valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
8 C = O stretch carboxylic acid (Marchessault et Liang, 1962 ; Gou et al, 2008) 
9 aromatic skeletal vibrations; G>S (Faix, 1991) 



CHAPITRE III – CARACTÉRISATIONS PHYSIOLOGIQUE, ANATOMIQUE ET PHYSICO-

CHIMIQUE DE LIGNÉES TRANSGÉNIQUES 

 

174  Clément CUELLO 

 
Figure 37 Différences physico-chimiques entre parois de vaisseaux des différentes lignées 

étudiées. 
(A) Graphique présentant la distribution des spectres sur les deux premières composantes d’une analyse en 

composante principale. Turquoise : paroi de vaisseaux de MYB156+, Vert : parois de vaisseaux de CCR-, Rouge : 

parois de vaisseaux de CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois de vaisseaux de WT. Les ellipses représentent 90% des 

spectres dans le cas d’une distribution normale. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre de pixels 

assignés à la catégorie. L’intensité de couleur représente la densité de point. (B) Spectre ATR-FTIR moyen. 

Turquoise : paroi de vaisseaux de MYB156+, Vert : parois de vaisseaux de CCR-, Rouge : parois de vaisseaux de 

CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois de vaisseaux de WT. L’insertion représente un zoom de la région [1,500-1,300] 

cm-1. (C) Carte de chaleur des nombres d’ondes différentiellement absorbés. Turquoise : paroi de vaisseaux de 

MYB156+, Vert : parois de vaisseaux de CCR-, Rouge : parois de vaisseaux de CAD-.CCR-.F5H+, Violet : parois 

de vaisseaux de WT. 
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Afin d’identifier plus précisément l’impact de la transgénèse sur la composition des 

parois de vaisseaux, j’ai analysé les DAWNs présents aux maxima locaux (fig. 37C). Ainsi, j’ai 

pu mettre en évidence huit groupes de nombre d’ondes permettant de distinguer les lignées 

entre elles. La lignée CCR- présente les différences les plus tranchées. Ainsi, elle est marquée 

par une absorbance plus forte des groupes A à E et moins forte des groupes F à H par rapport à 

la lignée sauvage. La lignée CAD-.CCR-.F5H+ est caractérisée par une absorbance plus faible 

des groupes C et H par rapport à la lignée sauvage. Enfin, la lignée MYB156+ présente une 

absorbance plus faible des groupes C, D et F par rapport à la lignée sauvage. Le groupe A 

rassemble les bandes 1514-101, 1454-482, 1426-183, 1334-144, 900-8925 et 874-66 cm-1. Il est 

donc représentatif de la cellulose cristalline et des lignines, notamment de type G. Les groupes 

B, composé des bandes 1502-1,4981 et 1466-562 cm-1, C, composé de la bande 1598-881 cm-1, 

D, composé de la bande 1508-041 cm-1, et F, composé de la bande 1664-306 cm-1, représentent 

plutôt les lignines, notamment riches en unités G pour le groupe D. La cellulose est, elle, 

représenté dans les groupes E, composé de la bande 994-867 cm-1, et G, composés des bandes 

1162-528 et 1110-1,0989 cm-1. Enfin, tout comme le groupe A, le groupe H représente plusieurs 

composés dont les hémicelluloses et lignines sont majoritaires, notamment par la présence des 

bandes 1742-2610, 1376-6411, 1246-2812, 1,054-4813 et 1,038-3014 cm-1. 

Il est alors possible de déduire des différences fines pour ces différentes lignées. Ainsi, 

les parois des vaisseaux de la lignée CCR, les plus impactées par la transformation, présentent 

des modifications en qualité de la cellulose, celle-ci semblant, notamment, plus cristalline 

(absorbance plus forte des groupes A, composé de bandes spécifiques de la cellulose cristalline, 

et E et plus faible du groupe G) et des lignines, celles-ci semblant plus riches en lignines de 

type G (absorbance plus forte des groupes B à D et plus faible des groupes F et H). Enfin, elles 

semblent présenter une diminution de la quantité d’hémicelluloses. La lignée CAD-.CCR-.F5H+ 

présente, elle aussi, des différences de composition physico-chimiques des parois des vaisseaux 

 
1 aromatic skeletal vibrations (Faix, 1991) 
2 CH2 of pyran ring symmetric scissoring; OH plane deformation vibration (Schwanninger et al, 2004) ; CH2 symmetric bending (xylose, arabinose) 
(Olsson et al., 2011) ; C-H deformations (Faix, 1991) 
3 crystalline cellulose / C–OH bending ; COO- stretch ; aromatic skeletal vibrations combined with C-H in plane deformation (Marchessault et Liang, 

1962 ; Faix, 1991 ; Åkerholm et Salmén, 2001 ; Åkerholm et al, 2004) 
4 OH in-plane bending / crystalline cellulose (Åkerholm et Salmén, 2001 ; Schwanninger et al, 2004) 
5 Anomere C-groups, C1-H deformation, ring valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
6 C=O stretch in conjugated p-substituted aryl ketones (Faix, 1991) 
7 C–O valence vibration (Schwanninger et al, 2004) 
8 C–O–C asymmetric valence vibration (Schwanninger et al, 2004 ; Olsson et al, 2011) 
9 Ring asymmetric valence vibration (HistoChem) 
10 C = O stretch carboxylic acid (Marchessault et Liang, 1962 ; Gou et al, 2008) 
11 CH bending ; aliphatic C-H stretch in CH3, not in OMe; phen. OH (Liang et Marchessault, 1959 ; Faix, 1991 ; Olsson et al, 2011) 
12 C-O-H deformation et C-O + stretching of phenolics (Sene et al, 1994) 
13 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H / C=O stretching vibration ; C=O stretching vibration (Harrington et al, 1964 ; Schwanninger et al, 

2004) 
14 C–O valence vibration, mainly from C3–O3H (Schwanninger et al, 2004) ; aromatic C-H in-plane deformation, G > S; plus C-O deformation, in 
primary alcohols; plus C=O stretch (unconjugated) (Faix, 1991) 
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par rapport à la lignée sauvage. On observe en effet une diminution de la quantité 

d’hémicelluloses (groupe H) et de lignines (groupes C et H) par rapport à la lignée sauvage, 

sans impact sur la cellulose. Enfin, la lignée MYB156+ présente une diminution de la teneur en 

lignines (groupes C, D et F), notamment de type G, sans impact sur la fraction 

polysaccharidique. 

III. Discussion, limites et perspectives 

1. Lignée CCR- 

La lignée CCR-, dont l’expression du gène cinnamoyl coA reductase a été réduite par 

stratégie RNAi1, présente un phénotype inhabituel. En effet, cette lignée est caractérisée par 

une augmentation de la croissance primaire et secondaire par rapport à la lignée sauvage. Or, 

les études menées sur des mutants d’Arabidopsis thaliana (Jones et al., 2001; Ruel et al., 2009) 

ou des transformants de peuplier (P. tremula x P. alba, Leplé et al., 2007) ont montré un retard 

de croissance, allant parfois jusqu’à 50%, dans les lignées sous-exprimant la CCR. Ces études 

ont également montré, en particulier chez Arabidopsis thaliana, un fort effet de la mutation sur 

la structure du xylème, en particulier des vaisseaux, et des parois secondaires le composant. 

Hormis une légère augmentation du diamètre des cellules et une diminution de l’épaisseur des 

parois, le xylème semble, sur la lignée étudiée, faiblement impacté dans sa structure. 

L’augmentation de la croissance primaire et secondaire de cette lignée pourrait alors être 

expliquée par une faible diminution de l’activité CCR et donc de la teneur en lignines. En effet, 

la biosynthèse des lignines est un procédé très énergivore. Ainsi, une faible production de 

lignines permettrait une meilleure croissance des plants, sans modification de l’anatomie du 

bois observé dans le cas d’une forte diminution de la quantité de lignines produites. Cette 

modification de croissance pourrait également être le résultat d’un effet du site d’insertion du 

transgène. Des analyses complémentaires portant notamment sur la quantification de 

l’expression de la CCR et des lignines sont donc nécessaires. 

Bien que la structure du xylème ne soit pas impactée, nous avons pu mettre en évidence 

de fortes modifications des fractions polysaccharidiques et phénoliques. Nous observons, 

notamment, une modification de la qualité des hémicelluloses dans les fibres. Cette 

modification se présente notamment par l’augmentation de l’absorbance à 1462-54 cm-1, bande 

notamment attribuée aux arabinoxylanes (Olsson et al., 2011). Les études menées sur 

 
1 ARN interférent 
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Arabidopsis thaliana et le peuplier ont bien montré une augmentation de la quantité de xylose 

(Jones et al., 2001; Leplé et al., 2007; Ruel et al., 2009). L’analyse de la fraction cellulosique 

des mutants d’Arabidopsis thaliana et des transformants de peuplier a mené à des résultats 

contraires. En effet, alors que les mutants ccr d’A. thaliana présentent une diminution de la 

quantité de cellulose (Jones et al., 2001; Ruel et al., 2009), les transformants de peuplier 

présentent, eux, une augmentation (Leplé et al., 2007). L’analyse réalisée ici n’a pas mis en 

évidence de différences en proportion de cellulose. Les proportions des différents composés 

pariétaux présentés dans l’article de Leplé et ses collaborateurs (2007) sont rapportées à la 

masse de résidu pariétal. Ainsi, il est possible que l’augmentation de la teneur en cellulose 

rapportée soit artéfactuelle et liée à la diminution des deux autres composés. L’absence de 

variation de la teneur en cellulose tant dans les fibres que dans les vaisseaux de la lignée CCR- 

étudiée appuie cette hypothèse. Nous avons cependant pu remarquer une augmentation de la 

cristallinité de la cellulose. Dans leur étude, Ruel et ses collaborateurs (2009) ont montré une 

modification de l’orientation des microfibrilles de cellulose dans la couche S2 de la paroi 

secondaire. Ils n’ont cependant pas pu montrer de différences au niveau de la cristallinité de la 

cellulose. Le gène CCR n’étant pas directement impliqué dans la biosynthèse de la fraction 

polysaccharidique des parois, les modifications observées proviennent donc probablement d’un 

défaut de lignification entrainant une modification de l’ultrastructure des parois, comme le 

démontrent Ruel et ses collaborateurs (2009). Des analyses plus poussées permettant de valider 

les différences en cristallinité de la cellulose et portant sur la modification de l’ultrastructure 

des parois seront cependant nécessaires sur la lignée CCR- étudiée ici afin de valider cette 

hypothèse. 

Comme attendu, la fraction phénolique des parois a également été impactée par la 

transformation. En effet, nous avons observé une diminution de la quantité de lignines dans les 

fibres et une modification de la qualité de celles-ci aussi bien dans les fibres que dans les 

vaisseaux. La modification de la qualité des lignines est en accord avec les études réalisées chez 

Arabidopsis thaliana et le peuplier (Jones et al., 2001; Leplé et al., 2007; Ruel et al., 2009). 

Cependant, alors que Leplé et ses collaborateurs (2007) ont identifiés une diminution des 

lignines de type S dans les fibres, nous avons pu mettre en évidence une augmentation des 

lignines de type G dans les fibres et les vaisseaux. Cette augmentation des vibrations associées 

aux lignines de type G pourrait être lié à l’incorporation d’un monolignol inhabituel décrit par 

Leplé et ses collaborateurs (2007) intégré spécifiquement dans les lignines des plants sous-

exprimant la CCR. En effet, ce monolignol est composé du cycle typique des unités G et d’une 
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chaine latérale à deux carbones. La bande associée aux unités G mettant en vibration leur cycle 

aromatique, il est donc probable que cette augmentation en lignines de type G soit le reflet de 

l’incorporation de ce composé. Il est également important de noter que ce composé est 

particulièrement présent lors de l’incorporation d’acide férulique dans les lignines de peuplier 

déficients en CCR (Leplé et al., 2007; Ralph et al., 2007). L’acide férulique étant également un 

composé phénolique, il pourrait alors être en partie responsable de l’augmentation des 

vibrations associées aux lignines plutôt riches en unités G. 

Au vu des résultats obtenus, la lignée CCR- présente un fort intérêt pour l’étude de la 

formation des parois secondaires. En effet, hormis une éventuelle stimulation de l’expansion 

cellulaire, la modification qui eut lieu dans cette lignée n’a vraisemblablement que peu d’impact 

sur l’anatomie du bois. On y observe en revanche une forte répression de la formation des parois 

secondaires avec des effets différents sur chaque composant des parois et suivant les types 

cellulaires étudiés. Des études plus poussées sur la structure des parois telle que de la 

microscopie électronique à transmission ou leur composition telles que 

l’immunohistolocalisation, de l’histochimie (coloration de Wiesner ou Mäule) ou des analyses 

biochimiques menées notamment sur des fibres microdisséquées permettront de valider les 

différences observées. Enfin, au vu des faibles modifications de croissance et d’anatomie, il 

serait nécessaire de valider l’impact de la transgénèse par qRT-PCR1 afin de s’assurer que les 

différences observées soient liées à la répression du gène CCR. 

2. Lignée CAD-.CCR-.F5H+ 

La lignée CAD-.CCR-.F5H+ est une lignée sans équivalent. En effet, il n’existe pas 

dans la littérature, que ce soit chez Arabidopsis thaliana ou le peuplier, de lignées transgéniques 

ou mutantes pour lesquels ces trois gènes auraient été ciblées. Il est donc difficile de se 

rapprocher des données existantes. Cependant, nous savons qu’il s’agit de trois gènes clefs dans 

la biosynthèse des lignines (cf. introduction). Ainsi, la sous-expression des gènes CAD2 et 

CCR devrait conduire à une diminution de la quantité de lignines. La surexpression du gène 

F5H3, elle, devrait avoir un effet sur le ratio S/G. 

Contrairement à la lignée CCR-, cette lignée présente une forte diminution de 

croissance primaire et secondaire par rapport à la lignée sauvage. Une étude réalisée chez A. 

thaliana a montré que les plants sous-exprimant simultanément la CAD et la CCR présentent 

 
1 quantitative retro-transcription polymerase chaine reaction 
2 cinnamyl alcool deshydrogénase 
3 ferrulate 5-hydroxylase 
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un fort retard de croissance jusqu’à près de 88% (Thévenin et al., 2011). La lignée CAD-.CCR-

.F5H+ n’est pas aussi sévèrement atteinte. Ainsi, il est probable que la sous-expression des gènes 

CAD et CCR soit plus faible dans cette lignée que dans les mutants d’Arabidopsis thaliana. 

Par ailleurs, Thévenin et ses collaborateurs (2011) ont également remarqué un très fort 

collapse du xylème chez le mutant ccc1, plus fort encore que chez le simple mutant ccr. Aucun 

collapse n’a été observé dans les mutants cad. L’absence de collapse du xylème dans la lignée 

CAD-.CCR-.F5H+ peut alors être expliquée par une faible diminution de l’activité CCR, le 

construit utilisé étant le même que dans la lignée CCR- discuté ci-dessus. L’épaississement des 

parois observées dans la lignée CAD-.CCR-.F5H+ n’est pas observé par Thévenin et ses 

collaborateurs (2011). 

D’importantes modifications de la composition des parois ont également été 

observées. En effet, nous avons pu mettre en évidence un enrichissement des fibres en cellulose 

et hémicelluloses et une diminution de la quantité d’hémicelluloses dans les vaisseaux. Cette 

observation est contraire à celle réalisée sur le mutant ccc d’Arabidopsis thaliana, où une 

diminution de la fraction polysaccharidique est observable (Thévenin et al., 2011). Les gènes 

ciblés n’étant pas directement liés à la biosynthèse des composés polysaccharidiques, les 

modifications de cette fraction sont donc indirectes et probablement liées aux modifications de 

l’ultrastructure des parois. Ainsi, il n’est pas impossible que les épaisses parois dont sont 

composés les fibres de la lignée CAD-.CCR-.F5H+ soient enrichies en polysaccharides. 

Les différences les plus importantes ont été observés sur la fraction phénolique des 

parois. En effet, comme attendu, nous avons mis en évidence une diminution globale des 

lignines et une modification de leur qualité, aussi bien dans les fibres que les vaisseaux. Il est 

intéressant de noter que la sous-expression des gènes CAD et CCR chez Arabidopsis thaliana 

a tendance à enrichir les lignines en unité G (Thévenin et al., 2011) et que la surexpression de 

la F5H à tendance à enrichir les lignines en unité S aussi bien chez Arabidopsis thaliana (Sibout 

et al., 2002) que chez le peuplier (Stewart et al., 2009; Weng et al., 2010; Lapierre et al., 2021). 

Il est alors probable que la combinaison de la sous-expression des gènes CAD et CCR et la 

surexpression du gène F5H induise une diminution globale de la quantité de lignines de type G 

tout en conservant un niveau équivalent de lignines de type S, comme nous l’avons observé, 

augmentant alors le ratio S/G. 

Au vu des résultats obtenus, la lignée CAD-.CCR-.F5H+ semble présenter un fort 

intérêt pour l’étude de la formation du bois et des parois secondaires. En effet, cette lignée 

 
1 Mutant cad c cad d ccr1 
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présente un nombre plus important de cellules que la lignée sauvage. Il est donc plausible que 

des mécanismes de stimulation de la division cellulaire et de répression de leur expansion soient 

mis en place dans cette lignée. Les parois étant plus épaisses, ces mécanismes pourraient 

également stimuler le dépôt des parois secondaires tout en ayant un impact différent sur les trois 

composants majeurs des parois secondaires. En effet, alors que la synthèse de la cellulose 

semble stimulée, la formation des lignines, particulièrement des lignines de type Gs est 

réprimée. Enfin, la formation des hémicelluloses semble impactée de manière différente suivant 

le type cellulaire étudié. Des observations complémentaires permettant de valider ces résultats 

sont toutefois nécessaires. Cela pourrait passer, notamment, par une étude de la cinétique de 

division cellulaire en système de culture de cellule ou encore par la validation croisée des 

résultats obtenues par microscopie ATR-FTIR par d’autres méthodes d’analyses comme la 

microspectroscopie Raman ou UV. 

3. Lignée MYB156+ 

Les premières analyses de la lignée MYB156+1 réalisées dans le cadre de la thèse de 

Wassim Lakhal (2013) n’ont pas montré de différences de croissance que ce soit en hauteur ou 

en diamètre, contrairement aux résultats présentés ici. Cette différence est explicable par les 

conditions d’élevage. En effet, les échantillons analysés ici ont été cultivés dans les nouvelles 

serres du laboratoire d’ingénierie cellulaire de l’arbre (LICA, responsable opérationnel : Patrick 

Poursat, UE GBFOr, INRAE Val de Loire) où les conditions d’élevage (température, 

hygrométrie, lumière et arrosage) étaient mieux maitrisées que dans les anciennes serres. En 

revanche, une analyse menée par Yang et ses collaborateurs (2017) a montré une diminution du 

diamètre et de la hauteur de plants de peuplier surexprimant le gène MYB156. Il est cependant 

à noter que dans les lignées étudiées par Yang et ses collaborateurs (2017), l’ensemble des types 

cellulaires sont impactés par la transgénèse contrairement à la lignée MYB156+ étudiée ici et 

pour laquelle les vaisseaux restent fonctionnels. Le fort impact de la transformation sur la 

croissance des plants étudiés par Yang et ses collaborateurs (2017) complique grandement la 

comparaison des résultats. 

Les analyses anatomiques réalisées par W. Lakhal (2013) sur la lignée MYB156+ ont 

également montré une hypolignification des parois secondaires des fibres et de certains rayons. 

Nous avons également pu mettre en évidence une forte diminution de la densité de paroi, 

résultant principalement d’une augmentation du diamètre des cellules. La proportion de fibres 

 
1 Se référer à la lignée 15 
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étant équivalente, il est probable que cette augmentation de diamètre soit associée à une 

diminution de l’épaisseur des parois. Des observations complémentaires de l’épaisseur des 

parois de la lignée MYB156+ étudiée permettrait de valider cette hypothèse. 

Comme observé par W. Lakhal (2013), la composition des parois a été modifiée sous 

l’effet de la surexpression de MYB156. En effet, nous avons pu mettre en évidence une 

diminution de la quantité et de la qualité des lignines dans les fibres et les vaisseaux, ainsi 

qu’une augmentation de la quantité de cellulose et une modification de la qualité des 

hémicelluloses dans les fibres. Les résultats obtenus sur la fraction phénolique sont en accord 

avec les analyses précédentes. En effet, une réduction de 15% des lignines a été observée dans 

la thèse de W. Lakhal (2013). Des analyses complémentaires (e.g. biochimie sur fibres 

microdisséquées, imagerie Raman) permettant d’étudier les modifications de la fraction 

polysaccharidique sont nécessaires. 

Au vu des résultats obtenus, la lignée MYB156+ est la plus pertinente dans l’étude de 

la formation des parois secondaires des fibres de bois, et plus particulièrement dans l’étude de 

leur lignification. En effet, cette lignée est impactée à la fois dans des étapes clefs de la 

formation du bois et dans la formation des parois secondaires principalement au niveau des 

fibres de bois. Elle présente une répression de l’activité de division cellulaire, de la 

différenciation notamment en fibres et du dépôt des parois secondaires ainsi qu’une stimulation 

de l’expansion cellulaire. La lignification semble également entièrement bloquée lors de la 

formation des parois secondaires, la paroi primaire et la lamelle moyenne semblant 

correctement lignifiées comme le révèle l’analyse histologique. Une validation par d’autres 

approches d’imagerie chimique serait tout de même nécessaire pour identifier les modifications 

de la fraction polysaccharidique. Enfin, une étude du transcriptome des fibres par 

microdissection par capture laser ou single-cell RNA-sequencing permettrait de lever le voile 

sur les mécanismes moléculaires associés à la modification de la xylogenèse et à 

l’hypolignification observées. 

IV. Conclusions 

La combinaison des études physiologiques, histologiques et microspectroscopiques 

m’a permis d’identifier la lignée MYB156+ comme étant la plus pertinente pour ma thèse. En 

effet, celle-ci présente (i) une croissance en hauteur très significativement supérieure au témoin, 

(ii) des parois secondaires hypolignifiées au niveau des fibres et de certains rayons, (iii) une 

augmentation de la fraction polysaccharidique dans les parois des fibres et (iv) une modification 
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de la qualité des lignines au niveau des fibres. Ainsi, cette lignée semble tout à propos dans 

l’étude de la cinétique de formation des parois secondaires des fibres de bois.  
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Mon travail de thèse avait pour objectif d’établir un modèle de formation des parois 

secondaires des fibres de bois en lien avec la mise en place des propriétés physico-chimiques 

du bois. Pour cela, j’ai développé une approche de microphénotypage permettant de caractériser 

la composition des parois à l’échelle de la cellule. Cette approche m’a permis de mettre en 

évidence des différences de composition au sein d’un type cellulaire entre différents types de 

bois (chapitre I et chapitre III) mais également entre types cellulaires au sein d’un même type 

de bois (chapitre II). Afin de décrypter les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

formation des parois secondaires des fibres de bois, j’ai associé une étude 

microtranscriptomique basée sur l’analyse par RNA-Seq de fibres et de rayons microdisséqués 

à ce phénotypage fin. Enfin, j’ai complété ces études par la caractérisation physiologique, 

anatomique et physico-chimique du bois de lignées transgéniques dont la composition chimique 

des parois de fibres a été impactée. 

I. Critiques méthodologiques 

L’analyse combinée de données transcriptomiques obtenues par RNA-Seq sur fibres 

et rayons microdisséqués à des données phénotypiques obtenues par microspectroscopie ATR-

FTIR m’a permis de mettre en évidence un certain nombre d’acteurs moléculaires pouvant être 

impliqués dans les mécanismes de formation du bois (chapitre II). Il faut cependant relever 

que l’intégration de ces données s’est basée sur un postulat fort : le transcriptome analysé à une 

étape donnée de la différenciation conditionne, pour partie du moins, le phénotype final 

observé. En effet, les images ATR-FTIR analysées ont été acquises sur des cellules ayant 

totalement achevé leur différenciation, du moins pour les fibres. Les ARN ont, eux, été extraits 

à partir de cellules plus jeunes prélevées dans la zone d’élongation cellulaire et de dépôt des 

parois secondaires. Il est donc possible (i) qu’une partie des ARN prélevés n’ait aucun impact 

sur le phénotype final mais y soit corrélée et (ii) que des gènes clefs dans la formation des parois 

secondaires et de la lignification ne soient pas présents dans les échantillons d’ARN analysés 

car exprimés plus tardivement. Par ailleurs, les méthodologies employées afin d’acquérir ces 

données transcriptomiques et phénotypiques présentent des limites dont il faut avoir conscience 

pour l’interprétation biologique des résultats. 

1. Analyse de la composition des parois à l’échelle cellulaire 

La grande résolution de l’imagerie ATR-FTIR m’a permis d’obtenir des spectres 

représentatifs de la composition de chaque type cellulaire. Cependant, les parois végétales sont 

composées de molécules présentant des liaisons chimiques proches. En effet, les monomères 
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de lignines, par exemple, ne se distinguent que par le degré de méthoxylation du groupement 

phénol : les unités S étant O-méthylées en position 3 et 5 contrairement aux unités G ne portant 

qu’un seul groupement méthyl (Lewis et Yamamoto, 1990; Boerjan et al., 2003). Il est donc 

difficile d’identifier avec précision d’éventuelles différences de composition au sein des 

différentes macromolécules. Cette difficulté est bien visible dans l’étude de Faix (1991). Dans 

cette étude, certaines bandes sont plus fortement absorbées par les lignines de type G (e.g. 1515-

1505 cm-1) que les lignines de type S et inversement (e.g. 1605-1593 cm-1). Ces bandes 

n’apparaissant pas spécifiquement pour l’une ou l’autre des lignines, elles ne sont pas 

spécifiques d’un type de monolignol. Une absorbance plus forte à ces nombres d’onde pourrait 

alors indiquer soit une plus grande quantité de lignines soit une augmentation de la proportion 

de l’un ou l’autre des monolignols dans ces lignines. La même observation peut être faite pour 

les polysaccharides pariétaux, notamment les hémicelluloses pour lesquelles il est difficile de 

distinguer les différentes familles. Par ailleurs, les publications utilisées afin d’assigner les 

DAWNs identifiés entre différents spectres se basent uniquement sur l’analyse spectrale de 

composés purs (e.g. Liang et Marchessault, 1959; Marchessault et Liang, 1962; Faix, 1991; 

Åkerholm et al., 2004). Ces analyses m’ont permis d’assigner une partie des DAWNs identifiés. 

Certains d’entre eux, dans les trois chapitres, n’ont cependant pas été répertoriés dans la 

littérature, regroupés sous l’appellation ‘NA’ dans le manuscrit. Il est donc possible que ceux-

ci soient représentatifs des liaisons entre les différents composés pariétaux, qu’on ne met pas 

en évidence quand on travaille sur des composés purs ou fortement purifiés. Nous ne sommes 

pas non plus à l’abri que ces liaisons correspondent à un composé pariétal précis mais n’ayant 

pas été décrits jusqu’alors dans la littérature. 

La difficulté d’assigner avec précision un DAWN à un composé pariétal rend alors 

primordial la validation des interprétations proposées, que ce soit entre types cellulaires au sein 

d’un même individu (chapitre II) ou au sein d’un même type cellulaire entre différents types 

de bois (chapitre I et chapitre III). Une voie à explorer consisterait à analyser la composition 

des parois par chimie humide. Dans mon cas, cette validation peut s’avérer très laborieuse. En 

effet, ces techniques d’analyses nécessitent une grande quantité de matériel de départ. Afin 

d’étudier avec précision la composition des parois à l’échelle cellulaire, chaque type cellulaire 

devra être microdisséqué et des centaines d’heures de microdissection seraient nécessaires pour 

obtenir la quantité de matériel requise. Ainsi, cette validation est irréalisable au vu des 

technologies disponibles actuellement. 

Un suivi de dégradation enzymatique des composés pariétaux pourrait toutefois être envisagé. 

Il serait en effet possible d’analyser des images d’un même échantillon avant et après traitement 
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à la cellulase par exemple. Les bandes d’absorbance disparaissant ou diminuant pouvant alors 

être sans nul doute être associées à la cellulose. L’acquisition de spectres FTIR au cours d’une 

digestion enzymatique en chambre microfluidique a été réalisée sur des entre-nœuds de maïs 

(Devaux et al., 2018). Cette étude a notamment permis d’identifier des types cellulaires 

sensibles à la dégradation et d’autres non. Les types cellulaires étudiés dans ma thèse sont très 

fortement lignifiés. Les lignines protégeant les polysaccharides de la dégradation enzymatique 

(Whetten et al., 1998), il est probable que les digestions enzymatiques ne soient que peu 

efficaces et que les changements induits par ces digestions soient minimes et donc pas détectés 

dans les spectres finaux. 

Il est donc nécessaire d’avoir recours à d’autres approches complémentaires à 

l’imagerie ATR-FTIR afin de multiplier les preuves. Parmi elles se trouve notamment 

l’imagerie Raman (Schrader, 1996). Les différents monolignols, leurs précurseurs ou leurs 

formes glycosylées sont très bien caractérisés dans les spectres Raman (e.g. Agarwal et Ralph, 

2008; Bock et Gierlinger, 2019). Cependant, certaines bandes représentatives des composés 

pariétaux sont parfois mal détectées par cette approche. C’est le cas, par exemple, de la bande 

1743 cm-1 représentative des hémicelluloses et des lignines (Gierlinger, 2018). La microscopie 

Raman se place donc comme complémentaire à la microscopie ATR-FTIR. La combinaison 

des microscopies FTIR et Raman a notamment permis d’identifier des différences fines de 

compositions des lignines (Özparpucu et al., 2018). En effet, cette étude, réalisée sur des 

peupliers transgéniques sous-exprimant la CAD, a mis en évidence une incorporation de 

sinapaldéhyde dans les lignines par la combinaison de spectres Raman, MIR, RMN1 et une 

validation par GC-MS2. La qualité des lignines peut également être analysée par imagerie UV3. 

En effet, une étude combinant imagerie en autofluorescence UV des lignines et déconvolution 

de spectres a permis de distinguer les parois riches en lignines de type G des parois riches en 

lignines de type S chez le peuplier et le pin (Donaldson, 2013). Enfin, l’immuno-histo-

localisation peut être utilisée afin de conforter les observations réalisées et de gagner en 

précision sur les différences de composition, notamment en polysaccharides. En effet, un grand 

nombre d’anticorps spécifiques de certaines hémicelluloses, pectines ou protéoglycanes sont 

disponibles (Rydahl et al., 2018). Une étude réalisée sur le bois de tension de peuplier a, entre 

autres, mis en évidence la présence d’AGP et de RG-I dans la couche-G par cette approche 

 
1 résonance magnétique nucléaire 
2 Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse 
3 ultraviolet 
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(Guedes et al., 2017). Cependant, très peu d’anticorps ciblant spécifiquement les unités G ou S 

des lignines sont disponibles actuellement (Kiyoto et al., 2013; Simon et al., 2018). 

2. Analyse du transcriptome à l’échelle cellulaire 

Les données RNA-Seq étudiées ne donnent qu’une image partielle du transcriptome 

du xylème. En effet, les analyses ont été menées sur deux des trois types cellulaires majoritaires 

du bois de peuplier : les fibres et les rayons. Une étude a porté sur la comparaison du 

transcriptome des fibres et des vaisseaux de bois de peuplier (Shi et al., 2017a). Dans cet article, 

aucune image ne montrant les zones microdisséqués pour produire les banques ARN des fibres 

et des vaisseaux n’est disponible. Les vaisseaux subissant une mort rapide, il est difficile de les 

microdisséquer avec précision et donc d’obtenir un transcriptome fiable de ce type cellulaire. 

Par ailleurs, les données que nous avons analysées ne prennent pas en considération la 

dynamique de développement du xylème. En effet, les ARN sont extraits de plages de cellules 

présentes dans la zone d’expansion cellulaire et de dépôt des parois secondaires. 

Afin de prendre en compte le gradient de différenciation du bois, il pourrait être 

envisagé de microdisséquer fibres et rayons à différents stades de développement. Les toutes 

premières étapes de différenciation, au stade initiales fusiformes et initiales radiales, ont été 

étudiées par macrodissection de ces deux types cellulaires sur des coupes longitudinales (Goué 

et al., 2008). La généralisation de cette analyse à tous les stades de différenciation permettrait 

d’étudier l’évolution du transcriptome des fibres au cours de leur formation, de leur expansion 

à leur mort cellulaire programmée en passant par le dépôt de leurs parois secondaires. Cette 

approche, fastidieuse, est cependant limitée par la capacité de l’expérimentateur de différencier 

ces différentes étapes sur une coupe transversale non colorée. 

II. Enrichissement du modèle de formation des fibres de bois 

Conscient de ces limites, j’ai néanmoins émis des hypothèses à partir des analyses 

réalisées pour mieux comprendre la formation du bois et plus particulièrement le 

développement des fibres. Le développement du xylème secondaire et des fibres peut être 

découpé en cinq grandes phases : maintien de l’intégrité cambiale et division des initiales 

cambiales, division des initiales fusiformes et différenciation en fibres, expansion cellulaire et 

croissance intrusive des fibres, formation des parois secondaires et mort cellulaire programmée. 

Les données transcriptomiques ne me donnant qu’une image partielle du processus de 

xylogenèse, j’ai concentré mes investigations sur les dernières étapes de formation des fibres 

de bois : la formation des parois secondaires et la mort cellulaire programmée. 
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1. SCR : un initiateur de la mise en place des parois secondaires des fibres ? 

L’intégration des données phénotypiques et transcriptomiques a conduit à 

l’identification de deux gènes : Potri.010G081300 (homologue d’AtAGO10) et 

Potri.006G114200 (homologue d’AtSCR). Alors que le premier, codant pour une endonucléase, 

est plus fortement exprimé dans les rayons, c’est exclusivement dans les fibres qu’est détecté 

le second, codant pour un facteur de transcription de la famille GRAS. L’homologue 

d’AtAGO10 est uniquement corrélé positivement aux lignines présentes dans les rayons. 

L’homologue de SCR est, lui, positivement corrélé à la cellulose, aux lignines présentes dans 

les fibres, et aux groupes de DAWNS NS_H et NA ainsi que négativement corrélé au groupe 

de DAWNs NS_C. Chez Arabidopsis thaliana, ces deux gènes présentent des rôles antagonistes 

dans la régulation de deux microARN : les miR165/166. Les mutant scr d’Arabidopsis thaliana 

présentent une réduction de la quantité de miR165/166 détectés dans la pointe racinaire 

(Carlsbecker et al., 2010). En se couplant avec le gène SHR1, AtSCR induit la transcription des 

miR165/166 (Carlsbecker et al., 2010; Sakaguchi et Watanabe, 2012). À l’inverse, les mutants 

ago10 d’Arabidopsis thaliana présentent, eux, une quantité importante de miR165/166 dans le 

méristème apical (Zhu et al., 2011a). Dans cette étude, AGO10 a montré une grande affinité 

pour miR166. Plus récemment, une étude a montré que les miR165/166 liés à AGO10 sont plus 

sensibles à la dégradation par SDN1 2  plaçant alors AGO10 comme un promoteur de la 

dégradation des miR165/166 (Yu et al., 2017). Cela pourrait alors expliquer l’augmentation de 

la quantité de miR165/166 observée chez les mutants ago10. 

Les microARN, dont miR165/166, sont de petits ARN d’une vingtaine de nucléotides 

agissant sur la stabilité des ARNm de leurs cibles. Les miR165/166 ont la capacité de dégrader 

les ARNm de facteurs de transcription de la famille HD-ZIP III (Tang et al., 2003; Mallory et 

al., 2004; Prigge et Clark, 2006). Parmi ces facteurs de transcription se trouvent deux gènes 

impliqués dans la formation du bois : REVOLUTA et CORONA (Emery et al., 2003; Ko et al., 

2006; Robischon et al., 2011; Du et Wang, 2015). L’étude de peupliers transgéniques sur- ou 

sous-exprimant constitutivement PRE 3  ou PCN 4  a montré leur rôle fondamental dans le 

développement du bois (Du et al., 2011; Robischon et al., 2011). La surexpression de PRE chez 

le peuplier a conduit à des divisions périclines dans le parenchyme cortical et une discontinuité 

de l’activité cambiale (Robischon et al., 2011). PRE semble donc intervenir dans l’initiation 

 
1 SHORT ROOT 
2 Small RNA degrading nuclease 1 
3 POPREVOLUTA, homologue de REVOLUTA 
4 POPCORONA, homologue de CORONA 
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des divisions cambiales et la structuration des tissus vasculaires. La surexpression de PCN chez 

le peuplier a conduit à un retard de lignification du xylème (Du et al., 2011). Ce retard de 

lignification est par ailleurs associé à une diminution de l’expression des gènes associés à la 

biosynthèse des monolignols et leur polymérisation dans les peupliers surexprimant PCN. 

Ceux-ci présentent également une augmentation de l’expression de gènes associés à la synthèse 

des polysaccharides pariétaux, à la réponse à l’auxine et à l’oxydation des gibbérellines. Par 

ailleurs, chez les mutants athb151 d’Arabidopsis thaliana, les expressions de SND1 et NST2, 

maitres régulateurs de la formation des parois secondaires des fibres, sont deux fois plus élevées 

(Du et al, 2015). 

Les deux homologues de REVOLUTA et les deux homologues de CORONA sont présents dans 

les données transcriptomiques obtenues sur fibres et rayons microdisséqués. Étonnamment, 

bien qu’ils n’aient pas été détectés comme différentiellement exprimés entre fibres et rayons, 

les deux homologues de PCN se trouvent en moyenne deux fois plus exprimés dans les rayons 

que dans les fibres. Cette différence d’expression pourrait être due (i) à une différence de 

fonction de PCN entre les fibres et les rayons, (ii) à la différence de stade de différenciation 

entre fibres et rayons échantillonnés en cas de fonction identique, les fibres ayant démarré le 

dépôt de leurs parois secondaires ou (ii) à une plus grande quantité de miR165/166 dans les 

fibres conduisant à la répression de PCN. Cette deuxième hypothèse s’appuie sur l’expression 

exclusive des trois homologues de SCR dans les fibres qui stimulent la transcription des deux 

miR. 

L’identification des homologues de SCR et AGO10 associée au savoir existant m’a 

permis d’émettre l’hypothèse d’une régulation de la mise en place des parois secondaires par 

les miR165/166 via leur action sur PCN. AGO10 empêche ces deux miR d’entrer dans le 

complexe RISC2 et donc, indirectement, de dégrader les ARNm de PCN. À l’inverse, SCR est 

exclusivement exprimé dans les fibres et induit la transcription des miR165/166. Ainsi, SCR 

est proposé comme facteur induisant la mise en place des parois secondaires, tout du moins 

dans les fibres (fig. 38). Des analyses supplémentaires restent cependant nécessaires pour 

conforter cette hypothèse. En effet, celle-ci repose grandement sur la présence des miR165/166. 

Il est donc nécessaire, avant toute chose, de quantifier ces deux miR dans des échantillons 

similaires à ceux étudiés. Une étude de lignées de peuplier sous-exprimant SCR permettrait 

également d’éprouver cette hypothèse et d’établir un lien entre expression de SCR et formation 

des parois secondaires des fibres. 

 
1 NB : HB15 est un autre nom de CORONA chez Arabidopsis thaliana 
2 RNA-induced silencing complex 
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Figure 38 Apports au modèle de formation des fibres de bois chez le peuplier : formation des 

parois secondaires et mort cellulaire programmée 
Gras souligné : gènes mis en évidence dans cette étude. Flèches plates rouges : diminution d’activité. Flèches 

pointues noires : augmentation d’activité. Flèches pointillées : interaction supposée 

Parallélogramme :microARN, Ovale : récepteur, phosphatase ou kinases, Nuage : hormone. 

SCR : SCARECROW, AGO10 : Argonaute10, miR : microARN, PCN : POPCORONA, NST : NAC secondary cell 

wall thickening 1-2, SND : secondary wall associated-NAC domain, GSTU4 : glutathione S-transférase Tau 4, 

BEN1 : BRI1-5 ENHANCED 1, SnRK2 : Sugar non fermenting 1-related protein kinase 2, PP2C : protein 

phosphatase 2C, PYR : PYRABACTIN RESISTANCE 1, ABA : acide abscissique, BR : brassinostéroïdes. 

2. Acide abscissique : intermédiaire de la formation des parois secondaires 

des fibres ? 

Chez Arabidopsis thaliana, une étude a mis en évidence un lien entre les miR165/166 

et l’homéostasie de l’acide abscissique (Yan et al., 2016). En effet, des lignées sous-exprimant 

ces deux miR présentent une augmentation de leur teneur en acide abscissique. Les études qu’ils 

ont menées ont permis d’identifier PHABULOSA comme intermédiaire de cette augmentation. 

En effet, ce gène, dont l’activité est inhibée par les miR165/166, stimule l’expression de BG1 

et active alors la biosynthèse de l’acide abscissique. Les deux homologues de PHABULOSA 

présentent des niveaux d’expression similaires dans les échantillons analysés, ne me permettant 

pas de suggérer un lien similaire. 

En revanche, l’étude réalisée ici m’a permis de mettre en évidence le rôle potentiel de 

l’acide abscissique dans la régulation de la formation des parois secondaires. En effet, quatre 

gènes de réponse à cette hormone ont pu être identifiés par l’analyse de réseau. Parmi eux se 

trouvent une protéine phosphatase (PP2C6) et un récepteur d’acide abscissique (PYR1). Ces 
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deux gènes, présents dans le même sous module de co-expression, sont préférentiellement 

exprimés dans les fibres. Le récepteur d’acide abscissique PYR1 n’est d’ailleurs détecté que 

dans les fibres. Par ailleurs, ces deux gènes ont été corrélés positivement à la teneur en cellulose 

et en lignines des fibres suggérant un rôle dans la formation des parois secondaires. 

Très récemment, une étude menée sur des mutants d’Arabidopsis thaliana déficients 

en acide abscissique endogène ou en protéine kinase de type SnRK2 a permis de mettre en 

évidence l’implication de ces deux gènes et de l’acide abscissique dans la mise en place des 

parois secondaires (Liu et al., 2021). En effet, cette étude montre, qu’en présence d’acide 

abscissique, les protéine kinases de type SnRK2 ne sont plus déphosphorylées par les PP2C et 

peuvent alors phosphoryler le facteur de transcription NST1, étape essentielle à son activation. 

L’inactivation des PP2C est réalisée par la formation d’un complexe avec les récepteurs de type 

PYR/PYL en présence d’acide abscissique. Par ailleurs, les triples mutants snrk2 présentés dans 

l’étude de Liu et collaborateurs (2021) présentent une diminution de la teneur en cellulose, en 

lignines et en xylose, suggérant que SnRK2 régule d’autres gènes impliqués dans la formation 

des parois. Outre son rôle dans la formation des parois secondaires, l’acide abscissique joue 

également un rôle dans la différenciation des fibres. En effet, des mutants d’Arabidopsis 

thaliana déficients en acide abscissique présentent un retard de différenciation des fibres dans 

l’hypocotyle (Campbell et al., 2018). 

L’identification de PYR1 et PP2C6 ainsi que leur corrélation au phénotype laisse à 

penser que la cascade de régulation PP2C-SnRK2 du gène NST1 découverte récemment chez 

Arabidopsis thaliana existerait également chez le peuplier. Celle-ci influencerait alors la 

formation des parois secondaires (fig. 38). Il faut également noter que le récepteur PYR1 n’est 

pas détecté dans les rayons. Si cette absence n’est pas compensée par un autre récepteur, SnRK2 

ne serait pas fonctionnel. Ainsi, la cascade de régulation PP2C-SnRK2 serait spécifique au 

développement des parois secondaires des fibres. Une étude plus approfondie passant 

notamment par l’analyse fonctionnelle de PYR1 et/ou PP2C6 permettrait de tester cette 

hypothèse. 

3. Un facteur de transcription régissant les dernières étapes de la 

différenciation ? 

Un facteur de transcription a été identifié comme central dans l’analyse de réseau : 

WRKY12. En effet, l’expression de ce gène, bien plus importante dans les rayons que dans les 

fibres, est corrélée à l’expression de dix gènes dont sept sont plus exprimés dans les fibres. Par 

ailleurs, l’intégration des données phénotypiques a montré que WRKY12 est corrélé à 
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l’ensemble des composés, laissant sous-entendre un rôle majeur dans la formation des parois 

secondaires. Parmi les gènes coexprimés avec WRKY12, seul CSLA9 est connu pour être 

impliqué dans la formation des parois secondaires puisqu’il code pour une β-mannane synthase 

impliquée dans la synthèse des glucomannanes (Goubet et al., 2009). En effet, CSLA9 est 

directement induit par MYB46 lui-même induit pour partie par NST2 dont l’expression est 

inhibée par WRKY12 (Wang et al., 2010). Parmi les autres gènes co-exprimés avec WRKY12 se 

trouvent GSTU4 et BEN1. Ces deux gènes pourraient être impliqués dans la mise en place de la 

mort cellulaire programmée. En effet, GSTU4 est impliqué dans le métabolisme du peroxyde 

d’hydrogène (Balazadeh et al., 2011). Le peroxyde d’hydrogène est impliqué dans la formation 

des radicaux libres sur les monolignols, étape nécessaire à leur polymérisation et donc à la 

formation des lignines (Overney et al., 1998). Son rôle dans la mort cellulaire programmée a 

notamment été démontré chez Arabidopsis thaliana (Desikan et al., 1998), chez le tabac (Van 

Breusegem et al., 2001), chez Aquilaria sinensis (Liu et al., 2015) et chez Populus trichocarpa 

(Bagniewska-Zadworna et al., 2014). L’accumulation des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) dont le peroxyde d’hydrogène initie la mort cellulaire. BEN1 serait, lui, un inhibiteur 

des brassinostéroïdes (Yuan et al, 2007). Les brassinostéroïdes semblent également être 

impliqués dans la régulation de l’accumulation de ROS et de la mort cellulaire programmée. 

En effet, chez Arabidopsis thaliana, les doubles mutants bak1 bkk1 n’étant plus capable de 

percevoir correctement cette hormone présentent une augmentation de l’accumulation de ROS 

et une augmentation de la mort cellulaire spontanée (He et al., 2007). 

Au vu de ces éléments, WRKY12 pourrait ne pas être qu’un élément inhibant NST2. En 

effet, il est possible que ce gène soit bien plus central et régule la formation des parois et la 

mise en place de la mort cellulaire programmée, dernières étapes de la différenciation cellulaire 

(fig. 38). Des analyses complémentaires sont cependant à effectuer afin d’appuyer cette 

hypothèse. En effet, il faudrait, dans un premier temps, valider ou non la relation 

transcriptionnelle entre WRKY12 et ses cibles potentielles (i.e. les dix gènes auxquels son 

expression est corrélée). Pour cela, il faudrait détecter les élément cis-régulateurs en amont des 

cibles potentielles et/ou de WRKY12. Cette identification pourrait être réalisée in silico 

notamment par la détection de motifs préférentiellement localisés (Bernard et al., 2010). Si des 

motifs permettant la fixation de WRKY12 sont détectés, une validation de l’interaction in vivo 

devra être envisagée dans un second temps, par ChIP-Seq ou par étude de levures simple 

hybride. 
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4. MYB156 : répresseur fort de la lignification des parois secondaires ? 

La caractérisation de lignées transgéniques menée dans le chapitre III m’a permis 

d’identifier une lignée présentant un phénotype très contrasté par rapport à la lignée sauvage : 

la lignée MYB156+, surexprimant le facteur de transcription MYB156. En effet, cette lignée 

présente notamment (i) des parois secondaires hypolignifiées uniquement au niveau des fibres 

et de certains rayons, (ii) une augmentation de la fraction polysaccharidique dans les parois des 

fibres, (iii) une modification de la qualité des lignines au niveau des fibres et (iv) peu à pas de 

modification de la composition des parois de vaisseaux. Par ailleurs, il est intéressant de noter 

que ce gène est détecté dans les données transcriptomiques analysées ici, sans différence 

d’expression entre fibres et rayons. Les cellules de fibres et de rayons échantillonnées n’ayant 

probablement pas débuté la lignification de leurs parois secondaires, il n’est pas étonnant de 

détecter ce gène si celui-ci est en effet un répresseur de la lignification. L’influence de MYB156 

sur les propriétés des parois a d’ores et déjà été étudié chez le peuplier (Lakhal, 2013; Yang et 

al., 2017a). Dans ces deux études, les peupliers surexprimant ce facteur de transcription 

présentent une diminution de la teneur en lignines de leur bois. Les mécanismes moléculaires 

sous-jacents et les cibles de ce facteur de transcription restent encore inconnus. Ces différents 

éléments donnent à penser que le facteur de transcription MYB156 est impliqué dans la 

régulation de la lignification des parois secondaires des fibres et, éventuellement, des rayons 

(fig. 38). Cependant, afin de gagner en compréhension des mécanismes associés à ce facteur de 

transcription, il serait nécessaire de comparer le transcriptome des fibres de la lignée MYB156+ 

à celui de la lignée sauvage. Cette analyse devrait, notamment, permettre d’identifier les cibles 

potentielles de ce facteur de transcription impliquées, notamment, dans la lignification. 

III. Perspectives 

Ma thèse a permis de développer une approche intégrative permettant d’intégrer des 

données microtranscriptomiques et microphénotypiques. Ce développement a été mené sur trois 

échantillons de fibres et trois échantillons de rayon de bois normal. Des banques RNA-Seq de 

fibres et rayons de bois opposé et de tension ont également été produites en parallèle des 

échantillons de bois normal analysés. Il pourrait être intéressant, à court terme, de réaliser la 

même étude intégrative sur ces données afin de mettre en évidence d’éventuels processus 

conservés permettant de différencier les fibres des rayons. L’ajout des fibres de bois de tension 

dans cette étude permettrait également d’appuyer les corrélations réalisées entre expression de 

gènes et absorbance des bandes, les fibres de bois de tension présentant une forte signature 
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spectrale (chapitre I). Les processus identifiés permettront alors d’appuyer, de modifier ou de 

compléter le schéma proposé. 

À moyen terme, il serait intéressant d’identifier des clones présentant une modification 

de l’expression des gènes présents dans le modèle proposé. Dans le cadre du projet ANR 

SYBIOPOP (2014-2018 ; coord. V. Segura), le transcriptome de 241 génotypes de Populus 

nigra cultivés en jardin commun à Orléans a été étudié (Chateigner et al., 2020). Différents 

paramètres phénotypiques ont également été mesurés, notamment la composition biochimique 

du bois (teneur en cellulose et en lignines ainsi que la qualité des lignines). Ainsi, il serait 

possible d’identifier des génotypes exprimant plus ou moins certains gènes d’intérêt (e.g. 

WRKY12) et d’analyser la corrélation entre l’expression de ces gènes et l’ensemble des 

phénotypes d’ores et déjà acquis 

À moyen terme également, il serait intéressant de prendre en considération la cinétique 

de développement du bois dans le modèle établi. La microdissection des types cellulaires à 

différents stades de développement peut s’avérer fastidieuse et source d’erreur à 

l’échantillonnage. Ainsi, il serait préférable de réaliser cette analyse par une autre approche : le 

séquençage d’ARN sur cellules isolées, le scRNA-Seq. Cette approche est très prometteuse et 

permettrait d’avoir accès au transcriptome sur l’ensemble du processus de formation du bois. 

L’application du scRNA-Seq sur cellules végétales nécessite cependant l’obtention de 

protoplastes, cellules isolées sans parois végétale. Ainsi, le développement d’un protocole de 

préparation de protoplastes en vue d’une analyse scRNA-Seq a été initié durant ma thèse, que 

j’ai choisi de présenter dans le manuscrit de ma thèse, en épilogue. 
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Le peuplier présente un bois hétéroxylé, c’est-à-dire composé de différents types 

cellulaires assurant des fonctions précises (Plomion et al., 2001; Laurans et al., 2006; Déjardin 

et al., 2010) associées à des différences de composition biochimique des parois (Zhou et al., 

2011). Au-delà de ces différences de fonction et de composition biochimique, chacun de ces 

types cellulaires présente un schéma de développement spécifique (Courtois-Moreau et al., 

2009). En effet, alors que les cellules de rayon restent vivantes plusieurs années dans le bois, 

les cellules de fibres et de vaisseaux subissent, elles, une lyse cellulaire bien plus précoce. En 

outre, cette mort cellulaire programmée est plus rapide pour les cellules de vaisseaux. Afin de 

mieux comprendre les mécanismes moléculaires associés à la formation du bois, il est donc 

essentiel d’avoir accès au transcriptome de chaque type cellulaire associé au gradient de 

différenciation du cambium au xylème mature. Plusieurs approches ont été développées pour 

tenter de répondre à cette problématique. Ainsi, des banques RNAseq ont été produites à partir 

de coupes longitudinales tangentielles cryosectionnées (Sundell et al., 2017). Cette méthode 

permet d’obtenir des informations sur les mécanismes moléculaires associés à la différenciation 

du cambium au xylème mature mais ne permet pas de prendre en compte la différenciation de 

chaque type cellulaire indépendamment. Ce frein peut être levé en échantillonnant 

spécifiquement des cellules de fibres, de rayons ou de vaisseaux par microdissection assistée 

par laser (Chapitre II; Blokhina et al., 2017; Shi et al., 2017). Cependant, il est ici très difficile 

de conserver le gradient de différenciation. Une technique émergente permet d’obtenir le 

transcriptome de chaque type cellulaire au cours de sa différenciation : le single-cell RNAseq 

(scRNA-Seq, Efroni et Birnbaum, 2016). Actuellement, le nombre de publications scientifiques 

portant sur le scRNA-seq appliqué au végétal est croissant (Efroni et Birnbaum, 2016; 

Birnbaum, 2018; Denyer et al., 2019; Ryu et al., 2019; Shulse et al., 2019; Turco et al., 2019; 

Zhang et al., 2019). Cette méthode a d’ores et déjà été appliquée à la racine d’Arabidopsis 

thaliana (Ryu et al., 2019; Turco et al., 2019) et a permis une meilleure compréhension des 

mécanismes moléculaires associés au développement de l’endoderme (Shulse et al., 2019) et à 

la différenciation entre la partie apicale et latérale de la coiffe radiculaire (Zhang et al., 2019). 

L’étude du transcriptome single-cell de mutants pour les pili racinaires chez Arabidopsis 

thaliana a montré également son efficacité (Ryu et al., 2019). La matrice extracellulaire reliant 

les cellules végétales les unes aux autres représente un obstacle majeur à l’emploi du scRNA-

Seq sur des échantillons végétaux. En effet, le prérequis majeur à l’utilisation de cette approche 

est d’obtenir une solution de cellules isolées les unes des autres. Cette solution est obtenue, chez 

les végétaux, par la préparation de protoplastes, c’est-à-dire de cellules isolées sans parois. Cette 
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préparation se fait par digestion enzymatique de la paroi végétale (Cocking, 1960). Les parois 

cellulaires du bois sont composées de polysaccharides protégés de la dégradation chimique et 

microbienne par un composé polyphénolique : les lignines. La préparation de protoplastes de 

ce tissu est donc complexe. Dans cet épilogue, je présenterai la mise au point d’une méthode de 

préparation de protoplastes de bois. Cette méthode m’a permis de réaliser les premiers essais 

d’application du scRNA-Seq sur un peuplier sauvage et une lignée de peuplier transgénique, la 

lignée MYB156+. Présentant une hypolignification spécifiquement au niveau des fibres, cette 

lignée a été identifiée dans le chapitre III comme étant la plus pertinente dans l’étude de la 

formation des parois secondaires des fibres de bois et en particulier leur lignification. 

I. Matériels et méthodes 

1. Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé a été produit comme décrit précédemment (Chapitre III). 

Brièvement, des plants de sept semaines multipliés in vitro ont été acclimatés en mini-serre 

durant trois semaines. Ils ont ensuite été empotés dans des pots de 10L et cultivés droits durant 

trois mois. Durant la phase de mise au point du protocole, des acclimatations de six 717-1B4 

sauvages ont été réalisées régulièrement, espacées de deux semaines entre février et mars 2019 

afin d’avoir à disposition suffisamment de plants ayant l’âge souhaité (3 mois). Une fois le 

protocole établi, il a été appliqué aux échantillons témoins et transgéniques décrits au chapitre 

3 afin de vérifier son efficacité sur les lignées transgéniques d’intérêt. Enfin, de nouveaux plants 

de MYB156+ et de la lignée sauvage ont été acclimatés en mai 2020 et cultivés trois mois pour 

réaliser l’essai de scRNAseq. Pour chaque préparation de protoplastes, une portion de tige de 

30 cm a été prélevée à 90 cm de la base. Les portions de tige au niveau d’un nœud ont été 

retirées à l’aide d’une scie à ruban. Les entrenœuds ont ensuite été écorcés puis utilisés pour 

l’obtention de protoplastes. 

2. Préparation des protoplastes 

Lin et ses collaborateurs (2014) ont établi le seul protocole publié de préparation de 

protoplastes de xylème secondaire de P. trichocarpa. Brièvement, les entre-nœuds écorcés sont 

placés dans 40 mL d’une solution enzymatique contenant 1.5 % (p/v) de cellulase R-10 (C8001, 

DUCHEFA BIOCHEMIE, Haarlem, Pays-Bas) et 0.4 % (p/v) de macérozyme R-10 (M8002, 

DUCHEFA BIOCHEMIE, Haarlem, Pays-Bas). Ces enzymes sont diluées dans une solution 

contenant 20 mM MES à pH 5.7, 0.5 M de mannitol et 20 mM de KCl. Après 20 min 
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d’incubation à 24°C, les entrenœuds sont déplacés minutieusement dans 30 mL d’une solution 

de récupération appelée W5. Le W5 est une solution composée de 5mM de glucose, 2mM de 

MES à pH 5.7, 154 mM de NaCl, 125 mM de CaCl2 et 5 mM de KCl. Une agitation manuelle 

légère des tubes durant 30 s permet alors la libération des protoplastes dans la solution. Les 

entrenœuds sont ensuite ôtés et la solution de protoplastes est filtrée à travers un filtre nylon 

avec une maille de 70 µm. Mes premiers essais ne m’ayant pas permis d’observer de 

protoplastes, j’ai ajouté une étape de centrifugation de la solution avant filtration. Cette 

centrifugation a été réalisée à 70 x g durant 10 min. La durée et la force de centrifugation a été 

établie sur la base d’un protocole existant au laboratoire et permettant la préparation de 

protoplastes de feuilles. 

D’après Lin et ses collaborateurs (2014), ce protocole permet de récupérer les six premières 

rangées cellulaires du xylème en développement de plants de P. trichocarpa de six mois. 

Cependant, en pleine saison de croissance, les fibres de bois restent vivantes jusqu’à environ 

650 µm du cambium (Courtois-Moreau et al., 2009) – soit environ quinze rangées cellulaires 

pour P. trichocarpa. Il est donc nécessaire d’adapter le protocole développé par Lin et ses 

collaborateurs (2014) afin d’obtenir l’ensemble des cellules en cours de différenciation. Par 

ailleurs, pour ne pas impacter leur transcriptome, il est essentiel que cette étape n’excède pas 

une heure (Chupeau et al., 2013; Ryu et al., 2019). 

Dans le cadre du stage d’Alexandre Cordier (Master 1 ‘Biologie Végétale’, Université 

d’Angers), nous avons testé différents paramètres afin d’améliorer (i) le nombre de rangées 

cellulaires digérées et (ii) la propreté (i.e. l’absence de débris) de la solution finale de 

protoplastes. Nous avons alors (i) modifié la composition du cocktail enzymatique en ajoutant 

1.5% (p/v) de laccase (38426, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA) et 0.25mM de son 

cofacteur, le methylsyringate (S409448, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA) ; (ii) testé 

trois temps de digestion (20, 40 et 60 min) et (iii) utilisé deux protocoles de filtration, celui 

détaillé par Lin et ses collaborateurs (2014) et celui décrit par Ryu et ses collaborateurs (2019) 

pour la préparation de protoplastes à partir de pointes racinaires d’Arabidopsis thaliana. Ces 

deux protocoles diffèrent par le(s) tamis utilisé(s) et le nombre de filtration. En effet, les deux 

protocoles filtrent une première fois la solution à travers un tamis à 70 µm. Alors que Lin et ses 

collaborateurs (2014) ne suggèrent pas d’autres filtrations, Ryu et ses collaborateurs (2019) 

filtrent, eux, deux fois supplémentaires à l’aide d’un tamis à 40 µm. Ryu et ses collaborateurs 

(2019) appliquent également une centrifugation à 500 x g durant 10 min. Ce paramètre a donc 

également été testé. 
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L’essai de préparation des banques scRNA-Seq a été réalisé en collaboration avec la 

plateforme de transcriptomique de l’Institut des Sciences des Plantes Paris-Saclay (POPS, IPS2, 

Gif-sur-Yvette). 30 µL de la solution de protoplastes à une concentration ajustée entre 700 et 

1 200 ȼ/µL ont été injectés dans une puce microfluidique Chromium (10X GENOMICS, 

Pleasanton, USA). 

3. Observations histologiques 

Afin d’identifier la condition optimale, un comptage minutieux de la quantité de 

protoplastes obtenus a été réalisé dans chaque condition à l’aide d’une cellule de Sedgewick-

Rafter (10471, DUTSCHER, Brumath, France) sur le microscope inversé IX73 (OLYMPUS, 

Rungis, France). Pour chaque comptage, dix cases sont analysées puis moyennées. Une fois le 

protocole optimal obtenu, la viabilité des protoplastes a été mesurée par coloration au diacétate 

de fluorescéine (F7378, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA). Afin de s’assurer que les 

protoplastes obtenus n’aient pas de résidu de paroi, une coloration au calcofluor (18909, 

SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, USA) a également été réalisée. 

Le nombre de couches cellulaires digérées a également été déterminé. Pour ce faire, 

des entrenœuds avant et après digestion ont été fixés puis inclus en résine LR White. 

Brièvement, après une nuit dans un tampon phosphate-citrate 0.1M à pH 6.8 contenant 4% de 

glutaraldéhyde et 0.5% de formaldéhyde puis deux rinçages dans du tampon phosphate-citrate 

seul, les échantillons ont progressivement été déshydratés dans de l’éthanol à concentration 

croissante jusqu’à 70%. Ils ont ensuite été placés en résine LR White polymérisée 54h à 56°C. 

Des coupes de 0.9 µm ont ensuite été réalisées à l’aide de l’ultramicrotome Ultracut R (Leica, 

WELTZAR, Allemagne) équipé d’un couteau diamant. Elles ont ensuite été colorées au bleu 

de méthylène-Azur II d’après le protocole décrit par Richardson et collaborateurs (1960). Les 

observations microscopiques ont par la suite été réalisées à l’aide d'un microscope DMR (Leica, 

WELTZAR, Allemagne) équipé d’un objectif 10x. 

II. Résultats et discussion 

1. Mise au point d’un protocole de préparation de protoplastes 

Avant toute amélioration, je me suis assuré que le protocole établi sur P. trichocarpa 

était applicable sur le clone INRA 717-1B4 (P. tremula x P. alba). Sur les entrenœuds d’un 

échantillon de 60 cm de tige d’un plant de trois mois, 40 400 protoplastes, soit 673 par 

centimètre de tige, ont pu être isolés (fig. 39A). Ce protocole peut donc être appliqué sur le 
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clone INRA 717-1B4 et peut donc être utilisé comme base pour la préparation de protoplastes 

de xylème de ce dernier. La répétition de ce protocole sur les entrenœuds d’un échantillon de 

30 cm de tige a conduit à des résultats similaires (fig. 39B, 20 min). Le premier paramètre à 

avoir été modifié est le temps de digestion. J’ai alors pu observer une forte influence de ce 

paramètre sur le nombre de protoplastes recueillis (fig. 39B). En effet, seize fois plus de 

protoplastes sont recueillis en doublant le temps de macération. Le nombre de protoplastes 

recueillis après 40 et 60 min de digestion est quasi-équivalent. Ainsi, afin de ne pas excéder 

l’heure, j’ai préféré une digestion de 40 min. 

 
Figure 39 Influence des différents paramètres testés durant la phase de mise au point sur le 

nombre de protoplastes recueillis 
Chaque point correspond à une préparation de protoplaste Tous les protocoles ont été appliqués à des entrenœuds 

de 30 cm d’une tige principale de peuplier INRA 717-1B4 âgé de trois mois. MeS : méthylsyringate 

(A) Nombre de protoplastes recueillis en appliquant le protocole décrit par Lin et collaborateurs (2014) incluant 

dix minutes de centrifugation à 70 x g. (B) Nombre de protoplastes recueillis en modifiant le temps de digestion 

sur la base du protocole appliqué en A. (C) Nombre de protoplastes recueillis en modifiant la force de 

centrifugation sur la base du protocole appliqué en A avec une durée de digestion de 40 min. (D) Nombre de 

protoplastes recueillis en modifiant la composition de la solution de digestion sur la base du protocole appliqué 

en C avec une centrifugation à 500 x g durant 10 min. (E) Nombre de protoplastes recueillis en modifiant la 

filtration sur la base du protocole appliqué en C avec une centrifugation à 500 x g durant 10 min.  

Les laccases de champignons étant capable, dans certaines conditions, de dépolymériser les 

lignines, j’ai alors ajouté cette enzyme au cocktail enzymatique jusqu’alors composé 

uniquement d’enzymes dégradant les polysaccharides pariétaux. L’ajout de laccase ne semble 

pas avoir eu d’effet sur le nombre de protoplastes recueillis sans ajout de son cofacteur (fig. 

39D). Dès lors que le methylsyringate est présent dans la solution, on observe une forte 

diminution du nombre de protoplastes recueillis. Il est probable que le nombre de protoplastes 

isolés soit équivalent dans les trois préparations mais que le méthylsyringate ait un effet sur la 

viabilité des protoplastes conduisant à une diminution du nombre de protoplastes observés. 
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La centrifugation est également un paramètre important dans la préparation de protoplastes. En 

effet, si la force de centrifugation est trop faible, une grande part des protoplastes seront 

éliminés avec le surnageant. À l’inverse, si celle-ci est trop élevée, des débris auront tendance 

à se retrouver dans le culot. Ryu et ses collaborateurs (2019) utilisent une centrifugation à 500 

x g durant 10 min, soit bien plus forte que celle utilisée jusqu’alors. L’application de ce 

paramètre a permis de tripler le nombre de protoplastes recueillis (fig. 39C). Le protocole de 

préparation de protoplastes établi par Ruy et ses collaborateurs (2019) sur la pointe racinaire 

d’Arabidopsis thaliana en vue d’un scRNA-Seq utilise une triple filtration : un premier passage 

à travers un tamis à 70 µm puis un double passage à travers un tamis à 40 µm. Étonnamment, 

cette triple filtration a permis de récupérer un plus grand nombre de protoplastes en 

comparaison à une unique filtration à 70 µm (fig. 39E). Cette préparation se distingue 

également par une nette diminution des débris. 

 
Figure 40 Protocole de préparation de protoplastes pour scRNA-Seq 
(i) Incuber les entrenœuds durant 40 mn à 24°C et à l’obscurité dans un milieu de lyse composé de Cellulase R-

10 et de Macérozyme R-10 ; (ii) Transférer minutieusement les entrenœuds dans une solution de W5 et placer 5 

mn dans un agitateur orbital à 30 tours/mn ; (iii) Filtrer les solutions de digestion et de récupération à 70 µm 

puis deux fois à 40 µm ; (iv) Centrifuger 10 mn à 500 x g ; (v) Reprendre le culot dans une solution de mannitol 

à 12.7% et ajuster au goutte à goutte pour atteindre une concentration de mannitol à 8%. Lancer sans attendre 

la préparation des banques. 
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Les différents éléments testés m’ont permis d’établir un nouveau protocole permettant 

d’obtenir des protoplastes en quantité suffisante en un temps raisonnable (fig. 40). Les 

entrenœuds une fois écorcés sont placés dans 30 mL d’une solution de lyse contenant 1.5 % 

(p/v) de cellulase R-10, 0.4 % (p/v) de macérozyme R-10, 20 mM MES à pH 5.7, 0.5 M de 

mannitol et 20 mM de KCl. Après 40 min d’incubation à 24°C et à l’obscurité, les entrenœuds 

sont déplacés avec précaution à l’aide d’une pince dans 30 mL de W5. Ils sont alors placés dans 

un agitateur orbital durant 5 min à 30 tours / min. Cette étape permet la libération des 

protoplastes contenus dans le bois rendant le milieu trouble, gage d’une bonne efficacité. Les 

entrenœuds sont ensuite jetés. La solution de protoplastes est ensuite filtrée successivement à 

70 µm et deux fois à 40 µm. Cette étape permet de se débarrasser de la plupart des débris. La 

solution de protoplastes est ensuite centrifugée, à température ambiante, à 500 x g pendant 10 

min. Des protoplastes, probablement d’origine cambiale, ayant été observés dans le milieu de 

lyse, celui-ci est également filtré et centrifugé. Le surnageant est éliminé et les culots sont repris 

dans une solution de mannitol 12.7% (p/v). Les deux culots sont ensuite mélangés. Pour finir, 

la concentration en mannitol est progressivement ajustée à 8% (p/v), limite maximale autorisée 

pour la suite. Cet ajustement est réalisé en ajoutant goutte à goutte le volume d’eau nécessaire. 

Il est nécessaire que cet ajustement soit progressif afin d’éviter un trop grand choc osmotique. 

Sur la base de ce protocole, j’ai étudié le nombre de couches cellulaires digérées. Pour 

cela, j’ai comparé des coupes transversales de la tige d’un plant avant digestion (écorcée et non 

écorcée) à celles obtenues après digestion (fig. 41). On observe qu’à l’écorçage, la majeure 

partie de la zone cambiale reste solidaire du xylème (fig. 41A-B). Il est difficile de compter 

avec précision le nombre de rangée cellulaire digérée (fig. 41B-C). Nous remarquons tout de 

même que la zone digérée correspond à l’intégralité de la zone cambiale solidaire du xylème et 

une partie du xylème en développement. Par ailleurs, des contenus cellulaires sont observables 

bien au-delà de la zone digérée avec le protocole ci-dessus. Il ne permettrait donc pas d’obtenir 

l’intégralité des cellules, notamment des fibres, en cours de formation. Afin d’obtenir 

l’intégralité du gradient de différenciation cellulaire, il est possible d’avoir recours à une 

préparation de noyaux. Cette préparation nécessite cependant un nouvel effort de 

développement afin d’obtenir un protocole efficace. 
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Figure 41 Coupes transversales des tiges non écorcées (A), écorcées (B) et après digestion (C). 
P : phloème, C : cambium, DX : xylème en développement. Barre d’échelle : 500 µm. Les flèches indiquent des 

cellules éloignées du cambium dans lesquels un contenu cellulaire est observable. 
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2. Application du protocole établi aux lignées transgéniques étudiées dans 

le chapitre III 

Dans le chapitre III, j’ai étudié trois lignées transgéniques présentant des phénotypes 

intéressants et dont l’étude transcriptomique pourrait permettre de gagner en compréhension 

des mécanismes moléculaires associés à la formation du bois. Les lignées CCR-, CAD-.CCR-

.F5H+ et MYB156+ présentent toutes trois des modifications de composition des parois. La 

lignée MYB156+ présenterait, en plus d’une hypolignification des parois secondaires de ses 

fibres, une diminution de l’activité cambiale. Afin d’envisager leur analyse par scRNA-Seq, 

j’ai appliqué le protocole de préparation de protoplastes aux échantillons analysés au chapitre 

III. Le nombre de protoplastes recueillis sur les trois lignées transgéniques est sensiblement 

équivalent à celui obtenu sur la lignée sauvage (fig. 42A). Cependant, une grande variabilité est 

observable au sein d’une même lignée, notamment au niveau de la lignée sauvage. Il est donc 

essentiel de réaliser un comptage minutieux des préparations de protoplastes avant chaque 

passage en cellule microfluidique. 

D’après ses caractéristiques anatomiques et physiologiques ainsi que la composition 

des parois de ses fibres, la lignée MYB156+ est considérée comme étant la plus pertinente dans 

l’étude de la formation des parois secondaires des fibres de bois et en particulier leur 

lignification. Trois plants de cette lignée et de la lignée sauvage ont donc été utilisés pour 

essayer de produire des banques scRNA-Seq. Une grande variabilité entre les préparations de 

protoplastes a à nouveau pu être observée (fig. 42B). En effet, entre plus de 500 000 et près de 

1 500 000 protoplastes ont pu être isolés sur la lignée sauvage et entre près de 1 300 000 et plus 

de 2 000 000 sur la lignée MYB156+. Dans toutes les préparations, la quantité de protoplastes 

recueillis est suffisante pour un passage en puce microfluidique, moyennant un équilibrage 

correct de la concentration en protoplastes. Par ailleurs, pour chaque préparation, près de 95% 

des protoplastes sont comptés comme viables après coloration au diacétate de fluorescéine (fig. 

42B-D).  
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Figure 42 Application du protocole de préparation de protoplastes aux lignées transgéniques 
(A) Nombre de protoplastes isolés pour chaque lignée transgénique. Chaque point représente une préparation de 

protoplaste réalisée à partir de 30 cm de tige d’un arbre. (B) Nombre de protoplastes isolés sur la lignée sauvage 

et la lignée MYB156+ lors de l’essai de préparation des banques. Chaque barre représente une préparation de 

protoplaste. Les pourcentages indiqués représentent le pourcentage de protoplastes viables dans la préparation. 

Violet : nombre de protoplastes viables dans la lignée sauvage, Bleu : nombre de protoplastes viables dans la 

lignée MYB156+, Gris : nombre de protoplastes non viables. (C-D) Cellule de comptage d’une préparation de 

protoplastes de la lignée sauvage (C) et transgénique (D). 
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III. Limites et perspectives 

1. scRNA-Seq de xylème secondaire : un premier essai 

Une fois le protocole de préparation de protoplastes établi, nous avons réalisé, en 

collaboration avec la plateforme de transcriptomique de l’Institut des Sciences des Plantes 

Paris-Saclay (POPS, IPS2, Gif-sur-Yvette), le premier essai de scRNA-Seq sur xylème 

secondaire. Deux problèmes sont survenus. Le premier problème est apparu dès la récupération 

des émulsions après passage dans la puce microfluidique. En effet, alors qu’une émulsion 

correcte a pu être observée pour la lignée sauvage, seule une émulsion partielle a pu être 

récupérée pour la lignée MYB156+. Malgré ce problème, le protocole a tout de même été 

poursuivi jusqu’avant la préparation des banques. Après rétro-transcription, une trop faible 

quantité d’ADN (733 pg/µL) a été récupérée pour la lignée sauvage. Nous avons pensé, dans 

un premier temps, à un problème de lyse des protoplastes. Cela aurait pu être causé par une 

digestion incomplète de la paroi des protoplastes. Après coloration au calcofluor, aucune 

fluorescence n’a pu être observée sur les protoplastes (fig. 43). Nous avons donc écarté cette 

hypothèse et nous sommes rapprochés du service support de 10X Genomics. Celui-ci a émis 

plusieurs hypothèses. Parmi elle, on notera, pour l’échantillon MYB156+, un blocage possible 

des canaux microfluidiques soit par des débris, soit par des cellules présentant un diamètre 

supérieur à la taille des canaux. D’après les résultats obtenus au chapitre III, la lignée 

MYB156+ présente des cellules plus larges que la lignée sauvage. Cependant, les protoplastes 

recueillis ne semblent pas, à première vue (fig. 42C-D), présenter de différence de taille avec 

la lignée sauvage. Une analyse plus extensive du diamètre des protoplastes recueillis dans la 

lignée sauvage et la lignée transgénique reste toutefois nécessaire. Les autres hypothèses 

soulevées nécessitent, elles aussi, des analyses complémentaires. Un nouvel essai, en présence 

de personnel de 10X Genomics est prévu au printemps 2021 afin d’identifier les hypothèses les 

plus probables et d’obtenir le premier scRNA-Seq de xylème secondaire. 
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Figure 43 Vérification de l'absence de paroi sur les protoplastes isolés 
(A) Image photonique, (B) image en fluorescence UV. Les flèches vertes indiquent les protoplastes, les flèches 

rouges des résidus pariétaux. 

2. Vers une interprétation biologique des résultats futurs 

Bien que le scRNA-Seq permette d’obtenir un transcriptome à l’échelle cellulaire, 

l’identité de ces cellules est perdue. Afin de permettre une interprétation biologique de ces 

données, plusieurs méthodes statistiques ont été développées pour permettre (i) d’identifier des 

groupes de cellules présentant un transcriptome similaire (e.g. SINCERA, SC3, seurat) et (ii) 

de reconstruire des pseudo-cinétiques de différenciation entre ces groupes (e.g. monocle, 

destiny, ouija) (Trapnell et al., 2014; Guo et al., 2015; Satija et al., 2015; Angerer et al., 2016; 

Campbell et Yau, 2016; Kiselev et al., 2017). Afin d’assigner un type cellulaire à chacun de ces 

groupes, il est nécessaire d’avoir recours à des gènes marqueurs. Idéalement, ceux-ci doivent 

être spécifiquement exprimés dans ce type cellulaire. Ces gènes marqueurs peuvent être 

identifié directement sur les données scRNA-Seq ou sur la base de travaux publiés dans la 

littérature. Les données analysées au chapitre II sont donc précieuses et permettent d’identifier 

des gènes spécifiquement exprimés dans les fibres et les rayons (sans toutefois s’assurer de leur 

absence dans les autres types cellulaires du bois). En effet, dans mon analyse, j’ai pu mettre en 

évidence la spécificité de l’expression de PtAGL12 dans les fibres. C’est également le cas pour 

les gènes Potri.002G018300 codant pour PtCAD9. Deux autres gènes, Potri.004G015300, 

codant pour une peroxydase et Potri.013G100800, codant pour une phosphorylase sont très 

fortement détectés dans les fibres et très peu dans les rayons. Les gènes uniquement exprimés 

dans les rayons sont rares et généralement faiblement exprimés. Les gènes Potri.002G138800, 

codant pour une protéine kinase, Potri.006G048500, codant pour PtGT61 et Potri.002G138900, 

codant pour PtWRKY12 sont très fortement détectés dans les rayons et plus faiblement dans les 

fibres. Sous réserve qu’ils soient détectés dans les données scRNA-Seq, ces sept gènes 

pourraient donc être utilisés comme marqueurs des fibres et rayons. Une recherche 
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bibliographique m’a également permis d’identifier des gènes spécifiquement exprimés dans les 

initiales cambiales et les cellules de vaisseaux. Ainsi, les gènes Potri.005G125800, codant pour 

PtrHAM4-1 (Kim et al., 2019), Potri.014G025300, codant pour PtrWOX4 (Kim et al., 2019) et 

Potri.006G096600, codant pour PtrOPS-A (Sundell et al., 2017) pourraient être des marqueurs 

des cellules cambiales. De même, Potri.004G207600, codant pour PdXCP1 (Gui et al., 2020), 

Potri.002G154100, codant pour PNAC021 (Shi et al., 2017a) et Potri.018G139300, codant pour 

l’homologue d’AtWRKY11 (Shi et al., 2017a) pourraient être des marqueurs des cellules de 

vaisseaux. 

La spécificité des gènes proposés ici comme marqueurs doit cependant être validée. 

Plusieurs approches sont possibles. Certaines ont été initiées lors de ma thèse pour les gènes 

identifiés grâce aux données du chapitre II. Une première approche consiste à fusionner le 

promoteur de ces gènes à la séquences codante d’un gène rapporteur comme la GFP1 ou GUS2. 

Pour cela, les promoteurs des gènes identifiés grâce aux données du chapitre II ont été clonés, 

exception faite de PtAGL12. Ils seront par la suite fusionnés avec la séquence codante de la 

GFP d’une part et la séquence codante de l’enzyme GUS d’autre part. Ces séquences 

Promoteur::Gène_rapporteur seront ensuite inséré par transgénèse dans le génome du clone 

INRA 717-1B4 comme décrit par Leplé et ses collaborateurs (1992). La spécificité d’expression 

de la GFP ou de l’enzyme GUS conférée par les séquences promotrices choisies permettra alors 

d’obtenir un indice supplémentaire de la spécificité des gènes choisis. En effet, si le gène est 

effectivement spécifiquement exprimé dans un type cellulaire donnée, alors la fluorescence de 

la GFP ou l’activité GUS sous contrôle du promoteur de ce gène ne devraient être détectées que 

dans ce type cellulaire. 

Une seconde approche est basée sur l’hybridation in situ. L’objectif ici est d’identifier le(s) 

type(s) cellulaire(s) voire le(s) stade(s) de différenciation dans le(s)quel(s) est exprimé le gène 

par détection de son ARN. Cette méthode est très bien maitrisée par la plateforme histocytologie 

et d’imagerie végétale (PHIV Site de Lavalette, CIRAD, Montpellier), notamment sur tissu 

ligneux. Dans le cadre d’un séjour doctoral au sein de cette plateforme, j’ai alors pu initier 

l’adaptation de ce protocole sur xylème secondaire de peuplier. Le premier défi a été de 

maintenir la coupe sur la lame. En effet, après déparaffinage, nous avons observé un fort 

décollement des coupes des lames utilisées. Ce problème a pu être résolu en suivant le protocole 

décrit par Mahoudeau (1888). Les résultats obtenus sur un gène fortement exprimé dans les 

 
1 green fluorescent protein 
2 β-glucuronidase 
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tissus en cours de lignification (Potri.009G095800 codant pour PtCAD1) sont très 

encourageants. Cependant, une forte hybridation aspécifique est présente, notamment sur les 

témoins négatifs. Une amélioration reste donc nécessaire afin de réduire ce bruit. 

3. Limites de la méthode 

L’analyse du transcriptome par single cell RNA-sequencing est une révolution récente 

qui permettra de mieux comprendre un grand nombre de mécanismes complexes, notamment 

en biologie du développement. L’application de cette méthode pour l’étude de la xylogenèse 

est, à mon sens, une évidence. Cette méthode présente tout de même d’importants points de 

vigilance. Parmi eux, on notera notamment l’obligation de préparer des protoplastes. Cette 

étape, essentielle et qui a fait l’objet d’un long processus de développement durant ma thèse, 

pourrait cependant influencer l’expression de gènes clefs, notamment associés à la formation 

des parois. Il sera donc primordial de comparer l’expression de ces gènes à des ARN extraits 

plus classiquement, notamment par qRT-PCR. La préparation de noyaux pouvant se faire sans 

préparation de protoplastes permettrait de prévenir ce risque. Cependant, cette préparation est 

tout aussi délicate et nécessite à son tour un gros effort de développement afin d’obtenir un 

protocole efficace. 
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L’originalité de ma thèse réside dans le développement d’approches innovantes à 

l’échelle cellulaire afin de contourner la complexité du tissu bois. Ces approches visent à une 

caractérisation de la composition des parois et du transcriptome à l’échelle de la cellule. Ainsi, 

le développement de la microspectroscopie ATR-FTIR a permis une caractérisation fine des 

propriétés physico-chimiques des parois de différents types cellulaires dans différents types de 

bois. L’application du RNA-Seq sur îlots de cellules disséqués par capture laser a, elle, permis 

d’accéder au transcriptome des fibres et des rayons. L’intégration des données obtenues par ces 

deux approches m’a permis d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires potentiellement 

impliqués dans la formation des fibres de bois et la construction de leur paroi secondaire. Dans 

ce modèle enrichi, les facteurs de transcription SCR et WRKY12 ainsi que l’acide abscissique 

seraient des acteurs clefs. Cependant, les résultats obtenus ne suffisent pas à eux seuls pour 

confirmer les mécanismes proposés. Des analyses complémentaires seront donc nécessaires 

afin d’éprouver ce modèle et de gagner encore sur la compréhension des mécanismes associés 

au développement des fibres. Par ailleurs, la méthodologie développée permettant l’analyse 

phénotypique et transcriptomique ainsi que l’intégration de ces deux types de données à 

l’échelle cellulaire est facilement transférable à d’autres jeux de données. Ainsi, cette 

méthodologie appliquée à l’étude de la lignée MYB156+ devrait permettre de lever le voile sur 

le rôle du facteur de transcription MYB156 dans la lignification. 
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Figure S1 Projection sur les deux premiers axes d'une analyse en composantes principales des 

spectres correspondant aux parois de vaisseaux de bois normal, de bois opposé et de bois de 

tension 
Turquoise : parois de vaisseaux de bois de tension, Rouge : parois de vaisseaux de bois normal, Violet : parois 

de vaisseaux de bois opposé. Les ellipses représentent 90% des spectres dans le cas d’une distribution normale. 

L’ellipse de TW_Ves est hors champ. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre de pixels assignés à 

la catégorie. L’intensité de couleur représente la densité de point. 
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Figure S2 Réseau de co-expression complet des DEG identifiés entre fibres et rayons. 
pcc: coefficient de corélation de Pearson, FibInd: DEG induit dans les fibres, RayInd: DEG induit dans les rayons. 

Les gros nœuds représentent les gènes appartenant au groupe de CC ‘matrice extracellulaire’. Les pointillés 

représentes les sous-modules M1.1α-δ. (A) Les noeuds sont colorés suivant le groupe de DAWNs dont la 

corrélation est maximale (hors NA, NS_C et NS_H). + : corrélation positive, - : corrélation négative.C : cellulose, 

C_L : cellulose et lignines, HC_L : hémicelluloses et lignines, Lr : lignines présentes dans les rayons, Lf : lignines 

présentes dans les fibres, Bordure bleue : corrélation négative aux DAWNs associés à la cellulose, Bordure 

orange : corrélation positive aux DAWNs associés aux lignines fortement absorbées dans les rayons. (B) Les 

nœuds sont colorés suivant le(s) groupe(s) de BP enrichi(s) dont ils font partie. SM : métabolisme secondaire, TF : 

facteurs de transcription, H : hormones (métabolisme, réponse, transport, homéostasie, synthèse), Wood : 

formation du xylème 
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Figure S3 Distribution des spectres de fibres des trois lignées transgéniques et de la lignée 

sauvage sur les deux premières composantes d’une analyse en composante principale. 
Turquoise : paroi de fibres de MYB156+, Vert : parois de fibres de CCR-, Rouge : parois de fibres de CAD-.CCR-

.F5H+, Violet : parois de fibres de WT. Les ellipses représentent 90% des spectres dans le cas d’une distribution 

normale. Les nombres entre parenthèses représentent le nombre de pixels assignés à la catégorie. L’intensité de 

couleur représente la densité de point. 
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Table S1 Assignation des bandes d’absorbance utilisée dans le manuscrit 

 

Bande (cm-1) Cellulose Hémicelluloses Lignines Protéines Ref. 

1742 – 1730 
 

C = O stretch 
carboxylic acid 

  
[5, 9] 

1738 – 1709 
  

C=O stretch in 
unconjugated 
ketone, carbonyl et 
in ester groups 
(frequently of 
carbohydrate 
origin) 

 
[4] 

1675 – 1655 
  

C=O stretch in 
conjugated p-
substituted aryl 
ketones 

 
[4] 

1605 – 1593 
  

aromatic skeletal 
vibration 

 
[4] 

1550 
   

Amide II: N-H 
deformation 
+stretching 
contribution 
from C-N 
stretching 

[3, 12, 
13] 

1515 – 1500 
  

aromatic skeletal 
vibrations; G>S 

 
[4] 

1490 CH2 scissoring 
cellobiose 

   
[7] 

1470 – 1452  CH2 of pyran ring 
symmetric 
scissoring; OH plane 
deformation 
vibration 

CH2 symmetric 
bending (xylose, 
arabinose) 

C-H deformations 
 

[4, 11, 
12] 

1430 – 1421 crystalline cellulose / 
C–OH bending 

COO- stretch aromatic skeletal 
vibrations 
combined with C-H 
in plane 
deformation 

 
[1, 2, 
4, 9] 

1374 – 1365 CH bending CH bending aliphatic C-H 
stretch in CH3, not 
in OMe; phen. OH 

 
[4, 8, 
10] 

1364 – 1335 OH in-plane bending / 
crystalline cellulose 
(1335 cm-1) 

   
[1, 11] 

1330 – 1324 
  

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

 
[4] 

1318 – 1312  crystalline cellulose / 
CH2 rocking vibration 

   
[1, 10, 
11] 

1282 – 1277 CH - deformation 
   

[11] 
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1260 – 1240  
  

C-O-H deformation 
et C-O 
+ stretching of 
phenolics 

 
[12] 

1239 – 1225  
 

C–O stretch 
acetyl 

  
[9] 

1235 – 1225 OH plane deformation, 
also COOH 

   [10,12] 

1230 – 1221 
  

 C-C plus C-O plus 
C=O stretch; G 
condensed > G 
etherified 

 
[4] 

1205 – 1200 OH in-plane 
deformation 

OH in-plane 
deformation 

C-O-H deformation 
et C-O 
+ stretching of 
phenolics 

 
[6, 10, 
11, 12] 

1162 – 1125 C–O–C asymmetric 
valence vibration 

C–O–C 
asymmetric 
valence 
vibration 

  
[10, 
11] 

1127 – 1126 
  

aromatic C-H in-
plane deformation; 
typical for S units 

 
[4] 

1120 – 1115 Asymmetric in-phase 
ring stretching, C–C et 
C–O stretching 

   
[11] 

1110 – 1107 Ring asymmetric 
valence vibration 

   [14] 

1056 – 1050 C–O valence vibration, 
mainly from C3–O3H / 
C=O stretching 
vibration  

C=O stretching 
vibration  

  
[6, 11] 

1040 – 1030  C–O valence vibration, 
mainly from C3–O3H 

 
aromatic C-H in-
plane deformation, 
G > S; plus C-O 
deformation, in 
primary alcohols; 
plus C=O stretch 
(unconjugated) 

 
[4, 11] 

996 – 985 C–O valence vibration 
   

[11] 

925 – 915 
  

C-H out-of-plane; 
aromatic 

 
[4] 

897 – 892 Anomere C-groups, 
C1-H deformation, ring 
valence vibration 

   [11] 
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Table S2 Significativité de l'effet lignée et des différences entre chacune des trois lignées 

transgéniques et la lignée sauvage pour les vingt-deux paramètres anatomiques analysés. 

  EL (1) 

CAD-. 
CCR-. 
F5H+ ($) CCR- ($) MYB156+ ($) 

A
n
a
to

m
ie

 

g
é
n
é
ra

le
 

Nombre de cellules 1.10-6*** 3.10-4** 0.91 3.10-5*** 
Diamètre moyen 3.10-7*** 0.001** 0.05 7.10-8*** 
Périmètre moyen  2.10-6*** 0.001** 7.10-5*** 6.10-11*** 
Circularité moyenne 2.10-6*** 2.10-9*** 0.07 8.10-8*** 
Proportion de lumen  6.10-6*** 0.29 0.005** 3.10-6*** 
Aire de lumen 6.10-6*** 0.35 0.004** 2.10-6*** 
Proportion de paroi 6.10-6*** 0.28 0.005** 3.10-6*** 
Aire de paroi 6.10-6*** 0.28 0.005** 3.10-6*** 

      

A
n
a
to

m
ie

 d
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Nombre de fibres 2.10-6*** 4.10-4** 0.78 3.10-4** 
Aire de fibres 1.10-4** 3.10-6*** 0.07 0.047* 
Diamètre moyen 2.10-4*** 0.003** 0.01* 2.10-6*** 
Périmètre moyen 4.10-5*** 1.10-4** 0.03* 2.10-7*** 
Circularité moyenne 8.10-7*** 1.10-10*** 0.07 2.10-8*** 
Proportion d’aire 01.10-4** 3.10-6*** 0.04* 0.047* 
Proportion de fibres 0.08 NA NA NA 
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 d
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Nombre de vaisseaux 0.07 NA NA NA 
Aire de vaisseaux 2.10-7*** 2.10-5*** 0.13 6.10-7*** 
Diamètre moyen 4.10-6*** 5.10-5*** 0.52 0.02* 
Périmètre moyen 5.10-6*** 5.10-5*** 0.56 0.03* 
Circularité moyenne 0.03* 0.54 0.27 0.009** 
Proportion d’aire 2.10-7*** 1.10-5*** 0.13 6.10-7*** 
Proportion de vaisseaux 2.10-4** 0.79 0.34 6.10-5*** 

(1) effet lignée, ($) comparaison à la lignée sauvage, NA : non applicable, 
0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 ' ' 1. 

 

 



 

 

 
Vers l’élaboration d’un modèle de construction des parois secondaires 

des fibres de bois chez le peuplier 
 

Résumé : 

Les arbres atteignent des hauteurs et des durées de vie considérables grâce aux propriétés remarquables de leur bois. En 

effet, le bois remplit trois fonctions principales : (i) la conduction de la sève brute de la racine au houppier, (ii) le soutien 

mécanique de la masse toujours en augmentation de l'arbre en croissance et (iii) le stockage de réserves temporaires, 

capitales pour la pérennité de l'arbre. Chez les angiospermes, les vaisseaux, les fibres et les rayons parenchymateux sont, 

respectivement, affiliés à ces fonctions. Chacune de ces cellules possède son propre schéma de développement. Par 

ailleurs, la composition et la structure des parois de ces cellules varient considérablement en fonction des stades de 

développement et des conditions environnementales. Cette complexité représente donc un frein à l’étude des mécanismes 

moléculaires de la formation du bois. Cette difficulté peut être contournée par le développement d’approches à l’échelle 

cellulaire. 

La thèse présentée ici vise à une caractérisation du développement des fibres, plus particulièrement de leurs parois 

secondaires, par le déploiement d’outils de caractérisation à l’échelle cellulaire et d’une analyse intégrative à cette échelle. 

Le développement d’une méthode de caractérisation des parois à l’échelle cellulaire, l’imagerie hyperspectrale en ATR-

FTIR, a permis une analyse fine des différences entre types cellulaires au sein d’un arbre et entre types de bois pour un 

même type cellulaire. L’étude de données transcriptomiques obtenues par RNA-Seq de fibres et rayons microdisséqués 

a, elle, permis d’identifier des différences transcriptionnelles entre ces deux types cellulaires. La combinaison de ces deux 

résultats a permis d’identifier des acteurs semblant majeurs dans le développement des fibres de bois. 

Ce travail de thèse ouvre donc des perspectives de recherche permettant de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires associés à la formation des fibres de bois. 

Mots clés : peuplier, xylogenèse, biologie intégrative, RNA-Seq, microspectroscopie, parois secondaires végétales, 

lignification 

Towards the development of a model of secondary cell wall formation of 

wood fibre in poplar 
 

Summary: 

Trees are able to grow high et survive many years thanks to their wood properties. Wood delivers three major functions 

in trees: (i) water conduction, (ii) mechanical support et (iii) nutrient storage. In Angiosperm trees, vessels, fibers et 

parenchyma rays are respectively assigned to these functions, each of them following their own development scheme. 

Cell wall composition et structure varies greatly depending on cell type, developmental stage et environmental conditions. 

This complexity therefore represents a hindrance to study the molecular mechanisms of wood formation. However, this 

can be circumvented by the development of cell-specific approaches. 

This work aims at characterizing fiber development, focusing on their secondary cell wall, developing cell-specific 

methods et integrative analysis at the cell level. 

Development of ATR-FTIR hyperspectral imaging enabled to finely characterize differences in cell wall composition 

between cell types in a tree et within cell types in different types of wood. Transcriptomics data obtained by RNA-Seq of 

microdissected fibers et rays gave rise to major differences in the transcriptome of these two cell types. Combining both 

kind of result led to the identification of key players in fibers development. 

Hence, this work opens up new research hypothesis, which could lead to a better understanding of the molecular 

mechanisms underlying wood fiber development, including from a dynamic perspective. 

Keywords: poplar, wood formation, integrative biology, RNA-Seq, microspectroscopy, plant secondary cell wall, 

lignification 
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