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Résumé

Comprendre comment les arbres acclimatent leurs structures externe et interne aux
sollicitations quotidiennes du vent pourrait permettre de sélectionner des plantes plus
résistantes aux perturbations prévues plus fortes et plus intenses dans les années a venir. Nous
avons ¢tudié I'impact de deux régimes de flexions répétées sur la croissance et les
caractéristiques du bois de flexion de Populus tremula x alba. Les croissances primaire et
secondaire sont respectivement diminuées et augmentée en réponse aux flexions. A 1’échelle
tissulaire, nous avons observé une diminution du nombre et du diameétre des vaisseaux du
bois. De plus, I’épaisseur des parois des fibres présentes dans la zone sollicitée en tension est
fortement augmentée, contrairement a la zone sollicitée en compression. La zone tendue du
bois de flexion montre donc de nombreuses similitudes avec le bois de tension habituellement
formé dans le cadre des tropismes. A 1’échelle moléculaire, I’expression du géne PtaXLIMla
semble sur-exprimée dans la zone de bois tendu en réponse a des flexions modérées mais
réprimé pour le régime de flexions le plus fréquentes. Ceci montre 1’intérét d’étendre notre
¢tude a d’autres paramétres pour une meilleure compréhension des effets du vent sur la
différenciation et la qualité du bois.

Mots clefs: Vent; Acclimatation; Bois; Flexion; Croissance primaire; Croissance
secondaire ; Bois de flexion ; Anatomie, Q-PCR.

Abstract

A better understanding of acclimation of external and internal structures of trees to
daily wind loads is needed to select plants presenting a better resistance to stronger and more
intense perturbations that are predicted over the next years. We studied the impact of two
different repeated flexure treatments on the growth of young poplars (Populus tremula x alba)
and on the anatomical characteristics of their flexure wood. Primary and secondary growths
were respectively reduced and increased in response to stem bending. At the tissue level, we
observed a decrease of the number and diameter of vessels. Moreover, unlike what was
observed for the compressed tissues, the wall thickness of fibers in the strechted zone was
greatly increased, The strechted zone of flexure wood shows many similarities with the
tension wood that is usually formed in the context of the tropisms. At the molecular level,
PtaXLIM1a appeared to be overexpressed in the stretched zone of the xylem in response to
moderate bending; but repressed for the more frequent bending treatments. This result
highlights the existing interest to extend our work to other settings in order to gain a better
understanding of the effects of wind on wood differentiation and quality..

Keywords: Wind; Acclimatization; Wood; Bending; Primary growth; Secondary growth;
Flexure Wood; Anatomy; Q-PCR.






Liste des abréviations

13F : traitement de 13 flexions unidirectionnelles par jour tous les jours
1F : traitement de 1 flexion unidirectionnelle par jour durant 3 jours consecutifs par semaine
1F72h : traitement de 1 unique flexion unidirectionnelle 72h avant le prélévement de 1’arbre
(C) : zone de tige en compression

(N) : ligne neutre

(T) : zone de tige en tension

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

cm : centimetre

Cp : croissance primaire de tige

CPMCW : cytosquelette-membrane plasmique-paroi

°C : degrés Celsius

Cl : clore

Cs : croissance secondaire de tige

Cv : couverture vasculaire

dNTP : déoxy Nucléoside triphosphate

Dt : diametre de tige

Dv : diametre de vaisseau

dv : densité de vaisseaux

AD : accroissement moyen en diameétre

AH : accroissement moyen en hauteur

AL : différence de longueur

EF1la : Facteur d’élongation la






Liste des abréviations

h : heure

Li : lithium

MS : mécanosensible

mm : millimétre

MM : micrometre

Oligo(dT) : oligodéoxythymine
PCR : polymerase chain reaction
PEG : polyéthylene glycol

Qr : quantité relative de transcripts d’un gene cible par rapport a un géne de ménage
RNase : ribonucléase

RNase Out : inhibiteur de RNase
ROS : espece réactive de I’oxygene
RT : transcription reverse

Tm : température d’hybridation
WAK : wall associated kinase

ZFP2 : zinc finger protein 2
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Introduction

Contrairement aux animaux, les plantes n’ont pas la possibilit¢ de changer
d’environnement en se déplacant. Leur seule stratégie est de s’acclimater rapidement aux
stress environnementaux qu’elles subissent sous peine de disparaitre. Ces stress peuvent étre
d’origines multiples : hydrique, thermique, nutritionnel, physique... Les stress qui nous
intéressent dans ce travail sont les stress d’origine mécanique. Parmi ces stimuli, on peut
distinguer des stress permanents, ou quasi permanents, tels que la gravité ainsi que les
variations de charges induites par la présence de neige ou de fruits (Alméras et al., 2004,
Telewski, 2006). S’ajoutent ensuite des stress mécaniques temporaires d’un environnement
fluctuant tel que le vent ; facteur de contrainte multicomposantes (fréquence, force vitesse,
durée) et tres variable, qui impacte le développement des plantes.

Le rapport du GIEC (Groupe d’experts intergouvernemental sur I’évolution du climat)
de 2009 prévoit un climat de plus en plus fluctuant avec une augmentation de la fréquence des
vents violents sous lesquels les arbres non-acclimatés peuvent subir des dégats aux
conséquences économiques importantes. C’est pourquoi il est important de comprendre les
mécanismes d’acclimatation des arbres aux sollicitations mécaniques engendrées par le vent.
Le laboratoire UMR-547-PIAF étudie 1’effet des stress abiotiques chez les arbres; en
particulier sur le peuplier, plante modéle dont la croissance rapide lui confére un fort intérét
économique et pour lequel le génome a été entierement séquenceé ; offrant ainsi tous les outils
de la biologie moléculaire. L’équipe MECA s’attache en particulier a étudier les processus
d’acclimatation des structures internes et externes des arbres soumis a des contraintes
mécaniques externes. Ces processus de réponses, observés a différentes échelles, sont appelés
thigmomorphogénese.

Ce travail a pour but d’observer et d’analyser 1’impact de sollicitations mécaniques
controlées et répétées sur la thigmomorphogénése aux 1’échelle tissulaire et pariétale du bois
afin d’appréhender les processus d’acclimatation de la formation du bois et leurs déterminants

moléculaires.



Figure 1: Arbre soumis a de forts vents et présentant un port en drapeau

Figure 2 : Effet du vent sur la croissance longitudinale de Medicago sativa. Sur la zone centrale, le
mouvement de plants de luzerne soumis au vent a été limité par un grillage. Une augmentation de pres
de 50 % de la croissance primaire a été observée (Moulia et Combes, 2004).



I. Bibliographie

I.1. Réponses de croissances aux stimuli mécaniques

Dans la nature, les plantes sont soumises en permanence a des stimuli mécaniques
comme la gravité ou les flexions dues au vent, a la charge de la neige, etc. La
thigmomorphogénése a ¢été définie comme [’ensemble des réponses physiologiques,
biochimiques et morphologiques des plantes aux perturbations mécaniques (Jaffe, 1973).
Chez les arbres elle se caractérise par une réponse morphologique globale de la plante qui se
traduit par une réduction de la croissance en hauteur et une augmentation de la croissance en
diametre de la tige (Telewski et Pruyn, 1998). Par la réduction de la surface de frottement au
vent et la modification du rapport hauteur/diametre de la tige, ces réponses semblent modifier
le comportement mécanique de la plante et réduire le risque de rupture d’un axe par le vent
(Pruyn et al., 2000). La thigmomorphogénése en association avec d’autres facteurs peut
générer des ports en drapeau (figure 1) en conditions de vents violents et unidirectionnels
(Telewski, 2006). Elle se traduit aussi par des modifications de la structure des tissus
conducteurs et de soutien, et une diminution de la surface foliaire (Telewski et Pruyn, 1998),
ainsi que par d’autres types de réponses physiologiques et moléculaires (Braam, 2005) (Kern
et al., 2005).

I.1.a. Réponse en croissance primaire

Chez les végétaux, le terme croissance « primaire » désigne la croissance en hauteur.
Les travaux de Moulia et Combes (2004) menés en plein champ, ont montré une
augmentation de pres de 50% de la croissance primaire de la luzerne (Medicago sativa)
lorsque la déformation de la tige due au vent est bloquée par rapport a des plants laissés libres
de leurs mouvements (figure 2). Chez les arbres, il a été montré sur Ulmus americana que des
séries de flexions bidirectionnelles avaient pour conséquence une diminution de la croissance
primaire des arbres fléchis par rapport aux arbres témoins (Telewski et Pruyn, 1998). En
laboratoire Braam,(2005) a montré sur Arabidopsis thaliana une inhibition de croissance
primaire de la hampe florale suite a un régime de frottements réguliers (figure 3). Enfin, les
travaux de Coutand et al. (2000) sur tomate (Lycopersicon esculentum) ont mis en évidence
un arrét d’élongation de la tige quelques minutes aprés une flexion de sa base ; arrét de

croissance qui persistait durant 65 minutes.



Figure 3 : Effet de touchés répétés sur la croissance longitudinale de hampes florales
d'Arabidopsis thaliana. Les plantes touchées deux fois par jour pendant plusieurs jours (a droite)
présentent des hampes florales dont la croissance longitudinale a été diminuée par rapport aux plantes
non sollicitées (a gauche) (Braam, 2005).
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Figure 4: Effet d’une flexion unidirectionnelle et transitoire sur la croissance secondaire d’une
tige de peuplier. Apres la flexion le diamétre présente une croissance plus forte ; et ce durant sept
jours apres sollicitation. (Coutand et al., 2009)



I.1.b. Réponse en croissance secondaire

La croissance secondaire est la croissance en diameétre des arbres. Telewski et Pruyn
(1998) ont testé I’effet de flexions répétées (de 5 a 80 fois) sur le diamétre de tiges d’Orme
d’Amérique (Ulmus americana). Leurs résultats montrent une augmentation de diametre
significative des arbres fléchis par rapport aux arbres témoins protégés de la déformation due
au vent. Par contre, ils n’ont observé aucune différence de réponse en croissance secondaire
entre les différents régimes de flexions. Pour la premiére fois, Martin et al., (2009) ont étudié
la réponse impulsionnelle en croissance secondaire de peupliers (Populus tremula x alba)
sous sollicitations mécaniques d’amplitudes contrdlées. Ils ont ainsi mis en évidence une
réponse locale, dans la zone fléchie, qui se traduisait par une augmentation rapide de la
croissance secondaire journaliere, avec un effet de rémanence pendant sept jours (figure 4).

I.1.c. Variables physiques percues par la plante lors d’une flexion

Par une approche biomécanique, Coutand et Moulia (2000) ont proposé un modeéle de
mécanoperception qui stipule que la composante mécanique percue par la plante est la somme
des déformations subies lors de la flexion. Ces travaux portant sur la croissance longitudinale
de la tomate (Lycopersicon esculentum) ont montré une corrélation forte et positive entre la
réponse physiologique (durée de réponse de croissance) et la somme des déformations subies
dans le volume de la tige fléchie (figure 5).

Lors de la flexion d’une tige, chaque section de cette derniére est soumise a un
moment de flexion qui entraine sa rotation. Cette rotation de section induit sur une face une
¢longation longitudinale des tissus (AL > 0) (zone en tension) et sur D’autre un
raccourcissement (AL < 0) (zone en compression) (figure 6). On définit alors la déformation
mécanique € comme |’allongement (ou le raccourcissement) relatif des tissus : e =AL/Lou L
est la longueur initiale du tissu considéré. A D’interface des zones en compression et en
tension se situe la ligne neutre qui ne subit aucune déformation. Le modéle de
mécanoperception de Coutand et Moulia (2000), nommé S3M, stipule que chaque élément de
tissu subissant une déformation émet un signal proportionnel a son volume et a I’amplitude de
la déformation localement subie. Enfin, le modéle propose que la réponse globale que 1’on
observe (croissance, etc) soit proportionnelle a I’intégrale de ces signaux locaux.

Ce modele de mécanoperception, validé sur la tomate, a ensuite été appliqué avec
succes sur peuplier (Coutand et al., 2009) dans le cadre de la réponse locale en croissance
secondaire a des flexions. Cette étude a également montré une corrélation entre la croissance

secondaire et la somme des déformations.
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I.1.d. Réseau de perception des stimuli mécanique, et de transduction du signal

Les mécanismes de perception et de transduction ne sont pas connus. Mais des
mécanismes hypothétiques ont été proposés La perception du stimulus meécanique
(mécanoperception) se realiserait au niveau de chaque cellule, a I’interface cytosquelette-
membrane plasmique paroi (CPMCW) (Telewski, 2006). Celle-ci crée une continuité
structurale dans la cellule. La mécanoperception pourrait impliquer des canaux ioniques MS
(mécanosensibles), qui sont des complexes de protéines membranaires. La force mécanique
est directement transmise aux canaux par la bicouche lipidique dans lequel il se trouve. La
tension accrue de la membrane conduit a un amincissement de celle-ci et a une augmentation
des contraintes de tractions exercées. Ces variations induisent un changement de
conformation du canal, ce qui favorise son état ouvert (Monshausen et Haswell, 2013). Un
autre modeéle « trapdoor », propose gque la force mécanique soit transmise a un domaine du
canal ionique par le biais d’autres structures telles que la paroi cellulaire ou le cytosquelette
(Monshausen & Haswell, 2013).

En parallele, les protéines transmembranaires kinase de type WAK (Wall-associated
kinase) ont une conformation transmembranaire avec une région extra-cellulaire qui autorise
leur liaison & la paroi et une région intra-cellulaire qui s’intégre dans les cascades de
transduction de signal au niveau du cytoplasme (Monshausen et Gilroy, 2009). Ce
positionnement particulier fait des WAKSs des candidates pour la perception du stimulus
mécanique. Enfin les WAKs sont surexprimées en cas de stress biotique et abiotique ce qui
laisse penser qu’elles ont un réle dans la transduction du signal (Monshausen et Gilroy,
2009).

La perception mécanique est suivie par des variations de gradients électrochimiques de
part et d’autre des membranes plasmiques (Knight et al. 1992). Une augmentation de la
concentration cytosolique de Ca*, et la production d’espéces activées de 1’oxygéne (ROS
(reactive oxygen species)), participent a la transduction du signal, et conduiraient a
I’expression de génes mécanosensibles (Telewski 2006).

Les hormones comme [’éthyléne semblent également jouer un role dans la
transduction du signal. Suite a la flexion de feuilles de Vigna radiata, Botella et al. (1995) ont
observé une accumulation des ARNm de I’ACC synthase (enzyme clef de la production
d’éthylene) apres 10 minutes. Chez la tomate, le vent et le toucher déclenchent I’accumulation

rapide (des 10 minutes aprés le stress mecanique) et transitoire (I’expression des genes
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différentes.



retrouve un niveau basal aprés 2 heures) de génes codant différentes isoformes d’ACC
synthase (Tatsuki et Mori, 1999).

Suite a la perception du stimulus mécanique et a sa transduction de nombreux génes
voient leur expression modifiée. En 2006, Telewski a proposé que les genes TOUCH (codants
pour des calmodulines, calmoduline like, Xxyloglucanetransglucosylase/hydrolase) étaient
induits par ’augmentation en Ca2+ intracellulaire et par la présence d’espéces réactives de
I’oxygene produites apres la perception d’un stress mécanique.

Martin et al. (2009) ont identifié chez Populus tremula x alba un facteur de
transcription a doigts de zinc, Pta-ZFP2, surexprimé rapidement (10 minutes), transitoirement
et specifiqguement dans la zone fléchie de la tige. 1ls ont aussi montré localement une relation
forte entre ’expression de Pta-ZFP2 et la somme des déformations subies dans la zone
fléchie, ce qui est cohérent avec le modele de mécanoperception S3M. Pta-ZFP2 semble donc
jouer un role dans la transduction du signal.

Finalement, il a été proposé une cinétique de la cascade des réponses moléculaires au
cours de la transduction du signal mécanique (Telewski, 2006). A 1’heure actuelle, il n’existe
toutefois pas suffisamment de données pour comprendre les interactions entre 1’ensemble de
ces différents partenaires moléculaires (figure 7).

1.2. Effet des stimuli mécaniques sur la différenciation du bois

I.2.a. Formation et structure du bois

Le bois résulte d’un processus de division suivi d’une expansion et d’une maturation
cellulaires. La division cellulaire s’opére au sein d’un méristeme secondaire, le cambium. Les
cellules issues du cambium se différencient en cellules du phloeme secondaire si elles sont
produites vers l'extérieur de la tige, et en cellules du xyléme secondaire (le bois) si elles sont
produites vers l'intérieur de la tige (Déjardin et al., 2010). Apres la division, les futures
cellules de bois vont se différencier pendant une phase d’expansion cellulaire, responsable de
la croissance en diametre des arbres, et par la mise en place de plusieurs couches de parois
primaire, puis secondaire, formées de cellulose, d’hémicelluloses et de lignines qui leur
conferent les caractéristiques distinctives de leur type cellulaire. Aprés la mise en place d’une
premiére paroi primaire, la paroi secondaire est déposée sous forme de deux couches (S1 et
S2) auxquelles peut étre parfois ajoutée une troisieme couche S3. Les différentes couches de
paroi déposeées different de par leur composition chimique et leur structuration. Entre autre,

chaque couche comporte des microfibrilles de cellulose cristallines particuliérement rigides
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Figure 8: Schéma des différentes couches pariétales d’une fibre de bois. ML= Lamelle moyenne;
PCW-= Paroi primaire; S1,5S2,S3= couches de la parois secondaire (Déjardin et al., 2010). Les lignes
représentes 1’angle des microfibrilles de cellulose.

Bois opposé Bois de tension

Figure 9: Photographie de microscopie électronique de fibres de bois de peuplier. (A) Zone de
bois opposé (bois mise en place dans le méme temps que le bois de tension, mais dans la zone de tige
opposée). (B) Zone de bois de tension dont les cellules comportent une couche G (Pilate et al.,
2004). G = Couche G; S2 = couche S2 de la paroi secondaire; Pw = paroi primaire et lamelle

moyenne.



dont I’organisation varie d’une couche a 1’autre, et qui joue un rdle primordial sur les
propriétés mécaniques de la cellule. (Déjardin et al., 2010) (figure 8).

Gymnospermes et angiospermes montrent des structurations anatomiques de leurs bois
trés différentes. Le bois de gymnosperme est homoxylé, c¢’est-a-dire qu’il n’est formé que de
trachéides qui jouent a la fois le réle de conduction de seve et le réle de soutien mécanique.
Le bois des angiospermes, plus hétérogéne, est dit hétéroxylé. Il posséde quatre types
cellulaires : les éléments de vaisseaux (servant principalement a la conduction de la séeve
brute), les fibres (ayant un réle de soutien mécanique) et les cellules de parenchymes ligneux
vertical et horizontal.

1.2.b. Caractéristiques du bois de réaction

Dans le cadre de tropismes liés a la gravité ou la recherche de lumiére, 1’arbre met en
place un bois particulier dont les caractéristiques mécaniques permettent la réorientation des
organes : c’est le bois de réaction (Pilate et al., 2004 ; Matsuzaki et al., 2007). Chez les
gymnospermes, il se forme sur la face inférieure d’une tige inclinée qui tend a se redresser ;
c’est le « bois de compression ». Le bois de compression se caractérise par des trachéides plus
arrondies, plus petites et ayant une paroi secondaire plus épaisse que dans le bois témoin
(Yamashita et al., 2009). De plus la présence de couche G a été montrée dans les trachéides
du bois de compression (Yamashita et al., 2009). Chez les angiospermes, on le trouve sur la
face supérieure de la tige inclinée : c’est le « bois de tension » (Pilate et al., 2004). Chez les
angiospermes, a I’échelle tissulaire, le bois de tension présente des fibres et des vaisseaux plus
longs que le bois normal, ainsi qu’une diminution significative de la densité et de la taille des
vaisseaux. Le bois de tension est également caractérisé par une augmentation de la proportion
de fibres par rapport au bois normal. De plus, ces fibres possédent une paroi plus épaisse que
les fibres du bois normal (Pilate et al., 2004, Jourez et al.,2001). A 1’échelle pariétale, on
observe la mise en place d’une couche gélatineuse (couche G), riche en cellulose, au niveau
de la couche S3 (figure 9) (Pilate et al., 2004).

Le bois de réaction ne semble pas seulement étre induit par un stimulus permanent
comme le gravitropisme. Sur peuplier, du bois de tension peut étre présent dans des tiges
verticales d’arbres présentant une croissance rapide (Telewski, 2006). De méme, Pitre et al.
(2010) ont montré chez le peuplier qu’une forte fertilisation azotée pouvait modifier le
processus de formation du bois de réaction ; en particulier la longueur des fibres et la
composition chimique des parois qui présentent une plus forte proportion de cellulose et a

contrario une plus faible proportion de lignine.



Air  Ethylene

Peupliers sauvages

Figure 10: Effets d’un traitement exogéne par I’éthyléne sur la croissance et I’anatomie du
xyleme secondaire d’une tige de peuplier. L'éthylene stimule la croissance radiale des tiges. Le
bois formé aprés traitement a I'éthylene (fleche) semble posséder moins de vaisseaux et plus de

fibres (Love et al., 2009). (P) désigne le phloéme et (X) le xyléme.



L’exposition de tiges a des flexions transitoires génére la mise en place d’un bois
particulier ayant de nombreux points communs avec le bois de tension observé lors de stimuli
gravitropiques. Ce bois particulier est appelé bois de flexion (Telewski, 1989). Des travaux
meneés sur Abies fraseri par Telewski (1989) ont montré que le bois mis en place aprés une
série de flexions bidirectionnelle présente une densité moins importante que le bois d’arbres
non sollicités. Plus récemment, Kern et al. (2005), dans le cadre d’une étude menée chez
Populus trichocarpa x deltoides, ont montré une diminution de 38% de la couverture
vasculaire (ratio surface de vaisseaux cumulée / surface de xyléme) dans le bois d’arbres
fléchis de maniére répétées par rapport au bois d’arbres témoins. Dans cette méme étude il a
¢t¢ montré que le diametre moyen des vaisseaux d’arbres fléchis était diminué de 48%,
passant de 45um pour le bois normal a 23um pour le bois de flexion. Le bois de flexion
présenterait donc des ressemblances avec le bois de tension. Cependant, certains travaux
semblent aussi montrer des différences, en particulier en terme de formation de couche G. Il
reste 1a a noter un manque patent d’informations sur la description anatomique du bois de

flexion produit sous sollicitations mécaniques temporaires.

I.2.c. Role des phytohormones dans la formation du bois de réaction

Dans la littérature, les études portant sur les molécules impliquées dans la formation
du bois de tension se sont pour beaucoup intéressées aux hormones (éthyléne, auxine, acide
jasmonique, gibbérelline etc...). Sur I’ensemble des hormones, deux ont vu leurs roles dans la
mise en place du bois de tension bien décrits dans la littérature : 1I’éthyléne et I’auxine.

L’éthyléne est une phytohormone gazeuse impliquée dans les réponses physiologiques
des plantes en situation de stress (Wang et al., 2013), et intervient également dans la réponse a
des sollicitations mécaniques (Braam, 2005 ; Telewski, 2006). Des travaux menés chez le
haricot commun (Phaseolus vulgaris) ont montré que 1’ajout exogéne d’ethrel, une molécule
métabolisée en éthylene par les plantes, induisait des changements morphologiques identiques
a ceux obtenus en réponse a une sollicitation mécanique (Erner et Jaffe, 1983). En combinant
I’utilisation de peupliers transgéniques insensibles a I’éthyléne, des applications exogenes
d’éthyléne, de son précurseur I’ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) ou d’un inhibiteur
de sa perception le MCP (1-MethylCycloPropene), Love et al. (2009) ont montré sur Populus
tremula x tremuloides que 1’éthyléne pourrait étre responsable de la mise en place d’une
partie des caractéristiques du bois de tension modulant en particulier la densité de vaisseaux
(figure 10).

L’auxine est une phytohormone synthétisée majoritairement a partir du tryptophane et
joue un role important dans le développement des plantes. Dans la littérature il a été montré






que l'application d'antagonistes de I'auxine ou des inhibiteurs de transport de I’auxine a la fois
sur les tiges de gymnospermes et d’angiospermes ligneux a conduit a I'hypothése que I'auxine
jouerait un role dans la formation du bois de réaction. Cette hypothése laisserait donc a penser
que des quantités accrues d’auxine pourraient induire la formation de bois de compression
chez les gymnospermes et que, a ’inverse, une carence en auxine serait nécessaire pour la
mise en place de bois de tension chez les angiospermes (Du et Yamamoto, 2007 ; Felten et
Sundberg, 2013). Une expeérience menée sur Populus tremula x tremuloides (Moyle et al.,
2002) a montré que les genes PttIAAL et PttIAA2 codant des répresseurs transcriptionnels de
type AUX/IAA présentent une augmentation de leur expression dans le bois de tension formé
apres une inclinaison de 6h par rapport a des témoins non inclinés. Une étude (Andersson-
Gunneras et al., 2006) a également montré que d’autres génes liés a ’homéostasie et a la
signalisation de lI'auxine voient leur expression modifiée dans le bois de tension par rapport au
bois opposé d’une tige arquée de Populus tremuloides. L'auxine semble donc jouer un réle
dans la différenciation du bois de réaction.

I.2.e. Acteurs moléculaires de la mise en place du bois de tension

Les caractéristiques biochimiques et anatomiques des bois de réaction ont été étudiées
chez de nombreuses espéces. En revanche, les mécanismes moléculaires contrdlant leur mise
en place sont encore mal connus. Des approches a grande échelle basées sur I’analyse d’ESTs
(Déjardin et al., 2004, sur Populus tremula x P. alba) ou de résultats de micro-array
(Andersson-Gunneras et al., 2006, sur Populus tremula x P. tremuloides ; Jin et al., 2011, sur
Liriodendron tulipifera ; Paux et al., 2005, sur Eucalyptus globulus) ont toutefois permis
d’identifier les principales catégories d’acteurs moléculaires potentiellement impliqués dans la
mise en place du bois de tension. Ces études ont été menées sur des especes différentes et ont
mis en ceuvre des temps d’induction du bois de tension différents. Elles sont donc
difficilement comparables. Pourtant trois principales catégories de génes ressortent
régulierement de ces différentes études: les genes liés a la synthése des parois et leur
modification, les génes codant des facteurs de transcription et des genes liés a la biosynthese
des hormones et a leur signalisation.

Parmi les génes les plus fortement surexprimes dans le bois de tension par rapport au
bois normal, certains codent des protéines appartenant a la famille des AGPs (arabinogalactan
proteins), et notamment aux AGPs de type FLA (Fasciclin-like arabinogalactan-protein)
(Déjardin et al., 2004 ; Lafarguette et al., 2004 ; Andersson-Gunneras et al., 2006). Les AGPs
sont des protéines glycosylées localisées dans la paroi, la membrane plasmiques ou bien

encore I’apoplasme. Chez le peuplier, des analyses immunohistochimiques montrent que des
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AGPs sont exprimées sur la face interne de la couche G des fibres (Lafarguette et al., 2004).
Parmi les AGPs, les FLAs ont la particularité de posseder un domaine présentant des
similarités avec les molécules d’adhésion cellulaire Fasciclin de la drosophile (Lafarguette et
al., 2004). Leur role dans la formation du bois reste inconnu. Un ensemble de données
montrant une association ou une corrélation entre des modifications de 1’expression de génes
codant des FLAs, une modification des teneurs en cellulose du bois, des modifications des
caractéristiques anatomiques du bois ou de ses propriétés biomécaniques laisse toutefois
penser que ces protéines pourraient étre impliquées dans le contrble de ces paramétres
(MacMillan et al., 2010). L’ensemble de ces éléments suggére donc 1’importance de ces
protéines dans la mise en place du bois de tension.

Les études d’ Andersson-Gunneras et al. (2006) révelent egalement la surexpression de
genes codant des protéines de type LIM (LIN11/ISL-1/MEC-3) dans le bois de tension par
rapport au bois témoin. Plus récemment, Arnaud et al. (2012) ont montré que, chez des plants
de Populus tremula x alba ayant mis en place du bois de tension suite a un stress
gravitropique, les genes PtXLIMl1a, PtXLIM1b, PtWLIM1a, PtWLIM1b et PtPLIM2a sont
globalement surexprimés dans le bois de tension par rapport au bois témoin. Chez les
eucaryotes, les protéines LIM s’accumulent a la fois dans le noyau, ou elles peuvent agir en
tant que facteur de transcription, et dans le cytoplasme ou elles s’associent avec les filaments
d’actine du cytosquelette. Kawaoka et al. (2000) ont montré sur des plants transgéniques de
tabac que ces protéines LIM joueraient un rble de régulateur transcriptionnel de génes de
biosynthése de la lignine. Plus récemment, il a ét¢ mis en évidence qu’en liant les
microfilaments d’actine, elles favoriseraient la formation et la stabilisation de cables d’actine
(Thomas et al., 2006 ; Papuga et al., 2010), suggérant une implication de ces protéines dans la
perception ou la transduction de la perturbation mécanique dans le bois de tension (Arnaud et
al., 2012).






I.3. Obijectifs et approche adoptée

Dans la littérature, la question du bois de tension formé pendant un stress
gravitropique est documentée, que ce soit au niveau de la caractérisation anatomique a
I’échelle tissulaire (densité et taille des vaisseaux, etc...) ou a I’échelle pariétale (composition
de la paroi, présence de couche G, etc...). Malgré quelques approches transcriptomiques a
grandes échelles (Andersson-Gunneras et al., 2006 ; Lafarguette et al., 2004 ;Jin et al., 2011),
les mécanismes moléculaires régissant la formation du bois de tension restent encore a
identifier. A contrario, la structure anatomique du bois de flexion mis en place dans des tiges
d’arbres sous contraintes mécaniques transitoires est assez mal connue. Les principales études
sur ce sujet se résument a celles de Telewski (1989), Pruyn et al. (2000) et Kern et al. (2005).
Elles abordent I’impact des stimulations mécaniques sur les croissances en hauteur et en
diamétre, mais donnent peu d’informations sur les caractéristiques anatomiques du bois
formé. D’autre part, ces études portent sur un bois de flexion formé par 1’application de
flexions multidirectionnelles et souvent d’amplitude peu contrdlée. Enfin, la structure du bois
de flexion a I’échelle pariétale ainsi que les determinants moléculaires de sa formation ne sont
jamais abordés.

Les principaux objectifs de ce stage étaient de compléter au mieux les lacunes de la
littérature sur la caractérisation anatomique du bois de flexion et d’aborder le volet
moléculaire de sa formation. Le premier objectif était est d’estimer I’impact de flexions
répétées sur le fonctionnement quantitatif et qualitatif du cambium, siége de la production du
bois. Nous avons travaillé sur de jeunes peupliers (Populus tremula x alba). Des tiges ont été
sollicitées par des flexions répétées d’amplitudes contrélées pendant plusieurs semaines afin
de stimuler la formation de bois de flexion. L’impact sur I’accroissement en diametre des
tiges stimulées pendant plusieurs semaines a été estimé par comparaison avec des plants
témoins. L’effet dose a ¢t¢ abordé par modulation de la fréquence des stimulations. La
structure anatomique du bois de flexion a été analysée sur des coupes cytologiques a 1’échelle
tissulaire (densité et tailles de vaisseaux) et pariétale (épaisseur de paroi de fibre et de couche
G) et comparée a un bois « normal », formé sans stimulation mécanique. Nous avons aussi
abordé les gradients de structures entre les différents compartiments d’une section de tige afin
de mettre en évidence des différences de réponses selon que les tissus étaient stimulés en
tension (allongement des cellules) ou compression (raccourcissement des cellules) lors de la

flexion.
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Figure 11: Disposition des arbres dans la chambre de culture. Les arbres ont été maintenus par
leur tige a 1’aide de colliers fixés sur une traverse positionnée au-dessus du bac. Les robots de
flexions sont positionnés face aux 8 arbres fléchis. Chaque robot est connecté a un automate qui
impose les horaires des stimulations mécaniques.

Traverse motorisée

Tige de peuplier

Gabarit

Figure 12: Dispositif de flexion et gabarit utilisé lors des expérimentations. La traverse
motorisée permet d’appliquer la tige sur le gabarit. Le rayon de courbure du gabarit permet de
contréler le niveau de déformation maximale (ici de I’ordre de 1,5%).



Le second objectif de ce travail était déborder le volet moléculaire de la formation du
bois de flexion. Par une approche de type « géne candidat », nous avons cherché a mettre en
relation, a un niveau spatial tres localisé, les réponses de fonctionnement cambial avec
I’expression de geénes responsables de la différenciation cellulaire. Notre choix s’est porté sur
le gene PtXLIM1la (famille des génes LIM) connu pour étre surexprimé dans le bois de
tension. Nous avons donc estimé I’impact du traitement de sollicitations mécaniques répétées
sur I'expression relative de ce gene par Q-PCR. Les déformations dans la tige fléchie n’étant
pas homogenes, ces investigations ont été menées a une échelle locale afin de garantir sur nos
échantillons, une homogénéité de la déformation subie par le tissu considéré.

I1. Matériels et Méthodes

Deux expérimentations complémentaires ont été réalisées. La premiére avait pour
objectif d’observer et de quantifier la mise en place de bois de flexion associées suite a un
régime modéré de flexions répétées. La seconde expérimentation avait pour but (1) de
confirmer cette premiére série de résultats, (2) d’investiguer 1’effet « dose » sur les différents
paramétres anatomiques étudiés en augmentant la fréquence et le nombre de sollicitations et

(3) d’identifier des acteurs moléculaires de la mise en place du bois de flexion.

11.1. Matériel véqgétal

Les peupliers utilisés dans cette étude (Populus tremula x alba, clone 717-1B4) étaient
issus de multiplication par microbouturage sur milieu MS (Murashige et Skoog, 1962). Apres
une phase d’acclimatation de deux semaines, de jeunes plants de taille homogéne (environ 40
cm) ont été sélectionnés pour leur homogénéité puis cultivés en hydroponie dans une solution
nutritive dans une chambre climatique a 22°C, avec une humidité relative d’environ 60%, un
éclairement de 60 a 100 umol de photons et un rythme journalier de 16 h de jour et 8 h de
nuit. Les arbres ont été maintenus par leur tige a I’aide de colliers (positionnés a 11 cm au-
dessus du collet) fixés sur une traverse positionnée au-dessus du bac de solution hydroponique
(figure 11).
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Experimentation n®1: > Témoins

5arbres | Prélevement

pas de flexion
11arbres == =" =" == aucune flexion ~——> Témoins
5 Semaines L1
6arbres = =— = =— - > Prélévement
72h
/> 1F
Stimulation mécanique 4 arbres | Prélevement
8 arbres >
5 Semaines aucune flexion /> 1F
4arbres = = = - > Prélévement
72h

Expérimentation n°2:

aucune flexion —> Témoins
Barbres === = =t = = = - > Prélévement
7 Semaines + 72h
pas de flexion X_ —> 1F72h
Aarbres = = = = == 0 == = D s = - —> Prélévement
7 Semaines 72h
Stimulation mécanique —> 1F
4 arbres T ——— T —> Prélévement
Stimulation mécanique —> 13F
4 arbres re———————— 7-S-eﬁ13iﬁe-s:-75h ----------- > Prélévement
Légende
—> =1 flexion/jour x 3 jours successifs par semaine
% = 1 flexion manuelle
- > = pas de flexion ===> =13 flexions/jour x 7 jours par semaine

/> = prélevement

Figure 13: Protocole expérimental des deux expériences. Les codes « Témoins », « 1F », « 13F » et
« 1F72h » représentent respectivement les traitements: O flexion; 1flexions par jour pendant 3 jours
successifs par semaine; 13 flexions par jour tout les jours et 1 unique flexion 72h avant le préléevement.



11.2. Application de flexions contrdlées sur les tiges

I1.2.a. Principe de flexion de tige par robots automatises

Le segment de tige de 60 mm situé au-dessus du point d’attache de I’arbre a été fléchi
au moyen d’un systetme de flexion automatis¢ (figure 12). Il consiste en une traverse
motorisée permettant d’appliquer la tige sur un gabarit en PVC de rayon de courbure constant.
La flexion d'une tige induit un champ de déformations longitudinales dans la section dont le
maximum (gmax ) peut étre calculé géométriquement au moyen de la formule suivante: gmax =
R/(p+tR) (ou R=rayon de la tige et p= rayon de courbure du gabarit). Ainsi, nous avons choisi
les rayons de courbure des gabarits afin d’appliquer a toutes les tiges un niveau de
déformation maximum de 1’ordre de 1.5% ; valeur qui permet d’éviter des endommagements

irréversibles. Ce dispositif a été utilisé afin de mener deux expérimentations distinctes.

[1.2.b. Expérimentation n°1

Huit arbres ont été sollicités durant 5 semaines a raison d’une fois par jour pendant
trois jours (lundi, mardi et mercredi) suivis de quatre jours sans flexion (protocole issus de
Martin et al., 2009). Huit autres étaient des témoins. Les flexions ont été réalisées par les
robots automatisés. Deux jours ont été nécessaires pour I’ensemble des prélévements, cing
arbres témoins et quatre arbres fléchis une fois par jour pendant trois jours (1F) ont été
prélevés le premier jour, six arbres témoins et quatre arbres 1F ont été prélevés 72h plus tard
(figure 13).

I1.2.c. Expérimentation n°2

Deux lots de quatre arbres ont été fléchis régulierement selon deux régimes de flexion
différents. 8 autres arbres étaient des témoins. Le régime de flexion appliqué sur le premier lot
(4 arbres) était similaire a celui de I’expérimentation n°l ; a savoir une flexion par jour, 3
jours successifs par semaine (1F). Le protocole applique sur le second lot (4 arbres) impliquait
13 flexions par jour a intervalle d’une heure, tous les jours de la semaine (noté 13F). Ces
protocoles ont été appliqués durant 7 semaines. A la fin du traitement, et dans le but de
distinguer les niveaux d'expression de génes induits par la derniére flexion de ceux induits par
I’accumulation des flexions, une derniére flexion a été appliquée sur 4 arbres non-fléchis
régulierement 72h avant le prélevement (traitement noté 1F72h) (figure 13).

12



Expérimentation n°1 Expérimentation n°2
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Figure 14: Zones de prélévement sur les portions de tiges ayant subi les déformations maximales
(ou portion équivalente pour les arbres téemoins). 1= zone prélevée pour mesures anatomiques
(coupes cytologiques de 2um d’épaisseur); 2= zone prélevée pour mesures anatomiques (coupes
cytologiques de 18um d’épaisseur); 3= zone prelevée pour les analyses de biologie moléculaire. Dessin
a modifier car pas de BM en manip 1

Amplitude de
déformation maximale
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Figure 15: Plan d’échantillonnage pour les analyses cytologiques et moléculaires au sein d’une
section de tige. Le code couleur représente la distribution spatiale des déformations longitudinales
subies lors d’une flexion unidirectionnelle. La zone T est la partie en tension maximum; la zone N
correspond a la ligne neutre; la zone C est la partie en compression maximum. La fleche indique le
sens de la flexion. L’échelle des couleurs représente le niveau absolu des déformations.



11.3. Mesures de croissances primaires et secondaires

Les diametres des tiges ont été mesurés a I'aide d'un pied a coulisse 13 cm au-dessus
du collet, c’est-a-dire, pour les arbres stimulés, a mi-hauteur de la zone de sollicitations. Les
mesures ont été réalisées lors de 1’installation en chambre, lors de la mise en place des robots
et enfin lors du prélévement. La hauteur des arbres a été mesurée lors de I’installation des
plants ainsi que la veille du prélevement en évitant tout contact avec les plants.

11.4. Prélévement

I1.4.a.. Expérimentation n°1
Un segment de tige de 30 mm, correspondant a la zone fléchie (ou équivalente pour les
arbres témoins) a été prélevé. Celui-ci a été séparé en 2 trongons distincts. Un trongon de 20
mm ¢était destiné aux coupes cytologiques transversales de 18 um d’épaisseur pour une
caractérisation du xyléme a I’¢échelle tissulaire. Ue deuxiéme trongon de 10 mm était destine a
des coupes transversales de 2 pm d’épaisseur pour une caractérisation du xyléme a 1’échelle

pariétale (figure 14).

I1.4.b. Expérimentation n°2
Un segment de tige de 70 mm, correspondant a la zone fléchie de la tige (ou zone
équivalente pour les arbres témoins) a été prélevé. Un troncon de 50 mm était destiné aux
analyses moléculaires. Un troncon de 10 mm était destiné a des coupes transversales de 2um
d’épaisseur pour une caractérisation du xyleme a I’échelle pariétale (figure 14). Un dernier
troncon de 10 mm était destiné a des coupes transversales de 18um d’épaisseur pour une

caractérisation du xyléme a 1’échelle tissulaire.

11.5. Analyses cytologigues

I1.5.a. Observations anatomiques a l’échelle tissulaire
Pour les deux expérimentations, des analyses cytologiques a I’échelle tissulaire ont été
effectuées. Les troncons de tige de 20 mm ont été imprégnés sous vide au PEG (Polyéthyléne
glycol) en passant par trois bains successifs de trois heures minimum chacun, et de
concentrations croissantes en PEG (30%, 50% et 100%). Des coupes transversales de tige de
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18 pum d'épaisseur ont ensuite été réalisées a I'aide d'un microtome a rotation (Leica RM2165).
Un protocole de double coloration Safranine / Bleu Astra a été appliqué afin d'identifier la
lignine (colorée en rose) et la cellulose (colorée en bleu) avant le montage des coupes dans un
fixateur (EUKIT) entre lame et lamelle. Des images des coupes ont été acquises au
grossissement x10 grace a un microscope (Leica Laborlux K). Sur chaque section, 3 zones
d’intérét ont été sélectionnées : la zone sollicitée en tension (notée « T » dans la suite du
texte) lors de la flexion, la zone sollicitée en compression par la flexion (notée « C ») et la
zone située autour de la ligne neutre n’ayant subi aucune déformation (notée « N ») (figure
15). La densité de vaisseaux, le diamétre des vaisseaux et la moyenne de leurs surfaces ont été
mesurés par analyse d'image, dans chaque zone de bois formé durant la période de
sollicitation a l'aide du logiciel ImageJ et de macros spécifiquement développées au
laboratoire.

11.5.b. Caractérisation cytologique a [’échelle pariétale

Les mesures anatomiques a 1’échelle pariétale nécessitaient une résolution spatiale
accrue et donc la réalisation de coupes de 2um d’épaisseur. Les trongons de tige de 10 mm
ont été inclus dans la résine LR-White (Sigma-Aldrich USA), puis les coupes transversales
ont été réalisées avec un microtome a couteaux de verre (Reichert Austria Om U2). Comme
pour les coupes de 18 um d’épaisseur, un protocole de double coloration Safranine/Bleu Astra
a été appliqué pour distinguer la cellulose de la lignine avant le montage des coupes dans
IPEUKIT entre lame et lamelle. Des images des coupes ont été réalisées au grossissement
x100 a ’aide d’un microscope optique (Axiostop 40, Zeiss) équipé d’une caméra (AxioCam
ICc5, Zeiss). Les épaisseurs des parois de fibres ainsi que les épaisseurs de couche G ont été
mesurées spécifiquement dans la zone tendue (T) a l'aide du logiciel ImageJ et de macros
spéecifiquement développées au laboratoire. Pour les deux types de parameétre (épaisseur de
paroi et de couche G) 6 mesures par cellule sur environ 60 cellules par coupe ont été réalisées
dans le but d’obtenir un nombre suffisant de données pour éviter un impact trop important de

I’imprécision des mesures due a la résolution des images analysées.

11.6. Réponses moléculaires

L'écorce des zones sollicitées respectivement en tension et en compression ainsi que
celle de la partie ne subissant aucunes déformations (ligne neutre) a été immédiatement
prelevée et stockée dans l'azote liquide. Apres écorcage complet du troncon de tige, et

marquage de la zone sollicitée en tension, I’échantillon de xyléme a ét¢ immédiatement stocké
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Cycle 1 Cycle 2 40X Cycle 3 81X

Step 1 Step 1 Step 2 Step 3 Step 1
95,0 95,0 55,0 72,0 55,0
5:00 0:15 0:20 0:20 0:10

] 11}
Real Time Melt Curve

Figure 16: Protocole d’amplification de WLIM et EFle lors des Q-PCR. Les températures appliquées
sont de 95°C pour I’étape 1 (étape de dénaturation de I’ADN) du cycle 1 et 2, 55°C pour 1’étape 2 (étape
d’hybridation des amorces sur I’ADN) et 72°C pour 1’étape 3 (étape d’élongation) du deuxieme cycle et
55°C pour I’étape 1 du troisiéme cycle (Melt Curve). La duré du premier cycle est de 5 minutes. La durée
du second cycle est de 55 secondes (respectivement 15s, 20s et 20s pour les étapes 1, 2 et 3). La durée du
troisieme cycle est de 10 secondes (image issue du logiciel BioRad 1Q5).

Geénes TM (°C) Amorce sens Amorce anti-sens
WLIM 55-56 - AGGCTGCGACAAGACTGTCTATCCG,, 5 GCTGACGACTGGATTTTTCTCA,,
EFla 55 - TGAGATGCACCACGAAGCTC,, 5 CCAACATTGTCACCAGGAAGTG;,

Tableau 1 : Séquences et températures d’hybridation (TM) des amorces utilisées pour les
expérience de Q-PCR.



dans l'azote liquide. Les échantillons ont ensuite été conservés a -80°C. Dans un deuxiéme
temps les troncons ont été redécoupés afin de distinguer trois zones d’intérét dans le bois mis
en place pendant les sollicitations : la zone sollicitée en tension par la flexion (T), la zone
sollicitée en compression (C) et la zone située autour de la ligne neutre n’ayant subi aucune

déformation (N) (figure 15).

[1.6.a. Extraction d'ARNs
Aprés broyage dans l'azote liquide des échantillons prélevés, les analyses
d'expressions géniques ont été effectuées a partir d'une extraction d'’ARN selon la méthode
CTAB utilisant le LiCl pour précipiter spécifiquement les ARNs (Chang et al., 1993). Ces
ARNS sont ensuite dosés et leur pureté estimée au moyen d’un NanoDrop (modéle ND-1000).
L’absence de dégradation des ARNSs a été vérifiée par électrophorese sur gel d'agarose a 2%, a

raison de 0,5ug d'’ARN par échantillon dépose.

11.6.b. Synthese d'’ADNc

La synthese d’ADNCc a été réalisée a partir du kit Superscript 111 Reverse transcriptase
(Invitrogen). 1mg d'ARNSs totaux a été incubé en présence d'oligodéoxythymines (50uM) et
de désoxyribonucléotides (10mM). Apres dénaturation des ARNs pendant 5 minutes a 65°C,
la synthese d'ADNc a été réalisée en incubant les ARNs en présence de 50U de reverse
transcriptase pendant 1 heure a 50°C. La réaction a été stoppée par une étape a 85°C durant 5
minutes. Les fragments d’ARNs totaux ont été éliminés grace a une incubation a 37°C
pendant 20 minutes en présence de 2U de RNase. La qualité des ADNCc a éte contrblée par

électrophorese sur gel d'agarose a 1%.

I1.6.c. PCR Quantitative relative

Pour chaque géne étudié 2 pL des ADNCc dilués au 40éme ont été ajoutés a un Mix 2X
(MESA GREEN gPCR MasterMix plus, Eurogentec) contenant des dNTPs, des polymérases
et le fluorochrome (SybrGreen), et au couple d'amorces sens/antisens 200nM final (Tableau
1). Le volume final de la réaction était de 15 pL.

L'amplification a éeteé réalisée grace au thermocycleur Biorad-iQ5 selon le protocole
décrit en figure 16. Le protocole est compose de 3 cycles distincts comprenant chacun une ou
plusieurs étapes. Le premier cycle est composé d’une seule étape a 95°C d’une durée de 5
minutes ayant pour but de dénaturer les ADNc (I’ADN passe de 1’état double brin). Le
deuxiéeme cycle est répété 40 fois et comprend 3 étapes, la premiére (95°C pendant 15

secondes) a pour but de dénaturé I’ADN, la seconde étape (55°C pendant 20 secondes) est
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celle durant laquelle les amorces s hybrident a I’ADN, enfin la troisiéme étape (72°C pendant
20 secondes) a pour but de permettre 1’¢élongation des double brin d’ADN néoformés durant
I’étape précédente. Le troisiéme cycle (répété 81 fois) est composé d’une étape (55°c pendant
10 secondes) permettant a I’appareil de tracer la Melt Curve (courbe représantant la vitesse de
dissociation des ADNs double brin présents dans les puits) servant a vérifier la specificité des

amorces.

11.7. Analyses statistiques

Des tests statistiques ont été réalisés sur les differents jeux de données obtenus lors des
experimentations.

Tous les jeux de données visant a statuer sur le caractere significatif des différences de
moyennes observées ont été traités a l'aide de tests de student (T.test) bilatéraux avec un
risque o de 5%. Les tests ont été réalisés sur le logiciel Microsoft Excel 2010.

I11. Résultats

Dans les expériences n°1 et n°2 plusieurs traitements ont été appliqués. Par souci de
clarté, des codes ont été utilisés pour nommer les différents traitements. Le traitement des
expériences n°1 et n°2 consistant a fléchir la tige une seule fois par jour pendant trois jours
successifs par semaine sera noté 1F. Le traitement de I’expérience n°2 consistant a fléchir la
tige treize fois par jour tous les jours sera noté 13F. Les arbres fléchis une seule fois 72 heures
avant le prélévement seront notés 1F72h. Enfin les arbres n’ayant subi aucune flexion seront

nommeés « témoins ».

111.1. Effets de flexions répétées sur la croissance de tiges de peuplier

De nombreuses études ont montré les effets de flexions uniques et unidirectionnelles
(Coutand et al., 2000, chez la tomate ; Coutand et al., 2009, chez le peuplier) ou répétées et
multidirectionnelles (Telewski et Pruyn, 1998, chez I’Orme d’ Amérique) sur les croissances
primaire et secondaire de tiges. Dans le dernier cas, les flexions étaient d’amplitude non-
controlée Afin d’étudier les effets de différents régimes de flexions controlées,
unidirectionnelles et répétées sur la croissance de tiges de peuplier, des mesures de hauteurs et
de diametres ont ete réalisées, et les croissances primaire et secondaire ont été estimeées.
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Figure 17: Effet de différents régimes de flexion sur la croissance primaire de tiges de peuplier.
L’¢élongation de la tige a été évaluée par mesures de la longueur totale de la tige avant et pendant la
période de stimulation mécanique (7 semaines d’intervalle). Les valeurs représentées correspondent a
la moyenne de 12 arbres témoins et, pour chaque régime de flexion, 4 arbres fléchis. Les lettres a et b
représentent des groupes statistiquement homogenes (p<0,05).

(0]
3

o O Diameétre perpendiculaire a la direction ¢
o 45 des flexions
e}
‘9 4 o N . * %
g B Diametre dans la direction des flexions b
<] 3,5 +
=] * K
T - 3
5 E .2
g. ~ 2,5 -
E% ,.
e L
°=’ 1,5
E ’
2 11
e
[S] 015 b
<
0 T T

Témoins 1F 13F

Figure 18: Effet de différents régimes de flexion sur la croissance en diamétre de tiges de
peuplier. L’accroissement du diametre de la tige a été évalué par deux mesures effectuées avant et
apres la période de stimulation mecanique (7 semaines d’intervalle). Le diamétre a été évalué a I’aide
d’un pied a coulisse, dans la portion de tige subissant les déformations. Les mesures ont été realisées
dans la direction des flexions (B) ainsi que dans la direction perpendiculaire (O). Les valeurs
représentées correspondent a la moyenne de 12 arbres pour les témoins et, pour chaque régime de
flexion, 4 arbres fléchis. Les lettres a, b et ¢ représentent des groupes statistiquement homogenes
(p<0,05) pour la comparaison de la croissance des diameétres dans la direction des flexions. Les
symboles * et ** représentent des groupes statistiquement homogeénes (p<0,05) pour la comparaison
de la croissance des diamétres perpendiculaires a la direction des flexions.



I11.1.a. Impacts des flexions de tiges sur la croissance primaire

Les mesures de hauteur ont été effectuées sur les vingt arbres de 1’expérimentation
n°2, a Dinstallation des arbres et trois jours avant le prélévement (soit 7 semaines de
croissance entre les deux mesures) a 1’aide d’un métre. L’accroissement moyen en hauteur
(AH) sur 7 semaines des arbres témoins et stimulés selon les deux modalités de sollicitation a
été estimé. On observe une croissance primaire statistiquement (p<0,05) plus faible pour les
arbres 13F par rapport aux arbres témoins (AH =45 c¢cm pour les arbres 13F contre AH =52 cm
pour les témoins) (figure 17). La croissance des arbres 1F semble étre intermédiaire aux deux
autres groupes (AH =49,7 cm), mais aucune différence statistique ne ressort par rapport aux

arbres témoins et aux arbres13F.

I11.1.b. Impacts des flexions de tiges sur la croissance secondaire

Pour estimer 1’impact des stimulations mécaniques sur la croissance secondaire des
tiges, leur diametre (Dt) a ét¢é mesuré a l’installation des arbres et trois jours avant le
prélevement (soit 7 semaines de croissance entre les deux mesures) dans la zone de tige
fléchie. Les mesures ont été réalisées dans la direction des flexions ainsi que dans la direction
perpendiculaire aux flexions a ’aide d’un pied a coulisse. A partir des diamétres mesurés dans
les deux directions 1’ovalisation des tiges a été calculée. Cette ovalisation est due a une
croissance secondaire plus importante dans la direction de flexion de la tige par rapport la
croissance secondaire dans la direction perpendiculaire a la flexion. L’ovalisation des tiges
des arbres 13F ressort statistiquement (p<0,05) (rapport des deux diameétres : 1,0928 pour les
13F contre 1,0277 pour les témoins). De plus aucunes excentricités de la moelle n’a été
trouvée statistiquement (p<0,05) L’accroissement moyen de diametre AD dans les deux
directions a été estimé (figure 18). Dans la direction perpendiculaire aux flexions, malgré une
différence de moyenne, on n’observe pas de différence significative de d’accroissement radial
entre les arbres 1F et 13F (respectivement AD = 2,56 mm et AD = 3,37 mm) (p<0,05).
Cependant, pour ces deux conditions, ces augmentations de diametres sont significativement
plus importantes que celles des arbres témoins (AD = 2,05 mm) (p<0,05).

L’analyse de la croissance secondaire dans la direction des flexions montre une plus
forte augmentation de diametre chez les arbres 13F (AD = 4,01 mm) par rapport aux arbres 1F

(AD = 2,87 mm) et aux arbres témoins (AD = 2,21 mm) (p<0,05). De plus les augmentations
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Figure 19: Effet de différents régimes de flexion sur les caracteristiques anatomiques des
vaisseaux du bois de tiges de peuplier. Le diamétre moyen des vaisseaux Dv (a), leur densité dv (b) et
la couverture vasculaire Cv (c) ont été mesurés par analyse d’images (microscopie optique,
grossissement X10) de coupes cytologiques (18um d’épaisseur) de tiges de peuplier fléchis ou non.
Dans chaque section de tige d’arbre fléchi, trois zones (zone tendue (T), zone neutre (N), zone
comprimeée (C)) sont analysées. Les valeurs représentées correspondent a la moyenne de 11 arbres
témoins, 8 arbres fléchis 1 fois par jour 3 jours successifs par semaine (1F), et 4 arbres fléchis 13 fois
par jour (13F) a raison de 7 jours par semaine. Les lettres a, b, c, d et e représentent des groupes
statistiguement homogenes (p<0,05).



de diameétre dans la direction des flexions sont aussi significativement plus grandes chez les
arbres 1F par rapport aux arbres témoins (p<0,05) (figure 18).

111.2. Effets de flexions répétées de la tige sur les caractéristigues anatomiques des

vaisseaux du bois

Kern et al. (2005) ont montré une diminution de la couverture vasculaire due
principalement a une diminution du diameétre des vaisseaux dans le bois de flexion mis en
place suite a des flexions bidirectionnelles par rapport a un bois d’arbres témoins. Dans le but
d’étudier les effets de flexions répétées unidirectionnelles sur les caractéristiques anatomiques
des vaisseaux du bois, des analyses sur coupes cytologiques ont été effectuees.

Les modifications de la structure anatomique du bois de peuplier mis en place sous
stress mécanique ont été caractérisées a 1’échelle tissulaire : les diameétres (Dv) et densités
(dv) de vaisseaux ont ét¢ mesurés a partir d’images de microscopie optique dans les zones
tendues (T), comprimées (C) et neutres (N) produites pendant les sollicitations dans les dix-
neuf arbres de ’expérimentation n°1 (un lot d’arbres témoins et un lot d’arbres 1F) et les
quatre arbres 13F de I’expérimentation n°2. La couverture vasculaire (Cv) a été évaluée sur
ces mémes données.

Chez les arbres 1F seuls les vaisseaux mis en place dans le bois en tension (T)
présentent un diametre moyen (Dv=33um) légérement plus petit que ceux observés dans le
bois des arbres témoins (Dv=37um) (p<0,05) (figure 19.a).

Quelque soit la zone considérée au sein de la tige (tendue (T), comprimée (C) ou
neutre (N)) chez les arbres 13F, le diametre moyen des vaisseaux (Dv=37um) est
significativement plus petit (p<0,05) que dans le bois des arbres témoins. Ces arbres 13F
montrent aussi des vaisseaux significativement plus petits que ceux des arbres 1F.

Le bois des arbres 13F présente des diamétres moyen de vaisseaux dans la zone en
compression (Dv=28,3um) légérement plus petits que ceux des vaisseaux de la zone en
tension (Dv=29um) (p<0,05). Les vaisseaux présents dans la zone neutre (non sollicitée lors
de la flexion) ont un diametre (Dv=31um) plus grand que ceux des vaisseaux des zones
tendue et comprimée (p<0,05).

La densite de vaisseaux (figure 19.b) n’est significativement affectée par la
stimulation mécanique que dans les zones tendue et comprimée de bois des arbres du
traitement 13F. Dans ce cas, la densité de vaisseaux est reduite respectivement de 20,6% et de

23.1% dans les zones tendue et comprimée (p<0,05).
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Figure 20: Effet des flexions sur I’épaisseur de la paroi des fibres du bois de tiges de peuplier.
L’épaisseur des parois a été mesurée sur 200 cellules par analyse d’images (microscopie optique,
grossissement X100) de coupes (2um d’épaisseur) de tiges de peuplier fléchis ou non. Les mesures
ont été réalisées uniquement dans la zone de la tige sollicitée en tension (T) lors de la flexion. Les
valeurs représentées correspondent a la moyenne de 11 arbres témoins et 8 arbres fléchis 1 fois par
jour 3 jours successifs par semaine (1F). Les lettres a et b représentent des groupes statistiquement
homogeénes (p<0,05).
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Figure 21: Effet de différents régimes de flexion sur I’épaisseur de la couche G des fibres du
bois de tiges de peuplier. L’épaisseur des couches G a été mesurée sur 150 cellules a partir
d’images (microscopie optique, grossissement X100) de coupes (2um d’épaisseur) de tiges de
peuplier fléchis 1 fois par jour 3 jours successifs par semaine (1F) et fléchis 13 fois par jour (13F) a
raison de 7 jours par semaine. Les mesures ont été réalisées uniquement dans la zone de la tige
sollicitée en tension (T) lors de la flexion. Les valeurs représentées correspondent a la moyenne de
4 arbres 1F et 4 arbres 13F. La lettre a représente un groupe statistiguement homogéne (p<0,05).



Pour les zones (C) et (N), la couverture vasculaire (surface cumulée des vaisseaux sur
la surface totale de xyléme) dans le bois des arbres 1F (figure 19.c) n’est pas différente de
celle du bois des arbres témoins qui montre une couverture Cv= 20,2% ; sauf dans la zone en
tension (T) ou elle est significativement réduite d’environ 20% (p<0,05). En revanche, dans le
bois des arbres 13F, la couverture vasculaire est partout nettement plus petite que dans les
zones correspondantes du bois des arbres témoins ainsi que des arbres 1F (p<0,05). Au sein
des arbres 13F, la couverture vasculaire du bois formé dans les zones tendue et comprimee
(respectivement : Cv=8,40% et Cv=9,52%) est significativement plus faible que celle du bois
formé dans la zone neutre (Cv=13,25%) (p<0,05).

111.3. Effets de flexions répétées sur les caractéristiques pariétales des fibres de bois de
peuplier

Dans la littérature (Pilate et al., 2004), il a été montré que des modifications a I’échelle
pariétale avaient lieu dans le bois de tension formé suite a un stress gravitropique. Afin de
caractériser les parois des fibres de bois de flexion des mesures d’épaisseurs de parois sur
coupes cytologiques ont été réalisées.

[11.3.a. Impacts des flexions répétées sur [’épaisseur de paroi des fibres
Les mesures d’épaisseur de parois ont été réalisées par analyse d’images sur les fibres
du bois formé sous stress mécanique a partir de photos de microscopie optique (grossissement
x100) de coupes cytologiques réalisées sur les arbres de I’expérimentation n°1 (8 arbres 1F et
11 arbres témoins). Sur la figure 20, on observe que les parois des fibres de bois dans la zone
tendue des arbres 1F sont nettement plus épaisses (€=2,39 um) que les parois des fibres de
bois témoins (e=1,54 um), soit une augmentation de plus de 55% (p<0,05).

I11.3.b. Effets de flexions répétées sur la formation de couche G dans le bois de

flexion
Les épaisseurs de la couche G ont été mesurées sur des cellules de fibres par analyse
d’images sur des photos en microscopie optique (grossissement x100) de la zone tendue du
bois formé sous stress mécanique. L’échantillonnage concernait les tiges des arbres 1F de
I’expérience n°1 (n=8), et des arbres 13F de I’expérience n°2 (n=4). La figure 21 montre qu’il
n’y a pas de différence d’épaisseur de couche G entre les deux traitements. Sur I’ensemble des
coupes analysées, aucune cellule de fibre présentant de la couche G n’a été trouvée dans la

zone comprimée des tiges de peuplier.
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Figure 22: Modifications de I’accumulation relative des transcrits PtaXLIMla en réponse aux
flexions. L’expression relative est obtenue par Q-PCR sur des échantillons de zones de bois mis en place
durant la seconde expérimentation. La moyenne des quantités relatives de transcrits PtaXLIM1a dans le
bois d’arbres témoins a été placée a 1 arbitrairement. Dans chaque section de tige d’arbre fléchi, trois
zones (zone tendue (T), zone neutre (N), zone comprimée (C)) sont analysées. Les valeurs représentées
correspondent a la quantité relative moyenne de transcrits PtaXLIM1a de 3 arbres témoins, 3 arbres
fléchis 1 fois par jour 3 jours successifs par semaine (1F), 4 arbres fléchis 13 fois par jour a raison de 7
jours par semaine (13F) et respectivement 4, 2 et 3 arbres fléchis 1 fois 72h avant prélevement (1F72h)
pour les zones tendue, neutre et comprimée. Pour cette analyse Q-PCR le géne de référence EF1-alpha a
été utilisé et le nombre de répétitions techniques est de deux. Les lettres a, b et ¢ représentent des
groupes statistiquement homogenes (p<0,05).



111.4. Réponses moléculaires dans la zone en croissance secondaire de tige de peuplier

aprées différents régimes de flexions

Dans le but d'identifier des mécanismes moléculaires sous-jacents a la mise en place
du bois de flexion, une approche gene-candidat a été adoptée. Dans la littérature (Andersson-
Gunneras et al., 2006) il a été montré que le gene PtaXLIM1a est surexprimé dans le bois de
tension (un bois présentant des caractéristiques anatomiques proches de celles du bois de
flexion). Les modifications de I'accumulation des transcrits PtaXLIMla en réponse a
différents régimes de flexion ont été évalués par Q-PCR.

L’accumulation relative de transcrits PtaXLIM1a a été mesurée sur la portion de tige
fléchie d’arbres témoins (3 arbres), 1F (3arbres), 13F (4 arbres) et 1F72h (respectivement 4, 2
et 3 arbres pour les zones tendues, neutres et comprimées) de 1’expérimentation n°2 (figure
22). L’expression relative moyenne de PtaXLIMla dans les arbres témoins, ou les
déformations sont nulles, a été utilisée comme zone de référence et normalisée a 1. Sur la
totalité des zones analysées, seulement 3 présentent une accumulation relative de transcrits
PtaXLIM1a statistiquement (p<0,05) différente de celle des arbres témoins. Les zones tendues
des arbres 1F et 1F72h présentent une expression relative plus importante (respectivement
3,12 et 2,01 fois plus exprimé chez les arbres 1F et 1F72h) que les arbres témoins. La zone
tendue des arbres 13F montre elle aussi une différence significative (p<0,05) d’expression de
PtaXLIM1a par rapport aux arbres témoins, mais dans ce cas c’est une sous-expression du

gene qui est observée (0,38 fois moins exprimé chez les arbres 13F).

IV. Discussion, conclusion générale et perspectives

Une des réponses thigmomorphogénétique importante se caractérise chez certaines
especes par une diminution de croissance en hauteur comme ont pu le montrer Coutand et al.
(2000) sur la tomate (Lycopersicon esculentum), Moulia et Combes (2004) sur la luzerne
(Medicago sativa), Braam (2005) sur Arabidopsis thaliana, Telewski et Pruyn (1998) sur
I’Orme d’Amérique (Ulmus americana) et Kern et al. (2005) sur le peuplier (Populus
trichocarpa x deltoides). Cependant, Kern et al. (2005) avait aussi montré une grande
variabilité de cette réponse, méme a I’échelle intra-spécifique. Jusqu’a présent, toutes les

études menées au laboratoire semblaient montrer une absence de réponse de la croissance
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primaire du clone 717-1B4 de Populus tremula x alba aux flexions. Nous avons montré pour
la premiére fois une diminution de la croissance primaire de peupliers (Populus tremula x
alba, clone 717-1B4) lorsque celui-ci était fléchi plusieurs fois par jour, tous les jours
(traitement 13F). Cependant, dans le cadre d’un régime de flexions moins fréquentes
(traitement 1F), nous n'avons pas pu détecter de réponse de croissance primaire. 1l semblerait
donc que la croissance primaire du clone 717-1B4 ne soit pas, comme envisagé jusqu’a
présent, totalement insensible aux flexions. Ces resultats posent en revanche la question de
I’existence possible d’un seuil a partir duquel les arbres présenteraient une réponse
thigmomorphogénétique en croissance primaire et de la nature de ce seuil. 1l pourrait étre en
effet d0 au rythme journalier de sollicitations (nombre de flexions par jour) ou di aux
nombres de jours de sollicitations par semaine. Une étude prenant en compte plusieurs
régimes de flexion pourraient permettre de valider I'nypothese de la notion de seuil dans la
réponse thigmomorphogeénétique en croissance primaire de Populus tremula x alba (clone
717-1B4).

La réponse thigmomorphogénétique se caractérise également chez de nombreuses
especes par une augmentation de la croissance en diametre des tiges. En 1998, Telewski et
Pruyn avaient montré une augmentation de croissance radiale chez Ulmus americana suite a
des flexions répétées de la tige. Bien que leur étude ait testé plusieurs régimes de flexions (de
5 a 80 flexions par jour), les auteurs n’ont pas observé de différence significative de
croissance radiale entre les différents régimes de flexion appliqués. Nous avons aussi observé
des augmentations significatives (p<0,05) de croissance radiale des arbres mécaniquement
stimulés. Mais contrairement a Telewski et Pruyn (1998), nous avons aussi observé un effet
dose pour les arbres stimulés plus fréquemment (traitement 13F). Des expérimentations
complémentaires dédiées a la compréhension de I’effet de différents régimes de flexions
pourraient permettre de mettre en évidence la ou les composantes du régime de flexion
influencant cet effet dose. Les résultats de Telewski et Pruyn (1998), nous permettent aussi de
suggérer I’existence d’une variabilité inter-spécifique importante de cet effet dose..

Chez Populus tremula x alba, Martin et al. (2010) ont montré un phénomene
d’accommodation a des flexions unidirectionnelles de la tige apres trois jours consécutifs de
traitement ; et ce quelque soit le nombre de flexions. Lors de nos expérimentations, nous
n’avons pas observé d’effets d’acclimatation de ce type. Si un tel effet avait été présent, les
augmentations de diametres du traitement 1F seraient les mémes que celles mesurées sur les
arbres du traitement 13F. Cette différence de comportement pourrait s'expliquer par le fait que
les déformations maximales appliquées sur nos arbres (environs 1,5%) étaient d'amplitude
plus modérée que celles qui avaient été appliquées lors des expérimentations reportées par
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Martin et al. (2010), qui étaient, elles, dans une gamme de 3 a 6%. On peut donc suggérer
I’existence d’un effet cumulatif de I’amplitude et de la fréquence des stimulations. Les
déformations plus importantes dans le cas de Martin et al. (2010) auraient alors entrainé une
désensibilisation plus rapide.

Nous avons montré qu'une flexion unidirectionnelle générait une ovalisation
significative de la tige des arbres fréqguemment sollicités (13F) ; avec la méme tendance,
toutefois non statistiquement significative, pour le traitement 1F. Kern et al. (2005) avaient
également montré une ovalisation des tiges de Populus trichocarpa x deltoides suite a des
flexions répétées. L’allocation de biomasse dans I’augmentation du diamétre dans la direction
de la flexion pourrait étre une forme d’acclimatation au vent & moindre colt énergétique pour
les arbres en condition naturelle. En effet, une augmentation de diamétre, méme dans une
seule direction, a pour conséquence d’augmenter la rigidité de la tige. La rigidité d’une tige
est proportionnelle au « second moment d’inertie de la section » noté I ; avec I = (nrlx 123)/4
ou rl et r2 sont les rayons principaux de I'ellipse. La rigidité de la tige dans la direction de
sollicitation mécanique varie donc a la puissance 3 du rayon augmenté. Ceci a pour effet, pour
une force donnée, de considérablement diminuer les déformations des tissus de la tige et donc
de préserver la structure de la rupture.

Nous avons observé une augmentation significative du diametre dans la direction de la
ligne neutre chez les arbres 1F et 13F. La ligne neutre ne subissant théoriqguement pas de
déformation, 1’augmentation de diamétre des arbres fléchis aurait di étre la méme que celle
des arbres témoins. Deux hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer ce phénomene : (i)
la culture en hydroponie (jamais réalisée dans des études sur le bois de flexion dans la
littérature) jouerait un role dans cette réponse inattendue par une dynamique de croissance
anormalement accrue par rapport a des arbres en pleine terre, (ii) les flexions pourraient
induire deux types de réponses. Il pourrait ainsi y avoir une réponse globale d'allocation de
biomasse accrue dans l’intégralit¢é de la tige a laquelle s'ajouterait une réponse locale
specifique liée a lintensité de la stimulation des tissus. Ces hypothéses ne sont pas
exhaustives et des expériences complémentaires seront nécessaires pour répondre a cette
question.

Nos résultats anatomiques sur le bois de flexion ont montré que, a I'échelle tissulaire,
seul le bois des arbres ayant subi le traitement 13F semble presenter une réponse en termes de
densité de vaisseaux et de diameétre de vaisseaux. Les vaisseaux des arbres 13F sont plus
petits et ont une plus faible densité que les vaisseaux des arbres témoins. Ces résultat sont en
accord avec les travaux de Kern et al. (2005). Des études menées sur les propriétés

hydrauliques du bois ont montré que la diminution du diametre des vaisseaux engendre une
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baisse de la conductance hydraulique. En effet, la conductance hydraulique d'un conduit
cylindrique varie comme la puissance 4 de son diameétre (Zimmermann 1983). Les vaisseaux
de la zone tendue des arbres 13F ont un diamétre environ 20% plus petit que celui des témoins
mais la conséquence fonctionnelle hydraulique est que la conductance des vaisseaux est
diminuée de plus de 60%. A cet effet, doit s'ajouter le fait que le nombre de vaisseaux (dv)
diminue dans les arbres 13F. On peut donc suggérer la présence d'un trade-off qui permettrait
a l'arbre d'améliorer la rigidité de sa tige mais au détriment de sa capacité a alimenter ses
différents organes en eau. L’absence de modification de ces deux paramétres anatomiques
dans le bois d’arbre 1F pourrait étre expliquée par la présence d’un effet seuil.

Kern et al. (2005) ont observé une diminution de la couverture vasculaire dans le bois
d’arbres fléchis. Dans le cadre de notre étude, nous avons également observé une nette
réduction de la couverture vasculaire chez les arbres du traitement13F. Ce résultat suggere
indirectement une augmentation de la densité du bois, , laguelle est fortement affectée par les
tailles et nombres de vaisseaux. Ce résultat est cohérent avec des travaux cités par Felten et
Sundberg (2013) qui indiquaient une augmentation de la proportion de fibres dans le bois de
tension lagquelle impacte directement la couverture vasculaire des vaisseaux. Des résultats
similaires ont été montrés sur le bois de tension par Jourez et al. (2001) et par Ruelle et al.
(2006) qui ont observé une diminution du nombre de vaisseaux par rapport a du bois dit
"normal”.

La paroi des cellules végétales est une entité dynamique qui gouverne la croissance et
le développement des plantes. La modulation de 1’épaisseur et de la qualité de la paroi des
cellules est considérée comme une manicre de s’adapter a des stress mécaniques qui
pourraient se révéler préjudiciables a la plante. Aucune étude antérieure n’a abordé la
structure du bois de flexion a 1’échelle pariétale. Nos résultats a 1’échelle pariétale montrent,
dans la zone sollicité en tension, une augmentation importante de I’épaisseur de la paroi
secondaire dans les cellules de fibre de bois des arbres stimulés par rapport aux arbres témoins
; et ce deés le traitement modéré 1F . Ce résultat suggére une augmentation de la densité de
bois dans les tiges d'arbres fléchis, laquelle a été également reportée par Kern et al. (2005). Il
serait intéressant de tester un effet dose sur cet épaississement pariétal des fibres de bois
d’arbres en analysant les arbres du traitement 13F. De méme, il serait intéressant d'effectuer
une comparaison entre les épaisseurs de parois des fibres présentes dans la partie en
compression et celles présentes dans la partie en tension dans le but de tester si ’allocation de
biomasse dans les fibres est un processus global sur I'ensemble de la section ou localement

dépendant de I'amplitude de la sollicitation mécanique subie par le tissu.
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Les mesures effectuées sur 1’épaisseur des couches G présentes dans la zone tendue
des arbres 1F et 13F n’ont pas révélé d’effet différentiel des différents régimes de flexion. Les
valeurs obtenues sont similaires a celles obtenues dans le cadre d’études sur la mise en place
du bois de tension impliquant un stress gravitropique permanent (Chang et al., 2014, chez
Populus tremula x alba ; Yoshinaga et al., 2012, chez Populus deltoides x P. nigra). On peut
donc faire I’hypothése que les mécanismes liés a la production de couches G sont contraints
par une limite au-dela de laquelle 1’épaisseur ne peut étre augmentée (entre 2,5 et 3,5 um chez
le peuplier) ; épaisseur que les couches G de nos arbres stimulés aurait atteinte des le
traitement modéré (1F). Enfin I’absence totale de couche G dans les fibres de la zone
sollicitée en compression, alors qu’on en retrouve fréquemment en faible quantité¢ dans des
arbres non stimulés mécaniquement (Telewski, 2006), montre que la formation de la couche
G est un processus dépendant du signe du stimulus et non seulement de son amplitude. Ce
résultat suggere de plus un processus d'inhibition totale de la production de couche G dans la
zone en compression.

Les mécanismes moléculaires contrélant la mise en place des bois de réaction sont
encore mal connus. Leur connaissance pourrait pourtant s’avérer tres utile pour des analyses
de sensibilité ou pour I’identification des facteurs physiques percus dans le cas d’un stress
mécanique (Coutand et al., 2009 ; Martin et al., 2010), et donc pour mieux comprendre la
différenciation du bois et la thigmomorphogénése. Dans notre étude, I’accumulation relative
des transcrits PtaXLIM1a, mesurée par Q-PCR, présente une forte augmentation dans la zone
tendue des arbres 1F et 1F72h. Ceci est en accord avec les données d’expression de ce gene
obtenues dans le bois de tension et décrites dans la littérature (Arnaud et al., 2012 ;
Andersson-Gunneras et al., 2006). A I’inverse, ce géne semble sous-exprimé dans la zone
tendue des arbres 13F, ce qui n’avait jamais été montré jusqu’a présent. Les résultats
d’expression que nous avons obtenus en fonction des différents régimes ne peuvent d’aucune
maniere étre corrélés avec nos résultats anatomiques. PtaXLIMla pourrait donc étre
responsable de la mise en place dans le bois de flexion de modifications biochimiques ou
structurelles que nous n’avons pas abordées dans notre étude. D’aprés la littérature,
PtaXLIM1a serait impliqué dans le contrdle de la lignification et de la stabilité des filaments
d’actine du cytosquelette (Kawaoka et al., 2000; Thomas et al., 2006 ; Papuga et al., 2010). Il
est également soupgonné d’étre un acteur important de la croissance anisotrope de certaines
cellules telles que les fibres du xyléme (Arnaud et al., 2012). 1l semblerait donc intéressant, de
réaliser des analyses complémentaires sur la longueur des fibres et sur la quantité de lignine

du bois de flexion afin de mieux comprendre le réle de ce gene.
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Afin d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents a I’augmentation de la
proportion de fibres et a I’augmentation de 1’épaisseur de la paroi de ces cellules dans le bois
de flexion, nous souhaiterions poursuivre notre étude par des analyses de 1’expression des
genes SND1 et NST1 connus pour leur fonction de pivot dans le réseau de génes contrélant la
différenciation des fibres (Zhong et al. 2010).

Dans les travaux antérieurs visant a caractériser le xyleme, le bois de flexion était
formé par sollicitations successives en tension et en compression. Ce travail est le premier a
mener des investigations sur le bois de flexion en distinguant clairement le bois sollicité en
tension de celui sollicité en compression. Ce travail était aussi la premiéere fois ou la
caractérisation était menée a 1’échelle pariétale. Nos résultats suggérent une augmentation de
la densité du bois de flexion dans la zone tendue (par le biais conjoint, de vaisseaux moins
nombreux, plus petits, d'épaisseur de paroi de fibre plus importante et la présence de couche
G), une diminution de la densité et du nombre de vaisseaux par rapport au bois d’arbres
témoin. La présence de couche G dans les cellules de fibres de bois de flexion dans la zone
tendue uniquement a également été observée. Ces résultats sont en accord avec les données de
la littérature sur les caractéristiques du bois de flexions (Kern et al., 2005) mais montrent
aussi beaucoup de similitudes avec le bois de tension mis en place suite & un stress
gravitropique (Pilate et al., 2004 ; Felten et Sundberg, 2013). Cela suggere que les
mécanismes qui régissent leur mise en place pourraient étre identiques. Néanmoins, de
nombreux autres parametres sont modifiés dans le bois de tension, comme la longueur des
fibres et des éléments de vaisseaux, 1’angle des microfibrilles, la composition chimique des
fibres de bois. Afin de trancher sur la similitude ou différence entre le bois de tension et le
bois de flexion en zone tendue, il reste donc encore a mesurer ces caractéristiques dans le bois
de flexion. Par contre, nous pouvons déja établir clairement que le bois de flexion dans la
zone comprimée ne correspond pas aux criteres du bois de tension, entre autre en raison de
I’absence totale de couche G. Enfin, au sein d’un arbre fléchi, les caractéristiques des fibres
(épaisseur de paroi, composition pariétale, longueur) n’ont jamais été mesurées dans la zone
en compression. Des investigations complémentaires sur la structure des fibres dans les
différentes zones de bois de flexion seraient donc intéressantes pour pouvoir mieux évaluer le
degré de ressemblance entre le bois de tension et le bois de flexion.

Il reste donc des perspectives d’investigations a mener pour mieux comprendre les
déterminants physiques qui pilotent la formation du bois de flexion, ainsi que les mécanismes

moléculaires en jeu et les implications fonctionnelles pour le bois dans I'arbre soumis au vent.
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