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p-Hydroxy-Cinnamoyl Transferase
Heat Shock cis Element
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1. Eucalyptus arbre modele pour la recherche des interactions « plante-environnement »

et espece d’intérét économique

1.1. Description botanique générale

Les Eucalyptussont des angiospermes dicotylédones de la famille des Myrtacées. Le genre
Eucalyptuscomprend plus de 700 espéces réparties sur toutes les zones climatiques de I'Australie, sauf la

forét tropicale humide.

En 1792 J.H. de la Billardiere découvre le gommier bleu au sud de la Tasmanie et le Bomme
globulus par rapport a la gomme résineuse que l'arbre exsude quand il est blessé et la couleur bleue
caractéristique du feuillage. Charles Louis L'héritier de Brutelle a décrit et nommé |eEgeafgptus
par référence au sens étymologique, qui signifie « bien couvert» ou « bien coiffé». Le bouton floral est en
effet recouvert d’'un opercule, constitué de pétales soudés qui tombent lorsque la fleur s’épanouit, laissant
apparaitre les étamines colorées. L’écorce de la plupart des espéces est lisse et tombe par lambeaux tou:

les ans ce qui donne au tronc une couleur souvent chamarrée.

Un Eucalyptusadulte peut, suivant les espéces, se présenter comme un petit buisson ou un arbre de
grande taille avec un port plus ou moins étalé selon qu'’il appartient & un groupe ou qu'’il est isolé. Le
terme anglophone «mallee» désigne Escalyptusprésentant plusieurs troncs partant d’'un méme
lignotuber, qui est un organe souterrain lignifié présent chez la plupart des espeumdygtus Il se
caractérise par sa richesse en réserves énergétiques (amidon) et la présence de nombreux bourgeon
végétatifs (Hignard, 1998). Lorsque la récolte, le feu ou le gel entrainent la destruction de la partie

aérienne de I'arbre, le lignotuber permet de produire des rejets feuillus abondants.

Le feuillage desEucalyptusprésente un dimorphisme entre le feuillage juvénile et le feuillage
adulte (figure i-1). Les feuilles jeunes sont rondes ou ovoides, opposées alors que les feuilles agées sont
plus allongées et alternes. Ces deux types de feuillage peuvent étre présents sur un méme arbre, en mém
temps. Les feuilles de l'eucalyptus résistants au stress sont recouvertes d'une cuticule épaisse, ce qui est
caractéristique des plantes schlérophylles, qui sont adaptées aux conditions arides. Ces feuilles présentent
des cires sous forme de plaques, de tubes ou un mélange de plaques et de tubes (Hallam, 1970). La cire
est intégrée au sein de la cuticule (cire intradermique) et souvent déposée sur sa surface (cire
épicuticulaire) (Martin & Juniper, 1970). Les cires permettent la réduction de la transpiration et la
protection contre les dommages mécaniques, les ravageurs, les pathogenes et le rayonnement solaire
(Martin & Juniper, 1970). La structure, la distribution et la composition de la cire ont été décrites chez
Eucalyptus(Hallam, 1970; Carr et al., 1986; Knight et al., 2004) corrélation entre la résistance aux
stress abiotiques ddsucalyptuset la teneur significativement plus élevée d'un certain nombre de

composeés de la cire cuticulaire a été démontrée (&brats 2002).






Comme chez tous les autres végétaux appartenant a la famille des myrtacées, les feuilles
d’Eucalyptussont riches en huiles essentielles. Ces huiles ont de nombreuses applications pour les
produits pharmaceutiques et les additifs de parfum. Elles sont accumulées dans des structures spécifiques
sur les feuilles, les glandes a huile qui sont associées a des cellules spécialisées présumées étre le site d
la biosynthése de I'huile (Fahn, 1979). La plupart des connaissances sur la biosynthése des monoterpénes
et les dérivés de terpéne contenant des structures de sécrétion a été acquise a partir de travaux sur le:
trichomes. Cette autre structure, correspondant a des glandes superficielles qui accumule les huiles, peut
étre facilement isolée en quantités importantes ce qui facilite les analyses (Schétraller2008). En
revanche, étonnamment peu de choses sont connues sur la physiologie et le métabolisme des cavités
sécrétrices incorporées dans les tissus végétaux en raison de la difficulté d'isoler ces structures pour les
étudier (McCaskill & Croteau, 1999). Poutucalyptus les recherches sur les huiles, réalisées
principalement cheztucalyptus polybracteaconcernentla composition (Kinget al., 2006), la
biosynthese et 'accumulation (Goodgeral., 2007; Goodgesat al., 2008; Goodgeat al., 2009; Goodger
et al., 2010). Ces productions pourraient étre une protection contre les insectes et champignons, un moyen
de stockage du Gou de limitation de I'évapotranspiration. Récemment, une fonction de stabilisation
des membranes suite a un stress de déshydratation a été évoqu€algbEegia soldanellaEuphorbia

paralias et Otanthus maritimugCiccarelliet al., 2009).

1.2. Description des espéces étudiées

1.2.1. Eucalyptus grandis et hybride E. urophylla x E. grandis

Originaire de la Cbte Est de I'Australigycalyptus grandiggomme rose ou crue), est l'une des
plus importantes especes d’eucalyptus commerciaux, planté dans les zones tropicales et subtropicales
comme en Afrique du Sud et au Brésil (Wrigley & Fagg, 2010). Cette espéce a été décrite pour la
premiére fois par W. Hill en 186Z(calyptus grandisV.Hill ex Maiden). Récemment, il a été classé
dans le sous-genr8ymphyomyrtus (Eucalyptus subg. Symphyomyrtus), Sdditoangulatae série
Transversae (la gomme bleue d’'Est) par Brooker et Kleinig (Brooker, 2000). Le nom de l'espéece se
rapporte a la grande taille de cet arbre (en moyenne 50 m a maturité) et dont les plus grands individus
peuvent atteindre jusqu’a 80 m de haut et 8,5 m de circonférence (Wrigley & Fagg, 2010). Le fat est droit
pour 2/3 a 3/4 de la hauteur de I'arbre. L'écorce est lisse et poudrée, allant du bleu-gris au blanc avec une
jupe d'écorce brunatre rude pour la base (1-4 m du tronc de l'arbre) (Boland et al., 2006). Disposées
alternativement le long des branches, les feuilles (de 10 & 16 cm de long et de 2 & 3 cm de large) sont vert
foncé, brillantes, lancéolées et plus pales sur leur face inférieure. Les fleurs blanches apparaissent des le
mi-automne jusqu’a la fin de l'hiver et sont disposées par groupes de 7 a 11 capitules (Boland et al.,
2006). Les fleurs sont suivies par des petits « gumnuts » aiguisés sous forme de poire ou de cone (figure
i-1).



Fig i-1. Les deux espéces &ucalyptus grandis (A, C, E) et E. gunnii
(B, D, F); arbre (A, B), fleur (C, D) et capsules (E, F).

Espéces Précipitation Moy max Moy min Min temp | Rendement | Exemples de
Eucalyptus moyenne temp (°C) temp (°C) absolue m3/ha/an | pays pour les
(mm/an) mois chauds | mois froids (°C) plantations
E. grandis 700-2500 25-34 3-18 -8 35-55 Brésil, Inde
(ref genome) Afrique du
sud
E. urophylla 1100-2700 20-34 8-12 -4 30-40 Afrique,
Chine,
Madagascar
E. gunnii 800-2400 15-26 -3 -14 a-18 24-30 France,
Angleterre

Tab i-1. Besoins climatiques (précipitations et températures) et rendements des plantations
des espéces d’eucalyptus étudiéésxtrait de Booth and Pryor, 1991)




L’hybride naturelE. urophyllax E. grandisbien adapté aux conditions tropicales (tableau i-1), a
été exploité pour des applications industrielles comme la péate a papier en Afrique de Sud ou en Amérique
(McComb et Bennett, 1986; Jones et van Staden, 1994) ou la production de métabolites secondaires tels
que les huiles essentielles ou les tanins. L’hybEderophylla x E. grandigjui a €également une bonne
capacité de régénération est adapté pour la transformation génétique (Teulieres & Marque, 2007) ce qui a

permis & mon équipe d'introduire les genes €BF

1.2.2. Eucalyptus gunnii

L’ Eucalyptus gunniiest une espece endémique de Tasmanie, qui est installée dans les régions
montagneuses jusqu’a environ 1100 métres d’altitude. Elle peut tolérer jusq@acd&ui a permis son
implantation en Europe, dans le sud-ouest de la France et en Grande Bretagne. C'est un arbre de taille
moyenne (30 m), avec un tronc court et massif pour les vieux arbres et des rameaux grands et étalés. Les
feuilles sont pétiolées, elliptiques a ovales, mesurant jusqu'a 8 cm de long et 3 cm de large, gris-vert et
épaisses. Les fleurs blanches sont produites en milieu de I'été. Les capsules florales sont au nombre de 3
(Brooker & Kleinig, 1996). Sa croissance est bonne si les conditions sont favorables, mais c’est une
espéce sensible a de longues périodes de sécheresse (tableau i-1). Son bois est utilisé pour la papeterit
principalement et c’est également un arbre d’ornement dont le feuillage est utilisé toute 'année par les

fleuristes.

1.3. Intérét économique

L’eucalyptus est devenu le feuillu le plus planté dans le monde (90 pays) grace a ses hombreuses
qudités: croissance rapide, forme droite, forte productivité (taillis & courte rotation), trés bonne qualité du
bois et bonne adaptabilité aux conditions du sol et a des climats variés éKath2011). La culture
d’eucalyptus concerne différentes espéces pour les productions aussi diverses que le sciage, bois de mine,
poteaux, pate a papier, charbon de bois, huiles essentielles, miel et tanin ainsi que pour la construction de
I'habitat et la restauration des sols. [Egalyptussont une source importante de matériel de chauffage et
de construction dans les communautés rurales dans les pays comme I'Inde, la Chine, I'Ethiopie, le Pérou
et le Vietnam. Cependant, c'est la grande demande mondiale pour la péate a fibres courtes, spécifique des
feuillus, qui a conduit a I'expansion massive des plantations d'eucalyptus dans le monde entier au cours du
20°™ siécle. Par rapport aux autres espéces d'angiospermes, I'eucalyptus présente une densité importante
defibres qui sont de taille uniforme. Ces avantages ont provoqué une forte demande de péate d'eucalyptus

pour le papier mais aussi pour la fabrication de meubles (Kole, 2007, Vol. 7 : p 119).

Les surfaces de plantations industrielles d'eucalyptus ont beaucoup progressé, passant de 9,5

millions d'hectares en 1999 a 20 millions d'ha en 2010 (Gonzalvés, 2013). L’Inde, le Brésil et la Chine



Fig i-2. Carte de plantations desEucalyptus dans le monde (A) et zones appropriées pour
la plantation d’eucalyptus en Europe (B)(lglesias-Trabado & Wilstermann, 2008)



sont les principaux pays pour les surfaces de plantations d’eucalyptus (figure i-2A). Parmi les principales
especes d'eucalyptus plantées,grandis,E. globulus, E. camaldulenset leurs hybrides représentent
environ 80% de la superficie de plantation; les 20% restant concernent les autres especek.comme
nitens, E. saligna, E. deglupta, E. urophylla, E. pilularis, Corymbia citriodora et E. teriticOiasgh

2004).E. grandis E. urophylla et leurs hybrides sont plantés dans les régions tropicales et subtropicales
alors quE. globulusest cultivé plutédans les régions tempérées. Depuis leur introduction en Europe en
1774, lesEucalyptus(essentiellemenE. globulus)ont été plantés principalement dans les pays du sud
comme le Portugal et 'Espagne (1.4 millions d’ha) (figure i-2B). En France, le premier vaste programme
de plantationd’E. globuluset d’E. camaldulensisa démarré en Corse dans les années 1960 aprés les
premiers essais d'introduction de plusieurs espéces d’Eucalyptus menés par CNRF (Centre National de
Recherche Forestiere). Puis, [EBacalyptusont été plantés au niveau industriel sur une plus grande
surface (1200 hectares) en Midi-Pyrénées et Limousin a partir de 1982. Mais le programme de
développement a été ralenti aprés la destruction d’'une partie des plantations a cause d’'un épisode de gel
sévere (-18°C) en 1985. Cependant, grace au programme de sélection de I'eucalyptus mené par
I'AFOCEL (devenu FCBA) pour la tolérance au gel, la culture a pu reprendre en 1996 dans la région du
Sud-Ouest et notamment en Midi-Pyrénées. Aujourd’hui les plantations n’atteignent pas 10000 hectares
mais le développement de la culture d’eucalyptus devrait étre favorisé par sa récente homologation

comme espece de reboisement par le Ministére de I'’Agriculture en France.

1.4. Intérét de I'étude du contréle du développement en condition de stress chez
I'eucalyptus

La survie de I'eucalyptus est conditionnée par le gel, puisque ses organes sont fortement exposés en
raison de la persistance des feuilles et 'absence de dormance. De plus, la croissance et la productivité de
cet arbre sont directement corrélées a la température et a la disponibilité en eau. En conditions de stress
froid, il est probable que cet arbre utilise des stratégies particuliéres par rapport aux plantes herbacées
annuelles (produisant des graines) ou aux plantes pérennes qui mettent en place des stratégies d’'évitemen
comme la dormance ou la perte des feuilles avant I'hiver. Les travaux de recherche sur I'acquisition de la
tolérance et le contréle du développement dhazalyptusen condition de froid sont menés dans le but
d’identifier de nouveaux mécanismes adaptatifs et de faire le lien entre les deux pr@@egseist par
exemple émettre I'hypothése que la régulation de la croissance et du développement par le froid est un
mécanisme adaptatif permettant de mobiliser I'énergie vers la protection celltirailleurs, en plus
de la tolérance au gel, la productivité de I'eucalyptus dans les conditions de stress est aussi un caractére

trés important pour les programmes de sélection.



Figi-3. Les stress abiotiques affectent la plante (adapté de Rao et al. (2006))

Figi-3. Les stress abiotiques affectent la plante (adapté de Rao et al. (2006))



2. Stress abiotiques et développement des plantes

Les stress abiotiques comme la chaleur, la sécheresse, le froid et la salinité des sols ou leurs
combinaisons conditionnent la distribution naturelle des espéces végétales (Repo et al., 2008). La
sensibilité des plantes aux stress abiotiques dépend des especes, des génotypes et des stade
phénologiques. Dans tous les cas, la réponse des plantes aux stress abiotiques conduit & une série de
changements physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent plus ou moins leur croissance et
leur développement (figure i-3) (Boyer, 1982; Brueeal., 2002). Les différents stress abiotiques
présentent des éléments communs et spécifiques a la fois pour les dommages occasionnés et pour la

réponse de la plante (Ciarmiello et al., 2011)

Sachant que les stress abiotiques limitent la productivité des cultures, la compréhension des

mécanismes de tolérance des plantes a ces stress constitue un enjeu économique majeur.

2.1. Impact de différents stress abiotiques

2.1.1Perte de productivité causée par les stress abiotiques

La productivité agricole et la qualité des productions végétales sont considérablement affectées
lorsque les cultures sont exposées a des températures non optimales pendant leur cycle de viet (Verheul
al., 1996). L'impact des stress sur la productivité dépend de lintensité et de la durée de la période de

stress, mais aussi du stade de développement des plantes @tarioa2009)

Beaucoup de cultivars élites pour des espéces d'intérét économique comme le coton, le soja, le
mais et le riz sont sensibles au froid et incapables de survivre a des températures froides (Larcher, 1995).
Par exemple, les températures froides sont responsables de baisse de rendement d'environ 30-40% des

cultures de riz dans les régions productrices tempérées et tropicales (Andaya & Mackill, 2003).

Les températures élevées constituent également un facteur limitant la productivité de la plupart des
plantes cultivées. L'exposition au stress thermique pendant la floraison entraine la stérilité du pollen et
limite la production de grain chez les plantes Iégumineuses (arachide, haricot) et les céréales (riz, soja,
blé) (Prasad et al., 2008). La diminution de la production en grain des plantes exposées au stress
thermique est causée par une mauvaise déhiscence des anthéres, entrainant soit une faible efficacité de I
germination des grains de pollen sur le stigmate (Jagadish et al., 2007) soit une perte de viabilité du
pollen (Prasad et al., 2008) ou de l'ovule (Gross & Kigel, 1994). Dans une analyse globale des
rendements des cultures de 1981 a 2002, la perte de rendement du blé, du mais ou de l'orge due a des
fortes températures est estimée a 5 milliards de dollars par an (Lobell & Field, 2007). Il a été montré
gu’une augmentation de la température moyenne saisonniére de 1°C réduit le rendement en grains de
céréales de 4% a 10% (Waegal., 2012).






La sécheresse est le plus important facteur limitant la culture agricole dans le monde pour la plupart
des plantes cultivées, en particulier dans les zones arides ou semi-arides. La réduction de rendement varie
de 58 & 87% chez le pois et de 24 & 92% chez le mais ou le riz (Muhammad & Asghar, 2012).

Le sel limite aussi de fagon importante la productivité des cultures dans 20% des terres cultivées et
pres de la moitié des zones irriguées par rapport au potentiel génétique des espéces. Il a été observé une

perte allant jusqu’a 50% de productivité chez la tomate, le pois et d’autres Iégumes (8hahbaf12).

2.1.2. Dommages causeés par les stress abiotiques sur les plantes

La réponse des plantes aux stress abiotiques affecte le métabolisme des plantes entrainant des effets
négatifs sur la croissance et le développement. Les cibles communes des stress abiotiques sont les

systémes membranaires et les macromolécules, principalement les protéines.

Le froid, la chaleur, la sécheresse et I'excés de sel se traduisent par un stress osmotique qui entraine
un déréglement de I’homéostasie et donc une fragilisation des membranes et des protéines. De plus, le gel
provoque un stress mécanique (blessure) di a la formation de cristaux de glace dans I'apoplaste qui

peuvent endommager les membranes.

Le stress froid comprend le « chilling » correspondant aux températures fraiches mais positives et
le gel ou « freezing » pour les températures négatives. Le froid affecte a la fois la phase végétative et
reproductive du cycle de vie de la plante (Nishiyama, 1995a), réduisant la vitesse de croissance et par
conséquent le rendement des cultures (Thakat., 2010). Pendant la phase de reproduction, les basses
températures induisent I'abscission des fleurs, la stérilité du pollen, la distorsion du tube pollinique,
I'échec ovulaire et une réduction de la nouaison (Nishiyama, 1995b). Les plantes exposées a un stress
froid présentent divers symptdomes phénotypiques incluant la réduction de I'expansion des feuilles, le

flétrissement et la chlorose (jaunissement des feuilles) allant jusqu’a la mort des tissus.

Au niveau cellulaire, le froid altére la fluidité des membranes biologiques ce qui perturbe leur
fonctionnement et provoque la perte de leur intégrité et de leur sélectivité (Welti et al, 2002). Les
températures fraiches affectent surtout les membranes chloroplastiques (d’ou la chlorose) alors que le gel
perturbe I'ensemble du systéme membranaire. En plus de dommages sur les membranes, le froid réduit
l'activité des protéines (membranaires ou cytoplasmiques) et peut aboutir a leur dénaturation compléete.
En condition de gel, des cristaux de glace se forment dans l'espace apoplastique et provoquent une tension
mécanique sur la paroi cellulaire et la membrane plasmique, entrainant la rupture des cellules (Uemura &
Steponkus, 1999). Ces cristaux provoquent aussi la déshydratation intracellulaire par modification de
I'équilibre osmotique entre l'apoplaste et le cytoplasme. Cette déshydratation entraine la perte de
turgescence et la modification de I'élasticité de la paroi cellulaire qui inhibe I'élongation cellulaire plus
gue la division cellulaire. Cette déshydratation due au stress froid (ou gel) conduit comme la sécheresse a

la concentration de solutés aboutissant a la perte de 'homéostasie et finalement au dysfonctionnement
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métaboligue (Mahajan & Tuteja, 2005; Yadav, 2010). La déshydratation endommage aussi l'appareil
photosynthétique qui conduit a la réduction de l'activité photosynthétique. Dans ces conditions de stress,
les chloroplastes sont exposés a un exces d'excitation énergétique qui induit la production concomitante
d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) comme le peroxyde d’hydrog@pke I(&hion super-oxyde et

des radicaux hydroxyle, qui endommagent les membranes et les enzymes (Chinetiseimy004;
Muhammad & Asghar, 2012).

Le stress hydrique se produit quand l'eau disponible dans le sol est insuffisante et que les
conditions atmosphériques causent une perte progressive de I'eau par évaporation ou transpiration (Jaleel
et al., 2009). Le stress hydrique est caractérisé par une réduction de la teneur en eau des tissus et la
diminution du potentiel hydrique des feuilles qui entraine la fermeture des stomates (Tsukaguchi et al.,
2003). Elle réduit la croissance des plantes en affectant des processus physiologiques et biochimiques
différents tels que la photosynthése, la respiration, le mouvement d'ions et le métabolisme primaire (Jaleel
et al., 2009). Au niveau cellulaire, la sécheresse entraine les mémes perturbations que la déshydratation
due au froid, ce qui explique qu'un certain nhombre de réponses physiologiques soit communes aux deux

stress.

La disponibilité en eau des plantes est affectée souvent par la combinaison de la sécheresse et de la
chaleur. Les températures élevées affectent des plantes par 'augmentation de la demande d'évaporation,
qui induit le déficit hydrique. La chaleur provoque des dommages spécifiques comme des brllures sur des
feuilles et des tiges pouvant conduire & la sénescence et abscission des feuilles, des branches et des tige:
la décoloration et des dommages sur les fruits (Rodrigualz, 2005). L'inhibition de la germination des
graines est également observée en conditions de stress thermique (Hasanuzzaman et al., 2013). Comme le
stress froid et la sécheresse, la chaleur excessive affecte également la stabilité des protéines, des
membranes, des ARN et la structure du cytosquelette. La chaleur modifie I'efficacité des réactions
enzymatiques dans la cellule ce qui crée des déséquilibres métaboliqgues et affecte les processus
physiologiqgues majeurs comme la germination, la croissance, le développement et la reproduction
(Hasanuzzaman et al., 2013). L'activité du photosystéme Il est fortement réduite par la chaleur, en
particulier parce que la structure des membranes thylakoidales est altérée par les hautes températures. De
plus, le stress thermique provoque la formation des espéces réactives de I'oxygene (ROS) ce qui induit un
stress oxydatif (Potterst al., 2007). A haute température, les dommages cellulaires conduisant a la mort

cellulaire peuvent survenir en quelques minutes.

Le stress salin génére des effets primaires et secondaires qui affectent négativement la croissance,
le développement et la survie des plantes. Les effets primaires du déséquilibre ionique lié & une forte
concentration en sel dans I'apoplaste sont liés a la toxicité des ions Na et Cl qui sont des inhibiteurs
d’enzymes (Botellaet al., 2005). En raison de perturbations dans l'équilibre ionique nécessaire pour
maintenir la structure des protéines, cet effet cytotoxique des ions a donc un impact direct et négatif sur

de nombreux processus biochimiques et physiologiques (Serrano et al., 1996). Des concentrations élevéees
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de sel induisent également un choc hyper-osmotique en abaissant le potentiel d’eau qui, & son tour, cause
la réduction ou la perte de turgescence (Zhu, 2002). Les principaux effets secondaires du stress salin sont
liés a cette perte d'eau cellulaire qui aboutit aux mémes effets que la déshydratation décrite pour les autres
stress abiotiques (Borsagti al., 2001a; Borsamit al., 2001b; Zhu et al., 2003).

2.1.3. Adaptation et modifications morphologiques

La tolérance aux stress abiotiques des plantes provoque des changements observables au niveau de
I'organisme, des organes, des tissus, en conséquence des modifications cellulaires et moléculaires. A long
terme, les espéces s’'adaptent en développant des stratégies adaptatives pour faire face aux conditions
défavorables et assurer leur survie (Guy, 1999). On observe que les especes tolérantes ont des
caractéristiques morphologiques communes, comme la réduction de la surface foliaire et de la hauteur de

tige et une augmentation du rapport racine/tige.

Les plantes ont deux stratégies distinctes en réponse aux stress abiotiques : I'évitement et la
tolérance. L'évitement consiste a protéger les tissus sensibles contre le stress et/ou a raccourcir la durée
de la phase végétative. Par exemple, certaines espéces succulentes sont capables d'accumuler la chalet
résiduelle pendant la journée pour la dissiper lentement au cours de la nuit froide ¢laiskz010).
Beaucoup d'herbacées annuelles survivent a I'hiver par la protection d'organes dormants (méristeme des
bourgeons axillaires) ou la protection de semences par des couches de téguments (Kacperska, 1999;
Hemming & Trevaskis, 2011). De la méme facon, les plantes ligneuses pérennes comme les arbres
peuvent adapter leur cycle de développement en fonction des conditions environnementales (Rohde &
Bhalerao, 2007). Ainsi, de nombreux arbres des zones tempérées et boréales protégent les nouvelles

pousses par une période d'arrét végétatif (dormance) durant I'hiver (Catnploy2011).

Contrairement aux arbres a feuilles caduques, des végétaux pérennes a feuillage persistant comme
I'eucalyptus sont exposés de fagon permanente aux conditions climatiques et en particulier au gel pendant
I'hiver. Cette espéece est dite opportuniste car elle est capable de s’adapter aux conditions (température et
disponibilité en eau) en modulant sa croissance. D’autres adaptations morphologiques sont spécifiques de
cette espéce comme les bourgeons de réserve isolés du froid par leur localisation sous I'écorce ou bien le
lignotuber situé a la base du tronc et qui permet une régénération de l'arbre si la partie aérienne est
détruite. De plus, I'épaisseur de cuticule a la surface des feuilles est une stratégie adaptative au froid et a
la sécheresse ch&ucalyptusles génotypes &. gunniiles plus tolérants ont des feuilles plus glauques
caractérisées par une couche plus épaisse de cuticule que les génotypes sensibles (Potts & Reid, 1985
Wirthensohret al., 1999).

Les plantes évitent la sécheresse grace aux mécanismes qui permettent de réduire la perte d'eau er
contrblant la transpiration stomatique et aussi en favorisant I'absorption d'eau par le développement d’'un
systeme racinaire vaste et prolifique. Comme pour le froid, la plante soumise a la sécheresse écourte son
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cycle de vie pour se reproduire rapidement (Fametaal., 2009). Les adaptations morphologiques les plus
courantes chez les plantes tolérant la sécheresse sont la réduction de la surface des feuilles et de la densit

de stomates, 'augmentation de la succulence, I'épaisseur de la cuticule des feuilles et le dép6t de cire.

Les changements morphologiques induits par des températures élevées sont généralement
similaires a ceux induits par la sécheresse. Au niveau de la plante entiére, on observe une tendance
générale a la réduction de la taille des cellules et par conséquent la réduction des feuilles, des racines et
des tiges aboutissant & l'inhibition de la croissance des plantes. On observe également une augmentation
de la densité des stomates, des trichomes et des vaisseaux du bois des racines et des tiges (Bafion et al
2004).

La plupart des plantes sont sensibles ou hypersensibles au sel (glycophytes) et se distinguent des
halophytes qui présentent des adaptations anatomiques et morphologiques particulieres, en plus de ceux
décrits pour le stress hyper-osmotique du a la secheresse (Fevedrs1986). Au niveau du feuillage,
on observe certains appendices comme les trichomes et les glandes a sel multicellulaires qui permettent
I'excrétion de I'exces de sel (Wahid, 2003).

2.2. Principales voies de réponse aux stress abiotiques

Les plantes exposées a un stress modéré sont capables d’ajuster transitoirement leur métabolisme
de maniére a réduire les dommages et permettre la récupération apres le stress, c’est le processus connt

comme acclimatation (Janskaal., 2010).

Comme mentionné plus haut, les stress abiotiques peuvent provoquer des dommages cellulaires
similaires, et on observe que les réponses des plantes sont souvent interconnectées a travers I'induction de
nombreux genes (Wargt al., 2003; Nakashimet al., 2009). Les stress environnementaux activent des
voies communes de signalisation et de réponse cellulaire conduisant a ces stratégies de protection de la
cellule (figure i-4). Les signaux de stress sont souvent percus par des récepteurs se trouvant sur les
membranes cellulaires. Cependant, le froid a une action directe sur la structure des membranes dont la
désorganisation (perte de fluidité membranaire) est percue comme un signal du stress. Ce signal est
ensuite transmis par lintermédiaire de seconds messagers comme le calcium, les especes actives
d’oxygéne ou bien l'inositol triphosphate. Cette modulation du niveau Hec@asolique est détectée et
analysée par des protéines de liaison du calcium, aussi appélée@seurs, qui provoquent une cascade
de phosphorylation donnant lieu a I'activation des genes majeurs impliqgués dans la réponse au stress ou
des facteurs de transcription qui contrblent ces génes. Ces geénes permettent la mise en place de
meécanismes pour la survie de la plante : rétablissement de I'équilibre osmotique par accumulation de
solutés compatibles, protection des membranes et des protéines et détoxification par élimination des
especes actives d'oxygéne. Les produits de ces génes conduisent finalement a l'augmentation de la

tolérance des plantes pour assurer leur survie en conditions défavorables.
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Fig i-5. Réseaux de régulation transcriptionnelle en réponse aux stress abiotiques chez
Arabidopsis (Nakashima et al., 2009)

Facteurs de transcription contrdlant I'expression des génes induits par les stress: boites
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NCED: 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase, SnRK2: SNF1-related protein kinase 2, ZFHD:
zinc-finger homeodomain transcription factor, ZFHDR: ZFHD recognition, NACR: NAC
recognition, ABA: Abscissic Acid, AREB/ABF: ABRE-binding protein/ABRE-binding

factor, ABRE: ABA Responsive Element



Les analyses globales du transcriptome suggére I'existence de points de convergence entre les
voies de signalisation en réponse aux stress abiotiquesdtSalki 2002; Rabbarat al., 2003; Wangt
al., 2003; Liu et al., 2013). Des réseaux de régulation transcriptionnelle en réponse aux stress abiotiques
chezArabidopsiset les herbacées (figure i-5) montrent des voies dépendante et indépendante de '’ABA
(Nakashimeet al., 2009).

Les facteurs de transcription jouent un rdle central dans l'expression des génes en régulant
I'expression des génes en aval comme des éléments de trans-activation par la liaison spécifique sur des
éléments de cis-activation dans les promoteurs des génes cibles. Dans les génomes des plantes on estime
7% des séquences codant des facteurs de transcription et nombre d'entre eux sont des génes de répons
aux stress abiotiques. Ces facteurs de transcription participent a la réponse en régulant I'expression de
leurs génes cibles codant des protéines avec des fonctions spécifigues comme par exemple le
renouvellement des protéines, la réponse a la déshydratation et les modifications de la paroi cellulaire.
Ces facteurs de transcription font partie des principales familles de régulateurs chez les plantes: bZIP
(basic leucine zipper), AP2/ERF (APETALA 2/ethylene-responsive element binding factor), NAC
(NAM/ATAF1/CUC2), WRKY, MYB, ZFs (Cys2 (C2) His2 (H2)-type zinc fingers), et bHLH (basic
helix-loop-helix). Le rble de ces facteurs de transcription dans les réponses aux stress abiotiques a fait

I'objet d'une revue récente (Lindemostal., 2013).

Les DREBs Dehydration ResponsiveElement Binding Factor) appartenant a la famille des
AP2/ERF (APETALAZ2/Ethylene-Responsive element binding Factor) sont les principaux facteurs de
transcription impliqués dans les réponses aux stress abiotiques des plantes. lls régulent I'expression des
génes via des éléments de cis-activation «Dehydration-Responsive/C-Repeat» (DRE/CRT) (Yamaguchi-
Shinozaki & Shinozaki, 2006). Une description plus précise des facteurs DREBs est présentée dans le

Chapitre 1.

3. Objectifs du travail de thése

Le programme de recherche de I'équipe d’accueil est centré sur les réponses adaptatives au froid de
I’eucalyptus, avec une approche de génomique fonctionnelle. Une analyse globale du « transcriptome
froid » chezEucalyptusa été réalisée par I'équipe (Kelktral., 2009) avec le double objectif d’identifier
les principaux mécanismes adaptatifs et de développer des outils moléculaires pour I'amélioration
génétique de la tolérance aux stress abiotiques de I'espece. Parmi les genes régulateurs isolés, I'équipe
s'est particulierement intéressée a I'étude de la famille de facteurs de transcription DREB1/CBF (CRT-
Binding Factor) qui est considérée comme une composante essentielle de la réponse au froid chez les
plantes. Ces facteurs sont caractérisés par un domaine conservé appelé AP2, qui permet la liaison a

'ADN. Ce domaine est entouré de séquences conservées appelées signatures CBFs
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PKK/RPAGRXKFXETRHP DSAWR
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Fig i-6. Schéma structural de la protéine CBF.
NLS : Nuclear Localization Signalisation, AP2 : APETALA 2, HC: Hydrophobic Cluster,

PKK/RPAGRXKFXETRHP et DSAWR : signatures CBF.



(PKK/RPAGRXKFXETRHP; DSAWR) qui jouent un rble dans la spécificité de liaison a 'ADN (Jaglo et
al., 2001). Les CBFs présentent un motif de la localisation nucléaire (NLS) en N-terminal et un domaine

de transactivation en C-terminal (figure i-6).

La comparaison des profils de transcription des quatre premiers membres de laCBmibelés
chezEucalyptusrévéle des différences dans le niveau d’expression constitutive, la spécificité de réponse
aux stress abiotiques et surtout dans la réponse de ces géenes a différents types de traitement au froid (El
Kayal et al., 2006; Navarro et al., 2009). Ce comportement différentiel laisse supposer @EFles
assurent des réles complémentaires dans la réponse au stre€suctgatuspour I'étude fonctionnelle
des CBF, I'équipe a généré des lignées d’eucalyptus transgéniques présentant une surexpression
constitutive (promoteur 35S) de deux genes choisis pour leur forte réponse aux conditions d’acclimatation
(CBF1a) et de choc froiddBF1b). Les premiéres analyses réalisées sur des micro-bontwitre ont
révélé une augmentation de la tolérance au gel. Ces plantes transgéniques présentent aussi des
modifications importantes de la croissance et du développement (Navarro et al., 2011). Certaines de ces
modifications phénotypiques ont déja été observées chez d'autres especes (sans que les voies de
régulation soient identifiées) mais d’autres semblent plus spécifiques de I'eucalyptus comme le dépbt de
cire et 'augmentation du nombre des glandes a huile. Ce premier phéndtypéige a été fortement
conditionné par I'état physiologique de ces plantules non enracinées et cultivees dans une atmosphere
saturée en humidité sur un milieu synthétique trés riche en sucre et contenant des phytohormones. Il a
donc été nécessaire de réaliser le phénotypage sur des plantes développées et cultivées en terre, ce qu

impose au préalable une étape d’enracinement in vitro, prérequis pour I'acclimatation ex vitro.

Y

Au sein du programme de recherche de I'équipe, mon travail a consisté a étudier le role des
facteurs de transcriptioBBF dans le contréle du développement de I'eucalyptus en condition de stress.
L’'analyse phénotypique des lignées sur-exprimar€BEla et deCBF1b concerne a la fois la tolérance
aux stress abiotiques et le développement des plargdledtro. Au-dela des études anatomiques,
cytologiques et chimiques, les analyses visent a identifier les génes dérégulés dans les lignées. Pour ce
dernier objectif, ma participation a des travaux de I'’équipe sur I'analyse globale du transcrigfome d’
gunnii au froid m’'a permis d’'identifier les familles de genes les plus représentatives de la réponse au
froid. Ensuite, grace a la disponibilité de la séquence du géndiegrdndis j'ai réalisé I'annotation de
principales familles multigéniques, mises en évidence dans I'étude globale ou connues pour leur réle dans
le contrble du développement. Au sein de ces familles, j'ai pu prédire quels membres sont potentiellement
cibles desCBF par la recherchim silico des cis-éléments CRT/DRE. Enfin, ces lignées transgéniques ont
été analysées pour I'expression des transgénes et des genes cibles des CBF potentiellement impliqués

dans la tolérance au stress, la croissance et le développement.
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Chapitre I. Etude des facteurs de transcription DREBs
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Famille AP2/ERF Groupe | E. grandis | A. thaliana | V.vinifera | P. trichocarpa
Sous-famille DREB Al 17 6 7 6
A2 6 8 5 8
A3 1 1 0 2
A4 16 16 15 26
A5 17 16 8 14
A6 7 10 5 11
Sous-total | 61+ 3p 57 40 67
Sous-famille ERF Bl 12 15 11 19
B2 3 5 3 6
B3 65 18 41 35
B4 10 7 3 7
B5 5 8 4 8
B6 13 12 21 26
Sous-total | 103 + 5p 65 83 101
Sous-famille AP2 21 18 20 26
Sous-famille RAV 6 +2p 6 6 5
Sous-famille Soloist 1 1 1 1
Total 202 147 150 200

Tab I-1. Comparaison de la composition de la famille AP2ERF (sous-familles et
groupes) entre Eucalyptus grandis, Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera et Populus
trichocarpa. La famille de facteurs de transcription AP2/ERE.djrandis a été annotée dans

cette étude. La composition de la famille AP2/ERA. thaliana, V. vinifera et P. trichocarpa

a été décrite préecédemment par (Sakwna., 2002), (Fenget al., 2005), (Zhuangt al.,

2008) et (Licauskt al., 2010). L’annotation de la sous-famille DREB de ces espéces (sauf
Arabidops) a été validée manuellement dans cette étude. « p » est le nombre de pseudogénes.



1. Caractéristiques des facteurs DREB

Les DREBs sont des facteurs de transcription appartenant a la famille des AP2/ERF
(APETALA2/Ethylene-Responsive element binding Factor) qui comprend de 193 & 200 membres selon
les espéces végétales (Sharoni et al, 2011). Cette famille est caractérisée par un domaine trés conserve d
liaison a 'ADN, le domaine AP2 contenant de 50 a 60 acides aminés (Okamuro et al., 199at; &eng
2005). Selon le nombre et le type de domaine, la famille AP2/ERF est divisée en cing sous-familles AP2,
RAV (Related toABI3/VP1), ERF, DREB DehydrationResponsiveElementBinding) (Sakumaet al.,

2002). Les facteurs AP2 contiennent deux domaines AP2 et sont décrits comme impliqués dans la
régulation du développement (Elliatt al., 1996; Chuckt al., 1998; Boutilieet al., 2002). Les protéines

RAV possédent deux domaines (AP2 et B3) et sont associées a la réponse aux stress biotiques et
abiotiques (Sohn et al., 2006). Les ERF et DREB qui n'ont qu’un seul domaine AP2, sont connus pour
réguler la réponse des plantes aux stress biotiques et abiotiques. Les ERF sont des facteurs de
transcription se liant & une GCC box (AGCCGCC) (Fujimoto et al., 2000), cis-élément présent sur des
genes de réponse aux pathogénes (Ohme-Takagi and Shinshi, 1995). Les facteurs DREB se fixent sur la
séquence A/IGCCGAC appelée CRI-Reped) ou DehydrationResponsiveElement (DRE), située sur

les promoteurs des genes de réponse aux stress abiotiques (Sakuma et al., 2002). La sous-famille DREB
est divisée en six groupes (A1-A6) sur la base du pourcentage de similarité du domaine AP2/ERF de ces
facteurs (Sakumat al., 2002). Les groupes Al et A2 (Agarval al., 2010), plus connus comme
DREB1/CBF et DREB2, sont décrits comme des régulateurs clés de la réponse des plantes aux stress
abiotiques (Lata and Prasad, 2011). Selon la littérature, les genesliFEBsont principalement

induits par le froid alors que les geneREB2 sont décrits comme répondant a la sécheresse ou a la
chaleur; cependant, cette régulation semble trés variable selon I'espéce végétale (Matsukura et al., 2010;
Matsukuraet al., 2010; Lata & Prasad, 2011; Zhao et al., 2012).

Récemment, I'induction de I'expression DREB2 au froid a été observée chez la tomate (Guo &
Wang, 2011), le chrysantheme, le haricot, le millet, le blé, et le mais (Agetrada) 2010). Par ailleurs,
desCBF/DREB1dnduits par la salinité ou la sécheresse ont été décritsAchbidopsis le riz et le blé
(Agarwalet al., 2010).

Les facteurs de transcription DREB1/CBF et DREB2 ont été identifiés chez plusieurs plantes telles
qu’Arabidopsis le riz, le haricot et le pommier (Nakano et al., 2006; Zhugtngl., 2008; Zhao et al.
2012). La surexpression @MREB1s/CBF3snduit I'expression de génes situés en aval dans la réponse au
stress et améliore la tolérance au gel, a la sécheresse et a la salinité. Par cDREBMSset DREB2B
ne sont pas induits par le froid mais sont induits par la déshydratation, le stress salin et le choc thermique.
La surexpression d'une forme active constitutive de DREBZ2 induit I'expression de géenes répondant aux

stress abiotiques et améliore la tolérance a la sécheresse, a la salinité et a la chaleairgMi20i.1).
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Fig I-1. Arbre phylogénétique
construit a partir des CBF chez
Citrusclementina, Citrussinensis,
Eucalyptusgrandis, Malus
domestica, Populustrichocarpa,
Prunus persica, Vitisvinifera,
Vaccinium corymbosum et
Arabidopsisthaliana.

L'arbre a été construit a partir
d’alignement des séquences
protéigues entiéres en utilisant le
logiciel Mega 5, méthode
Maximum likelihood et test
Bootstrap avec 1000 répétitions.
Séquences utilisées:
EgrCBF1-17 dE. grandis,
CcICBF1-3 deC. clementina,
CsiCBF1-3 deC. sinensis,
MdCBF1-6 deM. domestica,
PtCBF1-6 deP. trichocarpa,
PpCBF1-6 dé°. persica,
VVCBF1-7 de V. vinifera,
VcoCBF1-4 deV. corymbosum,
AtCBF1-4 et AtDDF1-2

d’A. thaliana.

AtAP2 (At5G557390.1), un
membre de la sous-famille AP2 a
été utilisé pour la racine de I'arbre
phylogénétique. Les valeurs faibles
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Notre étude est focalisée sur ces facteurs DREB1/CBF et DREB2 qui sont les mieux décrits dans la
littérature pour de nombreuses espéces végétales. En effet, méme chez les plantes modeéles, les autre:
groupes de la sous-famille DREB (A 3-4-5-6) sont pour l'instant tres peu étudiés. Dans la suite du
manuscrit, les géneBREB1/CBF sont nommeésCBF pour simplifier le texte. Une premiére partie
concerne l'annotation et la comparaison phylogénétique de ces deux groupes chez les espéces ligneuses
dont la séquence du génome est disponible (Wisniewski et al., i20ifs3. La deuxieme partie
concerne I'analysn silico des promoteurs de ces génes dbegrandiset enfin, I'étude quantitative de
leur expression en condition de stress abiotiques @aal, submitted) permet de compléter cette

premiere vision de leur régulation.

2. ldentification et étude phylogénétique des groupes CBF et DREB2 chez les ligneux

Dans l'article de revue (Wisniewski et al., 20I8 pres$ j'ai réalisé toutes les annotations
manuelles et les analyses phylogénétiques pour les groupes DREB1/CBF et DREBZ2, ainsi que ICE pour
Eucalyptus, Malus, Prunus, Vitis, Populus, Vaccinigin deux especes d€itrus. Par souci de

simplification, je ne décrirai pas les résultats obtenus également sur les familles ICE.

Avec 202 membres, la taille de la famille AP2/ERF cBegrandisest comparable a celle du
peuplier (200) et plus grande que chez la vigne (149 membres) étreiédopsis(147), mais toutes ces
familles sont composées des mémes sous-familles de genes, montrant la conservation de la structure de la
famille. L’analyse phylogénétique qui suit ne concerne que les groupes de facteurs CBF et DREB2 qui
sont analysés en comparant toutes les especes ligneuses dont le génome est séquencé et disponible, c’est
dire le peuplier, la vigne, I'eucalyptus, le pommier, le pécher, le clémentinier, I'oranger et la myrtille

arbustive.

La séquence génomique du peuplidofdulus trichocarppa été la premiére disponible pour un
ligneux (Tuskan et al, 2006), grace a la collaboration internationale (USA, Canada, Suéde, Belgique,
France, Autriche, Finlande et Allemagne). Pour la vigne, deux séquences génomiques ont été mises a
disposition en 2007, a partir de deux génotypes de « Pinot noir », la premiere par le consortium franco-
italien VIGNA (Jaillon et al, 2007) et la seconde par une équipe italienne (Velasco et al, 2007). La
séquence du génome de pommier, basé sur un cultivar de « Golden Delicious » a été ensuite rendue

publique (Velasco et al, 2010). Disponible depuis 2011 (http://www.phytozome.net/), la séquence du

génome d’eucalyptugk( grandig a été obtenue grace au consortium international EUCAGENE et I'appui

de « US Department of Energy ». Enfin, ont été rendus publics en 2012 les génomes du pécher, basé sur
un haploide doublé « Lovell » (Arus et al, 2012), et du clémenti@ieciémentina) (Gmitter et al, 2012).

Sont également disponibles pour [l'oranger, la séquence génomique C.de sinensis

(http://www.citrusgenomebd.org) et une collection d’ESTs. Enfin, notre étude comparative a pu

bénéficier de la disponibilité de données génomiques non publiques con&éoeimium corymbosum
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Espece Feuillage | CBF | DREB2
Eucalyptus grandis persistant| 17 6
Eucalyptus gunnii persistant| >16 6
Malus domestica caduque 6 13
Populus trichocarpa caduque 6 8
Vitisvinifera caduque 7 5
Prunus persica caduque 6 6
\Vaccinium corymbosum caduque 4 4
Citrus clementina persistant| 3 4
Citrussinensis persistant| 3 4

Tab I-2. Comparaison de la taille des groupe®REB1-CBF et DREB2 d’Eucalyptus et
d’autres ligneux. Les groupe®REB1/CBF et DREB2 chezE. grandis, E. gunnii, P. persica

et 2 Citrus ont été annotés dans cette étude. DBEB1/CBF et DREB2 des autres espéces
ont été décrites par (Zhuaegal., 2008; 2011) et (Licaust al., 2010) mais I'annotation de
ces groupes a été validée manuellement dans cette étude.



(http://www.vaccinium.org/) provenant du consortium conduit par A. Brown (North Carolina State

University) et d'une base de données transcriptomiques (http:/biocinformatics.towson.edu/BBGD454/)
(Rowlandet al., 2012).

L'utilisation de ces ressources pour l'analyse phylogénétigue de ces facteurs chez les espeéeces
ligneuses étudiées a nécessité de définir les critéres stricts d’annotation basés sur les éléments conservé:
décrits dans la littérature et de procéder a un contrble manuel des annotations aprés alignement des
séquences. En utilisant les données génomiques disponibles, nous avons pu iden@iér divez
Eucalyptus six chez le pécher, quatre chez la myrtille et trois €igms. Concernant IeDREB2, nous
avons identifié six genes chi&z grandis Dans certains cas, notre analyse nous a conduits & proposer des
corrections pour des groupes de génes dont I'annotation avait déja été publiée. La famille DREB du
pommier a été décrite comme étant composée de @BIs et de 16DREB2 (Zhuanget al., 2011).
Cependant notre analyse a permis d’identifierGBEs et seulement 1BREB2s les autres séquences
étant incompletes ou en doublons. Lorsque les 18 séquences identifiées RREB®2 chez le peuplier
(Zhuang et al., 2008), sont alignées avecdBEB?2 d’eucalyptus, de vigne etAdabidopsis I'analyse
manuelle valide seulement huit de ces séquences comme étant effectiveni2RE&s les 10 autres
étant proches des génes du groupe B6, qui appartient a la sous-ERHll€our la vigne, un géne

DREB2 a été identifié en plus des quatre déja décrits dans la littérature (Zhuang et al., 2009).

En premiere analyse, le nombre de gebBF est trés variable selon les espéces végétales (tableau
I-1 & 1-2). Si commeArabidopsisla plupart des espéces ligneuses possedent six & sept copies du géne
CBF, certaines ont seulement trois ou quatre copies, mais a l'inverse on en compte BE7 grandis
Parmi ces 17 copies, 14 sont localisées en cluster sur le chromosome 1, et deux sur le chromosome 5. La
situation de tandem de génes dupliqués, déja décrite Afsrdopsis (3 CBFs en tandem sur le
chromosome 4 et RDFs sur le chromosome 1) est aussi observée Pheazus(6 CBFssur le scaffold
5), Malus (2 CBFssur les chromosomes 4 et Bppulus(2 CBFs sur chromosome 1), et ch¥#is (2
CBFssur le chromosome 6). Pour chaque espece étudiée, I'analyse phylogénétique (figure 1-1) montre
que les paralogues fortement apparentés se distribuent en deux groupes pour Eet#yphidopsiset
trois pour Vitis, Populus et Malus Cela suggére que I'évenement de duplication conduisant a la
séparation de€BFs et DDFs s’est produit cheZrabidopsisavant la divergence avec les especes
ligneuses. Par contre, des duplications plus récentes, qui semblent spécifiques de chaque espéce végétale

ont conduit a des copies paralogues fortement conservées.

La méme démarche, conduite pour compareDIREB2 de ces especes ligneuses, montre que le
nombre de copies est moins important pour les deux citrus (4 genes), la vigne (5 génes), le pécher et
I'eucalyptus (6 genes pour chaque espéce) que pour le peuphierbédopsis(8 genes) ou le pommier
(13 copies). L'arbre phylogénétique des DREB2 est divisé en trois principales parties, chacune contenant

des paralogues de chaque espece (figure I-2). Comme pour la vigne, les séquences d’eucalyptus sont
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Fig I-2. Arbre phylogénétique
construit a partir des DREB2
chez Citrusclementina, Citrus
sinensis, Eucalyptusgrandis,
Eucalyptus gunnii, Malus
domestica, Populustrichocarpa,
Prunus persica, Vitisvinifera et
Arabidopsisthaliana. L'arbre a été
construit & partir d'alignement des
séguences protéiques entieres en
utilisant le logiciel Mega 5,
méthode Maximum likelihood et
test Bootstrap avec 1000
répétitions. Séquences utilisées:
six EQrDREB2 dE. grandis,

six EQUDREB2 cE. gunnii,

quatre CcIDREB2 de

C. clementina,

guatre CsiDREB2 de C. sinensis
treize MADREB2 dévl. domestica,
huit PtDREB?2 de P. trichocarpa,
six PpDDREB2 dé. persica,

cing VVDREB2 de V. viniferaet
huit AtDREB2 d’A. thaliana.

AtAP2 (At5G557390.1), un
membre de la sous-famille AP2, a
été utilisé pour la racine de l'arbre
phylogénétique. Les valeurs faibles
(<50) de Bootstrap ont été
supprimées de I'arbre.
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distribuées sur les différentes parties de I'arbre, ce qui semble indiquer I'absence de duplication récente

chez ces espéces, caractérisées par un faible nombre de copies.

En conclusion, la comparaison des sous-gro@i#s et DREB2 montre une évolution différente
selon les espéces ligneuses, avec une expansion soit du groupe DREB1/CBF soit du groupe DREB2. Ainsi
pour I'eucalyptus on observe un nombre important de duplicationSBieslont le nombre est trois fois
plus élevé que pour le peuplier, alors que le nombrBRIEB2 est parmi les plus bas. La situation est
exactement l'inverse pour le pommier qui présenteDREB2 et seulement siCBF. L'étude des
relations phylogénétiques permet donc de faire des hypothéses sur déventuels événements de

duplications au cours de I'évolution, avant ou aprées la divergence des espéces étudiées.

3. Etude de la régulation des DREB1 et DREB2

3.1. Analyse in silico des séquences promotrices

Les facteurs de transcription régulent I'expression des génes cibles, gu'ils soient effecteurs ou
régulateurs, en se liant spécifiquement sur une séquence d’ADN (cis-€lément) qui se trouve dans la région
promotrice des genes cibles. L’'analysesilico des promoteurs des genes permet donc de prédire la
présence de ces boites de liaison et de faire des hypothéses sur la régulation des génes. Dans cette étuds
nous avons recherché sur une longueur de 1000 pb des promoteurs d&3RiEBELBFet DREB2 la
présence de cis-éléments en lien avec les stress abiotiques. Le tableau I-3 présente la nature des cis
éléments connus pour participer a la réponse aux stress abiotiques et qui ont été recherchés dans le
promoteur des CBF et DREB2.

Les résultats de I'analyse sont décrits dans le tableau I-4. Les cis éléments en lien avec le froid sont
souvent présents dans le promoteur @B§ : au moins un élément CRT/DRE est prédit dans la région
promotrice de 8 parmi 1TBFs. Par contre, si aucun promoteur DREB2 ne contient I'élément
CRT/DRE, I'élément LTRE ne se trouve que dans trois g&itsB2-2,DREB2-5et DREB2-6. Cette
présence d'éléments CRT/DRE ou LTRE suggere une possibilité d’autorégulation de cd3RfEBes
avec une probabilité plus forte pour@8F que pour le®DREB2, puisque EBF possedent le cis-élément
de 6 nucléotides (CRT/DRE).

La boite CGCG est trouvée dans le promoteur d€RBbB et d’'un seulDREB2 Le cis-élément
MYC est retrouvé en nombre tres important dans le promoteur de tdDBRest avec un effectif moins
important chez le®REB2 Les cis-éléments associés a la réponse sécheresse, tels que les MYB et les
ABRE, sont nombreux dans le promoteur @&F et DREB2. Seul le cis-élément CM2 de réponse aux
CAMTA est présent dans les promoteurs de €& mais jamais dans ceux B&REB2. En accord avec

ce résultat, le nombre d’éléments MYC de réponse au froid est généralement plus élevé CBéz les
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Cis- Facteur de
élément Séquence| transcription Nature du stress Références biliographiques
DRE/CRT | AIGCCGAC |CBF/DREB1 et Jiang et al., 1996; Kim et al., 2002 ;
LTRE CCGAC DREB?2 Froid, Sécheresse Yamaguchi et al., 2006
Chinnusamy et al., 2003;
MYC CANNTG ICE (bHLH) Froid Abeet al., 2003
Froid, ChaleurSalinité
Box CGCE ACGCGC CaMBP uv Yang et Poovaiah, 2002
CM2 CCGCGT CAMTA Froid Dohertyzet al., 2009
HSE NGAANnTTCn| HSF Chaleur Koskull-Doringet al., 2007
MYB CNGTTR MYB Sécheresse Urao et al., 1999
Froid, Sécheresse, Yamaguchi-Shinozalet al. 2006;
ABRE ACGTGG/T | ABF (bZip) Salinité 1994
Boite G CACGTG GBF (bZip) Lumiére, UV Jakokyal., 2002
Facteurs régulés
SORLIP GCCAC par PhyA Lumiere Hudson and Quail, 2003
Zinc-finger Multi-stress (Chaleur,
STRE CCCCT (MSN) osmotique...) Tregest al., 1998

Tab I-3. Description des cis-éléments étudiés: séquences, facteurs de transcription fixant

ces séquences et signaux abiotiques contrblant ces facteurs.

CRT/DRE | LTRE |MYC | Boite CGCG|CM2 |MYB | ABRE | HSE | Boite G| SORLIP | STRE
EQrCBF1 15 1 [ 2 [ 1 4 1
EQrCBF2 2 2 7 3 2 3] 3 1 1
EQrCBF3 1 1 9 2 1] 1] 3 1 16 8
EQrCBF4 5 2 1] 2 1 1 2
EQrCBF5 1 1 3 2 1] 2 1 1 6 2
EQrCBF6 4 1 1 [ 3 1 6 4
EQrCBF7 1 1 | 15 1 3| 5 1 5 1
EQrCBF8 9 1 1 [ 2 |1 1 6 4
EQrCBF9 8 2 1 [ 2 |1 1 6 4
EQrCBF10 3 3 5 1 2 1 6 2
EQrCBF11 3 7 1 2 | 2 1 5 2
EQrCBF12 1 2 2 3 1 7 6
EQrCBF13 2 7 1 1 1 6 4
EQrCBF14 1 4 1 1 1 |1 1 3 4
EQrCBF15 4 | 13 4 1 6 | 2 4 12 2
EQrCBF16 4 4 | 5 3 2 2
EQrCBF17 1 2 3 1 4 | 3 | 1 2 2
EQrDREB2-1 4 1 3 1 2
EgrDREB2-2 1 6 2 | 4 2 3 3
EgrDREB2-4 2 2 3| 2 3 2
EgrDREB2-5 1 9 1| 2 | 4 4
EgrDREB2-6 2 3 1| 5 6

Tab I-4. Cis-éléments prédits dans le promoteur des genes CBF et DREB2 chez E. grandis.
La prédiction a été réalisée en utilisant le logiciel PLACE pour chercher les motifs dans la région
de 1000 pb avant 'ATG du géne.



(jusqu’a 15) par rapport aldREB2 (jusqu’a 9). Par contre une plus forte proportioBREB2 présente
un élément HSE (site de fixation des HSF) de réponse a la chaleur et en parti@R&B2-5contient
quatre copies de cet élément. Enfin, la présence des boites G, SORLIP et STRE se trouvent dans le

promoteur de la plupart des CREDREB2 suggére une forte régulation par la lumiére.

Ces résultats montrent que les promoteurs varient selon les diff©®Rtet DREB2, suggérant
gue chaque gene pourrait avoir un profil de régulation particulierCBE et les DREB2 étant
susceptibles de répondre au froid, a la chaleur, a la sécheresse ou a la lumiere. Ces résultats suggéren
aussi que tous I€8BF sont régulés par le froid, et la plupart d’entre eux peuvent également répondre a la
chaleur, a la sécheresse et a la lumiére d’apres la présence les cis-éléments. En paralléle, on peut émettre
I'hypothese que si tous I&BREB2 sont régulés par la sécheresse, la plupart peuvent répondre aussi au

froid, a la chaleur et a la lumiere, particulierememREB2-5.

D’aprés cette prédiction, il n’y aurait pas de spécificité de réponse entre les deux groupes vis-a-vis
d’un stress abiotique. Ces donnéesilico suggérent cependant une plus forte régulation par le froid des
CBF et par la chaleur ddBREB2. Certains géenes, en particulier @8 pourraient aussi faire I'objet
d’'une autorégulation ou étre induits par d’autre DREBs. L'étude de leur profil d’expression qui suit va

permette de vérifier ces hypotheses sur la réponse aux stress de I'environnement.

3.2. Etude de I'expression des DREBs en réponse aux stress abiotiques

Ces résultats font partie de la publication « Genome wide-analysis of DREB factorset @Cao
submitted) , pour laquelle ma participation a été significative dans le design d’amorces spécifiques pour
chacun des génd3REB étudiés, trés délicat étant donné le fort niveau d’homologie entre paralogues.
Cette étape a été cruciale pour pouvoir différencier et quantifier les transcrits issus de la réponse aux
stress abiotiques et évaluer le niveau de redondance et de spécificité dans la régulation des genes

apparentés.

La premiere analyse de I'expression des g&s et DREB2 a eu pour objectif de savoir si tous
les géenes identifiés cheE. grandis sont régulés par des conditions variées de stress abiotiques.
L'expérience a donc été conduite sur des feuilles détachées qui ont été soumises a plusieurs heures de
froid (4°C), de chaud (45°C sans déshydratation) ou de dessication (papier Whatman). Les ARN ont été
récoltés aprés 8 heures de traitement en vue d'une amplification par RT-PCR quantitative. Il a été
possible de désigner des amorces spécifiques pour 15 séquencesC&F, hifais pas pour les deux
autres genes a cause de la forte similarité entre les séquences; cependant, en utilisant des amorces pou

PCR classique sur ADNg, il a été démontré que ces deux genes sont induits par les traitements appliqués.

Les données de RT-PCR quantitative permettent d'une part d’évaluer I'expression constitutive en
conditions standard (expression de chaque gene relativement aux deux génes de référence) et d’autre par

de mesurer la régulation due aux diverses conditions de stress (ratio entre le résultat de I'essai traité et
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Fig I-3. Expression relative de€grCBF et EQrDREB2 en conditions de stress abiotiques

pour les feuilles détachées soumises a 8 heures de froid (4°C), de chaleur (45°C) ou de

sécheresse (feuilles mises sur papier Whatman sous la hotteds histogrammes représentent
I'expression relative des génes EgrCBFL a C17) eEgrDREB2 (D2-1 a D2-6) analysée par RT-

gPCR (valeurs moyennes (n=3), unités arbitraires). Les données basales correspondent aux valeurs
d’expression des feuilles détachées en condition standard (23°C). L’insertion présente dans une
autre échelle le niveau relatif d’expression des géenes testd3REBR-5. Les génes de référence

utilisés sonPP2A1 et PP2A3.



celui de la condition standard). Les résultats obtenus (figure 1-3) montrent que tous les genes étudiés sont
exprimés dans au moins une condition. Dans les conditions standard, I'expresSi@ratsleDREB2

est comparable, salfREB2-5 qui présente un trés fort niveau de transcrits. Tou3BEst la plupart

des DREB2 sont régulés par le froid, €€BF1, 8, 16 etDREB2-5 présentent un tres fort niveau
d’expression. Le traitement a la chaleur provoque l'induction de tou€Béset DREB2 mais en
particulierDREB2-5 Si on considere la faible induction des génes due a la sécheresse, il est probable que
les conditions appliquées ne soient pas optimales. Cependant, queRfiem®mme lesDREB2 sont

induits, avec encore un tres fort niveau pour DREB2-5.

Ces résultats d’expression girgrandisconfirment les prédictionis silico de cis-éléments sur les
promoteurgpour ces deux groupes de genes par différents stress abiotiques avec des niveaux spécifiques
pour chaque gene. Les CBBnt globalement plus régulés par le froid puisque 60% des génes CBF ont un
taux s'induction supérieur a 2000 contre seulement 17%D&EB2. En revanche, la réponse des 2
groupes au choc thermique apparait équivalente a part la forte prédominance de I'indubiRib2de

pour lequel 5cis-éléments HSE ont été prédits.

4. Conclusions et discussion

Le premier résultat important de ce chapitre concerne I'explosion du seul @BEp&I cours de
I’évolution chezEucalyptus alors que le nombre d&REB2 est relativement restreint. Si on compare
Eucalyptuset Citrus (oranger et clémentinier), il semble que le nombre importa@Bfene soit pas lié a
la persistance des feuilles. Certains ligneux (peuplier, vigne) ont le méme nontbBéE deie chez les
herbacées, suggérant aussi que cette duplication n’est pas directement corrélée au cycle de vie des plante:
(annuelles ou pérennes). De plus, les différences entre espéces étant moins grandes si I'on considere le
nombre total deDREB1/CBF + DREB2, on peut imaginer qu'aprés divergence des especes, leur
évolution spécifique dans un environnement donné aboutit a différentes compositions de ces familles. Il
est donc intéressant de savoir si cette évolution aboutit & des membres dont la fonction est redondante ou
bien si une spécialisation apparait ou encore si certains membres peuvent avoir une nouvelle fonction
(Duarteet al., 2010).

Les deux groupes de facteurs DREB1/CBF et DREB2, qui appartiennent a la super-famille
AP2/ERF, sont connus respectivement pour leur importance dans la réponse au froid et au stress
hydrique/thermique (Qin et al., 2011; Qu et al., 2013). Cependant, certaines études décrivent aussi les
DREB2 comme répondant au froid chez certaines especes (Lata and Prasad 2011) et en particulier chez
Malus (Matsukureet al., 2010). CheArabidopsis(Haakeet al., 2002), les quatre membres dupliqués
correspondent a trois génes redondants au niveau de la fonction (réponse au froid) et le CBF4, localisé sur
un autre chromosome et qui répond a la sécheresse mais pas au froid (nouvelle fonction). Chez

Eucalyptus les études cheg. gunniiont mis en évidence une complémentarité dans la régulation des
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quare CBF étudiés et d’autre part une réponse a des stress multiples pour un m@giitg €e qui fait
penser a la spécialisation de fonction (Navarro et al., 2009). Mises a part les étulliebislapsis le
pommier et l'eucalyptus, aucune étude comparative de I'expressioCRie®t desDREB2 n'a été

publiée, mais ces résultats suggerent que la régulation est particuliere pour chaque espece.

Les résultats d’expression dtir grandisconfirment les prédictionis silico de cis-éléments sur les
promoteurspour ces deux groupes de genes qui répondent au niveau transcriptionnel a différents stress
abiotiques avec des niveaux spécifiques pour chaque gen€BlEesont globalement plus régulés par le
froid puisque 60% des gen€8F ont un taux d’induction supérieur a 2000 contre seulement 17% des
DREB2. En revanche, la réponse des deux groupes au choc thermique apparait équivalente a part la forte
prédominance de l'induction d@RE2-5 pour lequel cing cis-éléments HSE ont été prédits. Il apparait
nettement que la régulation transcriptionnelle des gbidsB étudiés cheEucalyptusen réponse aux
stress abiotiques, n'est pas spécifique d'un gro@id-(ou DREB2) De plus, cette régulation n’est pas
redondante au sein de chaque groupe puisque les genes présentent des profils différents en réponse au;
différentes conditions testées et dans chaque cas, un nombre limité de génes sont impliqués dans la
production de transcrits. Les résultats soulignent la part prépondéra®BFdedans la réponse au froid,

a la chaleur et a la déshydratation etQRF8 et16 dans la réponse au froid. Dans l'autre groupe,
DREB2-5 semble étre le gene le plus important au niveau transcriptionnel a cause d'un trés fort niveau
d’expression constitutive combiné a une forte induction en réponse aux stress appliqués. Pour
I'eucalyptus on peut penser que le nombre élevE€BlE compense le faible nombre 8&REB2 et que

I'ensemble permet des réponses variées a différents stress abiotiques.

Enfin, il pourrait étre intéressant de réaliser cette étude comparative au niveau de la totalité de la
sous-famille DREB pour avoir une idée plus complete et précise de la réponse aux stress abiotiques des

plantes.
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Chapitre Il. Caractérisation des genes de réponse au froid
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1. Les genes codant les protéines effectrices de la réponse au froid

Pour survivre dans les climats tempérés, les plantes pérennes sont capables de s’acclimater au froid
lorsqu’elles sont exposées a des températures froides mais positives. En automne, ces conditions
induisent chez ces plantes une augmentation transitoire de leur tolérance au gel, due a de nombreux
changements au niveau moléculaire et cellulaire. Dans la littérature I'acclimatation au froid est décrite
comme d’'importants changements du métabolome associés a une forte régulation transcriptomique (Guy
et al., 2008; Krasensky & Jonak, 2012). Les mécanismes moléculaires de l'acclimatation au froid sont
associés a la biosynthése de molécules protectrices (osmolites, chaperones...) impliquées dans la
tolérance au gel ainsi que des protéines participant a la détoxification cellulaire et au turn-over protéique
(Thomashow, 1999; Ruelland et al., 2009). Les stratégies d'adaptation au stress froid sont différentes
selon les especes végétales, en particulier entre herbacées et lignewe(Meng008). Alors que les
processus de perception et de transduction semblent communs a de nombreuses especes, les réponse

mises en place sont différentes (Monatal., 2007).

ChezArabidopsis il a été identifié plus de 700 génes régulés par le froid qui codent des protéines
régulatrices ou effectrices (Oono et al., 2006). Chez les ligneux, les banques d’ESTs de réponse au froid
ont été construites ch&opulus(Nanjo et al., 2004; Parét al., 2008)Vaccinium(Dhanarajet al., 2004,
Dhanarajet al., 2007)Rhododendron (Wegt al., 2005) Poncirus(Sahin-Cevik & Moore, 2006 ; Meng
et al., 2008) Malus (Wisniewskiet al, 2008) etEucalyptus(Rasmussen-Pobletd al., 2008; Kelleet
al., 2009). Les analyses globales d’expression (macro-arrays) réaliséé2ophézrs Picea etPinusont
apporté les premiéres données des modifications du transcriptome des arbres dans les conditions
automnales (Hollidayet al., 2008). Cependant, ces études sur des especes a feuillage caduque ne
permettent pas de distinguer les mécanismes liés a la dormance de ceux associés a l'acclimatation au
froid. Par contre, pour I'eucalyptus qui ne présente pas de dormance, la premiéere collection d’ESTs (3
879 singletons) produite a partir . globuludtraité au froid, a mis en évidence un nombre significatif de
genes régulés par le froid et associés a la biosynthese de la paroi cellulaire (RasmusseetRdblete
2008). Dans notre groupe, I'annotation fonctionnelle de 11 303 génes correspondant au transcriptome de
I'acclimatation au froid dé. gunnii(Keller et al., 2009) a permis de mettre en évidence les principales

classes de protéines participant a la protection cellulaire.

Ce chapitre est consacré a I'étude des génes régulés par le froid et supposés impliqués dans les
mécanismes d’acclimatation au froid conduisant a 'augmentation de la tolérance au gel de I'eucalyptus.
La premiere approche, sams priori, correspond a I'étude globale d’expression des genes décrits
précédemment avec l'objectif de décrire les mécanismes majeurs associés aux modifications du
transcriptome froid de cette espéce. La deuxieme approche, (basée sur les résultats de la premiére et sur I
disponibilité de la séquence du génome de I'eucalyptus) est d’étudier de fagon exhaustive les grandes

familles de protéines participant a ces mécanismes. Les familles de génes sélectionnés ont été annotées e
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Fig II-1. Profils d'expression des géenes régulés par le froid au cours du processus de
I'acclimatation. 20 clusters contenant 1670 ESTs régulés par froid ont été subdivisés en trois
groupes sur la base de leurs profils d’expression. Les barres verticales représentent I'étendue de
I'induction des ESTs régulés par froid correspondant a I'amplitude entre les taux les plus élevés
et les plus bas.

Fig II-2. Validation des données de macro-array par celles de RT-gPCRL2 genes

des profils principaux ont été sélectionnés par rapport a leur identité, leur profil
d’expression et leur abondance dans la banque d’ESTs. Pour chaque géne testé le graphe
présente le profil macro-array et le profil RT-gPCR. Les données de RT-qgPCR sont
exprimées en abondance relative.



la présence du cis-éléments CRT/DRE/LTRE recherchée dans les séquences promotrices. in'analyse
silico a également permis de prédire de facon exhaustive la liste de génes potentiellement cibles des
DREBdans le génome d’eucalyptus. Pour évaluer I'importance de la voie DREB dans les modifications
du transcriptome, I'expression de génes sélectionnés dans chaque famille a été analysée dans les lignées

transgéniques sur-exprimant les CBF en comparaison avec la lignée sauvage traitée ou non au froid.

2. Analyse globale du transcriptome froid

Une étude globale d’expression par macro-arrays a été réalisée avant mon arrivée au laboratoire sur
un sous-ensemble aléatoire de 2662 génes appartenant a la collection d’'ESTs décrite précédemment
(Keller et al., 2009). Dans cette analyse globale d'expression, les transcrits ont été quantifiés sur une
cinétique de 5 points au cours du processus d’acclimatation au fEidjuhnii Basés sur la cinétique
d’expression des 1670 séquences régulées par le froid, 20 clusters d’expression ont été générés en
utilisant I'application HCE3 (Hierarchical Clustering Explorer 3). Ces clusters ont ensuite été regroupés
en profils d’expression contenant les génes co-régulés au cours du processus d’acclimatation. Ces genes
ont été annotés et classés en catégories fonctionnelles en utilisant le systéme FunCat du MIPS (Munich

Information Center for Protein Sequences).

L'objectif de cette analyse a été de définir l'identité et la catégorie fonctionnelle des génes co-
régulés dans une méme phase de l'acclimatation au froid afin de pouvoir identifier les principaux
mécanismes moléculaires (Kelkral., 2013). Les 11 clusters d’expression, retenus comme représentatifs
parmi les 20, contiennent 1596 clones sur les 1670 clones régulés par le froid. Ces 11 clusters sont
regroupés manuellement en six profils de génes co-régulés au cours de l'acclimatation (figure II-1). Les
profils | et 1l (19,7% des ESTSs) sont caractérisés par une induction précoce (« Early induction ») et
modérée avec un maximum a 12°C (PI) ou a 4°C (PIl). Les profils I, IV et V (37.3% des ESTs) ont en
commun une induction tardive a 12°C (« Late-12-induction ») et se différencient par leur régulation a
4°C, qui est tardive pour les profils Il et V et précoce pour IV. Enfin, le profil VI (687 ESTs, 43% du
total), caractérisé par une induction progressive pendant les deux phases de I'acclimatation, correspondent
aux genes dont la régulation au froid est la plus intense. Cette accumulation des transcrits est parallele a

'augmentation de tolérance au gel mesurée au cours de I'acclimatation au froid des plantes.

La validation de ces données de macro-array a été réalisée par la quantification de I'expression
(RT-gPCR) de 12 geéenes appartenant aux profils caractéristiques (figureLds2genesConstanset
Scarecrow(codant des facteurs de transcription) et les gei$#3(codant des chaperonnes moléculaires)
sont induits principalement dans la premiere phase d’acclimatation (« Late 12 induc8&RAL et
MT3 (Métallothionéing sont des génes induits de facon précoce a chaque température (12 et 4°C). Avec
une régulation différente, I¥étallothionéine MT2 est co-régulée avec le plus grand groupe d’ESTs

(« Progressive induction »). Dans le méme groupe, les deatesEmbryogenesis Abundant (LE&Y)
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dehydrin ont été sélectionnés pour la grande redondance de leurs ESTs, le géne dentidse pour
I'importance des sucres solubles dans I'acclimatation au froid et leQpares stress-responsipeur sa

trés forte induction.

L’identification des catégories fonctionnelles correspondant aux génes co-régulés (appartenant & un
méme profil d’expression) permet de faire des hypothéses sur les mécanismes biologiques impliqués dans
les différentes phases du processus d’acclimatation. Pour chaque profil d’expression, les genes les plus
représentatifs en termes de niveau d’induction ou de redondance sont décrits et classés selon leur fonction
biologique et leur rbéle supposé dans I'acclimatation au froid (Ketled., 2013). Le profil de réponse
précoce (I et II) comprend des protéines associées a la photosynthese et des enzymes participant au
métabolisme des sucres, comme la galactinol synthase permettant I'accumulation de raffinose (agent
cryoprotecteur, osmoprotecteur et détoxifiant). Ce groupe contient également les LEA (dont des
déhydrines) qui sont des protéines protégeant les molécules de la dénaturation en condition de
déshydratation, comme d’autres chaperonnes moléculaires (HSP). Les genes les plus induits dans les
phases précoces (a 4 et 12°C) codent les métallothionéines (MT3) qui assurent le maintien de
I’homéostasie, des enzymes de détoxification comme la catalase et la thiorédoxine et la protéine SPIRAL
impliquée dans le maintien des microtubules. Parmi les génes les plus régulés en phase tardive a 12°C (P
[ll, IV and V), on retrouve d’autres membres des famillE#\ et Métallothionéine (MT2)ainsi que des
génes connus comme participant a la stabilisation des memb&kie2, RCI2B antdecithin cholesterol
acyl transferasp Basé sur I'observation que les génes de ce groupe appartiennent a des catégories trés

diverses de réponse au stress, aucun mécanisme particulier n’est associé a ce profil d’expression.

L’intensité de la régulation est évaluée a la fois par le taux d’induction mais aussi par la
redondance des ESTs. A ce titre, ¢g&mes induits de fagon progressive au cours de 'acclimatation sont
les plus représentés (jusqu’a 203 fois/EST) et présentent les taux d’'induction les plus élevés (jusqu'a 45.8
fois le niveau basal). L'identité de ces génes est donc une forte indication des mécanismes les plus
importants du point de vue quantitatif: les séquences les plus représentées (14 génes, 305 ESTS)
correspondent encore aux genesL&&\ (cryoprotection des membranes et des molécules). Avec un
nombre équivalent de génes (17) mais moins d’ESTs (124), le second mécanisme prédit correspond a la
protection cellulaire par la détoxification et le maintien de I'homéostasie, qui est assuré par les
métallothionéinesEnfin, la dégradation des protéines via le protéasome est représentée par 9 genes (24
ESTs), 'osmoprotection par 5 genes (18 ESTSs), et la préservation de I'appareil photosynthétique par 5
génes (28 ESTs). Concernant les genes associés au métabolisme des f4areglase qui catalyse la
dégradation de I'amidon est spécifique du profil d’induction progressive. Enfin, les autres fonctions
significativement représentées sont associées a la stabilisation des structures cellulaires comme les
membranesRCI2B: 29 ESTSs, taux de 4.61) ou le photosysteRidR: 5 ESTs, taux de 8.49).
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Taille de la famille Membre contenant au
Geéne (nombre de génes) moins un élément
A. thaliana | E. grandis| CRT/DRE LTRE
a-Amylase 10 12 1 5
p-Amylase 9 8 5 7
RS 6 14 (1) 4 9
GolS 7 17 13 16
DHN 10 14 12 13
MT 8 9 3 6
sSHSP 27 46 22 30
DNAj/HSP40 115 102 23 52
HSP60 18 15 3 7
HSP70 18 21 (3) 10 13
HSP90 7 22 (12) 9 13
HSP100 7 14 (2) 9 12
ELIP 7 21 (2) 9 17
LEA (hors DHN) 83 108 43 92
Spiral 5 8 4 5
DREB2 8 6 1 4
HSF 21 43 21 29
NAC 96 152* 23 73
GRAS 34 92 (3) 36 56
MYB R2-R3 125 159* 40 77
SAUR 72 92 26 63
COBRA 12 14 6 14
Brevis Radix 5 3 2 2
SHINE 4 4 2 2
GA200x 5 4 1 2
GA30x 3 8 0 1
GA20x 8 5 1 2
DELLA 5 3 1 2
KNOX 7 10 1 4
PAL 4 9 5 7
Laccase 17 84 20 38
CAD 9 48 22 30
Fragile fiber 5 7 2 5
CesA & Csl 41 59 28 35
XET 9 36 10 15
Génome entier 21189 36376 13629 21150
37,47% 58,14%

Tab II-1. Analyse des familles de genes cibles potentiels des facteurs CBF et/ou DREB2.

Pour chaque famille, I'analysa silico (en utilisant le programme PLACE et le programme
Fuzznuc) permet de déterminer le nombre total de membres possédant au moins un cis-élément
CRT/DRE (A/GCCGAC) ou LTRE (CCGAC) sur le promoteur du gene (1000 pb avant ATG).



L’ensemble de ces résultats nous ont permis de réaliser I'approche pried pour I'annotation
exhaustive des grandes familles de protéines participant a ces mécanismes et I'étude de la régulation des

principaux genes sur les lignées sur-exprimant un géne CBF

3. Prédiction in silico des genes cibles des DREBez Eucalyptus grandis

Dans cette étude, les génes cibles potentiels des facteurs DREB ont étérps#iitits au niveau
du génome entier en se basant sur la présence de cis-éléments décrits dans la littérature. Parmi les 3637¢
genes annotés dans le génome d’E. grafidigourg et al, soumis), 13629 séquences (37,47%) ont au
moins un élément CRT/DRE (A/GCCGAC) dans leur promoteur (1000 pb avant ATG). Parallélement, au
moins un élément LTRE (CCGAC) a été trouvé dans la région promotrice de 21150 genes (58,14% du
génome). CheArabidopsis la méme analyse sur phytozome prédit que 8334 séquences promotrices (soit

environ 25%) ont au moins un élément CRT/DRE dans 1000 pb.

Nous avons choisi d'étudier les familles multigéniques de genes qui possédent au moins un cis-
élément CRT/DRE ou LTRE dans leur promoteur (donc potentiellement cibles des facteurs DREBS) et
qui codent des protéines impliquées soit dans la tolérance au stress, le développement ou la formation du
bois. Pour les 35 familles, les séquences protéiques prédigiso ont été vérifiées manuellement pour
éviter les erreurs d’annotation automatique avant d’analyser leurs promoteurs. Le tableau 1l-1 présente la
comparaison de la taille des familles cleralyptuset Arabidopsis Dans certains cas, la comparaison a
été basée également sur les familles du peuplier et de la vigne. Le nombre des membres contenant au

moins un élément cis CRT/DRE ou LTRE est mentionné pour chaque famille.

4. Annotation des familles de génes potentiellement impliqués dans la réponse au froid

4.1. Les familles multigéniques Galactinol synthases (GolS) et Raffinose synthases (RS)

Les oligosaccharides de la famille du raffinose (RFOs), tels que le raffinose, le stachyose, le
verbascose sont des hydrates de carbone solubles, qui fonctionnent comme des osmoprotectants dans de
cellules végétales. Chez de nombreuses especes végétales, les RFOs sont accumulés au cours di
processus d'acclimatation au froid et sont généralement impliqués dans la réponse aux stress abiotiques
(Zutheret al., 2004 ; Lahuta & Gérecki, 2011). Au cours de la maturation des graines, les RFOs sont
accumulés en méme temps que la réduction de la teneur en eau du tissu et le développement de la

tolérance a la dessiccation des graines (Zwhat., 2004 ; Saito & Yoshida, 2011).

Les enzymes clés de la voie de synthése du raffinose sont la galactinol synthase (GolS) et la
raffinose synthase (RS). La galactinol synthase (GolS; EC 2.4.1.123), aussi appelée inositol-3-a-
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Fig I1-3. Arbre phylogénétique
contruit & partir des galactinol
synthase (GolS) chez E. grandis
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galactosyltransférase, catalyse la premiére étape de la biosynthese des RFOs aboutissant & la production
d’O-a-D-galactopyranosyl-[1,1]-L-myo-inositol, communément appelé galactinol. Appartenant a la
famille GT8 des glycosyltransférases, les GolS jouent un réle régulateur clé dans la répartition du carbone
entre saccharose et RFOs (Saraeitzal., 1987). La raffinose synthase (RS; EC2.4.1.82) catalyse le
transfert du résidu galactosyl du galactinol [O-a-D-galactopyranosyl-(1->1)-myo-inositol] sur le
saccharose pour former le raffinose (Peterbateal., 2002). Appartenant a la famille des glycoside-
hydrolases 36, les RS permettent d’acheminer le saccharose dans la voie de biosynthése des RFOs. Che:
les plantes, I'expression d€3oIS et deRS est régulée par les stress abiotiques tels que le froid, la
chaleur, la sécheresse et la salinité (€ajal., 2002; Saito & Yoshida, 2011; dos Sargbsl., 2011,

Pillet et al., 2012).

LesGolS et ledRS ont été identifiées et caractérisées chez plusieurs plantes doafid®psis le
peuplier, le riz et le mais (Nishizawa-Yoketi al., 2008; Undat al., 2012; Zhuo et al., 2012). Dans le
génome E. grandis 17 séquence&olS ont été prédites en se basant sur la présence du domaine
conservé Glyco_trans_8 (PF01501) et d'un résidu Sérine au site de phosphorylation (Sprenger and Keller,
2000). Par contre, le penta-peptide hydrophobe caractéristigue (APSAA) situé en C-terminal est modifié
chezEucalyptugA/G]P[P/S/IT]AA. Les protéines GolS ont une taille similaire allant de 332 a 340 acides
aminés (Annexe lI-1). Avec 17 séquences, cette famille est plus grandeEwbayptusque chez
Arabidopsis(sept séquences). L'arbre phylogénétique construit & partir des Guol$hdliana et cE.
grandis montre que les orthologues sont présents chez les deux espéces mais avec un nombre de
séquences plus important chez I'eucalyptus. On peut observer (figure 11-3) que cing gergardlis
sont orthologues @&. thaliana mais que les 12 autres sont regroupés dans un méme clade. Il est
intéressant de noter que 10 gé&sS sont localisés sur le scaffold 17, suggérant un évenement de
duplication récent chez Eucalyptisanalyse in silico prédit également un a trois cis-éléments CRT/DRE

et un a six LTRE dans la région promotrice de 16 genes GolS, mais aucun DRE/LTRE pour GolS-07.

Contenant le domaine conservé Raffinose_Syn (PF05691) 14 séqiemB ont été prédites
dans le génome d’eucalyptus, dont une considérée comme pseudogene a cause de la présence d’'un codo
stop. Les protéines ont une longueur variant entre 591 et 906 acides aminés (Annexe II-2). Avec 13 genes
(+ 1 pseudo), la famill®Sest plus grande ch&ucalyptusgque cheZrabidopsisqui ne contient que six
membres. L’arbre phylogénétique construit a partir des RSthalianaet dE. grandismontre que des
RS se divisent entre quatre sous-groupes différents, dont un contient uniquement des séquences
d’eucalyptus. Dans les trois autres sous-groupes, les génes orthologues sont présents chez les deux
espéces mais avec un plus grand nombre de genekuwtayptug(figure 1l-4). L'analysein silico de la
région promotrice deRS prédit un a trois cis-€léments CRT/DRE dans R8q04, 06, 07, 10 et 11) et

un a cing cis-éléments LTRE dans neuf RS
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Fig 1-5. Arbre phylogénétique construit a partir des p-Amylases
(b-AMY) chez E. grandiset chezA. thaliana. L'arbre a été construit
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4.2. La famille desB-amylases

La S-amylase est une exoamylase qui hydrolyse la liasdn4-glycosidique des chaines de
polyglucanes a extrémité non réductrice pour produire le maltosea@D@tucopyranosyB-D-Glc). La
fonction principale de cette enzyme est la dégradation de I'amidon chez les plantes (Kossmann & Lloyd,
2000; Scheidiget al., 2002). L'expression et I'activité enzymatique fesnylases sont régulées par la
lumiére, les phytohormones et les stress abiotiques (Kaplan & Guy, 2004t ake2012). Reinhold et
collaborateurs ont rapporté que Jg¢amylases contrdlent la croissance et le développement des pousses
chezArabidopsis(Reinhold et al., 2011). Le maltose résultant de I'activité didanylase aurait un réle

de cryoprotection dans la réponse aux signaux de I'environnement et de développement.

Grace a la présence du domaine conservé Glyco _hydro_ 14 (PF01373) huit séfuevidesnt
été prédites dans le génome d& Grandis quatre localisées sur le scaffoldBAMY3-6 et deux sur le
scaffold 8 -AMY7-8). La longueur des protéines varie entre 591 et 699 acides aminés. Avec huit genes,
la taille de la familleZ-AMY chezE. grandisest similaire a celle &. thaliana. L’arbre phylogénétique,
construit a partir deg-amylases dirabidopsiset dEucalyptusrévéle une forte similarité entre les
orthologues, ce qui suggére une grande conservation de cette famille au cours de I'évolution de ces deux
espéces veégétales (figure 1I-5). D’aprés les prédictions (ProtComp 9.0 et SignalP 4.1), les différents
membref3-AMY peuvent étre localisés dans les différents compartiments cellulaires. Les éléments DRE
sont prédits dans le promoteur de c@MY et seule la région promotrice dg8-AMY7 ne contient

aucun élément LTRE (tableau II-1).

4.3. Les familles des Heat Shock Protein (HSP)

Généralement, les stress abiotiques perturbent le fonctionnement des protéines. Le maintien des
protéines dans leur conformation fonctionnelle et I'évitement de l'agrégation des protéines sont
particulierement importants pour la survie des cellules dans les conditions de stress. Les protéines de choc
thermique (HSP)/chaperonnes contrblent le repliement, I'assemblage, la translocation et la dégradation
des protéines dans de nombreux processus cellulaires normaux, mais aussi la stabilisation des protéines et
des membranes en conditions de stress. Ces chaperonnes jouent un réle crucial dans la protection des
cellules végétales contre le stress en rétablissant la conformation normale des protéines et I'homéostasie
cellulaire (Wang, Het al., 2004).

Parmi les nombreuses protéines identifiées par leur activité de chaperonne moléculaire, un grand
nombre d’entre elles ayant été initialement identifiées comme des protéines de choc thermique (HSP) ont
conservé leurs premieres nomenclatui&s/chaperonnes. Six grandes familles de HSPs/chaperonnes
sont identifiées : les petites HSP (sHSP), DNAj/HSP40, les GroEL/HSP60, HSP70/DNAK, HSP90 et
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Fig II-6. Arbre phylogénétique construit a partir des sHSP chez E. grandis

et chez A. thaliana.L'arbre a été construit a partir d’alignement des séquences
protéigues entiéres en utilisant le logiciel Mega 5, méthode Maximum
likelihood et test Bootstrap avec 1000 répétitions. Séquences utilisées:

46 EgrsHSP (01-46) B. grandiset 27 AtsHSP dA. thaliana.

Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont été supprimées de l'arbre.



HSP100/Clp. En dehors de ces grandes familles, il existe d'autres protéines ayant des fonctions de

chaperonne, comme la protéine disulfure isomérase et calnexine/calréticuline (V¢ard, B004).
4.3.1.La famille des petites protéines de choc thermique (SHSP)

Présentes chez tous les organismes, les sHSP sont une grande et ancienne famille de protéines.
Leur taille varie de 12 a 42 kDa, mais comme une majorité de séquences est comprise entre 15-22 kDa,
ces protéines sont aussi appelées HSP20 (Wettaeits 2008). La structure primaire des sHSP comprend
une région N-terminale variable et une région C-terminale hautement conservée souvent désignée comme
le domainea-crystallin ou le domaine HSP20 (de Jagtgal., 1998). De nombreuses études ont montré
que les sHSP sont des chaperonnes moléculaires (Véataks 2008, 2013) qui agissent en empéchant
l'agrégation irréversible des protéines et en re-solubilisant des protéines déja agrégées. En se liant a ces
protéines dénaturées, les sHSP peuvent créer une réserve de protéines qui peuvent étre repliées pal
d'autres chaperonnes (Haslbeatkal., 1999). Les sHSP se distinguent des autres chaperonnes HSP par
deux caracteres fonctionnels: d'une part elles n'ont pas besoin d'ATP pour se lier aux protéines cibles et
d'autre part, elles ont une trés grande capacité pour se lier aux protéines dénaturées (Waters, 2013).
Classiquement, presque toutes $&tSPvégétales sont induites par la chaleur mais aussi par d'autres
stress biotiques et abiotiques (Siddicteal., 2008; Mittalet al., 2009; Sarkaet al., 2009). De plus
beaucoup desHSP sont exprimées au cours de certains processus de développement comme
I'embryogenése, la maturation des graines et des fruits (Waters, 2018H3Rsnt été identifiees chez
certaines plantes dont le génome est séquencé cémrabalopsis le peuplier et le riz (Waters et al.,
2008 ; Sarkar et al., 2009). La famille d#$SPse divise en 11 sous-familles chez les dicotylédones

étudiées et 10 pour le riz (Waters, 2013).

Au total, 46 membres de la famik#iSPont été prédits dans le génomé& dgrandis La taille de
cette famille est plus grande ché&ucalyptus par rapport aux autres plantes étudiées (19 chez
Arabidopsis 36 chez le peuplier et 23 chez le riz). Toutes les séquences préditeE. apemndis
contiennent le domaine conservé HSP20 (PF00011) sur la région C-terminale. Leur taille varie entre 111
et 261 acides aminés (12,52 a 29,24 kDa) (Annexe 1l-4). Comme décrit dans la littérature pour les
dicotylédones, les sHSP d’eucalyptus se répartissent en 11 sous-familles. Parmi elles, les membres de la
sous-famille CI sont les plus nombreux (24 membres, soit 52%), alors qu’'au contraire les sous-familles
Clll, CIV, CV, MTII et Peroxisome ne contiennent qu’une seule séquence. Le reste des séquences est
regroupé dans les autres sous-familles de deux membres (CVI, ER), quatre membres (CP et MT) ou cing
membres (CII). L'arbre phylogénétique construit a partir des sHAPtltklianaet d'E. grandismontre
que les orthologues existent chez les deux espéces mais que les membres sont plus nombreux chez
Eucalyptusque chezArabidopsis(figure 1I-6). On remarque un clade de 21 séquences qui regroupe
uniguement des séquence&.dgrandis. Ces cindegrsHSPde la sous-famille Cll se trouvent sur le
scaffold 3 et 22 séquences de la sous-famille Egir§HSP23-44) sont localisées sur le scaffold 10,

résultant probablement d’'un événement de duplication récent.
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Fig I1-7. Arbre phylogénétique construit a partir des DNAj groupes | et Il chez

E. grandiset chez A. thaliana. L'arbre a été construit a partir d’alignement des
séquences protéiques entieres en utilisant le logiciel Mega 5, méthode Maximum
likelihood et test Bootstrap avec 1000 répétitions. Séquences utilisées: 24 EgrDNA|

d’E. grandiset 27 AtDNA]j d’A. thaliana. Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont
été supprimées de l'arbre.



L’analysein silico de la région promotrice de tous les membres de cette famille prédit la présence
d’'un a trois éléments DRE sur 22 séquersiéSPet un a cinq éléments LTRE sur 30 séquesttsP
(tableau 11-1). De plus les promoteurs de 23 genes sHSP contiennent un a trois éléments HSE
(nGAANNTTCn), décrit comme le site de fixation des facteurs de transcription du choc thermique (von
Koskull-Ddringet al., 2007).

4.3.2. La famille DNAj/HSP40

Les protéinePDNAj aussi appelées HSP40 (40 kD), forment une grande famille présente chez de
nombreux organismes incluant les plantes (Qiu et2806). Cette famille che&rabidopsiscomprend
120 membres (Rajan & D'Silva, 2009), dont seulement quelques-uns sont caractérisés (&€haln, H
2010). Les DNAj interviennent dans différents processus de développement (Shen et al., 2011) et dans la
réponse aux stress (Wang, Mt al., 2004). Elles participent au contréle du repliement des structures
protéiques, a leur transport et leur dégradation via linteraction avec HSP70, une autre chaperonne
moléculaire (Magranét al., 2004; Qiwet al., 2006; Li, Jet al., 2009). En terme structural, toutes les
DNAj possedent un domaine trés conservé de 70-acides aminés dans la partie N-terminale (J-domain), ce
qui contraste avec la faible similarité des séquences de la partie C-terminale (120 - 170 résides) (Bork
al., 1992). Le J-domain comprend deux hélices séparées par une boucle contenant un tripeptide tres
conserve, le motif HPD (histidine, proline et acide aspartique). Basé sur cette structure, les DNAj ont été
classées en quatre types (Cheetham & Caplan, 1998; Walsh et al., 2004). Le type | présente une région
riche en glycine (G-domain) d’environ 30 acides aminés et un motif en doigt de zinc qui comprend quatre
répétitions de la séquence Cys-X-X-Cys-X-Gly-X-Gly. Le type Il présente le G-domain sans motif en
doigt de zinc et le type Il ne posséde aucun de ces deux domaines. Le Type IV (J-like proteins) présente

un J-domain sans le motif HPD.

Sachant que les données de la littérature concernant la famille DNAj était tres limitée, il a été
nécessaire de réaliser I'annotation compléte de cette famille pour les quatre espéeces végétales
(Arabidopsis, Populus, Vitis et Eucalyptu€ertaines séquences déja publiées pour Arabidojosis pas
été considérées car il leur manque le J-domain. Avec 99 protéines détectées, la famille DNA]
d’Eucalyptus se situe entre celle d¥itis (88 membres) et celles Afabidopsis et de Populus

(respectivement 115 et 140 membres).

L'arbre phylogénétique construit & partir des DNAAdthalianaet dE. grandismontre une
distribution des DNAj en quatre groupes ckeralyptuscomme cheZArabidopsis(figure 1I-7). A cause
de la grande différence entre les structures des protéines, deux arbres phylogénétiques ont été construits
(figure 11.8), le premier pour les types | et Il et le second pour les types lll et IV. La grande distance
phylogénétique entre les membres des familles est principalement expliquée par la présence/absence de

domaines spécifiques ainsi que par la variation de leur position dans la séquence. Par exemple, le type
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n'a pas de motif en doigt de zinc mais présente une longue région variable G/F (70-120 acides aminés).
Par contre, le type | posséde une plus courte région G/F (40-50 acides aminés). La position du domaine J
est variable selon les types : dans la séquence N-terminale pour les types | et Il mais sans préférence pour

le type Ill. Enfin, le motif en doigt de zinc peut étre différent entre les types Il et I.

La forte représentation du type Ill chez les deux espéces pourrait étre due a d’anciennes
duplications puisque la plupart des orthologues sont retrouvés. Elfvatyptus les géneDNA]j sont
distribués sur les 11 chromosomes. Sachant qu’aucun spot de duplications n’est obsétuéatppeizis

pour les genes DNA], la famille semble étre tres conservée chez les deux espéces.

L’analysein silico de la région promotrice de tous les membres de cette famille prédit la présence
d'un a trois éléments DRE sur 45 séquerigiig\j et un a quatre éléments LTRE sur 67 séqueDbly

(tableau 1I-1). De plus les promoteurs de 38 genes RBAjennent un a deux éléments HSE.

4.3.3. La famille HSP60

Les HSP60 forment une classe de chaperonnes trouvées chez les procaryotes (GroEL) comme dans
les mitochondries et les plastes des eucaryotes. Elles se subdivisent en deux sous-familles: les GroEL
(Groupe 1) se trouvent chez les bactéries, les mitochondries et les chloroplastes (Cpn60), les chaperonines
CCT (contenant un t-complexe) se trouvent dans le cytosol des eucaryotes (Wang et al., 2004). Cette
classe pourrait participer au repliement et & l'agrégation de protéines exportées des organites vers le
cytoplasme. Ces HSP60 se lient & différents types de protéines apres la fin de la traduction pour éviter
leur agrégation avant leur repliement dans la conformation active (Al-Whaibi, 2011)AGtedopsis
neuf Cpn60s et neuf CCTs sont trouvés dans le génome en plus des deux co-chaperonnes (Cpnl0 et
Cpn21) identifiées (Hill & Hemmingsen, 2001).

ChezE. grandis l'analysein silico a permis d’identifier 15 membres dans la famille HSP60.
Toutes les séquences contiennent un domaine conservé Cpn60_TCP1 (PF00118). L'arbre phylogénétique,
construit & partir des HSP60Ad’thaliana et dE. grandis montre que les orthologues ch&abidopsis
sont retrouvés chez Eucalypfigure 11-9). Basé sur leur structure primaire, les membres de la famille se
divisent en deux groupes, Cpn60 et CCT. Le groupe CCT contient neuf séquences pour deux espéces,
mais seulement six séquences du groupe Cpn60 ont été identifiées dans le génarandis contre

neuf chez A. thaliana.

La taille de la séquence polypeptidiqgue des HSP60 varie de 535 a 620 acides aminés, correspondant
au poids de 57.6 a 66.14 kDa (Annexe 11-6). Une séquidBE60 se trouve sur chaque scaffold 1, 4, 5,
7-11. Trois et quatre autres membres de cette famille sont localisés sur les scaffolds 2 et 6 respectivement.
La prédictionin silico de la location sub-cellulaire montre que les différents ment8&60 pourraient

étre localisés dans tous les compartiments.
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En analysant la région promotrice d¢SP60, un élément CRT/DRE a été prédit dans le promoteur
de trois membreslSP60-03, HSP60-09 eiSP60-14. L'élément LTRE a été trouvé dans le promoteur de

sept séquences; un seul élément HSE typique est prédit dans 10 génes HSP60.

4.3.4. La famille HSP70

Les HSP70 représentent une famille hautement conservée chez les procaryotes et les eucaryotes.
Structurellement, HSP70 posséde deux domaines trés conservés, le premier en position N-terminale
(ATPase de 44 kDa) et le deuxieme en C-terminal, comprenant le domaine peptidique de liaison au
substrat (25 kDa) (Wang, Ht al., 2004). Comme les autres chaperonnes, les HSP70s agissent
probablement en protégeant les protéines contre l'agrégation. Elles sont égatetignées dans les
processus de traduction, de translocation et associées a la fonction des récepteurs stéroidiens. De plus, les
HSP70s cytosoliques peuvent agir comme des répresseurs du facteur de choc thermique (HSF) soit
directement soit en participant a un complexe de multichaperonnes (notamment avec HSP3)alSung
2001). L'expression des génes codant les HSP70 est induite par le stress thermique (chaleur, froid) et la
sécheresse ce qui aboutit & une accumulation massive des protéines HSP70 dans les cellules stressée
(Sunget al., 2001; Sungt al., 2003; Wang, >t al., 2004; Al-Whaibi, 2011; Keller, Cao et al., 2013).

De plus, lesHSP70ssont induites par des facteurs de développement et donc indispensables a la

croissance en condition normale (Lin et al., 2001).

Le génome A thaliana contient au moins 18 génes codant pour les membres de la famille HSP70,
dont 14 appartiennent a la sous-famille DnaK et quatre a la sous-famille Hsp110/SSE (L-.i80£113J.
ChezE. grandis, 18 génes (+ 3 pseudogéndSP70 ont été prédits dans le génome entier. Tous les
membres de cette famille contiennent un domaine conservé HSP70 (PFOO012EuChlgptus la
famille HSP70 se divise comme ch&mbidopsisen deux sous-familles (figure 11-10). La premiere sous-
famille, DnaK, contient 14 membres (+1 pseudogene) dont la séquence varie de 406 a 706 acides aminés
(45.01 a 75.89 kDa). Les quatre autres membres (+2 pseudogenes) correspondant a la deuxieme sous-
famille (HSP110/SSE) ont des séquences allant de 774 a 939 acides aminés (86.80 a 103.16 kDa)
(Annexe 1I-7). Cette description des familles HSP70 dBegrandiset A. thaliana suggére que ces

protéines sont globalement trés conserveées.

D’aprés la prédiction de la localisation sous-cellulaire, différentes protéines HSP70 pourraient etre

localisées dans tous les compartiments cellulaires et aussi dans le plasmaleme.

Des cis-éléments CRT/DRE et LTRE sont prédits dans la région promotrice de respectivement 10

et 13 genes HSP70. De plus, 12 séquences possedent un a deux éléments HSE typiques.
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4.3.5. La famille HSP90

La protéine de choc thermique de 90 kDa (HSP90) est une chaperonne essentielle chez les cellules
eucaryotes grace a son rble clé dans le repliement et l'activation des protéines impliquées dans la
transduction du signal, le contréle du cycle cellulaire, le trafic et la dégradation des protéines (Krishna &
Gloor, 2001). Les HSP90s ont des domaines conservés, le premier en position N-terminale (ATPase) et
C-terminale (domaine de dimérisation) qui sont reliés par une zone de liaison de longueur variable
(Buchner, 1999). Ces protéines peuvent également jouer un réle dans le développement (morphologie) et
'adaptation au stress (Wang,gtial., 2004). Bien que 1¢$SP90soient exprimées constitutivement dans
la plupart des organismes, leur expression augmente en réponse au stress chez les procaryotes et le:
plantes, comme\rabidopsiset la vigne soumises au stress de température (chaleur et froid) ou a la
sécheresse (Krishna & Gloor, 2001; Banidasl., 2012). Les HSP90s existent chez tous les organismes

et se divisent en cing sous familles (Chen et al., 2006).

ChezE. grandis 10 génes HSP90 ont été prédits, ce qui est plus queAchibaliana et che¥/.
vinifera (7 membres dans les deux cas). D’'autre part, les 12 pseudogénes préditgychedisne sont
pas retrouvés chez les deux autres espéoeses les séquences prédites chezabyptusont un domaine
conservé HSP90 (PF00183) et contiennent aussi un domaine Histidine kinase (soit HATPase_c_3
(PF13589) soit HATPase _c (PF02518)) en position N-terminale sur toutes les séquences sauf le
pseudogéndgrHSP90 [P]-12. Ces protéines EgrHSP90 ont une longueur variable entre 666 et 882
d’acides aminés, soit de 76.88 a 93.77 kDa (Annexe 11-8). En fonction de leur structure primaire, les
EgrHSP90 et leurs pseudogénes sont classés en trois groupes : HSP90A (19) HSP90B (1) et HSP90C (2).
L’arbre phylogénétique construit a partir des HSP3 drandiset d’A. thaliana montre que la famille
se divise en trois sous- groupes, des événements de duplication étant observés chez les deux espéces, ma
plus particulierement cheiz. grandis(figure II-11). Les sous-groupes HSP90-B et HSP90-C sont bien
conservés aprés la spéciation entre deux espéces, alors que le sous-groupe HSP90A semble avoir plus

évolué depuis la spéciation.

La prédictionin silico montre que les protéines EQrHSP90 sont localisées dans le cytoplasme, les
organites (chloroplaste, ER), le noyau et la membrane cellulaire ou peuvent étre sécrétées. L'analyse de la
séquence du promoteur révele que neuf séquences ont un cis-élément CRT/DRE, 13 séquences ont un cis:

élément LTRE et six séquences ont un cis-élément HSE typique.

4.3.6. La famille HSP100

La famille HSP100 (Clp) est une autre classe de chaperonnes dépendantes de I'ATP. Le poids
moléculaire des HSP100 est tres variable (75 et 100 kDa) en raison de la taille de la région non conservée.
Typiquement, les HSP100 sont composées de cing domaines spécifiques: le domaine N-terminal, le

domaine 1 de fixation des nucléotides (NBD1), le domaine central, le domaine NBD2 et le domaine C-
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terminal. Les séquences conservées des cing domaines comprennent des signatures : (i) la signature | dan:
le domaine N-terminal, les séquences de Walker A, de Walker B1 et de Walker B2 dans le NBD1, les
deux signatures Il et Il dans le domaine central, les séquences de Walker A, de Walker B dans NBD2 et
les deux signatures IV et V dans le domaine C-terminal. Basé sur le nombre de domaines de fixation des
nucléotides (NBD), les HSP100 sont divisées en deux sous-groupes, le sous-groupe | (types A-D)
contenant deux NBD et le sous-groupe Il (types M, N, X et Y) contenant un seul NBD (Sattiraher

1996). Les HSP100 jouent un réle dans les interactions transitoires avec des protéines non natives, pour la
prévention de l'agrégation et le contréle du repliement et de 'assemblage, mais aussi dans le processus de
translocation des protéines ou de leur dégradation (Warg, al., 2004). LeHSP100sont souvent
exprimées constitutivement chez les plantes, mais leur expression est régulée par le développement et par
différents stress environnementaux comme la chaleur, le froid, la déshydratation, la salinité ou I'obscurité
(Wang, Het al., 2004; Leet al., 2005; Singh et al., 2010).

ChezArabidopsiset le riz, sept et netdSP100de type | ont été respectivement prédits (eeal,
2005; Singh et al., 2010). Douze génes et deux pseudogéenes appartenant aux types | et type Il de la
famille HSP100 ont été prédits dans le génonte drandis soit une famille plus grande que chi&z
thaliana. Les HSP100 ont une longueur variant entre 594 et 1123 acides aminés (Annexe 11-9). L'arbre
phylogénétique construit a partir des familled.dthaliana et dg. grandismontre que les HSP100 se
subdivisent en deux grands groupes (figure 1l1-12). Le groupe | (9 séquences) contient les HSP100 qui
sont orthologues des AtHSP100 appartenant au type | (2 ClpA, 4 ClpB, 2 CIpC et 1 ClpD). Les 3
séquences du groupe Il n"ayant pas d’orthologue éhakidopsis elles sont classifiées comme un type
ClpX.

L’analysein silico des HSP100 prédit leur localisation dans le cytoplasme, la vacuole, les organites
(chloroplaste, mitochondrie) ou le noyau de la cellule. L’analyse des séquences promotrices a permis la
prédiction d’un a trois cis-éléments CRT/DRE pour n¢8P100 et seul [ESP100-11 ne contient aucun

cis-élément LTRE. De plus, un élément HSE est prédit dans le promoteur de quatre HSP100.

4.4. La famille Elip

Les protéines Elip sont localisées dans le thylakoide. Au départ, les génes nucléaires
correspondants ont été décrits comme transitoirement induits dans les stades précoces de développemen
des semis étiolés de pois (Meyer & Kloppstech, 1984). Dans cette description, les protéines Elip sont
importées dans les chloroplastes apres leur synthése dans le cytoplasme et sont insérées dans les
membranes des thylakoides via la voie de cpSRP (Hutin et al., 2003). Les Elip ont une relation étroite
avec les protéines de liaison de la chlorophylle a/b (Cab) comme le LHC (Light-Harvesting Complex).
Ensuite, des Elip codées par le génome chloroplastique ont été également décrites (Douglas & Penny,

1999). Selon leur structure secondaire prédite, la famille peut étre divisée en trois sous-groupes: (i) Elip a

33






trois hélices et protéines associées, (i) Sep a deux hélices (protéines de stress améliorées) également
appelé Lils (light-harvesting-like) et (iii) le sous-groupe avec une seule hélice se subdivise en Hlips (high
light-induced proteins), Scp (small Cab-like proteinsphp (one-helix proteins). Les hélices | et Il des

Elip a trois hélices et les protéines associées et I'hélice | de Sep, Hlip, Scp ou Ohp contiennent un motif
consensus trés conserve, spécifique d’Elip (ERINGRLAMIGFVAALAVE et
ELWNGRFAMLGLVALAFTE) (Adamska, 2004). Par contre, I'hélice Il trés polymorphe est différente
entre les membres de la famille Elip. Les Elip ont un réle potentiel comme support de la chlorophylle
libérée, ou de stabilisation de I'association protéine-chlorophylle de I'appareil photosynthétique (Aro et
al., 1993; Bruno & Wetzel, 2004).

Les Elips ont été étudiés chez de nombreuses especes annuelles telles que le pois, l'orge,
Arabidopsiset la tomate (Adamskat al., 1993; Potter & Kloppstech, 1993; Adamska & Kloppstech,
1994; Hutin et al., 2003; Bruno & Wetzel, 2004) ou les espéces ligneuses pérennes comme le
Rhododendron, la vigne et le thé (Pextcal., 2008; Berti & Pinto, 2012; lat al., 2013). Dans tous les
cas, les génes codant les protéines sont induits par la lumiére (intensité et qualité) (Savenstrand et al.
2004), seule ou en combinaison avec d'autres signaux comme la température, la sécheresse et la salinité
(Adamska & Kloppstech, 1991; Adamska & Kloppstech, 1994; &trad., 2002). De plus des signaux de
développement comme I'action hormonale peuvent aussi réguler leskdgn@d/ierstra & Kloppstech,
2000; Binyamin et al., 2001; Norén et al., 2003; Heddad et al., 2006). Sur la base des résultats de la
littérature, il est admis que les Elip jouent un réle photoprotecteur particulierement lors d'événements ou
les photosystemes subissent des changements structurels majeurs, comme au cours de la photoinhibition,
la floraison et la sénescence. En se liant avec les caroténoides et les chlorophylles libérés des
photosystemes endommageés, les protéines Elip permettent une dissipation thermique efficace en
éliminant I'énergie d'excitation. Le nombre de génes de la sous-fé&idlédentifiées chez les plantes

supérieures étudiées ne dépasse pas trois feahg2008) .

Avec 19 génes (+2 pseudogénes) prédits dans le génome entier, laEéimiiet plus grande chez
Eucalyptusque chezArabidopsis(7 génes). Cette famille contient 9 protéines a trois hélices (Elip), 3
protéines a deux hélices (Sep) et 7 protéines a une hélice (Ohp). La longueur de la séquence varie entre
115 et 251 d'acides aminés correspondant au poids moléculaire de 12.61 a 28 kDa (Annexe II-10).
L'arbre phylogénétique construit a partir des protéines Elyatiidopsiset d'Eucalyptusprésenté dans
la figure 11-13, montre que les quatre sous-groupes existent chez les deux especes, avec un plus grand
nombre d’orthologues ché&zaucalyptus Les sous-familles les plus représentées Elealyptussont Elip
et Ohp avec respectivement neuf et sept membres; les génes correspondants sont localisés sur les
scaffolds 2 et 11, suggérant des événements récents de duplication ayant eu lieu apres la divergence des
deux especes. L'analygesilico de la région promotrice de tous les membres de la fafhiigorédit la
présence d'un a trois cis-éléments CRT/DRE sur neuf génes et 81% des génes de cette famille

contiennent au moins un cis-élément LTRE dans leur promoteur.
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famille E. grandis | A.thaliana | P.tricocarpa | V. vinifera
DHN 14 10 7 4
LEAL 2 3 5(1) 5
LEA2 2 3 4 4
LEAS 7 4 5 1
LEA4 7 18 27 7
LEAS 8 (3) 2 1 3
LEAG 3 2 2
SMP 7 6 2 3
M 0 2 0 0
LEA-like 73 43 56 19

Tab 1I-2. Comparaison de la composition de la superfamille LEA (sous-familles) entre
Eucalyptusgrandis, Arabidopsisthaliana, Vitisvinifera et Populustrichocarpa. Les failles

LEA d’E. grandiset deV. viniferaont été annotées pour cette étude,alors que les LEA d’A
thaliana, et deP. trichocarpa avaient déja été décrtites par (Hundertmack & Hincha, 2008) et

(Lanetal., 2013). « p » est le nombre de pseudogenes.
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Fig 11-14. Arbre phylogénétique construit a partir des LEA chez E. grandiset chez A. thaliana.

L'arbre a été construit & partir d’'alignement des séquences protéiques entieres en utilisant le logiciel
Mega 5, méthode Maximum likelihood et test Bootstrap avec 1000 répétitions. Séquences utilisées: 50
EgrLEA d’E. grandiset 51 AtLEA dA. thaliana. Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont été

supprimées de l'arbre.
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Fig 1I-15. Arbre phylogénétique construit & partir des LEA-like chez E. grandis et
chezA. thaliana. L'arbre a été construit & partir d'alignement des séquences protéiques
entiéres en utilisant le logiciel Mega 5, méthode Maximum likelihood et test Bootstrap
avec 1000 répétitions. Séquences utilisées: 73 EgrLEA-like gfandis et 43 AtLEA-

like d’A. thaliana. Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont été supprimées de l'arbre.



4.5. La famille LEA (Late Embryogenesis Abundant)

Les LEA sont présentes dans le regne végétal mais aussi chez les invertébrés, les champignons, les
protistes et les procaryotes (Reardsinal., 2010; Stet al, 2011). La comparaison phylogénétique des
LEA de ces différents organismes montre que cette famille a connu une rapide expansion aprés la
colonisation terrestre des espéeces végétales €t.ah, 2013). Chez les plantes, les LEA s’accumulent
pendant les derniéres phases de I'embryogenése et dans les tissus végétatifs exposés aux stress d
déshydratation (froid, sécheresse ou sel) ou soumis a un traitement ABA (Ya&bwaky2008). Ces
protéines fortement hydrophiles sont riches en glycine et autres petits résidus qui favorisent la flexibilité
de la conformation. Elles participent au maintien des fonctions cellulaires contre les effets néfastes de la
déshydratation. Les LEA se lient aux protéines pour éviter leurs changements de conformation et leur
agrégation dus a la limitation en eau (Olvera-Carrillo et al., 2011). Contrairement & d’autres protéines, les
LEA présentent une structure aléatoire qui, en condition de stress hydrique, forme une structure en hélice
o polarisée capable de former des liaisons hydrogenes avec les protéines pour éviter leur agrégation et
leur dénaturation. De plus, grace a leur caractére amphiphile, les LEA peuvent aussi se lier aux régions
hydrophobes des protéines comme des membranes pour assurer leur protection en conditions de
déshydratation (Kosowet al., 2011).

La premiére classification des LEA comprenait cinq sous-familles: LEA D19, LEA D11
(dehydrines), LEA D7, D113 and D95 (Ingram & Bartels, 1996), mais plus récemment les analyses
exhaustives basées sur 'homologie de séquences au niveau des génomes ont permis d’identifier neuf
(Hundertmark & Hincha, 2008; Laet al, 2013) ou 12 (Jaspadl al.,2012) sous-familles. L'annotation
manuelle basée sur la présence de domaine conseridAes permis d’identifier 119 génes et trois
pseudogenes ch&ucalyptusainsi que de nouvelles séquences pour les trois autres especes étudiées qui
s'ajoutent a celles déja publiées : 94 chAeabidopsis(43 nouvelles), 109 chd2opulus(56 nouvelles) et
48 chezVitis (19 nouvelles) (Hundertmark & Hincha, 2008; Lanal, 2013). Ces nouvelles LEA
contiennent le domaine conservé pour LEA2 (PF03168) mais elles ne sont pas proches
phylogénétiguement par rapport aux LEA2 décrites &rabidopsis(Hundertmark & Hincha, 2008) ou

chez PopulugLan et al, 2013). On les considére donc comme des-LiEeA

L'analyse des profils Pfam montre que les LEAButalyptussont distribuées en 9 sous-familles
comme chewitis et Populuset Arabidopsis qui possede en plus un groupe spécifique (AtM) (tab II-2).
En comparaison avec d’autres especes étudiées, les trois sous-famMesEAS etLEA-ike sont plus
grandes cheE. grandis Comme l'arbre phylogénétique avec tous les genes LEA présente de trop
grandes distances entre les branches des 9 sous-familles, il a été choisi de construire des arbres séparé
(figure 1I-14, 15). L’'analyse de la structure des génes montre que tous led Bénasntiennent pas ou
peu dintrons (3 au maximum). La localisation révele que les gBBéssont répartis sur les 11

chromosomes mais ceux de la sous-fanill€N sont principalement localisés sur les chromosomes 6 et
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Fig 1I-16. Arbre phylogénétique construit a partir des métallothionéines chez E.
grandiset chez A. thalianal’arbre a été construit a partir d’alignement des séquences
protéiques entiéres en utilisant le logiciel Mega 5, méthode Maximum likelihood et test
Bootstrap avec 1000 répétitions. Séquences utilisées: 9 EgiMgrdhdiset 7 AIMT d’A.
thaliana. Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont été supprimées de I'arbre.



9 et ceux de la sous-familleEA-like surtout sur les chromosomes 5 et 10. On peut noter quelques

évenements de duplications pour presque toutes les sous-familles, a I'excepf@ilde LEA4.

L’'analysein silico de la région promotrice de tous les membres de la fahiike prédit la
présence d’un a cinq cis-éléments CRT/DRE sur 55 genes, en particulier 86% des membres de la sous-
famille DHN contiennentt au moins 1 cis-élément CRT/DRE (tab II-1). 74 genes de cette famille

contiennent au moins un cis-élément LTRE dans leur promoteur (Annexe 11-11).

4.6. La famille Métallothionéine

Découverte par Margoshes et Vallee (Margoshes & Vallee, 1957), cette protéine a été nhommée
"métallothionéine" afin de refléter la présence d'ions sulfure, de thiols ou d’ions métalliques. Les
métallothionéines existent chez tous les organismes eucaryotes et procaryotes et sont regroupées dans un
superfamille de composition assez hétérogene. Associées a des ions métalliques, ces protéines a faible
poids moléculaire sont riches en cystéine. En comparaison avec des métallothionéines animales, les
métallothionéines végétales contiennent deux plus petits domaines riches en cystéine (de quatre a huit
cystéines chacun) et une grande région d'espaceur (30 a 50 résidus). Selon leur structure, les

métallothionéines végétales se divisent en quatre types (MT1, MT2, MT3 et MT4) (Freisinger, 2011).

Plusieurs études suggérent que les métallothionéines pourraient étre impliquées dans les processus
biologiques aussi divers que I'apoptose, la croissance, le développement embryonnaire, le développement
des microspores, la sénescence, le développement des fruits, la maturation et la réponse au stress. Les
métallothionéines jouent un réle dans le métabolisme des métaux et la détoxification cellulaire en
condition de stress en raison de leur activité de chélateurs de métaux (Lia2@t3). En plus de leur
expression ubiquitaire, les méthallothionéines végétales sont induites par plusieurs stress (acide
d’abscissique, salinité, stress oxydatif, ions métalliques et invasions de pathogenes) (Domengech et al.
2006).

Les quatre types de métallothionéines ont été trouvés dans le génonie deafidisavec 9
séquences au total (1 MT1, 3 MT2, 1 MT3 et 4 MT4), ce qui est assez similaire a la taille de cette famille
chezA. thaliana (sept séquences). Cliaralyptusles MTs sont de petites molécules, sauf MT4-1 (127
acides aminés), toutes les autres MTs ont moins de 100 acides aminés (Annexe 1I-12). L'arbre
phylogénétique présente des orthologues eitabidopsiset Eucalyptus(figure 11-16). Un cis-élément
CRT/DRE est prédit dans le promoteur de seulement trois séqudiidéeMT2-1 etMT4-4. Un a trois

motifs LTRE sont prédits dans la région promotrice ddvsis.
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E.grandis | A.thaliana | P.tricocarpa | V. vinifera

DELLA 3 5 4 3
HAM 10 (1) 5 14 5
LISCL 44 (6) 6 13 8
LS 4 4 8 2
PAT1 15 6 18 6
SCL3 3 1 3 4
SCR 7 2 8 5
SHR 5 3 11 4
NEW 5 11 5
PtGRAS 12

Tab 1I-3. Comparaison de la composition de la famille GRAS (groupes) entre
Eucalyptusgrandis, Arabidopsisthaliana, Vitisvinifera et Populustrichocarpa. Les

familles de facteurs de transcription GRAS des quatre especes ont été annotées dans cette
étude. « p » est le nombre de pseudogénes.
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Fig 11-17. Arbre phylogénétique construit & partir des GRAS chez E. grandist chez A. thaliana.
L’arbre a été construit a partir d’alignement des séquences protéiques entieres en utilisant le logiciel
Mega 5, méthode Maximum likelihood et test Bootstrap avec 1000 répétitions. Séquences utilisées: 96

EgrGRAS dE. grandiset 33 AtGRAS dA. thaliana. Les valeurs faibles (<50) de Bootstrap ont été
supprimées de I'arbre.



4.7. Lafamille GRAS

Spécifique des plantes, la famille multigénique des GRAS correspond a des facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de la croissance et du développement. Le hom GRAS dérive
des noms des trois premiers genes identifiés, GAIl (Gibberellic-Acid Insensitive), RGA (Repressor of
GAl) and SCR (Scarecrow) (Bolle, 2004). L'existence de génes orthologues des GRAS chez les
bryophytes suggére que ces protéines ont une existence d’au moins 400 millions d’années (Tian et al.
2004). Les protéines contiennent entre 400 et 700 acides aminés avec des résidus conservés dans le
domaine C-terminal mais au contraire une variabilité dans leur domaine N-terminal (Hirsch & Oldroyd,
2009). Avec 33 genes chézabidopsiset 60 chez le riz (Itoh et al., 2005; Tong,etal., 2009), cette
famille est divisée en huit sous-familles: DELLA, HAM, LISCL, PAT1, LS, SCR, SHR and SCL3.
L'analyse fonctionnelle de 10 GRAS Atabidopsisa démontré leur participation a des processus de
développement dans différents organes, comme la racine, la tige secondaire ou le méristeme apical (Bolle,
2004; Sun et al., 2012). Certaines protéines GRAS sont aussi impliquées dans la réponse des plantes aux
stress abiotiques et dans la régulation de la nodulationMbdizago truncatula (Hirsch & Oldroyd,

2009; Liu et al., 2011). De plus, il a été démontré que les protéines DELLA sont aussi capables
d’interagir avec le facteur de transcription impliqué dans la signalisation du phytochrome (detlaicas

2008; Fenget al., 2008). Parallelement, 'accumulation des DELLA chez le sur-exprimant CBF a été
rapportée (Achardt al, 2008). Le rble des autres sous-familles de GRAS n’a pas encore bien décrit. Les
HAM participent au maintien du méristeme apical et racinaire a I'état indifférencié, elles jouent un role
dans la perception de la gibbérelline. Les SCL3 sont la cible directe des DELLA qui en induisent
I'expression (Zhanet al, 2011). Elles sont réprimées par la gibbérelline et il est possible qu’elles soient
des régulateurs positifs de la gibbérelline. Les LS participent a la régulation de la gibbérelline. Les SHR
et les SCR ont un réle dans le développement du systeme racinaire et dans son organisation. Les PAT1
participent a la transduction du signal dans le phytochrome A et ont un réle de régulateur transcriptionnel
lors de I'induction des signaux de défenses (Eiaal., 2004). Les LISCL sembleraient impliquées dans

la régulation transcriptionnelle de la microsporogénése.

Dans le génome . grandis la famille GRAS comprend 92 membres (Annexe 11-13), ce qui est
comparable aPopulus (102 membres) mais plus que ch&mbidopsis (33 membres) eVitis (42
membres). Les GRAS H: grandissont distribuées au sein de neuf sous-familles en comparaison avec
huit chezArabidopsis On trouve un groupe spécifique pour les ligneux appelé NEW. Il y a aussi un
groupe spécifique chdz trichocarpaappeléPtGRAS. DELLA et LS sont des sous-familles contenant un
nombre équivalent de proches orthologues entre Eucalgpsrsbidopsigfigure 11-17). En comparaison
avecArabidopsis le grand nombre de séquences de GRAS Ehegandisest principalement di aux
duplications en tandem pour les autres sous-familles copfiid etLISCL (41 chezE. grandiset six
chez A. thaliang. Pour ces genes, les duplications en tandem sont principalement localisées sur les

chromosomes 1, 2, 10 and 11. Le groip®CL, fortement dupliqué cheEucalyptusen comparaison
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avec les autres espéces, sont connues pour intervenir dans des processus généraux associés al

développement et la défense.

L’'analysein silico de la région promotrice de tous les membres de la fa@BHAS prédit la
présence d'un a quatre cis-éléments CRT/DRE sur 36 génes et 56 génes de cette famille contiennent au

moins un cis-élément LTRE dans leur promoteur (tab 11-1).

5. Conclusions et discussion

En conclusion de la premiere partie de ce chapitre, I'analyse du transcriptome froid chez
Eucalyptusrévéle une prédominance des mécanismes de cryoprotection (LEA) et de détoxification
(métallothionéine et autres protéines antioxydantes) qui interviennent au cours des différentes phases de
I'acclimatation. Ces génes appartiennent a des familles multigéniques, dont les différents membres sont
régulés de facon précoce, tardive ou progressive. Concernant 'accumulation des sucres connus comme
importants pour la protection cellulaire, deux régulations distinctes sont observées : les genes impliqués
dans la synthese de raffinose sont induits de fagon précoce et ceux pour la dégradation d'amidon de facon
progressive. Les travaux antérieurs de I'équipe ont montré que le raffinose s’accumule pendant
I'acclimatation au froid en particulier chez les génotypes tolérants (Lebetgrie 1995; Travergt al.,

1997). Les sucres solubles synthétisés en condition de stress froid comme ceux issus de la dégradation de
I'amidon, pourraient avoir un réle dans la stabilisation des membranes (Leborgne. et al., 1995). Enfin, le
processus qui semble spécifique a I'eucalyptus correspond a la synthése de cire (LTP3) et & son dépot sur
la cuticule pour la protection des tissus. Cette observation est a rapprocher des résultats de I'équipe
concernant le phénotype des plantes surexprima@Blequi présentent un dépbt de cire sur la surface

des feuilles (Navarro et al., 2011).

L’'analysein silico des grandes familles de génes codant des protéines de réponse aux stress
abiotiques a été présentée dans ce chapitre. Ce travail avait pour but de choisir dans ces familles les
membres potentiellement cibles des CBF/DREB pour étudier leur expression dans les lignées
transgéniques sur-exprimant@BF et qui font I'objet du dernier chapitre. Ces données trés descriptives

conduisent a trois types de situation concernant la structure de ces familles multigéniques, en

comparaison avec Arabidopgiseur lequel le plus de données sont disponibles.

Dans la plupart des cas, et en particulier pour les fanillpset GRAS, le nombre de membres est
plus important (souvent plus du double) chez Eucalymiais la structure de la famille semble conservée,
c'est-a-dire que les arbres phylogénétiques mettent en relation dans les mémes clusters des orthologues
plus nombreux chek. grandisque cheZzA. thaliana Dans trois casRS,HSP100 etHSP 90), la taille
plus grande de la famille est aussi justifiée par un clade supplémentair&wtayptus Une autre

situation correspond a une conservation de la taille et de la structure de la famille chez les 2 espéeces pour
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la f-amylaseles DNAj, HSP60, HSP70 et les métallothionéidin, la superfamille LEA représente un
cas un particulier puisque de nombreux genes qui ont été identifiés aussi chez d’autres espéces par la

recherche d’orthologues ont été mis a jour.

Le nombre plus important de genes dans ces familles est cohérent avec un génome plus grand en
paires de bases et nombre de génes et aussi avec le nombre de génes contenant un CRT/DRE dans let

promoteur.
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Chapitre Ill. Analyse fonctionnelle des DREB1/CBF
via des lignées &. urophylla x E. grandissur-exprimant
EguCBFla ouEguCBF1b
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1. Acclimatation ex vitro de lignées transgéniques &ucalyptus

A mon arrivée au laboratoire, les lignées sur-exprimant de fagon constitutive IEgéDBFla
(13 lignées) ouEguCBF1b (9 lignées) étaient disponibles sous forme de microboutukéso. Les
explants ont été maintenus et multipliés sur le milieu M et SDM (Annexe llI-1, 2), avec une fréquence de
repiquage toutes les trois semaines. Ces plantnolestro ont été étudiéepour une investigation
préliminaire du réle de€BF1s dans la tolérance au froid et le développement (Navarro et al, 2011). La
caractérisation de ces lignées a montré que la tolérance au froid est améliorée par rapport au témoin. En
parallele, le phénotypage de ces lignées transgéniques a mis également en évidence un retard de
croissance, la réduction de la surface et de I'épaisseur des feuilles. Un dépbt de cire épicuticulaire a aussi
été observé sur les deux cbtés des feuilles de la lignée la plus modifiée (Al). La densité des stomates chez
les sur-exprimants est réduite par rapport au témoin et au contraire, la densité de glandes a huile a été

augmentée de fagcon spectaculaire (lignée Al).

Pour compléter cette premiére étude, mes travaux correspondent au phénotypage suexlignées
vitro, dans des conditions de développement plus proches de la normale. Pour cela, il a été nécessaire
d’enraciner ces boutures avant de les acclimeteritro afin de générer des lots de plantes en nombre
suffisant pour permettre leur analyse. En fonction des résultats préliminaires sur microboutures, les
lignées Al, A19, A25, A27, B8, B9, B14 et B20 sont choisies parmi les sur-expri@Bitsa ou

CBF1b. La lignée PK7 contenant le vecteur de transformation « vide » correspond au témoin.

1.1. Mise au point des conditions d’allongement des tiges

Les essais ont été réalisés uniqguement sur la lignée Al, qui a une réduction de croissance la plus
forte, au cours de 3 expériences indépendantes avec huit explants ou plus.

Les tests de différentes compositions de milieu ont permis de choisir le milieu W4 (annexe IlI-6)
qui contient les mémes macroéléments et oligoéléments que le milieu MS, le phytagel, le BAP mais pas
de charbon actif. Il se distingue des autres milieux testés comme le milieu W1 (annexe 111-3) par la
présence d’agar mais pas d’hormone; le milieu W2 (annexe 1ll-4) comprend I'agar, le milieu W3 (annexe
[1I-5) sans BAP, le charbon actif est ajouté dans le milieu W4+C (annexe 11I-7) ; et enfin le milieu SPM
(annexe IlI-8) a une concentration diminuée de moitié des éléments nutritifs, contient des charbons actifs
mais pas d’hormone. Les explants sont transférés du milieu de multiplication aux milieux d'allongement
pour obtenir des explants avec une taille de 1.5 a 2 cm suffisante pour l'induction racinairet(&kang
1995; Nourissier & Monteuis, 2008).

Influence de la gélose : le phytagel a un effet positif pour I'allongement de&'Egarophylla x E.
grandispar rapport a I'agar. Les explants Al se sont mieux allongés sur les milieux W3 et W4 que sur les

milieux W1 et W2. Cet effet observé chez la pomme de terre (Veramealdi 1997), la rose et le glaieul

41






(NeStakovéet al., 2000), la banane (Kagetral., 2010) et le chlorophytum (Kumetr al., 2010) peut étre

dd aux propriétés du phytagel: sa transparence, sa composition en glucose et en polysaccharides comme
I'acide glucuronique ou le rhamnose, en cations monovalents ou divalents (Veramahdl997). En
comparaison avec l'agar, le phytagel semble changer la sensibilité des tissus aux cytokinines (Hadeler et
al., 1995), et permettre une meilleure disponibilité en eau et ainsi une croissance plus forte (Owens &
Wozniak, 1991). L'agar a été signalé comme étant la cause du stress hydrique dans les cultures de
pommes de terre (Gopet al., 2008).

Influence du charbon actif : le charbon actif utilisé & 2 g/l a un effet négatif sur I'allongement de
tige d’eucalyptus. Cette influence, connue chez le tabac, peut étre causée par la capacité de I'absorption
des phytohormones par le charbon actif (Constantin et al., 1977).

Influence de la phytohormone : les explants peuvent s’allonger sur les milieux comprenant la
cytokinine (BAP) mieux que sur les milieux sans hormone. L'effet positif de BAP sur I'élongation de tige
a été observé nettement chHezglobulus Labill(Bennettet al., 1994) et aussi ché& urophylla x E.
grandis(Yanget al., 1995 ; Hadaji et al., 2005).

Pour I'étape d'allongement de tige, le W4 (Annexe 6) semble étre le meilleur parmi les milieux
d’allongement. Les explants de la lignée Al qui surexpriment de maniére la plus élevée le géne CBF1a, et
qui a le phénotype le plus marqué peuvent bien s’allonger sur ce milieu.

Apres ce test sur la lignée Al, toutes les autres lignées étudiées ont été forte en culture mises sur ce
milieu.

Suite a I'étape d’allongement de tige, les explants sont soumis a une phase d’induction racinaire
suivie d’'une phase d'allongement des racines avant de pouvoir étre accliexatées; les principales

étapes sont illustrées dans la figure I1I-1.

1.2. Mise au point des conditions d’induction racinaire

Suite a I'étape d’allongement, les explants allongés sont cultivés sur différents milieux d’induction
racinaire. Le nombre d’explants dans chaque expérience est variable et dépend de la quantité d’explants

allongés.

La difference du taux d’enracinement des explants entre les milieux est plus souvent non
significative car une grande variabilit¢é dans les résultats est causée par I'hétérogénéité du matériel
végétal. Cependant, sachant que mon objectif est de produire un nombre suffisant de plants pour les
acclimater, les commentaires qui suivent ne s’appuient pas sur des résultats précis validés par des tests
statistiqgues mais plutét sur les grandes tendances concernant I'influence des éléments de composition du

milieu.

Influence de la gélose : a cette étape d’'induction racinaire, le phytagel a un effet positif pour
I'induction racinaire. Aucun explant ne s’est enraciné sur les milieux comprenant I'agar. Cependant,

certains ont produit des racines sur les milieux avec phytagel. Le méme effet est observé chez I'anthurium
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Fig llI-1. Principales étapes de production des lignées transgéniquesx vitro. Les explants
maintenus sur milieu de multiplication ont été transférés sur des milieux différents pendant un temps
correspondant aux étapes d’allongement de tige, d’induction racinaire et d’allongement racinaire. Quand

les racines atteignent une longueur minimum de 2 cm, les plantes sont transférées pour I'acclimatation

ex vitro.



dontla tige s’est mieux enracinée et a plus de poils absorbants sur milieu avec le phytagel que celui avec
I'agar (Keatmetha et Suksa-Ard, 2004). Des inhibiteurs de croissance peut-étre présents dans I'agar (Hu,

1983) pourraient supprimer la croissance des poils absorbants.

Influence du milieu nutritif : la concentration des éléments nutritifs influence aussi I'enracinement
des explants. Au méme niveau de concentration d’AlB, les explants se sont enracinés plus tét sur milieux
comprenant les éléments nutritifs moins concentrés. Par exemple, les explants Al se sont enracinés
environ 40 jours apres avoir été mis sur milieu M4 (annexe 11I-12) mais seulement 29 jours apres avoir
été mis sur milieu M7 (annexe 1lI-15). Le méme effet a été observé chez la lignée PK7 (les racines
apparaissent apres environ 18 jours sur milieu M4 mais seulement 12 jours sur milieu M7). Le rapport de
Nourissier S. et Monteuis O. (2008) a présenté une différence de la capacité d’enracinement sous
linfluence du milieu nutritif cheZ. urophylla x E. grandigNourissier S. et Monteuuis O., 2008). Mais
la diminution de la concentration en sels n'a pas augmenté la capacité d’enracinement des explants. En
réalité, les faibles concentrations en sels ont été jugés favorables a I'enracinement, respectivement, chez
des hybrides d&. grandis(Warrag et al. 1990) et chdz tereticornis(Das et Mitra, 1990). Les sels
nutritifs sont connus pour modifier la polymérisation du gel, donc la disponibilité pour les explants de

tous les composants du milieu, les auxines exogenes inclues (George, 1993).

La concentration favorable d’AlB correspond a 5-10 uM. Aucun explant ne s’est enraciné sur les
milieux comprenant I'AIB a 2,5 pM, sauf un seul explant Pk7. L'influence d'AIB a la méme
concentration pourrait ne pas avoir le méme effet sur les explants Pk7 qui se distinguent des sur-
exprimantsCBFlaet CBFlbpar le taux d’enracinement sur milieu M4. Le taux d’enracinement est de
22% pour la lignée PK7 par rapport aux taux de 19,44%, 8,33%, 11,11% et 12,22% respectivement pour
les lignées Al, B8, B9 et B14. Cette différence entre la lignée Pk7 et les autres est plus nette sur milieu
M7. Sur ce milieu, le taux d’enracinement est de 60,27% pour lignée Pk7 par rapport a 2,22%, 16,67%,
11,11% et 19,05% respectivement pour les lignées Al, B8, B9 et B14. Pour des fortes concentrations
d’AIB (7,5 et 10 uM), une mortalité importante des explants est observée chez les lignées Pk7, B8, B14 et

les lignées A19, A25 et A27 qui ont une tige fine, mais aucun explant A1 n’est mort sur ces milieux.

Pour la formation des racines, les concentrations d’auxine plus élevées sont nécessaires au cours de
la phase d'induction, alors que les phytohormones deviennent des inhibiteurs pendant la phase de
formation racinaire (De Klerk et al 1999.). Donc, la concentration optimale d’AIB pour l'induction

racinaire est de 5uM.

La lumiére ne semble pas étre favorable a I'induction racinaire. Quelques explants des lignées
B14, B9 et Al se sont enracinés sous la lumiére tamisée mais la plupart des explants se sont enracinés a
I'obscurité. L'effet inhibiteur de la lumiére a haute intensité sur I'enracinement des boutures pourrait
étre en partie d0 aux changements dans des composants du milieu qui sont induits par la lumiere
(Stanisopoulos et Hangarter 1990). La lumiére induisant les changements métaboliques chez des
explants peut aussi avoir contribué a la réponse d'enracinement. Sous la lumiére, les cals sont fortement
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induits et les composés phénoliques synthétisés peuvent inhiber le transport de l'auxine (Jacobs &
Rubery 1988), changer l'activité de la peroxydase (Keatess 1997) ou la protection de l'auxine dans la

zone blessée (De Kleddt al. 1999). Un composé « cytokinine-like » étant induit sous lumiere intense a
été associé a la récalcitrance des boutureRigksa abiesa I'enracinement (Bollmark & Eliasson 1990).

Presque tous les protocoles de production de racines se font & I'obscurite.

Il N’y a pas de différence nette dans le nombre des racines entre les lignées étudiées mais la
morphologie des racines est différente, elles sont tres fines pour la lignée A1l mais robustes pour les autres
lignées (A19, A25, A27, B8, B9, B14 et B20). Quelquefois, des explants Al avec une seule racine
émergeant d’'un cal sont observés, alors qu’une ou deux racines peuvent sortir directement de la tige ou
indirectement du cal d’explant témoin ou sur-exprim@BF1b. Cette observation met en évidence les
différences phénotypiques concernant le développement de la lignée Al par rapport aux autres lignées

comme observé précédemment (Navarro et al., 2011).

Basé sur des essais, le milieu ¥4 MS maodifié en ajoutant 'AIB a 10 uM (Annexe 11I-17) est
proposé pour I'étape d’induction racinaire, puis les explants induits par auxine sont transférés sur milieu
¥, MS sans AIB (annexe III-18).

1.3. Acclimatation ex vitro des explants enracinés et production de différents lots de

lignées transgéniques utilisées pour I'analyse phénotypique

Aprés I'étape de production des racines, les premiers essais d’acclimatatitro des explants
enracinés ont été réalisés par Luc Harvengt (FCBA) puis au laboratoire en adaptant le protocole FCBA.
Chaque explant enraciné est transféré dans un pot en plastique transparent rempli par le terreau traité par
le Prévicur (Propamocarbe fosetyl) a 3 ml/l. Ce pot a été bien humidifié et bien fermé par une membrane
en plastigue transparente pendant une semaine. Ces pots ont été ouverts progressivement pendant une
période de trois semaines pour que les explants s’adaptent bien a I'humidité du milieu extérieur. En fin de
programme d'acclimatation, les plantes ont été transférées dans un pot plus grand (volume d’un litre) et

placées dans la salle de culture.

Huit lots de plantesx vitro (200 plantes au total) ont été obtenus a partir des exjparito au
laboratoire. Cependant, en raison d'une contamination importance par des champignons, le nombre de
plantes obtenu par lignée pour les premiers lots a été insuffisant pour le phénotypage (tableau 111.1). Cette
situation a été améliorée a partir de quatrieme d’essai, et les plantes des lots 6, 7 et 8 ont été utilisées pour

le phénotypage.
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Lotl1 | Lot2| Lot3| Lot4| Lot5| Lot6 | Lot7 | Lot8
PK7 0 4 1 2 1 8 6 9
Al19 0 0 1 5 1 0 3 3
A25 0 2 0 7 1 3 6 2
A27 0 1 1 3 1 9 8 4
B8 2 1 1 6 0 4 11 6
B9 0 1 1 6 1 6 4 2
B14 1 2 2 4 1 5 5 0
B20 3 3 8 3 2 9 7 1

Tab 11I-1 Nombre de plantes en pot obtenues par acclimatation ex vitro des lignées transgéniques.
Seuls les 3 derniers lots ont été utilisés pour le phénotypage présenté dans ce manuscrit

Fig 111-2. Morphologie des lignées sur-exprimantCBF1la (A25, A27), sur-exprimant CBF1b (B9,
B14) et de la lignée contrble aprés 12 semaines de culture.

Feuille Mélange (Apex)| Tige secondaire (T|S)

A19 8666 + 141 nd nd

A25 18128+ 152 | 157642+ 28188 2447+ 23

A27 23805 + 69 nd nd

B8 284007 + 8462 nd nd

B9 297139+ 2131 | 92449+ 7876 11116+ 1922

B14 674126+ 1056 nd nd

B20 171969+ 51 nd nd

Tab IlI-2. Niveau relatif d’expression du transgéne CBFla ou CBF1b) chez les lignées sur-
exprimant le CBF1la (A19-25-27) ouCBF1b (8-9-14-20) par rapport au contréle (Pk7)Les valeurs
moyennes (xSD Standard Deviation) sont obtenues par rapport aux genes de ré83en¢dP2A3

pour 3 répétitions techniques pour la feuille et pour 3 répétitions biologiques (3 plantes par lignée) pour
le Mix et la tige. Les données significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique
Turkey SD au niveau p = 0,05).



2. Phénotypage des lignées transformantes CBF1a/CBF1b

2.1. Caractéristiques générales des lignées étudiées

Les lignées transgéniques sont cultivees en conditions contrélées (23°C) pendant 14 semaines et on
observe déja a ce stade des différences de croissance en particulier entre les lignées B9 et B14 par rapport

au contréle (figure llI-2).

La premiére caractérisation a consisté a quantifier le niveau de transgéne dans les lignées sur-
exprimant leCBF1a oub. L'expression des transgenes est mesurée par RT-gPCR sur plusieurs matrices
extraites a partir de tissus différents, comme les feuilles matures, la tige secondaire (la base lignifiée) et le
mélange (appelé Mix dans la suite du texte) correspondant a la partie apicale de la plante (5-6 cm) qui
comprend la tige, le bourgeon apical et les feuilles jeunes et adultes. Le résultat dans le tableau I1I-2
montre le niveau d'expression relatif des transgenes dans différentes lignées transgéniques par

comparaison a la lignée contrdle PK7.

Dans tous les cas, les valeurs moyennes correspondent a la moyenne de trois répétitions techniques.
Pour le Mix, la moyenne correspond a trois répétitions biologiques. Dans les feuilles matures, le niveau
d’expression relatif d€€BF1a varie selon les lignées, avec un niveau globalement plus faible pour les
lignées sur-exprimanCBFla (8666, 18125 et 23805) que pour les lignées sur-expri@BRib
(171969, 284007, 297139 et 674126). On peut observer que le niveau du transgene est assez similaire
pour toutes les lignées A d’'une part et pour toutes les lignées B d’autre part. Les lignées A25 et B9 sont
sélectionnées pour les expériences sur les autres tissus. Sur la matrice extraite a partir du Mix, le niveau
relatif d’expression du transgéne atteint 157644 (A25) et 92449 (B9) alors qu'il est beaucoup plus faible
dans la tige secondaire (2447 et 111110 pour A25 et B9 respectivement).

L'expression semble beaucoup plus faible dans les tiges ou dans le Mix que dans les feuilles ; de
plus le transgéne est beaucoup plus exprimé dans la lignée B9 que dans le A25 pour les feuilles et pour
les tiges, alors que c’est l'inverse pour le Mix. Bien qu€B# soit contrélé dans tous les cas par le
promoteur constitutif CaMV-35S, la quantification de I'expression semble étre dépendante du tissu
(feuilleftige) et du développement (tissus jeunes dans le Mix et adulte dans les autres cas). Ces différences
peuvent étre dues a la présence de composés phénoliques plus importante dans les tiges que dans le
feuilles, dans les tissus jeunes que dans les tissus adultes. Ces composés phénoliques sont des inhibiteur
enzymatiques et perturbent aussi I'extraction d’ARN. De plus, il peut y avoir un effet indirect de la
surexpression sur la quantification du transcrit, les lignées B sont plus modifiées que les lignées A dans

leur développement.

45



Viabilité (%)

L e
L e il e St bbbt
] e i e
40 F g S CECE b leleuiatnted (aiaiainieieieiel ——B0
—— A5
L N ——PK7
Temperarture
0 - - -  (°C)

-5 -5.4 -5,8 -6,2

Fig 1lI-3. Tolérance au gel des lignées B9, A25 et controle Pk7 (14 semaines) estimée par
conductimétrie sur des disques foliaires exposés a un gel progressif (vitesse -2.5°C/h). Les valeurs
d’intégrité membranaire sont les valeurs moyennes obtenues a partir de 3 plantes pour chaque lignée.
Les données significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique Turkey SD,
niveau p = 0,05).
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Fig Ill-4. Tolérance au gel des plantes (14 semaines) estimée par fluorimétrie sur les feuilles des
lignées B9, A25 et contrble Pk7 exposées a un gel progressif (vitesse -2.5°Céy) valeurs relatives

de fluorescence de chlorophylle (Fv/Fm) des feuilles avant et aprés le traitement (Ft/Fi) sont les valeurs
moyennes obtenues a partir de 3 plantes pour chaque ligregdonnées significativement différentes
portent des lettres différentes (test statistique Turkey SD, niveau p = 0,05).
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Fig 1lI-5. Tolérance a la chaleur des plantes (14 semaines) estimée par fluorimétrie sur les feuilles
des lignées B9, A25 et du contrdle Pk7 exposées a 45°C pendant un temps (0 & 300 hes).
valeurs relatives de fluorescence de chlorophylle (Fv/Fm) des feuilles avant et apres le traitement (Ft/Fi)
sont les valeurs moyennes des données a partir de 3 plantes pour chaquelLégndennées
significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique Turkey SD, niveau p = 0,05).



2.2. Tolérance au froid et a la chaleur des lignées sur-exprimant CBFla ou CBF1b

La tolérance au gel a été estimée chez les lignées sur-exprin@BE |par rapport au contrdle.
L’intégritété membranaire (IM) de disques foliaires soumis a un gel progressif (jusqu’a -6°C) est évaluée
par conductimétrie (fuite d’'ions). La valeur deshTorrespond a la température a laquelle on observe
50% d’'IM pour chaque échantillon. La ld qui est de -5,2°C pour le contrle Pk7 passe a -5,6°C chez
A25 et -5,7°C chez B9 (figure I1I-3), ce qui signifie que les lignées transgéniques sont plus tolérantes au
gel. L'augmentation de tolérance des lignées transgéniques par rapport au contrble (Pk7), parait
particulierement évidente quand on compare la viabilité a -5,4°C : 78% et 68% chez B9 et A25 contre

seulement 11% chez Pk7.

Pour confirmer le gain de tolérance chez les lignées sur-exprim@BHeune estimation par
fluorimétrie a été réalisée (figure 11I-4). La fluorimétrie permet d'évaluer l'efficience de I'appareil
photosynthétique, qui diminue en condition de stress de facon variable selon la sensibilité/tolérance de la
cellule. On observe que la lignée B9 est toujours moins affectée que celle de Pk7, ce qui permet de
conclure que B9 est plus tolérante que le contrdle Pk7. Par contre, il n’y a pas de différence entre A25 et
Pk7 jusqu'a -5,6°C, et c’est seulement a partir de -6°C que la lignée A25 apparait plus tolérante que PK?7.
Les résultats de tolérance obtenus par les deux méthodes (conductimétrie et fluorimétrie) sont donc

cohérents.

En paralléle, la méthode de fluorimétrie a été utilisée pour mesurer la tolérance a la chaleur sur les
mémes lignées. Le résultat (figure 111-5) montre que B9 est plus tolérante a la chaleur que Pk7, par contre

il N’y a pas de différence significative entre A25 et Pk7 a part sur le dernier point (300 min).

En conclusion, la lignée B9 est toujours significativement plus tolérante au gel et a la chaleur que le
contrble alors que la lignée A25 présente une tolérance souvent proche du contréle Pk7. Ce résultat est

cohérent avec le niveau relatif du transgéne, plus élevé dans les feuilles chez B9 que chez A25.

2.3. Morphologie des lignées sur-exprimant CBF1a/CBF1b

On observe une modification de la morphologie (en particulier la hauteur) des lignées sur-
exprimant le CBHA25, A27, B9 et B14) par rapport au contrdle (Pk7) (figure 111-2).

La hauteur des six lignées sur-exprimanCRF et le contrdle Pk7 a été mesurée sur au moins six
individus par lignée toutes les deux semaines jusqu’'a 14 semaines. Le graphe donne I'évolution de la
hauteur relative des plantes au cours du temps, ce qui permet d’évaluer la croissance en tenant compte de
la taille au départ. La croissance en hauteur (figure 111-6) est assez similaire pour Pk7 et les autres lignées
jusqu’a six semaines dans la salle de culture, sauf pour la lignée B20 dont la croissance est toujours plus

faible. A partir de huit semaines, on peut classer les lignées en trois groupes sur la base de leur croissance,
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Fig IlI-6. Croissance de la tige
principale des lignées sur-
exprimant le CBFla (A19-25-
27) ou CBF1b (8-9-14-20) et
du contréle (Pk7) en salle de
culture (25/22°C pour la
période 16/8h jour/nuit). La
hauteur relative est calculée en
faisant le rapport entre
l'augmentation de hauteur a
point donné et la hauteur a la fin
du programme d’acclimatation.
Les valeurs sont les valeurs
moyennes de trois plantes
différentes au moins pour
chaque lignée. A partir de 8
semaines, la différence entre les
B et le contrble est significative
(test statistique Turkey SD,
niveau p = 0,05).
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Fig 1ll-7. Taille des lignées sur-exprimant leCBFla (A19-25-27) ouCBF1b (8-9-14-20) et contrble (Pk7)

aprés 14 semaines en salle de culture. (a) Amplitude relative en cm, (b) nombre de branches (tiges
secondaires) Les valeurs moyennes sont obtenues a partir des données d’au moins 3 plantes différentes pour
chaque lignée. Les données significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique Turkey SD,
niveau p = 0,05).

Fig IlI-8. Diametre de la tige des lignées sur-exprimant I€BF1a (A19-25-27) ouCBF1b (8-9-14-20) et du

controle (Pk7) aprés 14 semaines en salle de cultuiees valeurs moyennes sont obtenues a partir des données
d’au moins 3 plantes différentes pour chaque lignée. Les données significativement différentes portent des lettres
différentes (test statistique Turkey SD, niveau p = 0,05).



Fig 111-9. Evolution de la morphologie des lignées B9, A25 et du contrble Pk7 en fonction de I'age.
A : 6 mois en salle de culture; B : plantes agées de 12 mois et cultivées en serre.

Fig 11I-10. Morphologie des lignées B9, B14, A25 et du contrdle Pk7 & 18 mofs Comparaison de

la taille des lignées B9, B14 et Pk7; B- Tiges des lignées B9 (gauche) et B14 (droite) montrant
I'asséchement de I'apex et le développement de tiges secondaires; C-D : Parties apicales et basales des
lignées A25 (gauche) et Pk7 (droite).
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Fig IlI-11. Dimensions des feuilles des lignées sur-exprimant le CBFla (A19-25-27) ou CBF1b (8-9-
14-20) et du contrdle (Pk7) aprés 14 semaines de culture. (a) longueur en cm ; (b) largeur en cm.

Les valeurs moyennes sont obtenues a partir des données d’au moins 3 plantes différentes pour chaque
lignée. Les données significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique Turkey
SD, niveau p = 0,05).

Fig ll1-12. Observation au microscope électronique a balayage de la surface foliaire des lignées
A25, B9 et du contrdle; Face supérieure (grossissement 600X); face inférieure (grossissement 900X)
des lignées A25 et B9 et contrble Pk7 S = stomate, G = glande a huile, N = nervure, Echelle 100 um



Pk7+A19+A25+A27, B8+B14 et enfin B9+B20 ayant les valeurs les plus faibles. L'analyse statistique

montre que ces différences sont significatives au seuil de 5%.

Aprés 14 semaines de culture, la valeur de la hauteur relative atteint 26,12; 25,78; 25,47 et 24,29
cm chez Pk7, A19, A25, A27 respectivement, alors que les valeurs pour les lignées B sont beaucoup plus
faibles 17,74, 16,45 12,21 et 11,76 cm pour respectivement B14, B8, B9 et B20.

Concernant le nombre de branches et I'amplitude des plantes, il n'y a pas de différence
significative entre le contrdle et les cing lignées A19, A25, A27, B8 et B14. Par contre, les lignées B9 et
B20 sont significativement différentes (a 5%) du contrdle (figure I11-7): elles ont moins de branches (8,7

et 7,5 contre 15,2) et leur amplitude est réduite (28 contre 46,8 cm).

Le diamétre de la base de la tige est aussi un critére de développement qui a été mesuré apres 14
semaines de culture. On observe (figure 111-8) peu de différence entre le contrdle (5.8 mm) et les lignées

A25 et A27 (5 mm), alors que les lignées B9 et B20 ont un diameétre plus réduit (3,4 mm).

Au cours du temps, les plantes développent des modifications morphologiques plus nettes entre les
lignées. Les deux Figures 111-9 et 11I-10 présentent des plantes a six mois dans la salle de culture et a
douze mois dans la serre. On observe peu ou pas de différence entre le contréle Pk7 et la lignée A25,
alors que les lignées sur-exprimant B14 et B9 se différencient nettement du contrdle, avec un
développement trés réduit : tige, amplitude, nombre de branches et de feuilles. De plus, on observe un
assechement de I'apex et de certaines tiges secondaires de toutes les plantes des lignées B9, B8 et B14
partir de six mois en salle de culture. Cette caractéristique n’est jamais observée chez les lignées A dont le
développement est similaire au contréle. La disparition de I'apex a comme conséquence la forme
caractéristique due a la perte de dominance apicale chez les lignées B avec d'une part la taille réduite et

d’autre part le développement de nouvelles tiges secondaires trés vigoureuses.

Comme pour la tolérance au gel, la lignée B9 est toujours significativement plus modifiée que la

lignée A25 qui est morphologiqguement trés proche du contrble PKk7.

2.4. Anatomie foliaire

Au niveau de la morphologie foliaire, on observe des différences marquées entre le contrble et les
lignées sur-exprimant IEBF qui présentent une dimension moyenne des feuilles toujours plus petite que
le contrdle (longueur/largueur 7,08/2,88 cm). Selon les lignées sur-expi@B&ntla longueur de la
feuille varie de 4,36 a 6.88 cm et la largeur varie de 1,89 a 2.71 cm (figure IlI-11). Cependant, cette

différence n'est significative a 5% que pour les valeurs de Pk7 et des lignées A19 et B9.

La surface foliaire est observée en microscopie électronique a balayage a des résolutions
différentes car il s’est averé difficile d’augmenter le grossissement en raison de la présence des cires. La
surface des feuilles (cellules épidermiques) a été photographiée (figure 111-12). On observe des
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Fig 111-13. Surface des cellules 2

(um?) de I'épiderme de la face oo MM
supérieure des feuilles (analyse
d’images de microscopie) des
lignées A25 et B9 et controle PK7. | 1000 oo
Représentation « boite a
moustaches » : 80% des cellules ont 800

une surface comprise entre les 600 o——
valeurs inférieures et supérieures de

la zone carréd.es valeurs sont 0 |
obtenues pour au moins 1700 D I e e S s e
cellules se trouvant dans trois

parties différentes de la feuille. 0

PK7 A25 B9

Surface moyenne | Densité cellulaire
des cellules (urf) | (cellules/1000 prd)

Pk7 480,08 + 175 2,08 + 0,11
A25 389,54 + 132,93 2,62+ 0,17
B9 374,3F + 91,79 2,76+ 0,12

Tab I1I-3. Surface moyenne des cellules et densité cellulaire de I'épiderme des lignées A25 et B9 et
contrdle Pk7, mesurée par analyse d'image de microscopie (face supérieutads valeurs moyennes

(xSD Standard Deviation) sont calculées pour au moins 1700 cellules localisées sur 3 parties différentes
de feuille. Les données significativement différentes portent des lettres différentes (test statistique
Turkey SD au niveau p = 0,05).

Glandes i huile/mm? EPK7 mA2S mBY

Stomates/mm?
omates/mm D0 e

1000 {------——-=--—mmmmmmmmmm e
800
600 -
400 -

200 +

PK7 - Face supérieure Face inférieure

Fig IlI-14. Densité de stomates sur la face  Fig 11I-15. Densité de glandes a huile sur la
inférieure des feuilles, obtenue par analyse surface supérieure des feuilles, obtenue par
d’'images de microscopie pour les lignées  analyse d'images de microscopie pour les
A25 et B9 et le contrble Pk7Les stomates  lignées A25 et B9 et le contrble Pk7Les

ont été dénombrés sur trois images placées glandes a huile ont été dénombrées sur trois
aléatoirement sur la surface inférieure de la images placées aléatoirement sur les deux
feuille. Basé sur un test statistique Turkey surfaces supérieures et inférieures de la feuille.
SD, les moyennes significativement Basé sur un test statistique Turkey SD, les
différentes (au niveau p = 0,05) portent des moyennes significativement différentes (au
lettres différentes. niveau p = 0,05) portent des lettres différentes.
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Fig 1lI-16. Coupes transversales des feuilles des plantes (14 semaines) colorées par le bleu de

toluidine 0,1%. (a)- A25, (b)- Pk7, (c)- B9Echelle 100

000 -
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300

A25 PK7 B9

Fig IlI-17. Diametre de la nervure centrale de
feuilles des lignées A25 et B9 et du contrdle PK7.
La valeur correspond a une seule feuille pour

chaque lignée.

pum.

300

200

100 +

Fig 1lI-18. Epaisseur du limbe des
lignées A25 et B9 et controle PK7.
Chaque valeur correspond a une seule
feuille pour chaque lignée.

% du total
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Fig 1lI-19. Teneur en chlorophylles
(chlorophylle a, chlorophylle b et

chlorophylle a+b) des feuilles des lignées
A25 et B9 et contrble PK7.Les valeurs
moyennes sont obtenues a partir de 3 feuilles
pour chaque lignée (une feuille/plante). Les
données significativement différentes portent
des lettres différentes (test statistique Turkey
SD au niveau p = 0,05).
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Temps
' (min)
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Fig 11I-20. Vitesse relative d’extraction des
chlorophylles a partir des feuilles des lignées
A25 et B9 et contréle Pk7Les valeurs moyennes
sont obtenues a partir de trois feuilles chaque
lignée (une feuille/plantes). Un test statistique
Turkey SD est appliqué pour comparer les
moyennes au niveau p = 0,05. La différence de la
vitesse d’extraction des chlorophylles de la lignée
B9 et du contréle est sianificati



différences trés nettes de densité et de taille des stomates et des glandes a huile entre le contréle et la
lignée B9. Plus précisément, la taille moyenne des cellules (la moyenne de 200 cellules au moins par
lignée) est déterminé grace a I'analyse d’'image (figure I11-13), représentée par la proportion (centile) de
cellules dans le carré. Le résultat montre que la taille des cellules est significativement plus grande chez le
contréle que chez les lignées sur-exprimar@d-: la surface moyenne d’une cellule d’épiderme est de

480 pni chez Pk7 pour seulement 390 et 374° ;chez A25 et B9 (tableau I1I-3). En conséquence, la
densité des cellules est aussi significativement différente entre le contrble et les autres lignées. Sur une
surface de 1000 uZmJn dénombre en moyenne 2,08 cellules chez Pk7, contre 2,62 et 2,70 chez A25 et B9
respectivement. La densité en cellules est plus forte chez les lignées sur-expri@BRtgee chez le

contrble (tableau III-3).

Sur la surface inférieure de la feuille, on dénombre 720, 707 et 589 stomates par mm
respectivemerthez Pk7, A25 et B9 (figure 111-14). La diminution de la densité de stomates chez B9 en

comparaison avec Pk7 et A25 est bien significative a 5%.

Un grand nombre de glandes a huile est observé nettement sur la face supérieure des feuilles. Par
rapport au contréle qui présente 6,6 glandes a huile pdr omnen dénombre 13,8 chez les lignées A25
et B9 (figure 111-15). Sur la surface inférieure, seule la lignée B9 a plus de glandes a huile (6,15 par mmz2)

que le Pk7 ou la lignée A25 (respectivement 4,14 et 4,04).

En général, on observe une modification de structure anatomique de la feuille entre le contréle et
les lignées sur-exprimant le CBF (figure I1I-16) concernant le nombre de couches de cellules, la taille de
la nervure principale et I'épaisseur du limbe foliaire (figure IlI-17 et figure 111-18). Le diamétre de la
nervure est trés réduit (529 um) chez B9 par rapport & A25 (839) et Pk7 (760). Par contre I'épaisseur du
limbe foliaire est réduite chez les deux lignées B9 et B14 par rapport au contrdle. Mais dans tous les cas,

cette différence n’est pas vérifiée par un test statistique a cause du nombre limité d’échantillons.

Comme observé pour la tolérance au gel et la morphologie des lignées, les différents paramétres
permettant de décrire I'anatomie des feuilles mettent en évidence que la lignée B9 est significativement

modifiée par rapport au contréle, alors que la lignée A25 est proche de Pk7.

2.5. Composition des feuilles des lignées sur-exprimant CBF1a/CBF1b

Ayant observé que les plantes sur-exprimai@B& ont une couleur verte plus ou moins soutenue
mais différente du contréle, la teneur en chlorophylle des feuilles a été mesurée. Pour les trois lignées
étudiées; I'analyse a porté sur une feuille/plante et trois plantes/lignée. Sur ce méme échantillon, la vitesse
d’extraction de ce pigment a été également mesurée car la présence de cire sur les feuilles pourrait ralentir

I'extraction de la chlorophylle.
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Fig 1lI-21. Anatomie de la tige (1cm de la base) des lignées A25, B9 et du contrble (Pk7).
Coupes transversales (60um) (grossissement 5X) de tiges colorées par le mélange Safranine — Bleu
alcian, avant (haut) ou apres (bas) un traitement a I' hypochlorite de sodium. Phénols colorés en
rouge et polysaccharides en bleu.

Fig 11I-22. Anatomie précise des tiges (1cm de la base) des lignées B9 et du contrdle (Pk7). Coupes
ultrafines (1um) (grossissement 63x) colorées par le bleu de toluidine. Polysaccharides colorés en bleu.
Lafléche indigue le composé existant dans le vaisseau.

Densité des vaisseayx  Proportion des vaisseaux obstrués Taille moyenne des valisseaux
PK7 102,62 +7,02 6,27 + 0,95 1193,44° + 757,32
A25 89,98 + 4,6 24,21 +15,71 1367,87° + 759,87
B9 158,72 +30,49 52,43 + 33,90 437,11" + 202,96

Tab IlI-4. Comparaison de la densité, de la proportion de vaisseaux obstrués et de la taille des
vaisseaux du xyleme des lignées A25, B9 et du contrble (Pk7) & 14 semaines de cultesevaleurs
moyennes sont obtenues pour 3 plantes indépendantes pour chaque lignée. Un test statistique Turkey SD
est appliqué pour comparer les moyennes au niveau p = 0,05.



Comme le montre la figure 111-19, la lignée B9 contient plus de chlorophylle a (3761 RNIE)
quela lignée A25 (2013 pug-gPMF) et Pk7 (1614 pug-gPMF). Parallélement, il y a 1436 ug BMF de
chlorophylle b chez B9 contre 793 et 612 |igRMF chez A25 et Pk7 respectivement. La différence

entre Pk7 et A25 n’est pas significative a 5%.

L’hypothése du dépbt plus important de cire sur la surface foliaire des lignées sur-exprimant le
CBF, proposée sur la base des observations en microscopie électronique a balayage est vérifiée par la
vitesse d’extraction de la chlorophylle. Le résultat (figure Il1-20) montre que la chlorophylle est extraite
moins rapidement chez B9 par rapport Pk7 et A25 (pas de différence entre ces deux lignées). Ce résultat
suggere un dépdt de cire plus important sur la surface des feuilles de la lignée B9 par rapport a la lignée

A25 et au controle.

2.6. Anatomie des tiges

La figure IlI-21 montre les coupes transversales des lignées transgéniques traitées simultanément a
la safranine (qui colore en rouge les composés phénoliques) et au bleu d’Alcian (qui colore en bleu les
polysaccharides). Préalablement & cette double coloration, les coupes subissent ou pas un traitement
hypochlorite de sodium qui a pour but d’éliminer les composés solubles permettant d’observer plus

facilement les structures pariétales.

Sur coupes sans traitement hypochlorite de sodium (partie supérieure de la Figure), on observe une
augmentation assez similaire de I'intensité de coloration rouge chez le B9 dans les zones du xyleme, du
phloéme et du cortex et de la moelle par rapport a la lignée A25 et Pk7. Apres traitement hypochlorite de
sodium (partie inférieure de la Figure), la couleur rouge reste toujours plus marquée dans le xyleme et le
périderme de la lignée B9. Pour toutes les lignées une atténuation générale de la coloration est observée
en périphérie et au centre. Cela suggere que le traitement a éliminé la fraction soluble des composés

phénoliques des cellules du phloéme, du cortex et de la moelle.

Au niveau général, il apparait que la proportion du xyleme dans la tige semble légérement plus
faible chez B9 (68%) par rapport au contrble Pk7 ou au A25 (respectivement 77 et 76%). Une autre
différence de structure de la tige (tableau 1ll-4) concerne la densité des vaisseaux plus forte chez le B9
(159/mnf) que chez les autres lignées (90/npaur A25 et 103/mfmpour Pk7). La taille des vaisseaux

est par contre beaucoup plus petite pour la lignée B9 comme le montre le tableau IlI-4.

Les coupes transversales ultrafines (1um) de tiges permettent d’observer plus précisément les
structures, ce qui illustre la réduction de la taille des cellules du xyleme ainsi que des vaisseaux et
'augmentation de leur densité (figure 111-22). L'épaisseur des parois des fibres du xyléme, mesurée sur
ces images, n’est pas significativement différente entre la lignée B9 et la lignée contrbéle Pk7. Cependant,
I'épaisseur relative des parois par rapport a la taille moyenne des cellules est visiblement plus forte pour

la lignée B9 par rapport au contrdle, car la surface de lumen des cellules est plus petite chez B9.
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Technigue mise en Observations :

ceuvre :
Les vaisseaux bouchés

Phloroglucinol : apparaissent colorés en

Coloration en rouge des | brun.

lignines

La fluorescence est visible

sur la paroi des vaisseaux|et
| aussi a l'intérieur des

vaisseaux bouchés.

Epifluorescence :

Mise en évidence des
composés phénoliques pa
autofluorescence

. Sy Les composés présents a
Safranine- Bleu d'Alcian : I'intérieur des vaisseaux

CoI,orat'lon des composes bouchés sont colorés en
phénoliques en rouge et d 2% leu
polysaccharides acides en '
bleu

Les vaisseaux non bouchés
apparaissent en noir, les
vaisseaux bouchés
fluorescent.

Calcofluor :

Mise en évidence au
confocal deg-1-4 glucanesg
comme la cellulose

Les vaisseaux vides sont en
noir ; le bleu d’aniline
\ colore les vaisseaux
" bouchés, comme les autres
types cellulaires du xyleme.

Bleu d’aniline :
Coloration de$1-3
glucanes comme la callosg

Certains vaisseaux bouches

Rouge de ruthénium : h h
sont colorés en rose-orangé.

Coloration en rose de la
pectine

Les vaisseaux bouchés sont
gris foncé. Les grains
d’amidon (points noirs)
sont visibles dans les
rayons et les cellules
autour les vaisseaux.

Lugol :
Coloration de I'amidon

Fig 111-23. Histochimie sur coupes de tiges en vue de l'identification de la nature des composés
obstruant les vaisseaux du xyléme. Les photos représentent une zone de xyleme au grossissement 10x
ou 20x apres coloration des coupes avec les différents réactifs indiqués, les fléeches indiquent les
vaisseaux obstrués



Fig I11-24. Coupes longitudinales colorées a la Safranine —Bleu d’alcian de tige de la lignée B14.
Les photos représentent une zone de xyléeme au grossissement 20x aprés coloration. La fleche verte
indique la forme diffuse du gel et la fleche jaune indique les structures de type tylose

Fig I11-25. Identification de la nature des composés obstruant les vaisseaux du xyléme aprés
centrifugation de la séve, coloration puis observation. Séve de B14 colorée par safranine (a),
bleu alcian (b) et séve de Pk7 colorée par bleu alcian (c)



Une partie de ces vaisseaux est obstruée, avec une grande différence entre la lignée contrdle (6%)
et les lignées sur-exprimant &BF qui présentent 24 et 52% de vaisseaux obstrués pour A25 et B9
respectivement. Il semble que le traitement hypochlorite de sodium n’ait pas modifié ces proportions,
suggérant que les composés obstruant les vaisseaux sont soit liés a la paroi, soit de nature complexe
(polyméres) pour ne pas étre affectés par le traitement. Pour essayer d’identifier ces composés, nous
avons reéalisé différents tests histochimiques sur ces coupes transversales de tiges (Figures 111-23). Les
tests au phloroglucinol et en épifluorescence sont faiblement positifs, 'opacité d’'un vaisseau bouché étant
difficile & distinguer d’une coloration de composés spécifiques. On rencontre le méme type de résultat
ambigu pour la coloration au bleu d’aniline et au lugol. Les résultats plus nets sont apportés par la
coloration en mélange de safranine — bleu d’'alcian permettant d’'observer nettement du bleu dans les
vaisseaux, suggérant la présence de polysaccharides. Le résultat de ce test est confirmé par I'observation
au confocal des coupes traitées avec le calcofluor pour lesquelles la fluorescence apparait sans équivoque
a l'intérieur des vaisseaux bouchés. L'ensemble de ces tests suggerent que les vaisseaux bouchés

contiennent au moins des composés polysaccharidiques et peut étre des composés phénoliques.

En complément, des coupes longitudinales ont été réalisées et colorées a la Safranine-Bleu
d’'Alcian (figure 111-24), ce qui permet d’'observer comme dans les coupes transversales, des structures en
forme de billes bleues dans les vaisseaux, en plus d'une coloration plus diffuse. Ces deux formes
principales font penser a ce qui est décrit dans la littérature comme tylose et gomme. La gomme,
constituée de polysaccharides et/ou de composés phénoliques est sécrétée dans le vaisseau au contrair
des tyloses qui sont des protubérances cellulaires, provenant des cellules du parenchyme adjacentes at
vaisseau, et qui restent liées a la paroi du vaisseau. Cette analyse est complétée par la coloration de la
seve, extraite par centrifugation des branches de la lignée sur-exprimante B14 et de Pk7 (Figures Il1I-25).
La seve extraite est bien colorée indépendamment par le bleu d'aniline en bleu et en rouge par la
safranine, mais utilisée indépendamment, ces colorants sont moins spécifiques. Alors que le bleu apparait
sous forme compacte, évoquant un gel dense de polysaccharides, les composés phénoliques mis en
évidence en rouge sont plus diffus. A partir de ces observations, on peut proposer I'hypothése que deux
types de composés bouchent les vaisseaux, d’'une part un mélange de composés phénoliques et de
polysaccharides qui formeraient une sorte de gomme (et/ou mucilage) et d’autre part des structures de

types tyloses, protubérances cellulaires adhérant a la paroi de vaisseau.

Dans tous les cas, I'anatomie de la tige est bien modifiée chez la lignée B9 par rapport au Pk7,
alors que la lignée A25 se différencie peu du contréle. Ce résultat est cohérent avec les modifications de
morphologie et de croissance (partie 2.3) et est corrélé au niveau d’expression du ti@Bsgdares ce

tissu.
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Fig. I11-26. Niveau de surexpression (RT-gPCR) des genes impliqués dans la réponse aux stress de
température. (I) pour LEA(protection cellulaire), (Il) pour HSP70 (chaperonnes), GolS, RBeAMY
(production de sucre), SPIRALS (Stabilisation microtubules), Hg®tection du systeme

photosynthétique) @1 T (détoxification). Comparaison des lignées A25 et B9 par rapport au controle
(Pk7, 23°C). La surexpression est I'expression relative par rapport a la lignée contrdle (=1). Les génes
de référence utilisés: 18Set PP2A3. Les valeurs moyennes sont obtenues pour 3 répétitions techniques.
Un test statistique de Student est appliqué pour comparer des moyennes.



3. Analyse de I'expression des génes cibles potentiels de DREB/CBF sur les lignées

transgéniques

Les génes ont été sélectionnés dans cette étude pour plusieurs raisons :

- lIs sont impliqués, selon la bibliographie, dans la réponse aux stress abiotiques tels que le froid, la

chaleur et la déshydratation ou dans le développement en particulier la formation de la paroi.

- lls s’expriment chez les lignées sur-exprimanCRF in vitro (Navarro et al., 2012), ou font
partie du transcriptome froid B. gunnii (Keller, Cao et al., 2013t donc présents dans nos banques
d’ADNCc (ColdExpress).

- lls appartiennent éventuellement au régulon @BErit chez d’'autres espéces.

- lls ont au moins un élément CRT/DRE ou LTRE dans leur promoteur d'aprés nos résultats
d’analysein silico. Pour chaque famille de gene annotée manuellement, au moins un membre a été testée.
Le cas de la familleEA est particulier car la taille de la famille étant tres grande, nous avons choisi les

membres qui ont un seul motif CRT/DRE dans leur promoteur.

Les analyses d’expression ont été réalisées sur des ADNc issus d’extrait d’ARN provenant d’'un
échantillon de la partie apicale des plantes (mix) pour les genes impliqués dans la tolérance et le
développement ; I'expression des genes impliqués dans la formation de la paroi a été quantifiée (Fluidigm

et RT-qPCR) sur des échantillons provenant de la partie basale des tiges plus riche en tissus lignifiés.

3.1. Genes impliqués dans la tolérance aux stress abiotiques (froid et chaleur)

Parmi les genes impliqués dans la réponse aux stress abiotiques (froid et chaleur), 44 génes
sélectionnés et appartenant a une des huit familles multigéniques étudiées (chapitre 2) ont été testés sur la
partie apicale (Mix) des deux lignées sur-exprimanCBF (A25 et B9) et le contrble. Les résultats
d’expression relative présentés dans le figure 111-26 et 'annexe 111-20 correspondent au taux d’expression

dans les lignées sur-exprimant CBF par rapport a la lignée controle (=1).

Pour au moins une lignée sur-exprimant le CBFgenes sont sur-exprimés avec un ratio supérieur
a 2 par rapport a la lignée contrdle (tableau 11I-7). Le niveau de surexpression est globalement tres fort,
supérieur a 50 pour quatre genes et compris entre 5 et 50 pour 14 autres genes. Les genes codant de:
LEA (en particulier DHN) sont les plus fortement exprimés. La plupart des @#tesirines (DHN)
sélectionnés (7/8) sont fortement surexprimés dans les deux lignées. En effet, les autresLlI2Adenes
LEA2, LEA3 et EAike ayant un seul élément CRT/DRE dans leur promoteur sont surexprimés chez les
deux lignées A25 et B9.
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Fig. IlI-27. Niveau de surexpression (RT-gPCR) des éagpes impliqués dans le développement.
Comparaison des lignées A25 et B9 par rapport au controle (Pk7, 23°C). La surexpression est
I'expression relative par rapport a la lignée controle (=1). Les genes de référence 18Hs¢BP2A3.

Les valeurs moyennes sont obtenues pour 3 répétitions techniques. Un test statistique de Student est
appliqué pour comparer des moyennes



La plupart des genes montrent une induction pour les deux lignées A25 et B9, avec des ratios plus
élevés pour la lignée B9 que pour A25. Pour 11 de ces genes, le niveau de sur-expression est plus de deux
fois supérieur pour B9 que pour A25, alors que la réciproque s’observe pour seulement quatre genes (plus
exprimés dans A25 que dans B9). Ces génes pourraient appartenir a un régulon cooBila &t
CBF1b.

Cependant, certains génes sont surexprimés dans une seule lignée, cinq ddrsAR2%] (les
deux Elip et les deuxMT) et trois dans BOLEAL-2, LEAlike-67 eRS-4. Ces résultats suggerent une

régulation spécifique a chaque CB&ns certains cas.

De fagon générale, cette trés forte expression des génes cibleBFipsrmet d’expliquer le gain
de tolérance observé chez les lignées sur-exprim&BhiechezEucalyptus La tres forte expression des
genes LEAest cohérent avec la tres forte représentation des ESTs correspondants dans le transcriptome de

feuilles en cours d’acclimatation (Chapitre I1).

3.2. Genes impliqués dans le développement

Douze familles de genes impliqués dans le développement ont été choisies pour I'étude de

I’expression sur les mémes échantillons Mix que pour les génes de tolérance.

A part la famille GRAS, la plupart des géenes prédits comme potentiellement cibl€&BHes
(présence d’un cis-élément CRT/DRE) et impliqués dans le développement appartiennent & des familles
qui n'ont pas été décrites dans le Chapitre 2. Les génes ont été sélectionnés sur la base de la fonction
décrite dans la littérature, mais nous n'avons pas réalisé I'annotation de la famille compléte, car

seulement quelques membres semblent étre impliqués dans le développement via les CBF

Les 46 genes sélectionnés codent soit des protéines effectrices impliquées directement dans la voie
de métabolisme des gibbérellines soit des facteurs de transcription appartenant a plusieurs grandes
familles. Les GA200x, GA30x et GA20x sont les trois enzymes clé de la synthése de gibbérelline qui
catalysent les réactions plus tardives dans cette voie; elles appartiennent a la superfamille 20G-Fe (I1)
oxygenase (Hedden and Phillips, 2000). Les familles de facteurs de transcription sont celles déja décrites
comme les GRAS (DELLA, HAM, LS, SCL3, PAT1, SCR, NEW) et les AP2/ERF (AP2, DREBA4,
SHINE, ERFB6). Les gend&NOX codent pour des facteurs intervenant, via la voie des cytokinines, dans
le développement du méristeme et dans la formation de la paroi cellulairedi-ake2004). Les MYB-

R2R3 jouent des rbles dans différentes voies de régulation qui contrélent le développement et la réponse
au stress biotique et abiotique (Dubesk al., 2010). Les NAC sont des facteurs de transcription
spécifiques des plantes qui interviennent aussi dans le contréle du développement et la réponse aux stress
abiotiqgues (Nakashimat al., 2012). Certains facteurs de transcription de type bHLH (basic helix-loop-
helix), interviennent dans la signalisation du phytochrome en lien avec la réponse au stress (Jones, 2004).

COBRA est une famille de genes régulateurs dont certains ont été décrits dans le contrble de I'orientation
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Famille Géne A25 B14
PAL1 2,51 4,78

PAL5 2,21 0,67

PAL PAL9 2,09 1,49
C4H1 0,94 2,79

C4H C4H2 0,6 3,4
HCT HCT4 1,94 2,9
C3H2 5,53 12,04

C3H3 0,8 3,2

C3H C3H4 0,78 2,99
CCoAOMT1 0,86 3,07

CCoAOMT2 0,93 2,2

CCoAOMT15 1,54 4,06

CCoAOMT CCoAOMT17 1,33 3,75
CCR CCR2 0,79 51
COMT3 0,38 3,7

COMT4 nd 2

COMT12 0,42 2,36

COMT57 2,25 3,82

COMT COMT64 3 1,31
F5H F5H2 nd 2,77
CAD6 0,41 2,47

CAD9 0,42 4,55

CAD CAD34 6,25 1,9
Galacturonosyltransferase GAUT3 0,92 3,94
GT1 0,35 8,03

GT2 1,36 3,26
Glycosyltransferase | GT3 2,47 1,06
GalTasel 0,93 3,74
Galactosyltransferase |GalTase2 0,42 0,65
XET XET1 2,11 0,29
MYB19 2,79 1,4

MYB41 0,63 4,96

MYB47 0,84 3,89

MYB59 0,8 4,65

MYB62 0,65 3,21

MYB73 1,21 3,3

MYB R2R3 MYB130 0,72 2,65

Tab 11I-5. Niveau d’expression relative (puce Fluidigm) de génes impliqués dans la formation de la
paroi, comparaison des lignées A25 et B14 et contréle (Pk7, 23°Cgs genes de référence utilisés:
SAND, EF-1a, IDH et PP2A1 et PP2A3. Les valeurs moyennes sont obtenues pour 3 répétitions
biologiques. Un test statistique de Student est appliqué pour comparer des moyennes.



des fibres de cellulose (Bradst al., 2007) et les génes de la famBREVIS RADIXspécifique des
plantes (Li, Jinget al., 2009) , sont des modulateurs de croissance des racines via la voie des cytokinines,

et sont décrits comme jouant un réle dans la croissance des cellules de I'épiderme.

Les résultats montrent que 59% des génes (27 parmi 46) présentent un niveau d’expression modifié
chez les sur-exprimants par rapport au contrdle au moins dans une des lignées sur-expdBiaht le
(figure 111-27). La plupart (16 genes) sont sur-exprimés dans B9 et A2%gau$-01 dont I'expression

est plus faible chez les deux lignées sur-exprima@BIE que dans le contrdle.

Aucun des génes n’est plus fortement exprimé chez A25 que B9, alors qu’'au contraire 11 genes
sont plus fortement exprimés chez B9 que chez A25. Le niveau de surexpression est tres élevé (> 50 fois)
pour trois génesEHgrHAM-01, KNOX26-27 eSHINE) dans les 2 lignées et pour 17 autres geénes ce

niveau reste encore élevé (compris entre 5 et 50 fois) pour au moins une lignée par rapport au controle.

Les deux genes effecteuBA200xsélectionnés sont sur-exprimés chez A25 et B9, par contre le
geneGA3oxest plus exprimé seulement chez B9. Dans la superfa@RiS, un selDELLA (sur 3) est
sur-exprimé chez les deux lignées sur-exprimantes. Pour le gBIIRESCR-06 et SCR-03ont sur-
exprimés chez A25 et B9 alors g8€R-03 est sur-exprimé seulement pour la lignée B9. Sept autres
GRAS sont sur-exprimés, quatre chez les deux A25 dtIBZI(-23, NEW-03, HAM-01 et LS-02), trois
autres seulement chez la lignée BAT1-04, SHR-03 et SCL3-03). Parmi quatre g&MSX choisis,
deux (26-27 et 3-6) sont sur-exprimés chez les deux sur-exprimants et un seul uniguement pour B9
(KNOX3-7). Enfin, une induction est observée aussi chez les deux sur-exprimants pouy t&#N1IAC
(parmi 5) ainsi que les delbHLH (11 et 42). Enfin, AP2-2Q MYB10 etBREVIS RADIXsont sur-

exprimés uniqguement chez la lignée B9.

Ces résultats suggerent que les 16 génes sur-exprimés chez les deux lignées appartiennent au
régulon commun aux deu@BF (a et b), mais avec une activation @BF1b qui semble plus forte que
par CBF1la puisque les niveaux d’expression sont plus élevés chez B9 que chez A25, bien que le niveau
de transgéne inférieur. Par ailleurs, certains génes ne sont sur-exprimés que dans la lignée B9, ce qui

laisserait supposer que le régulon de CBF1b est plus large que celui de CBFla.

3.3. Genes impliqués dans la formation de la paroi

La puce fluidigm permet d’étudier le niveau d’expression d’'un nombre important de genes (86) sur
un nombre important d’échantillons (96x96). Les matrices utilisées correspondent d’'une part aux lignées
transgéniques (A25 et B14) et au contrdle et d’autre part a différents échantillons de I'équipe, dont les
résultats ne seront pas présenteés ici. Concernant les lignées transgéniques dont les résultats sont présenté
ci-dessous, cette étude d’expression a été réalisée en utilisant comme échantillon la partie lignifiée a la
base de I'axe principal des plantes. Les 86 genes sélectionnés pour cette étude appartiennent a 18 familles

de genes effecteurs et une famille de facteur de transcripiéB R2R3). Ces genes ont été choisis par
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rapport a leur réle dans la formation de la paroi (voies des phénylpropanoides et synthese de cellulose), et
sur la base des récents travaux de I'équipe sur leur régulation par le froid. Le critere de géne cible du CBF
(présence de motif DRE dans leur promoteur) n’a pas été retenu pour la sélection des génes, car ce n’était

pas un critere commun avec les autres utilisateurs de la puce fluidigm.

Le résultat présenté dans le tableau IlI-5 montre que 32 géenes sur 86 (37%) sont surexprimés dans
au moins une lignée. Parmi ces genes, 2/3 présentent un motif CRT/DRE ou LTRE dans leur promoteur.
Cing de ces genes sont sur-exprimés chez les deux lignées A25 &A14 HCT4, C3H2, COMT57 et
CAD34) suggérant qu’ils appartiennent au régulon commun a CBFla et CBF1b.

Six génes (soit 7%) sont sur-exprimés uniquement chezPA®I55, PAL9, COMT64, GT3, XET1
et MYB19) et 21 génes (soit 24%) sont sur-exprimés uniqguement chez la lignée ®44, (€3H3 et
C3H4, 4CCoAMT, CCR2, COMT12 &OMT4, F5H2, CAD6 e€AD9, GAUT3, GT1 €6T2,GalTasel
MYB62, 59, 47, 73, 41, 1BQCe résultat suggere que le régulorCid1b serait plus important que celui
de CBF1la.

Basé sur ces résultats d’expression, en cohérence avec les modifications structurales de la tige, on
peut penser que les CBF pourraient jouer un réle dans le contréle du métabolisme des phénylpropanoides

et de la cellulose.

4. Conclusions et discussion

Mon travail a suivi celui réalisé dans I'équipe par Marie Navarro sur les explavitso qui sont
cultivés dans un milieu peu naturel avec des phytohormones exogénes (Navarro et al., 2012). Le B9 a été
décrit comme ayant un phénotype presqu’aussi marqué que la lignée Al qui n’a pas pu étre acclimaté a
cause de sa petite taille, ses petites feuilles et surtout ses racines trop fines. Pour mon travail j’ai comparé
les lignées B9-B14-B8 et A25-A27-A19 et en général, le phénotype des sur-expemaitts confirme

ce qui a été observé sur les explants in vitro.

L'augmentation de la tolérance au froid chEmcalyptusqui surexprimeCBFla/CBF1b est
comparable au phénotype observé chez plusieurs espéces herbacées sur-exZidBDREBL CBF
de l'espéce ou d'une autre espece) telAmabidopsis(Tong et al 2009 ; Huang et al 2009 ; Kang
2011), le tabac (Shen et al., 2003; Kasegal., 2004; Agarwaét al., 2010; Yanget al., 2011), le riz
(Figueiredo et al., 2012), la luzerne (Jin et al., 2010), le blé et le mais (Xu et al., 2011; Sokész
2013),Medicago (Chen, J-Rt al., 2010). Récemment, des ligneux surexprima@BE/DREB1 ont été
décrits comme ayant une augmentation de la tolérance au froid comme le pommier (Wisgtie@hski
2011), le bambou (Zhargt al, 2012), la vigne (Tilletet al., 2012), la myrtille (Walworth et al., 2012).
Ces augmentations de tolérance au froid dbezalyptuspeuvent étre expliquées en partie par la sur-
expression de génes effecteurs qui a été mise en évidence dans les lignées modifiées. La plupart des géne
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sont sur-exprimés de facon plus intense chez la lignée la plus tolérante B9 par rapport a A25. Ces genes
ont des roles importants dans la réponse au stress tels dqusAleBlip, HSP, Spira{protection),GolS et

RS (synthese d’osmolytes)MT (détoxification). Prédits comme cibles potentiels des g€Bésd’apres

leur séquence promotrice, ces génes appartiennent aux groupes majeurs du transcriptome froid de
I'eucalyptus. Les plus induits codent des LEA (dont les déhydrines) qui sont aussi les plus représentés
dans le transcriptome froid. Au contraire, les métallothionéines, plus faiblement surexprimés dans ces

lignées peuvent étre en plus du CBF sous le contrdle d’autres voies de régulation.

La surexpression dd€A, MTa déja été décrite chez plusieurs sur-expresselC8dBeomme le
blé (Morran et al., 2011; Soltész 2018)abidopsis(Siddiqua et al., 2011; Yang et al., 2011; Oakenfull
et al., 2011), la myrtille (Walwortlt al., 2012), le riz (Conget al., 2008) et la tomate (Zhamyg al.,
2013). La surexpression de genes effecteurs commed&s et lesHSP70 ont déja été décrits dans
littérature pour les lignées surexprimant &BF (Oakenfullet al., 2011; Walworth 2012; Zharg al.,
2013), (Agarwalet al.,2010; Xu 2011). Par contre, la surexpression des Spirals, Elips chez des lignées

sur-exprimant un CBIgui est mise en évidence dans notre étude n'avait pas été mentionnée jusque la.

En parallele, la lignée B9 apparait plus thermotolérante, ce gain n’avait a ce jour que pour des
lignées dArabidopsis sur-rexprimant un gen®REB2 (Lim et al, 2007). Il pourrait étre lié a
I'accumulation des protéines protectrices des macromolécules ou membranes (LEA etc..) et également a
des genes plus spécifigues commeH&S. Ce résultat est en cohérence avec la forte inductio@BES

par la chaleur.

D’autre part, on observe a la surface des feuilles un dépdét de cire plus important chez B9 et A25
que chez Pk7. Cette augmentation de la quantité de cire peut étre liée au facteur de tragd¢Ngi#on
dont la sur-expression est trés forte chez les deux sur-exprimants, surtout chez B9. La teinte vert foncé
des feuilles de la lignée B9 et la concentration élevée en chlorophylles chez ce sur-exprimant suggérent
une meilleure protection du systéme photosynthétigue comme évoqudralhétopsis(Zhanget al.,
2011) le tabac (Yangt al.,2011) et la tomate (Zhargg al., 2010). Cette protection peut étre en lien avec

la sur-expression des geériglfps dans notre étude.

Les sur-expresseurs en terre ont une taille réduite, de petites feuilles avec une épaisseur de limbe
foliaire plus fine par rapport au contréle. Ce résultat confirme le phénotype noté chez quelques lignées
sur-exprimantesn vitro. Sur la surface foliaire, le dép6t de cire avait été observé chez la ligniée Al
vitro. Dans ce cas, le dép6t était tres évident puisqu’il n'existe pas de cire chez les feuilles de
microboutures contrdle dans cet environnement saturé en humidité. Sur les plantes en terre, les cires
existent déja sur la surface foliaire chez le contrble, cependant nous avons observé une accumulation plus
importante sur les feuilles des sur-exprimants. Ce résultat suggere que la cire jouerait un réle important
dans l'adaptation ddsucalyptusau stress sous contréle deBF ou desDREBen général. Ceci confirme
des observations antérieures sur des écotyfgescalyptusdifférant par leur épaisseur de cire (Tom
Shepherd, 2006). Un dépdt de glandes a huile a été également observé dans tous les sur-@éxprimants
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vitro etex vitro, ce qui suggere un réle protecteur de ces structures face au froid. Cette fonction avait déja
été suggérée par la corrélation observée entre la densité de glandes et la témpérature maximun sur le site

de récolte des graines (Burley et al, 1971) mais n’a encore jamais été mise en évidence.

En paralléle, les sur-expresse@BF1b ont une croissance réduite, ce phénotype est décrit chez
plusieurs autres sur-exprimar@BF/DREB1, tels quérabidopsis(Tong, Zet al., 2009; Siddiqua &
Nassuth, 2011), le riz (Figureueiredbal., 2012), tabac (Yanet al, 2011),Medicago (Lietal., 2011),
vigne (Tillett et al.,2012), le bambou (Zhaegal., 2012) ou la myrtille (Walworth et al., 2012). La taille
cellulaire réduite observée chez nos lignées pourrait en partie au moins expliquer cette réduction de
croissance comme cela est décrit chez les sur-expresse@BléebezArabidopsis(Qin et al., 2004) et

le pommier (Wisniewskét al., 2011).

Le B9 a une taille réduite par rapport au A25 et au PKk7. Il a aussi des feuilles plus petites que les
autres lignées sur-exprimants et que le contréle. Cette diminution de la taille des plantes est corrélée a une
taille réduite des cellules. Cette modification peut étre liée a la voie de cytokinine dont la synthese est

induite par les trois gendsNOX qui s’expriment plus fortement chez B9 que A25.

Par contre, chez les sur-exprimaf@BFlaet CBF1b les deux gengsA20oxet un GA30x qui
participent a la synthese des gibbérellines sont induits cependant les deuxGHoeset les deux
DELLA (1 et 2) n'ont pas un niveau d'expression renforcé. Ce résultat permet de mettre une hypothése
que la réduction de la taille des sur-exprimants n’est pas liée a la voie de gibbérelline ou bien qu'il y ait

un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle pour les GA20 et G#e&Eucalyptus

Globalement, il y a une modification structurale de la tige des lignées sur-expresseurs,
particulierement chez B9, telle que la taille et la densité des vaisseaux, la taille des cellules de fibre.
L’observation pour ces dernieres ne montre aucune différence significative de I'épaisseur pariétale mais
un lumen trés réduit chez B9 par rapport & Pk7. Donc, sur une surface de xyleme, le ratio relatif de la
paroi est augmenté chez B9, ce qui devrait aboutir & un bois est plus dense par rapport au contréle. Cette
modification peut étre liée a la surexpression des genes impliqués dans la voie de biosynthese des
phénylpropanoides chez B9. Le résultat de puce Fluidigm réalisé avec les lignées A25 et Bl14 (sur-

exprimant CBF1b avec le phénotype intermédiaire entre A25 et B9) appuie cette hypothese.

En méme temps, une proportion importante de vaisseaux bouchés est observée chez les deux
lignées par rapport au contrble particulierement chez B9. Les analyses histochimiques permettent de
proposer la présence de polysaccharides et peut étre des composés phénoliques dans les « bouchons
dans les vaisseaux. L'apparence de petites structures sphériques suggérent la présence de tyloses. De
telles excroissances ont déja observés dans des vaisseaux de l'eucalyptus @edlori2011) en
réponse a des stress biotiques, ou chez le noyer aprés un stress mécanique (Blicalrop@10). Les
substances sous forme de gel ressemblent & du mucilage ou de la gomme. Le mucilage dans les vaisseau:
a été décrit chez des especes de I'eucalyptus tolérantes au sel et a la sécheresse (Zimmermann et al.

2007), chez des plantes halophytes (Edmond Ghatetn, 2010) et durant I'acclimatation au froid d’'un
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cactus (Loik and Nobel, 1991). Les mucilages pourraient en particulier permettre une meilleure
alimentation en eau de l'apex des grands arbres (Clifford et al., 2002; Zimmermann et al., 2002;
Zimmermann et al.,, 2004). Cette théorie ne parait pas s’appliquer dans le cas de nos transformants
(lignées B) qui présentent justement une dégénérescence de I'apex ce qui suggérerait que les bouchons ne
contiennent pas de mucilage ou que les autres structures présentes (exemple tylose) empécheraient la
circulation de la séve. Alternativement, on peut envisager que I'accumulation de mucilage, si elle est

aveérée, trop forte dans nos transformants, a un effet négatif sur I'alimentation hydrique de la plante.

Au-dela des tyloses et polysaccharides, il pourrait y avoir des phénols solubles dans les vaisseaux
bouchés avec dans ce cas un réle protecteur plus probable dans la réponse aux stress biotiques comme
cela a été montré chdz. nitensen réponse a des champignons (Barry et al, 2002). Ces composés
phénoliques s’accumulent en tout cas dans la plupart des cellules du cortex et dans ce cas ils pourraient

participer a la synthese de composés pariétaux tels que lignine ou subérine.

La modification de la structure de la tige observée dans notre étudEwtayptusn’avait jamais
été décrite chez des sur-exprima@BF car les analyses anatomiques approfondies chez les autres

especes se focalisaient sur les feuilles, connues comme le site primaire des effets dus au gel.
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Conclusion génerale
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Cette étude repose sur I'étude fonctionnelle de ligné&siadlyptus surexprimant leCBF
complétée par une large analyse prédictive de séquensiigo a I'échelle du génome. Cette approche
intégrée a permis d’obtenir une vision beaucoup plus précise du contrbleGRiF e la réponse aux

stress abiotiques chez ce ligneux.

La famille CBF comprend un trés grand nombre de genes qui, avec des profils de régulation trés
différents, permet des modulations trés variées en réponse aux signaux de I'environnement. Cette voie
participerait a la tolérance a plusieurs stress abiotiques dont au moins le froid et la chaleur,
essentiellement par la régulation de génes impliqués dans la protection des membranes et des
macromolécules. Au-dela de la protection cellulaire qui se met en place lors de I'acclimatation au froid,
les CBF d’Eucalyptuspourraient étre impliqués dans des adaptations morphologiques plus spécifiques
destinées a lutter contre le froid ou la deshydratation tels que la réduction du nombre de stomates, ou
'augmentation du nombre de glandes a huile. Ces contrbles pourraient mettre en jeu la transcription

d’autres facteurs de transcription cibles des CBF et impliqués dans ces processus de différenciation.

Les différents résultats suggerent la complexité de la voie CBF, tant au plan du nombre de génes
CBF avec leur régulation différentielle, que de la diversité de fonction de leurs genes cibles et enfin des
mécanismes adaptatifs qui sont contrélés au niveau moléculaire, cellulaire et physiologique. Ceci peut
étre mis en regard avec I'absence de dormance et la persistance du feuillage en hiver, mais il est difficile
de généraliser cette hypothese car les seuls éléments de comparaison disponibles dans la littérature a ce

jour pour une plante a feuilles persistantes concernent le Citrus

Au-dela de I'aspect tolérance étudié de fagon classique au niveau foliaire, cette étude apporte des
informations totalement nouvelles sur le contrle de la formation de la tige g&HeCe groupe de
génes dEucalyptussont exprimés dans cet organe en conditions normales ou suite & un stress. En plus de
I'expression différentielle des gen&BF en fonction des conditions et aussi des organes, la sur-
expression d€BFla etCBF1b ne semble pas produire des impacts équivalents sur tous les genes cibles
testés. Ces éléments renforcent I'hypothése d’'une subfonctionalisation aprés duplication. D’autre part
I'expression de€BF dans les tiges pourrait participer a des mécanismes adaptatifs non encore mis a jour

et liés a cet organe.

L'analyse des plantes transgéniques confirme I'impact varié et intense d'une sur-expt&ssion
sur les tiges en cohérence avec la modulation de I'expression de genes. Les principales modifications

observées concernant le xyleme (fibres et vaisseaux) ressemblent a une réponse amplifiée au stress.

Ces données originales sont encore préliminaires car obtenues en fin de these étant donnés les
délais nécessaires pour disposer d'un effectif suffisant de lignées transgénigues comparables. Elles
devront étre confirmées et élargies avant d'initier une étude approfondie de certains mécanismes

observeés.
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Ces résultats nous permettent cependant de proposer queBleseraient responsables de
nombreuses adaptations anatomiques et cellulaires & la fois au niveau des feuilles et des tiges

d’Eucalyptus permettant ainsi une protection de I'ensemble de la partie aérienne de la plante.

Par ces investigations sur les tiges, ces travaux ont permis d’apporter un éclairage nouveau sur la

fonction des facteurs de transcription CBF chez les plantes.
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Matériels et Méthodes
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1. Matériel (origine et conditions de culture)

Différents types de matériel végétal ont été utilisés pour I'ensemble des travaux de ma thése. Les
feuilles dEucalyptus grandiet Eucalyptus gunniiont été récoltées pour les études d’expression des
génes sur des plantules cultivées en conditions controlés. En paralléle, les ptentitiesde I'hybride
E. urophylla x E. grandis des cals tE. gunnii ont été utilisées pour le phénotypage ainsi que pour

étudier I'expression des genes.

1.1. Lignées d’E. gunnii

Des lignées . gunniissues de la sélection ont été fournies par FCBA sous forme de boutures
enracinées en mottes Jiffy. Le clone 1058, est un génotype que I'équipe a caractérisé comme ayant une

bonne tolérance intrinseque et une forte acclimatation.

Apres une quarantaine sanitaire au laboratoire, elles ont été transférées en salle de culture a la
température est de 25°C/23°C pour une photopériode de 16h/8h, 80% d’humidité et 115y E d’éclairement

(salle « Eucalyptus).

1.2. Lignées d’E. grandis

Des graines @&. grandis commercialeswww.b-and-t-world-seeds.cgnont été semées dans du

terreau H4 et mises en culture dans la daliealyptus Les plantules sont rempotées dans le méme
terreau apres dans des pots de 1 litre (& deux semaines apres la semée, la plantule a 5 cm en hauteur), pu

dans les pots de 4 litres a I'age de trois mois.

1.3. Lignées transgéniques de I'hybride E. urophylla x E. grandis

L'hybride E. urophylla x E. grandjsssu d’hybridation contrdlée, est trés cultivé au Brésil mais pas
en France a cause de sa faible tolérance au gel. A partir d’'un lot de semences commerciales, notre équipe
de recherche a sélectionné le génotype ZBlu¢ophylla x E. grandispour sa bonne capacité de
régénération et de transformation. La technique de transformation mise au point dans notre équipe
(Tournier et al., 2003) a été utilisée pour introduire d’ORF des dem@SBF1la oulb sous le contrble
du promoteur CaMV-35S (construction pK7WG2D). A mon arrivée au laboratoire, plusieurs lignées
cultivéesin vitro sont disponibles et ont déja fait I'objet d'une analyse phénotypique détaillée (Navarro,
2011). Les surexprimants sont désignés par une lettre en majuscule correspondant au CBF inséré suivie

d’un chiffre identifiant la lignée. Une lignée témoin (Pk7) contient le vecteur de transformation «vide».
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Les explants sont maintenus et multipliés sur le milieu M (milieu MS modifié, voir annexe donner
le 11I-1), avec une fréquence de repiquage toutes les trois semaines. Les conditions de culture

correspondent a une photopériode de 16 h/8 h, une température de 25°C/22°C et 115uE d’éclairement.

Un des objectifs de mes travaux a été de mettre au point les conditions d’allongement de tiges,
d’enracinement afin d’acclimater ces lignées transgéniexegro et de réaliser leur phénotypage. Aprés
acclimatationex vitro, les lignées obtenues ont été cultivées dans la Batlalyptus en condition

standard, et elles sont rempotées dans des pots de 4 litres apres trois mois.

1.4. Conditions d’'application des stress

1.4.1. Acclimatation d’E. gunnii

Les plantules cultivées dans la chambre de culture a 25°C sont transférées a des températures
fraiches en utilisant un phytotron (Cryonext, Montpellier, France) avec une photopériode de 8h/16h pour
jour/nuit avec thermopériode de 25°C jour / 22°C nuit et un éclairement de 45 pHE. Le programme de
I'acclimatation contient plusieurs étapes avec le changement de température pour jour/nuit: 3 jours a
25°C/22°C, puis 4 jours a 12°C/8°C et enfin 16 jours & 8°C/4°C. Ce programme se termine par une étape
de désacclimatation avec 3 jours a 12°C/8°C avant remontée a 25°C/22°C. La tolérance au gel est
mesurée avec la méthode de fuite d’ions (Dexter.e1880), avant I'acclimatation, au cours et a la fin de

I'acclimatation.

1.4.2. Traitement sur feuille détachée

Les feuilles développées a troisieme rang foliaire de dix plantules a 4 rEoigrdhdis sont
détachées pour constituer chaque échantillon pour tous les essais. Les expériences ont été répétées deu
fois. Le contréle pour tous les traitements contient des feuilles récoltées mises dans un milieu ¥4 MS a
25°C pendant une heure a la lumiére, sauf pour le traitement de sécheresse, les feuilles avec les pétioles

maintenues sont immergées dans la solution ¥ MS pour 8 heures.

Les stress thermiques correspondent soit au choc froid (4°C) ou chaud (45°C) pendant 8 heures.
Pour la sécheresse, les feuilles sont laissées sur papier Whatman dans une chambre de culture a 25°C pou
8 heures. Pour chaque condition de stress, 'ARN est extrait a partir chaque lot de 10 feuilles collectées

aprés avoir été mises deux heures a la lumiere et six heures a I'obscurité.
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2. Méthodes

2.1. Production des matériels ex vitro

Pour obtenir des plantes vitro, un protocole comprenant 3 étapes a été établi aprés de nombreux
essais réalisés en utilisant des variations du milieu MS correspondant a des modifications de pH et de

composition en vitamines et/ou saccharose et/ou facteurs de croissance.

2.1.1. Etape d’allongement de tige

Le milieu W4 correspond & un MS modifié (Annexe 11I-6). Les surexprimants@Béitla soit
CBF1b) ou Pk7 sont transférés dans les tubes contenant 20 ml de milieu W4 ou dans des pots Magenta
contenant 120ml du milieu. Pendant une période de 3 semaines, la culture est réalisée sous lumiére
tamisée (6uM m? s%), en photopériode longue (16h/8h) et & la température de 25°C/22°C. Des micro-
boutures qui n'ont pas une hauteur de tige suffisante pour s’enraciner (2-3 cm) sont remises sur un milieu

neuf pour un nouveau cycle.

2.1.2. Etape d’enracinement

Des explants allongés ont mis d’abord sur milieu ¥2 MS modifié (Y4 MS pour des composants
nutritifs et AIB ajouté & 2 mg™, (annexe I11-17) pendant 72h & I'obscurité puis transférés sur milieu ¥4
MS + 0,5 g/L de charbon actif, sans AIB (annexe IlI-18) et remis dans la chambre de culture sous la

lumiére, long séjour (16h/8h), température 25°C/22°C.

2.1.3. Etape d’acclimatation ex vitro

Les explants enracinés sont cultivés dans les tubes contenant 20 ml de milieu ¥4 MS avec charbon
actif (pendant 2-3 semaines, ou plus si nécessaire) pour obtenir I'allongement des racines jusqu’a 2 cm,
longueur minimale pour une bonne acclimatatanvitro. Les explants ayant des racines suffisamment
longues sont transférés dans un pot 7x7x7 cm comprenant du terreau traité avec du prévicur
(Propamocarbe fosetyl) 0,25 %, pour éviter le développement de champignons. Chaque pot est mis dans
une bouteille en plastique transparente, humidifié et fermé par une membrane en plastique transparent
pendant une semaine. Pour une mise en atmospheére standard, les bouteilles sont ouvertes petit a petit
pendant 2 semaines. Apres encore une semaine dans les bouteilles, les plantules sont rempotées dans de
pots d’1L 11x11x12 cm.
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2.2. Phénotypage des transformants

2.2.1. Estimation de la tolérance aux stress abiotiques (froid, chaleur)

* Mesure de la fuite d’ions a vitesse contrdlée jusqu’au gel dans un cryostat

La méthode de la fuite d’ions établie en 1930 par Dexter (Dextat, 1930) et adaptée d'un
protocole mis au point dans I'équipe (Travert et al.,1997) est utilisée pour estimer la tolérance au gel des
arbres. Pour chaque plante testée, 72 disques foliaires (feuillé&°dary) de 7 mm de diamétre sont
découpés grace a I'emporte-piece, 6 placés dans 20 mL d’eau désionisée et refroidis artificiellement dans
un cryostat (CC2 de Huber, Offenbourg, Allemagne). Le programme de refroidissement débute & +1°C et
atteint -9°C a raison de 2,5°C/heure. A -1°C, un glacon (créé a partir 3ml d’eau) de glace pilée est
introduit dans le tube afin d’initier la formation de glace. Les tubes sont sortis du cryostat aux différentes
températures de congélation choisies (-5,2°C, -5,6°C, -6°C, -6,4°C), et décongelés doucement a 4°C
pendant la nuit. La conductivité de la solution est mesurée avant le refroidissement (Ci), apres le passage
au cryostat (Ct) et aprés la destruction totale des cellules par un passage a -80°C (Cf). La conductivité
relative est calculée de la maniere suivante : Cr = (Ct-Ci)/(Cf-Ci). Eloealyptus il a été montré
gu’une conductivité relative de 0.5 correspond a 50% de feuilles détruites (Tibbits and Reid, 1987). A
partir des trois répétitions techniques réalisées pour chaque plante, les résultats présentés correspondent ¢
la moyenne des mesures effectuées et sont exprimés en pourcentage de viabilité (correspondant a
l'intégrité membranaire) apres le gel. Un test de Tukey HSD a ensuite été appliqué pour analyser

statistiguement les valeurs.

« Mesure de la fluorescence de la chlorophylle des feuilles exposées au gel

Les feuilles du 8™ rang foliaire de trois plantes pour chaque lignée sont récoltées, coupées en deux
transversalement pour pouvoir rentrer dans des tubes Falcon. La mesure de fluorescence initiale est
enregistrée aprés 15 minutes d’adaptation au noir a l'aide de fluorimétrie (OS-30P Chlorophyll
fluorometer, OPTI-SCIENCES). Les feuilles sont alors placées dans les tubes Falcon préalablement
préparés contenant 25mL d’eau désionisée. Les tubes sont mis au cryostat (CC2 de Huber, Offenbourg,
Allemagne). Le programme de refroidissement débute a +1°C et atteint -9°C a raison de 2,5°C/heure. A -
1°C, un glagon (créé a partir 4 ml d’eau) de glace pilée est introduit dans le tube afin d'initier la formation
de glace. Les tubes sont sortis du cryostat aux différentes températures de congélation choisies (-4,8 °C, -
5,2°C, -5,6°C, -6,0°C), et décongelés doucement a 4°C pendant la nuit. Les mesures de fluorescence
finales sont faites (aprés 15 minutes d’adaptation au noir). La valeur relative du Fv/Fm est calculée en
faisant le moins entre les valeurs du point initial et final. Les résultats présentés correspondent a la
moyenne des mesures effectuées sur 3 plantes. Un test de Tukey HSD a ensuite été appliqué pour

analyser statistiquement les valeurs.
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« Mesure de la fluorescence de la chlorophylle des feuilles exposées a la chaleur

Les feuilles du 8™ range foliaire de trois plantes pour chaque lignée sont récoltées et mises en
attente dans un bain contenant de I'eau distillée. Sur chaque feuille, une pastille d’adaptation au noir est
installée pour une durée de 15 minutes, jusqu’a la premiere mesure de fluorescence. Les feuilles sont
ensuite transférées dans les tubes Falcon remplis de 4mL d’eau distillée qui sont incubés a 45°C (étuve).
La mesure de fluorescence est ensuite réalisée a 30, 90, 180 et 270 minutes de traitement. La valeur
relative du Fv/Fm entre le point initial et final est calculée. Les résultats présentés correspondent a la
moyenne des mesures effectuées sur trois plantes. Un test de Tukey HSD a ensuite été appliqué pour

comparer les valeurs.

2.2.2. BEvaluation de la croissance

La croissance des plantes a été suivie dans le temps en mesurant différents parameétres : hauteur de
I’axe principal, largeur de ramification, nombre de branches, diametre du tronc et dimension des feuilles

pour au moins trois plantes par lignées.

La hauteur de I'axe principal (H) est mesurée toutes les deux semaines jusqu'a 14 semaines. La

croissance relative est calculée par cette formule : H=Hg

Toutes les deux semaines est également mesurée I'amplitude et le nombre de branches est compté.
Le diameétre du tronc est mesuré grace au pied a coulisse électronique (Fisher Darex) a 12 semaines et a

14 semaines. La longueur et la largeur de 5éme feuille sur 5éme branche sont mesurées.

Les résultats représentent la moyenne de toutes les plantes pour chaque lignée. Un test de Tukey
HSD a ensuite été utilisé pour analyser statistiquement les valeurs. Lorggastlaférieur & 0.05, les

valeurs sont considérées comme significativement différentes.

2.2.3. Analyse anatomique par microscopie

» Fixation et déshydratation des échantillons

Les feuilles de %™ rang sont récoltées séparément. Les tiges secondaires et primaires sont
distinguées aussiLes feuilles et tiges a analyser sont récoltées puis fixés dans une solution de
glutaraldéhyde 2.5% dans 0.05 M de Cacodylate de sodium pH 7,1, pendant une nuit & 4°C. Les
échantillons fixés dans le tampon glutaraldéhyde/cacodylate sont déshydratés deux fois 20 minutes pour
les feuilles et 30 minutes pour des tiges dans des bains de concentration croissante d'éthanol (20, 40, 60,
80%). Pour chaque lignée, les échantillons ont été récoltés a partir d’au moins trois plantes et les analyses

suivantes ont été réalisées sur ces répétitions biologiques.
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+ Observation de la surface des feuilles-MEB

Les feuilles sont déshydratées encore en passant a solution 100% d’éthanol deux fois a 20 minutes.
Elles sont ensuite déshydratées au point critique (CPD 750 Emscope), puis sont recouvertes d'une
solution d’or-platine. lls sont ensuite observés avec un microscope a balayage (Hitachi, lbraki, Japon).
Trois images a chaque résolution (300X, 450X, 600X, 900X) sont photographiés sur trois zones foliaires

différentes et sur les deux faces supérieure et inférieure.

L'analyse des images par le logicien ImageJ (version 1.47f7) a permis de déterminer la densité de
stomates, de cellules de I'épiderme et de glandes a huile. Le résultat de densité représente le nombre de
stomates/cellules de I'épiderme ou glandes & huile sur une surface 100QGegmaleurs moyennes sont
obtenues pour au moins trois images. Un test de Tukey HSD a ensuite été réalisé pour comparer les
valeurs moyennes entre lignées différentes. Lorsqpesk inférieur a 0.05, les valeurs sont considérées

comme significativement différentes.

» Observation des coupes transversales de la feuille & I'aide du microscope

Apreés la fixation, les échantillons sont déshydratés par une série de ringages a I'éthanol 20%, 40%,
60%, 80% et 100%. lls sont ensuite inclus dans de la résine LR White et trois coupes transversales
ultrafines de 1um sont réalisées au microtome au niveau de la partie centrale. Ces coupes sont déposeées

sur une lame et colorées au bleu de toluidine (dilué a 0.01M) pendant 1min 30s avant I'observation.

L'analyse des images par le logicien ImageJ (version 1.47f7) a permis de mesurer le diamétre de
nervure principale et I'épaisseur de limbe foliaire. A cause du nombre limité d’échantillons biologiques,

les résultats ne sont pas traités statistiquement.

« Observation des couples transversales de la tige a I'aide du microscope

Les tiges déshydratées a 80% de I'éthanol sont coupées en coupes semi-fines de 60 um a l'aide d'un
Vibratome LEICA VT 1000S en utilisant une lame en saphir. L’appareil est réglé sur la vitesse 5,5 sur 9
avec une fréquence de 7 sur 9. Les coupes sont ensuite colorées avec différentes colorants afin de mettre
en évidence différentes structure et composant. Les coupes sont faites sur des plantes agées de 14
semaines. Pour chaque lignée, plusieurs coupes ont été réalisées pour au moins trois plantes

indépendantes.

— Phloroglucinol :
Le phloroglucinol est utilisé en solution pure au moment du montage de I'échantillon sur lame.
La coloration au phloroglucinol est instantanée et permet de révéler les composés phénoliques (en
particulier les lignines). L'observation se fait sous lumiére blanche.

— Calcofluor ;
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La coloration au Calcofluor se fait a I'aide d'une solution a 0,01% (dilué dans I'eau). L'échantillon
est traité dans un bain de calcofluor pendant 5 minutes avant le montage de la lame avec de l'eau.
L'observation se fait sous UV bloc filtre A (Excitation range: Ultra-violet, BP: 340-380 nm, Dichromatic
mirror: 400 nm, LP: 430 nm). Cette coloration permet de révéler les polysaccharides (en particulier la
cellulose).

— Safranine et bleu d’alcian :

Cette coloration se fait a I'aide d'une solution de safranine (0,05% dans I'eau) et d'une solution de
bleu d’alcian (0,1% dans 'eau). L’échantillon est traité pendant 5 minutes dans un bain de safranine suivi
de 5 minutes dans un bain de bleu d’alcian. Le montage de la lame se fait avec de I'eau et I'observation se
fait sous lumiere blanche. Cette coloration permet de révéler la cellulose en bleu et la lignine en rouge.

Dans certains cas, les coupes ont été traitées a I'’hnypochlorite de sodium (solution commerciale de
ménage) pendant une heure suivi d’'un ringcage avec l'acide acétique a 3% pendant 10 minutes et d'un

rincage avec de I'eau distillée. Ce traitement permet d'éliminer les composés non pariétaux.

— Lugol :

La coloration au lugol (1% dans l'eau) est une coloration immédiate avec montage de la lame
avec le lugol. L'observation se fait sous lumiere blanche. Cette coloration permet de révéler les composés
polysaccharidiques (en particulier I'amidon).

— Rouge de ruthénium :

La coloration au rouge de ruthénium (solution a 0.02% dans I'eau) marque les pectines en rouge.

Aprés un bain de 30 minutes I'observation des coupes se fait sous lumiere blanche.
— Bleu d'aniline :

La coloration au bleu d'aniline (solution a 0,01% dans du PBS, pH 9) permet la colorafion des
1-3 glucanes. Apres un bain de 30 minutes dans le Bleu d'aniline, le montage de la lame est fait avec de
'eau. L'observation se fait sous UV bloc filtre A (Excitation range: Ultra-violet, BP: 340-380 nm,
Dichromatic mirror: 400 nm, LP: 430 nm).

Des observations des coupes non colorées a l'aide d'un microscope photonique ont été faites sous
UV bloc filtre A (Excitation range: Ultra-Violet, BP: 340-380 nm, Dichromatic mirror: 400 nm, LP: 430

nm) ce qui permet de visualiser I'épifluorescence des composés phénoliques (lignine).

e Identifier la nature des composeés dans le vaisseau a I'aide du microscope

Les branches de la plante étudiée sont coupées en morceaux de 5 cm, transférés dans un tube
conique avant centrifugation & 1500 g pendant 20 minutes. Quelgues gouttes de la seve extraite sont
montées sur lame et colorées par des colorants tels que la safranine, le bleu d’alcian, le bleu d’aniline ou

le calcofluor puis observées a I'aide du microscope (LEICA DM IRBE).
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2.2.4. Dosage des chlorophylles

Les chlorophylles ont été dosées d’aprés méthode de Lichtenthaler (1987). Elles sont extraites a
patir de 200 mg de feuilles fraiches en utilisant la solution d’acétone 80% ajustée a pH 7.8 avec du
phosphate de sodium. L’absorbance due aux chlorophylles des extraits est mesurée a deux longueurs

d’onde (663.2 et 646.8 nm). Les résultats sont calculés selon les formules ci-dessous :

C. = 12.25XA632— 2.79%Aus 8 €L
Cy = 21.50%As46.8— 5.10xAs63.2

Pour chaque lignée, les extractions ont été réalisées indépendamment pour trois plantes différentes
d’'une méme lignée. Un test de Tukey HSD a ensuite été utilisé pour comparer les valeurs moyennes entre
des lignées différentes. Lorsque est inférieur a 0.05, les valeurs sont considérées comme

significativement différentes.

2.2.5. Vitesse d’extraction des chlorophylles

La quantité relative de cire est estimée indirectement par la vitesse d’extraction des chlorophylles.
Pour chaque lignée transgénique, une feuille Y& range foliaire est récoltée, rincée par une centrifuge
[égére (200 g pendant 2 minutes) puis épongée par le papier Whatman. La feuille est pesée avant de
mettre dans un tube contenant 40 ml de I'éthanol 80%. Les échantillons sont mis & I'obscurité. Un mL
d’extrait est prélevé chaque 15 minutes pour premiére heure puis 30 minutes jusqu’'a trois heures. La
chlorophylle est ensuite dosée par spectrométrie a deux absorbances 664 et 647 nm. La concentration de
chlorophylle totale epM par gramme de matériel frais est calculée d'apres la formule ci-dessous (Lolle
etal., 1997) :

Nombre total de micromoles de chlorophylle = 7.93:x A 19.53 X As;

Pour chaque lignée, les essais ont été réalisés indépendamment pour trois plantes différentes et les
moyennes calculées par lignées. Un test de Tukey HSD a ensuite été utilisé pour comparer les valeurs
moyennes entre des lignées différentes. Lorgmuest inférieur & 0.05, les valeurs sont considérées

comme significativement différentes.

2.3. Analyse d’expression

2.3.1. Extraction des ARN totaux

Pour les plantes dont les feuilles sont riches en polyphénols et polysaccharides, les ARNs totaux
sont extraits a partir de 100mg de feuilles broyées dans I'azote liquide en utilisant le kit « SV Total RNA
Isolation System » de Promega aussi en remplacant le tampon de lyse fourni dans le kit par un tampon

décrit par Jones (Jones et al., 1985). De plus, les étapes de lavage des colonnes sont répétées 5 fois
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D’abord, le premier tampon du kit est utilisé pour lyser et plusieurs étapes supplémentaires de lavage des
colonnes sont nécessaires avec la solution « RNA Wash Solution RWA » du kit d’extraction d’ARN de
Promega. Le kit comprend un traitement DNase sur colonne de 30 minutes. Une étape de précipitation
avec un mélange d’éthanol absolu et d’acétate de sodium est appliqué sur la solution aqueuse d’ARN puis
un lavage a I'éthanol 70° est pratiqué avant un séchage et la conservation se fait en solution aqueuse a -80
°C. Enfin, les ARNs sont dosés a I'aide du spectrophotomeétre ND-1000 de NanoDrop (Wilmington, DE,

USA) et leur qualité est vérifiée sur gel d’'agarose a 1 % dans TAE 1X.

2.3.2. Analyse par PCR en temps réel

* Choix des amorces

Les amorces utilisées pour la RT-gPCR en temps réel sont désignées dans la partie des transcrits
prédits pour chaque gene étudié. La spécificité des amorces a été confirmée par la réalisation d’'un
BLAST contre le génome ou la base de données de tradi&crigrandisou des bases données des EST

d’E. gunnii Des outils DNA calculator hftp://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp

Oligonucleotide Properties Calculatohttp://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalipt Tm

calculator  http://wwwé6.appliedbiosystems.com/support/techtoals/t et OligoAnalyzer 3.1

(https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoArzair) ont été utilisés pour valider techniquement

chaque amorce. La concentration utilisée pour la RT-gPCR est de 300 nM pour chague amorce.

e Synthése d’ADNc

La synthése est réalisée dans un mélange réactionnel dec@fgnant : 3g d’ARN, 1u
d’amorces aléatoires Random Primer (Invitrogen, Carlsbad, USA) al3lig/de dNTPs a 10mM, 0.Tu
de RNAsin a 40 Ul (Promega, Madison, WI, USA), et lgienzyme polymérase Superscript Il Reverse
Transcriptase a 200/ (Invitrogen, Carlsbad, USA). Le premier brin d’ADNc est synthétisé a 42°C.
Aprés la synthése, les ADNc sont dosés a l'aide du spectrophotometre ND-1000 de NanoDrop
(Wilmington, DE, USA). La qualité des ADNc (absence d’ADN génomique) est vérifiée par une
amplification PCR d’une partie du géne de la tubulirie dglobuluscontenant un intron en la comparant
a un témoin positif avec de 'ADN génomiqd. gunnii et d’E. grandisAprés migration des produits
PCR sur gel d'agarose a 1 % dans TAE 1 X, les ADNc non pollués par de ’ADN génomigue montrent un

produit d’amplification de tubuline plus court.

» Amplification en temps réel

Les réactions PCR sont réalisées trois fois pour chaque échantillon sur une plaque de 384 puits. Le
mélange utilisé pour la PCR contient du Power SYBR Green PCR Master Mix (2 X) d'Applied

70






Biosystems (Foster City, CA, USA) et une masse de 200 ng d’ADNc pour les genes CBF et les autres
facteurs de transcription a amplifier, mais que 24 ng pour des genes effecteurs, tout dans un volume
réactionnel de 1@l. L’amplification des génes étudiés est comparée avec celle des génes invariant dans
des conditions de stress comme ribosofr@&®, PP2A3, PP2A1 (Serine/Threonine-protein phosphatase
2A) qui sont des témoins internes (normalisation) et de 'eau UHQ comme témoin négatif. La réaction de
PCR est réalisée avec le thermocycleur ABI Prism 7900HT séquence Detection System d’Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA).

* Analyse des données RT-gPCR

Les données dexpression de RT-PCR sont analysées avec le logiciel SDS 2.2 d'Applied

Biosystems (Foster City, CA, USA) en intégrant les courbes de dissociation des amplifications.

Les nombres de cycles permettent le calcul du niveau d’expression de chaque gene étudié par la
méthode des 2 (Livak et Schmittgen, 2001). Le premier calcul vise & déterminer le niveau de
surexpression des genes étudiés chez les surexpresseurs CBF par rapport au contrdle. Les génes de

référence utilisés sont le 18S et le PP2AARt le Ct est constant dans tous les types de plantes étudiées.

¢ Puce de Fluidigm

Les réactions PCR sont réalisées une fois pour chaqgue échantillon biologique (trois répétitions
biologiques chaque lignée) sur une plaque de 96 puits (puces 96.96 Dynamic Array). Le mélange utilisé
pour la PCR correspond au Kits TagMan Gene Expression Master Mix (ABI), 20X DNA Binding Dye
Sample Loading Reagent (Fluidigm) et 20X EvaGreen (Biotum) et de 200 ng d’ADNc pour les genes
étudiés. L'appareil utilisé est le Biomark de Fluidigm de la Génopdle. Une pré amplification des cDNA
est effectuée grace au kit TagMan PreAmp. Les 5 génes de référence utilis€P2aa8t PP2A1
(Serine/Threonine-protein phosphatase 2A), SAND (SAND protein) et IDH (isocitrate dehydrogenase) et
le facteur de transcription EF-1a,. Les données d’expression de RT-PCR sont analysées avec le logiciel
Fluidigm Real-Time PCR Analysis (Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA). Les nombre de
cycles permettent le calcul du niveau d’expression de chaque gene étudié en normalisant avec des géenes
références. Les valeurs d’expression des génes sont les valeurs relatives de quantité de transcrits entre le

sur-exprimant CBF et les plantes contrbles toutes les lignées étant cultivées dans les conditions standard.

2.4. Analyse statistique

Le test de Tukey HSD a été utilisé pour comparer les valeurs moyennes des répétitions biologiques
ou techniques des données de phénotypage des transformants. Lorsque le p est inférieur a 0.05, les valeurs

sont considérées comme significativement différentes. En parallele, pour les données de I'expression des
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génes étudiés, le test Student est appliqué pour mettre en évidence les différences significatives de niveau
d’expression des genes étudiés entre les lignées sur-exprimant le CBF et la lignée contrdle ou entre les

plantes traitées par le stress et les plantes non traitées.

2.5. Analyse in silico

2.5.1.Source des séquences

Les séquences génomiques, transcrites et protéiques de I'ensemble de famille des genes étudiés

d’E. grandissont disponibles sur le site du web Phytozohgp{//phytozome.net/eucalyptus.phn

parallele, la premiere version du génomeE.d camaldulensis est disponible sur le site

http://www.kazusa.or.jp/eucalyHirakawa H,et al, 2011). Le premier assemblage du génonte d’

gunnii a été réalisé dans notre laboratoire mais n’est pas disponible pour le public. Les génomes d’autres
espéeces sont trouvés sur Phytozome (le peuplier, la vigne, le pommier, le pécher) ou suA.TAIR (
thaliang). Les orthologues des génes étudiés ont été obtenus a partir de la littérature, ou sur les bases de

données publiqgues comme NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Phytozbithe:/(phytozome.nét/ou

d’EUCATOOL qui est la base de données EST<E.d'gunnij créée par notre groupe

(http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/eucatoul/summahp).

2.5.2. Prédiction des protéines chez E. grandis

Les familles de génes étudiés ont été identifiées par différentes approches. Basée sur les résultats de
I'annotation automatique, la collecte des séquences a été réalisée en utilisant le « mot clé — le nom de la
famille ou Pfam ». Sur toutes les séquences protéiques retenues, la présence du domaine conservé et/ot

des motifs consensus ou sites catalytiques a été vérifiée parRfiartipfam.sanger.ac.yk{Punta et al.,

2012), « Find conserved domain » sur NCBIitd://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.xou

InterProScanhttp://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscariGoujon et al., 2010).

Les orthologues sont recherchés par un BLAST contre les génomes dispohiblagapsis
peuplier, vigne) ou les séquences partielles décrites dans la littérature pour d’autres espéces. Les
séquences protéiques obtenues ont été alignées en utilisant Clustaw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/ ou/let MAFFT http://mafft.cbrc.jp/alignment/servér/

(Katoh & Standley, 2013). Apres avoir vérifié manuellement I'alignement des séquences, une correction
est réalisée si nécessaire en combinant une prédiction des génes et une recherche par homologie,
FGENESH fttp://linuxl1.softberry.com/berry.phtmli?topic=fgenegii&up=programsé&subgroup=gfihd

ou FGENSH+
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenpkis&group=programs&subgroup=gfs  Cette

correction est ensuite validée par l'analyse des ESTs d'eucalyptus disponibles sur NCBI ou par
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I'’ensemble du génome ' camaldulensisLorsque certaines protéines n'ont pas été détectées a cause
d’'une mauvaise annotation, une recherche de nouveaux paralogues putatifs a été effectuée en utilisant
SCIPIO (Odronitz et al., 2008). Dans certains cas, l'identification de génes a été réalisée a partir des
orthologues chezArabidopsis peuplier, vigne ou d’autres espéces en utilisant TBLASTN contre
'ensemble du génome B’ grandis Sur les toutes les protéines détectées, la présence de domaines

conserveés, de motifs consensus et/ou de sites catalytiques a toujours été vérifiée.

L’ensemble des orthologuesHl’ grandiset d’A. thaliana a été aligné avec MAFFT (Katoh &
Standley, 2013), un programme d’alignement multiple de séquences, pour permettre la construction de
I'arbre phylogénique en utilisant le logicien MEGA version 5.05 (Tamura et al., 2011) avec le méthode

statistigue Maximum Likelihood, test phylogénique d’aprés le méthode Bootstrap avec 1000 répétitions.

2.5.3. Recherche des CBF/DREBL1 et des DREB2 sur le génome d’Eucalyptus

Pour identifier desCBF/DREB1 sur le génome El' grandis deux méthodes ont été utilisées
parallelement. Premierement, les 4 séquences nucléotidiqgues (ADEgua@8BF (Navarro et al., 2009)
ont été utilisées (BLAST) contre le génomdedgrandisen utilisant Splign (Kapustin et al., 2008)
disponible sur NCBI Http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.¢giLes séquences EyrCBF

détectées ont été traduites en protéines grace a « Translate tool » sur le site de SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics,  http://web.expasy.org/translate/ La présence des deux signatures
KKRAGRKKFQETRHP et DSAWR autour du domaine AP2 des séquences détectées a été bien vérifiée.

La recherche de la présence de ces signatures sur I'ensemble du génome Eadugtndisa permis
détecter des protéines EgrCBF que I'annotation automatique n’avait pas identifiées. Deuxiémement, les
EgrCBF ont été identifiées par un TBLASTN en utilisant la séquence entiére d’EQUCBF1A (El Kayal et

al., 2006) contre I'ensemble du génomE.djrandissur Phytozome.

Le blast TBLASTN a utilisé également pour chercher@®E etDREB2 par un TBLASTN contre
le génome . gunniiet le génome &. camaldulensigHirakawa H, et al., 2011). La présence de la
signature [K/RJGKGGPxN et du domaine AP2 de liaison a I'ADN a permis de détecter les
DREB2/DREB3 (Nakano et al., 2006).

2.5.4. Prédiction des genes cibles potentiels des CBF et DREB2

Chez les plantes, les facteurs de transcription DREB reconnaissent des éléments cis, AAGCCGAC,
nommeé « Drought Responsive Element » (DRE) ou « C-Repeat » (CRT) qui sont localisés dans la région
promotrice des genes participant a la réponse aux stress abiotiques (8alalma002). Différentes
approches ont été utilisées pour prédire les genes cibles potentiels des CBF et DREB2s dans I'ensemble

du génome &E. grandis

73






D’abord, le programme Fuzznuc de 'TEMBOSS (Rice et al. 2808 utilisé pour scanner le motif
DRE de I'ensemble des promoteurs des génes du génome entier d’E. graindis longueur de 1000 pb
en amont de 'ATG des séquences annotées. Les promoteurs ont été « réversés/complémentés » si

nécessaire pour étre dans le méme sens que I'ARNm.

Les génes contenant des éléments DRE dans la région promotrice et dont l'identité, selon la
littérature, permet de prédire son implication soit dans le développement soit dans la tolérance des stress
abiotiques ont été sélectionnés. Ensuite, pour éviter le risque d’annotation automatique incorrecte,
I'ensemble des membres de ces familles de genes a été recherché. Enfin, pour chague membre de ces
familles, I'analyse du promoteur, en particulier la recherche d’éléments DRE, sur la région de 1000 pb en
amont de I'ATG a été réalisée en utilisant le programme PLACE (Higo et al. 1999) ou un programme

développé par la Plateforme Bio-informatique du laboratoitetp:(/www.polebio.lrsv.ups-

tlse.fr/patternsCombinaison/

2.5.5Prédiction de la localisation sous-cellulaire des protéines

Les séquences protéiques traduites ont été utilisées pour la prédiction de la localisation sous-
cellulaire en utilisant le programme ProtComp Version 9.0

(http://linuxl.softberry.com/berry.phtml?topic=protgeph&group=programs&subgroup=prolpc et le

programme SignalP 4.btfp://www.cbs.dtu.dk/services/SignglPetersen et gl2011).
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Annexe |l-1 Caractérisation des GolS chez Eucalyptus grandis

Nomination PhytoZome Phytozome "‘::ag)h‘ w'fgﬁf(”k'g'a) pl | Scaffold Localisation Introns "1 GRT/DRE | LTRE
EgrGolS-01 Eucgr.B01791 Egrandis_v1_0.018917m 332 38.37 6.12 2 32735328..32736424 1 2 2
EgrGolS-02 Eucgr.B01793 Egrandis_v1_0.018973m 332 38.28 5.64 2 32745920..32747016 1 2 2
EgrGolS-03 Eucgr.B03987 Egrandis_v1_0.018661m 337 38.22 493 2 63760516..63762840 3 1
EgrGolS-04 Eucgr.H00906 Egrandis_v1_0.018674m 337 38.34 5.07 8 11257020..11255697 2 1
EgrGolS-05 Eucgr.H02584 Egrandis_v1_0.018465m 340 38.51 5.06 8 36224823..36226825 3 1 3
EgrGolS-06 Eucgr.H03312 Egrandis_v1_0.018541m 339 38.61 5.34 8 48522859..48524504 2 4
EgrGolS-07 Eucgr.K03563 Egrandis_v1_0.018649m 337 38.41 4.89 11 44777508..44778923 3

EgrGolS-08 Eucgr.L00234 Egrandis_v1_0.018953m 332 38.45 5.64 17 29774..28678 1 2 3
EgrGolS-09 Eucgr.L00235 Egrandis_v1_0.049706m 335 38.28 4.93 17 35009..33883 1 3 6
EgrGolS-10 Eucgr.L00240 Egrandis_v1_0.018627m 337 38.78 5.23 17 148150..147027 1 1 2
EgrGolS-11 Eucgr.L00241 Egrandis_v1_0.018570m 338 38.81 5.39 17 180664..179534 1 1 2
EgrGolS-12 Eucgr.L00243 Egrandis_v1_0.018652m 337 38.71 5.23 17 203540..202417 1 1 1
EgrGolS-13 Eucgr.L00245 Egrandis_v1_0.018825m 334 38.52 5.07 17 230495..229375 1 2 2
EgrGolS-14 Eucgr.L00248 Egrandis_v1_0.041066m 337 38.59 5.24 17 283164..282039 1 3 4
EgrGolS-15 Eucgr.L00249 Egrandis_v1_0.018607m 337 38.66 5.45 17 289116..287991 1 3 4
EgrGolS-16 Eucgr.L00250 Egrandis_v1_0.052371m 338 38.88 5.54 17 294793..293657 1 3 3
EgrGolS-17 Eucgr.L00251 Egrandis_v1_0.018551m 338 38.95 5.45 17 303678..302543 1 3 3




Annexe |I-2 Caractérisation des RS chez Eucalyptus grandis

Nomination |~ Fytozome Phytczome L*:::)h‘ wl:;lﬁtcrklgg y | e | seattoi Localisation liseis CRTDRE | LTRE
EgrRS-01 | Eucgr.A02374 | Egrandis_v1_0.003743m | 754 82.58 5.69 1 34515322..34510342 1
EgrRS-02 | Eucgr.B00178 | Egrandis_v1_0.003799m | 750 83.36 5.10 2 2664666..2660691 13 1
EgrRS-03 | Eucgr.B00223 | Egrandis_v1_0.003706m | 758 83.74 5.62 2 3289405..3293121 13
EgrRS-04 | Eucgr.C04266 | Egrandis_v1_0.003391m | 906 99.17 6.03 3 77870162..77866383 6 2 5
EgrRS-05 | Eucgr.E04226 | Egrandis_v1_0.003288m | 791 87.28 5.23 5 73056432..73061528 13 1
EgrRS-06 | Eucgr.F01231 [ Egrandis_v1_0.003635m | 758 83.57 5.89 6 15540204..15536021 12 1 1
EgrRS-07 | Eucgr.F03658 | Egrandis_v1_0.003695m | 763 85.03 5.58 6 44902867..44898436 12 3 5
EgrRS-08 | Eucgr.H00997 | Egrandis_v1_0.002615m | 853 93.77 5.93 8 12251708..12248873 3
EgrRS-09 | Eucgr.l01755 | Egrandis_v1_0.006251m | 786 85.52 5.56 9 27469566..27467013 2 1
EgrRS-10 | Eucgr.l01757 | Egrandis_v1_0.002773m | 839 91.84 5.48 9 27487189..27484388 3 1 2
EgrRS-11 Eucgr.J02233 | Egrandis_v1_0.003548m | 770 84.69 5.63 10 28227231..28231614 4 1 1
EgrRS[P]-1 | Eucgr.K02779 | Egrandis_v1_0.054640m | 591 65.89 5.54 1" 35872277..35868303 10
EgrRS-12 | Eucgr.K02813 | Egrandis_v1_0.003349m | 785 87.22 6.22 1" 36144923..36141503 4 1
EgrRS-13 | Eucgr.K03553 | Egrandis_v1_0.002608m [ 853 94.06 5.87 1" 44614053..44617194 4
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Annexe |I-3 Caractérisation def3-AMY chez Eucalyptus grandis

oo | P | Pomme |Legh| Mo | | GO g | Locsaon | s | oo | v
Egrb-AMY1 | Eucgr.A01734 | Egrandis_v1_0.006932m | 591 66.80 6.03 Cytoplasmic 1 27500332..27504772 7 1 1
Egrb-AMY2 | Eucgr.D02573 | Egrandis_v1_0.005199m | 667 75.37 5.61 Cytoplasmic 4 40361667..40355217 9 4
Egrb-AMY3 | Eucgr.E00138 | Egrandis_v1_0.008170m 546 61.77 541 Chloroplast/Mitochondrial 5 1504398..1508714 7 1
Egrb-AMY4 | Eucgr.E00139 | Egrandis_v1_0.004613m 699 76.95 5.58 Nuclear/Mitochondrial 5 1512195..1519516 8 1 7
Egrb-AMY5 | Eucgr.E00330 | Egrandis_v1_0.008266m 543 60.61 7.24 Vacuole/Nuclear 5 3108654..3111495 3 2 2
Egrb-AMY6 | Eucgr.E01023 | Egrandis_v1_0.008026m 551 61.57 7.90 | Chloroplast/Mitochondrial 5 10805036..10802091 3 1 1
Egrb-AMY7 | Eucgr.H02879 | Egrandis_v1_0.007122m | 584 64.68 6.11 Vacuolar/Cytoplasmic 8 41908181..41905257 3

Egrb-AMY8 | Eucgr.H03767 | Egrandis_v1_0.008679m | 532 58.45 5.96 Cytoplasmic 8 54968233..54965365 1 1 1




Annexe lI-4 Caractérisation des sHSP chez Eucalyptus grandis

Nomination | SUb | Phytozome i e L‘(’;‘%ht w":;'ﬁf;‘k'g;) pl | M| Scaffold |  Localisation | """ | CRTIDRE | LTRE | HSE
EgrsHSP-01 | CP | Eucgr.A01416 | Egrandis_v1_0.025516m | 228 25,52 5.74 Plastid 1 22645057..22644168 | 1 1 2 1
EgrsHSP-02 | ClI | Eucgr.B02376 | Egrandis_v1_0.029820m | 158 18.06 5.84 Cytosol 2 44734332..44734805 0 1 2
EgrsHSP-03 | CVI | Eucgr.B02741 | Egrandis_v1_0.030208m | 143 16.41 6.20 Cytosol 2 50341697..50342125 0

EgrsHSP-04 | CVI | Eucgr.B02743 | Egrandis_v1_0.053553m | 131 14.77 7.84 |  Cytosol 2 50383690..50384082 | 0 1 1
EgrsHSP-05 | CII | Eucgr.C00684 | Egrandis_v1_0.032822m | 111 12.52 9.51 Cytosol 3 11982739..11982407 0 1 1
EgrsHSP-06 | Cll | Eucgr.C00678 | Egrandis_v1_0.029182m | 168 18.88 6.33 | Cytosol 3 11941800..11941297 | 0 1 2 1
EgrsHSP-07 | ClI nd nd 118 13.00 6.35 | Cytosol 3 11949979..11944389 | 0 1 1
EgrsHSP-08 | ClIl | Eucgr.C00690 | Egrandis_v1_0.034372m | 128 14.63 9.68 | Cytosol 3 12036395..12035625 | 1

EgrsHSP-09 | ClIl | Eucgr.C03071 | Egrandis_v1_0.030894m | 156 17.31 5.81 Cytosol 3 57691673..57691206 | 0 1 1 2
EgrsHSP-10 | CIV | Eucgr.D01309 | Egrandis_v1_0.031185m | 136 15.44 5.23 Cytosol 4 23596395..23595839 1 1 1 1
EgrsHSP-11 | MT | Eucgr.D02070 | Egrandis_v1_0.024798m | 239 25.92 5.44 | Mitochondria 4 25886290..25885805 0 3 3 1
EgrsHSP-12 | MT nd nd 225 25.44 5.24 | Mitochondria 4 34877302..34876131 2 1 1
EgrsHSP-13 | MT | Eucgr.D02073 | Egrandis_v1_0.026100m | 219 24.40 5.73 | Mitochondria 4 34892149..34891295 | 1 1 2 1
EgrsHSP-14 | MT | Eucgr.E00433 | Egrandis_v1_0.026371m | 200 22.01 5.43 | Mitochondria 5 4141541..4142485 1 1 1 1
EgrsHSP-15 | CV | Eucgr.F00998 | Egrandis_v1_0.027503m | 196 22.32 5.74 Cytosol 6 13258082..13257226 1 1
EgrsHSP-16 | Per* | Eucgr.F02898 | Egrandis_v1_0.030845m | 141 15.78 6.84 | Peroxisome 6 38641313..38642129 1

EgrsHSP-17 | MTII | Eucgr.F03866 | Egrandis_v1_0.021389m | 235 26.74 6.87 | Mitochondria 6 46899328..46900323 1 3
EgrsHSP-18 | ER | Eucgr.F04109 | Egrandis_v1_0.026663m | 210 23.86 6.05 ER 6 49332267..49331638 | 0 1 1 1
EgrsHSP-19 | CP | Eucgr.F04479 | Egrandis_v1_0.055111m | 161 18.15 7.13 Plastid 6 53728820..53728413 0 1 1 1
EgrsHSP-20 | ER | Eucgr.G00061 | Egrandis_v1_0.027456m | 197 21.85 6.86 ER 7 652775..653365 0 2
EgrsHSP-21 | CP | Eucgr.H04692 | Egrandis_v1_0.023513m | 261 29.24 9.20 Plastid 8 67232581..67233674 | 1 1 2
EgrsHSP-22 | Clll | Eucgr.02136 | Egrandis_v1_0.029742m | 159 17.47 7.76 |  Cytosol 9 31143938..31145144 | 1 1 2

Per* : Peroxisome
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Annexe II-4 Caractérisation des sHSP chez Eucalyptus grandsuite)

Nomination | S0 |  Phvtozome i "‘(’:%ht w':%'ﬁf;’;g;) pl | SO | scaffold | Localisation | """ | CRTIDRE | LTRE | HSE
EgrsHSP-23 | ClI | Eucgr.J00981 | Egrandis_v1_0.029164m | 168 18.93 5.58 | Cytosol 10 10663874..10664377 0 1
EgrsHSP-24 | ClI | Eucgr.J01957 | Egrandis_v1_0.045806m | 162 18.81 5.83 | Cytosol 10 | 25745140..25745625 1 5
EgrsHSP-25 | Cl | Eucgr.J01958 | Egrandis_v1_0.028485m | 162 18.73 5.83 | Cytosol 10 25752019..25752504 0 1 2
EgrsHSP-26 | Cl | Eucgr.J01959 | Egrandis_v1_0.049442m | 162 18.73 5.82 | Cytosol 10 25755907..25756392 0

EgrsHSP-27 | ClI | Eucgr.J01960 | Egrandis_v1_0.029594m | 162 18.73 5.82 | Cytosol 10 | 25761245..25761730 0 1 2 1
EgrsHSP-28 | ClI nd nd 162 18.71 6.19 | Cytosol 10 | 25768170..25768654 0 1 2 1
EgrsHSP-29 | ClI nd nd 162 18.58 5.55 | Cytosol 10 | 25776347..25776832 0 1

EgrsHSP-30 | CI | Eucgr.J01964 | Egrandis_v1_0.027303m | 158 18.08 5.37 | Cytosol 10 | 25787561..25788034 0 2 3 1
EgrsHSP-31 | Cl | Eucgr.J01966 | Egrandis_v1_0.029529m | 163 18.77 8.86 | Cytosol 10 | 25795220..25795708 0 2
EgrsHSP-32 | ClI | Eucgr.J01969 | Egrandis_v1_0.029833m | 158 18.07 7.94 | Cytosol 10 25838926..25839399 0 1 2 2
EgrsHSP-33 | ClI | Eucgr.J01972 | Egrandis_v1_0.029961m | 156 18.03 7.94 | Cytosol 10 25858001..25858468 0 1 2 2
EgrsHSP-34 | ClI | Eucgr.J01975 | Egrandis_v1_0.054359m | 162 18.69 5.82 | Cytosal 10 | 25864524..25864039 0 1
EgrsHSP-35 | Cl | Eucgr.J01976 | Egrandis_v1_0.054740m | 162 18.69 5.82 | Cytosol 10 | 25869393..25868908 0

EgrsHSP-36 | Cl | Eucgr.J01977 | Egrandis_v1_0.047517m | 162 18.73 5.82 | Cytosol 10 25872193..25871708 0 1
EgrsHSP-37 | Cl | Eucgr.J01978 | Egrandis_v1_0.029588m | 162 18.68 6.19 | Cytosol 10 | 25877178..25876693 0

EgrsHSP-38 | Cl | Eucgr.J01979 | Egrandis_v1_0.053548m | 162 18.84 5.82 | Cytosol 10 | 25880044..25879559 0 2 1
EgrsHSP-39 | ClI | Eucgr.J01980 | Egrandis_v1_0.050985m | 162 18.68 5.82 | Cytosol 10 25883528..25883043 0

EgrsHSP-40 | ClI | Eucgr.J01981 | Egrandis_v1_0.044900m | 162 18.70 5.50 | Cytosol 10 25886290..25885805 0 1
EgrsHSP-41 | Cl | Eucgr.J01982 | Egrandis_v1_0.039863m | 162 18.74 5.56 | Cytosol 10 | 25891176..25890691 0

EgrsHSP-42 | ClI | Eucgr.J01983 | Egrandis_v1_0.029465m | 164 18.82 5.33 | Cytosol 10 25902139..25901648 0

EgrsHSP-43 | ClI | Eucgr.J01985 | Egrandis_v1_0.029570m | 162 18.64 5.72 | Cytosol 10 25918941..25918456 0

EgrsHSP-44 | ClI | Eucgr.J01986 | Egrandis_v1_0.027952m | 162 18.50 6.18 | Cytosol 10 | 25926730..25926245 0 3
EgrsHSP-45 | CP | Eucgr.K00423 | Egrandis_v1_0.025529m | 228 25.28 8.90 | Plastid 11 4776585..4777938 1 1
EgrsHSP-46 | Cl | Eucgr.K03016 | Egrandis_v1_0.040719m | 162 18.27 6.59 | Cytosol 11 38294814..38295299 0 1 1




Annexe lI-5 Caractérisation des DNAj/HSP40 chez Eucalyptus grandis

Phytozome Phytozome Introns
Nomination |Groupe name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE | LTRE | HSE
EgrDNAj-001 Il | Eucgr.A00001 | Egrandis_v1_0.052539m 12711..17350 1 10 2 2
EgrDNAj-002 [l | Eucgr.A00085 | Egrandis_v1_0.023424m | 1196398..1198526 1
EgrDNA]j-003 IV | Eucgr.A00221 | Egrandis_v1_0.032489m | 2585950..2589219 1 1 1
EgrDNAj-004 [l | Eucgr.A00280 | Egrandis_v1_0.023511m | 3509446..3511573 1 1
EgrDNAj-005 Il Eucgr.A00544 | Egrandis_v1_0.007311m | 8861317..8866162 1 6 1 2
EgrDNAj-006 I Eucgr.A00545 | Egrandis_v1_0.008515m | 8897917..8902638 1 7
EgrDNAj-007 Il | Eucgr.A01173 | Egrandis_v1_0.032705m | 18226232..18227682 1 2
EgrDNAj-008 [l | Eucgr.A01316 | Egrandis_v1_0.023648m | 21209350..21211763 1 3 2 2
EgrDNAj-009 Il | Eucgr.A01493 | Egrandis_v1_0.006120m | 23356222..23358156 1 1 2
EgrDNAj-010 I Eucgr.A01858 | Egrandis_v1_0.017584m | 28948384..28951276 1 2 2 1
EgrDNAj-011 I Eucgr.A01861 | Egrandis_v1_0.019273m | 28957114..28960240 1 2 1 2 1
EgrDNAj-012 Il [Eucgr.A02166 | Egrandis_v1_0.028094m | 32332131..32334121 1 2
EgrDNAj-013 [l | Eucgr.A02407 | Egrandis_v1_0.022040m | 34774483..34777336 1 7 1 2
EgrDNAj-014 Il | Eucgr.A02558 | Egrandis_v1_0.022798m | 36078443..36081128 1 5 1 1 2
EgrDNAj-015 | Eucgr.B00059 | Egrandis_v1_0.016298m | 1254120..1262991 2 16 1 3
EgrDNAj-016 [l | Eucgr.B00103 | Egrandis_v1_0.002976m | 1831615..1834116 2 0 1
EgrDNAj-017 I Eucgr.B00399 | Egrandis_v1_0.017660m | 5224437..5227362 2 1 3 1
EgrDNAj-018 [l | Eucgr.B00530 | Egrandis_v1_0.004546m | 6928694..6944930 2 18 1 1
EgrDNAj-019 Il | Eucgr.B00587 | Egrandis_v1_0.006502m | 7457222..7459515 2 2 1 2
EgrDNAj-020 [l | Eucgr.B01595 | Egrandis_v1_0.038026m | 26886451..26887515 2 0
EgrDNAj-021 [l | Eucgr.B01771 | Egrandis_v1_0.003549m | 32319505.32321907 2 0
EgrDNAj-022 li nd nd 35224315..35227532 | 2 6 3 5
EgrDNAj-023 [l | Eucgr.B01968 | Egrandis_v1_0.023374m | 37082898..37085681 2 6 1
EgrDNAj[P1-001 [ I nd nd 37094221..37097689 | 2 5 1
EgrDNAj-024 Il | Eucgr.B02081 | Egrandis_v1_0.029319m | 40377863..40380015 2 6 1 2 1
EgrDNAj-025 I Eucgr.B02802 | Egrandis_v1_0.017898m | 51488994..51494299 2 3 1 3 1
EgrDNAj-026 [l | Eucgr.B02899 | Egrandis_v1_0.028113m | 50822402..52823790 9 4 2 4 1
EgrDNAj-027 I Eucgr.B02999 | Egrandis_v1_0.013953m | 54978740..54983255 2 10
EgrDNAj-028 I Eucgr.B03370 | Egrandis_v1_0.045976m | 58560698..58565408 2 10
EgrDNAj-029 I Eucgr.B03403 | Egrandis_v1_0.018746m | 58845649..58848284 2 1 1 3
EgrDNAj-030 Il Eucgr.B03981 | Egrandis_v1_0.004186m | 3645602..63652609 2 8 1 1
EgrDNAj-031 [l | Eucgr.C01157 | Egrandis_v1_0.016728m | 18061683..18062786 3 0 1 4
EgrDNA-032 ||V JLP2 | Eucgr.C01583 | Egrandis_v1_0.026393m | 26315183..26318898 | 3 5 1 1
EgrDNAj-033 Il [Eucgr.C01802 | Egrandis_v1_0.036267m | 30749431..30751167 3 3
EgrDNAj-034 I Eucgr.C01816 | Egrandis_v1_0.020867m | 30925776..30927456 3 2 2
EgrDNAj[P]-002 [ Il nd nd 48131953..48132897 | 3 2 1
EgrDNAj-035 [l |Eucgr.C02748 | Egrandis_v1_0.026929m | 50624349 52625214 3 3 1
EgrDNAj-036 [l | Eucgr.C03150 | Egrandis_v1_0.025972m | 50867891..59868948 3 3
EgrDNAj-037 [l | Eucgr.C04138 | Egrandis_v1_0.000029m | 76177143..76194929 3 21 1 2
EgrDNAj-038 [l | Eucgr.D00243 | Egrandis_v1_0.051564m | 3921899..3925333 4 9 1 3
EgrDNAj-039 [l | Eucgr.D00271 | Egrandis_v1_0.009859m | 4342530..4345091 4 6
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Annexe II-5 Caractérisation des DNAj/HSP40 chez Eucalyptus grandisuite)

Phytozome Phytozome Introns

Nomination |Groupe name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE |LTRE | HSE
EgrDNAj-040 [l | Eucgr.D00597 | Egrandis_v1_0.018402m | 11069612..11071614 4 2 1
EgrDNAj-041 [l |Eucgr.D00958 | Egrandis_v1_0.041312m | 17500952..17501380 4 0 2
EgrDNAj-042 | Eucgr.D02530 | Egrandis_v1_0.013208m | 39872581..39876589 4 6 1
EgrDNAj-043 [l | Eucgr.E00426 | Egrandis_v1_0.008290m | 4086477..4093719 5 12 2 2 2
EgrDNAj-044 [l | Eucgr.F00104 | Egrandis_v1_0.025089m | 1918569..1921827 6 6

EgrDNA]j-045 [l | Eucgr.F00241 | Egrandis_v1_0.028503m | 3462563..3463105 6 0 1
EgrDNAj-046 Il Eucgr.FO0419 | Egrandis_v1_0.019003m | 5320630..5321625 6 0

EgrDNA]-047 [l | Eucgr.F01444 | Egrandis_v1_0.008060m | 18700124..18706521 6 8 2
EgrDNAj-048 Il | Eucgr.F01963 | Egrandis_v1_0.052463m | 26255726..26261538 6 10 1 2
EgrDNAj-049 [l [Eucgr.F02131 | Egrandis_v1_0.031386m | 28872784..28875396 6 5 1 1 1
EgrDNAJ-050 [l |Eucgr.F02213 | Egrandis_v1_0.025236m | 30063732..30067229 6 6 1 1
EgrDNAj-051 [l [Eucgr.F03659 | Egrandis_v1_0.030055m | 44909888..44910352 6 0 2 1
EgrDNAj-052 [l | Eucgr.F03733 | Egrandis_v1_0.022623m | 45501904..45504320 6 4

EgrDNAj-053 Il |Eucgr.F03971 | Egrandis_v1_0.029922m | 47971289..47972463 6 2

EgrDNAj-054 [l |Eucgr.FO3977 | Egrandis_v1_0.029897m | 48050832..48052020 6 2 1 1
EgrDNAj-055 [l | Eucgr.F04124 | Egrandis_v1_0.006131m | 49439762..49448228 6 11

EgrDNAj-056 Il | Eucgr.F04280 | Egrandis_v1_0.016325m | 51092123..51095741 6 8 1
EgrDNAj-057 [l | Eucgr.G00982 | Egrandis_v1_0.010979m | 16912179..16913621 7 0 1 3
EgrDNAj-058 Il | Eucgr.G01646 | Egrandis_v1_0.015594m | 29698585..29703075 7 7 2 2
EgrDNA}j-059 [l |Eucgr.G01791 | Egrandis_v1_0.014859m | 33113618..33116082 7 3 1
EgrDNAj-060 Il |Eucgr.G01935 | Egrandis_v1_0.003406m | 35285939..35288284 7 0 1 1
EgrDNAj-061 Il | Eucgr.G02304 | Egrandis_v1_0.014004m | 41361981..41367009 7 10 1 3
EgrDNAj-062 [l |Eucgr.G02581 | Egrandis_v1_0.010375m | 44232701..44235590 7 4 1
EgrDNAj-063 Il | Eucgr.G02806 | Egrandis_v1_0.032908m | 46279588..46281306 7 3 1 2 1
EgrDNA|j-064 [l |Eucgr.G03185 | Egrandis_v1_0.005616m | 50227803..50229746 7 0

EgrDNA]-065 | | Eucgr.G03399 | Egrandis_v1_0.012192m | 51983626..51991006 7 17 3 3 2
EgrDNAj-066 |1V JLP3 [ Eucgr.H00433 | Egrandis_v1_0.032460m | 5685147..5687163 8 3 1 1 1
EgrDNAj-067 | Eucgr.H00540 | Egrandis_v1_0.012805m | 7506627..7512776 8 10 1 2 1
EgrDNAj-068 Il | Eucgr.H00599 | Egrandis_v1_0.032545m | 8153440..8155153 8 3 4
EgrDNAJ-069 [l | Eucgr.H01056 | Egrandis_v1_0.006004m | 12803615..12806535 8 2

EgrDNAj-070 Il | Eucgr.H02689 | Egrandis_v1_0.027035m | 38139748..38141566 8 1 1
EgrDNAj-071 [l | Eucgr.HO03712 | Egrandis_v1_0.001627m | 54152223 54155147 8 0 4
EgrDNAj-072 [l | Eucgr.H05116 | Egrandis_v1_0.001653m | 73274292..73282245 8 7

EgrDNAj-073 Il Eucgr.100248 | Egrandis_v1_0.022651m | 4944202..4947894 9 6

EgrDNAj-074 Il Eucgr.100723 | Egrandis_v1_0.008909m | 15182339..15188120 9 4 1 2
EgrDNAj-075 Il Eucgr.101393 | Egrandis_v1_0.025317m | 24398526..24399302 9 1 1
EgrDNAj-076 [l | Eucgr.l02134 | Egrandis_v1_0.026993m | 31131255..31134438 9 5 1 4
EgrDNAj-077 Il Eucgr.102342 | Egrandis_v1_0.029908m | 33979811..33980284 9 0 1 2
EgrDNAj-078 [l | Eucgr.102680 | Egrandis_v1_0.054290m | 37946284..37946853 9 0 3 3
EgrDNAj-079 Il | Eucgr.l02686 | Egrandis_v1_0.043609m | 38017852..38019044 9 3

EgrDNAj-080 | Eucgr.J00292 | Egrandis_v1_0.014029m | 3012782..3015590 10 5 2 2
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Annexe II-5 Caractérisation des DNAj/HSP40 chez Eucalyptus grandisuite)

Phytozome Phytozome Introns
Nomination |Groupe name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE |LTRE | HSE
EgrDNAj-081 [l | Eucgr.J00577 | Egrandis_v1_0.024344m | 6497297..6502497 10 8 1
EgrDNA}-082 | Eucgr.J00583 | Egrandis_v1_0.014029m | g554341..6556530 10 5 2 3 1
EgrDNA}-083 [l | Eucgr.J00737 | Egrandis_v1_0.000491m | 7800488..7809769 10 10 1 1
EgrDNAj-084 [l |Eucgr.J02231 | Egrandis_v1_0.020834m | 28212452..28214033 | 10 5 1
EgrDNAj-085 [l | Eucgr.J02609 | Egrandis_v1_0.024364m | 31838320..31840512 | 10 5 1 1
EgrDNAj-086 | Eucgr.J03072 | Egrandis_v1_0.010276m | 37851766..37859421 10 10 9 3 1
EgrDNAj-087 Il | Eucgr.J03121 | Egrandis_v1_0.029686m | 38276851..38278016 | 10 2 2 2
EgrDNAj-088 [l |Eucgr.K00072 | Egrandis_v1_0.031955m | 1448559..1450761 11 5
EgrDNAj-089 Il |Eucgr.K00578 | Egrandis_v1_0.031313m | g384444.6386135 11 5 1
EgrDNAj-090 Il | Eucgr.K00647 | Egrandis_v1_0.004751m | 7321627..7323702 11 0 1 2
EgrDNAj-091 [l | Eucgr.K01146 | Egrandis_v1_0.018598m | 14523801..14530319 | 11 8 1 3
EgrDNAj-092 Il | Eucgr.K01499 | Egrandis_v1_0.020449m | 18106502..18108822 | 11 2 1 5
EgrDNA}j-093 [l | Eucgr.K01572 | Egrandis_v1_0.000993m | 18945814..18956016 | 11 11 1 1
EgrDNAj-094 Il | Eucgr.K01842 | Egrandis_v1_0.023924m | 29846236..22849912 | 11 5 2 2
EgrDNAj-095 [l |Eucgr.K02127 | Egrandis_v1_0.027704m | 28415969..28416839 | 11 1 1 1
EgrDNAj-096 [l | Eucgr.K03238 | Egrandis_v1_0.010574m | 41173492..41177988 11 8 1 1 )
EgrDNAj-097 | Eucgr.K03340 | Egrandis_v1_0.012745m | 42434026..42439818 | 11 6 1
EgrDNAj-098 [l | Eucgr.K03532 | Egrandis_v1_0.018063m | 44476252..44480086 11 9 1
EgrDNAj-099 Il nd nd 44525195..44527610 | 11 2 1 2 1
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Annexe 11-6 Caractérisation des HSP60 chez Eucalyptus grandis

Nomination Sub | Phytozome Phytozome alias Lenght M.olecular pl Subcelllular Scaffold Localisation Introns CRT/DRE| LTRE | HSE
class | locus name (aa) | weight (kDa) location number
EgrHSP60-01 | CCT |Eucgr.A02095 |Egrandis_v1_0.008391m| 540 58.25 5.37 | Cytoplasmic 1 31681361..31676498 12 1 1
EgrHSP60-02 | Cpn60 | Eucgr.B02532 |Egrandis_v1_0.005399m| 583 61.41 521 | Chloroplast 2 47409892..47412910 7 1 1
EgrHSP60-03 | CCT |Eucgr.B03239 |Egrandis_v1_0.008589m| 535 59.16 540 | Cytoplasmic 2 57331242..57327389 8 1 1 1
. Chloroplast /
EgrHSP60-04 | Cpn60 |Eucgr.B03593 | Egrandis_v1_0.006234m| 620 66.14 5.52 . . 2 60412742..60416486 12
Mitochondrial
EgrHSP60-05 | Cpn60 |Eucgr.D00059 |Egrandis_v1_0.007107m| 584 62.01 6.04 | Chloroplast 4 886389..881302 8
EgrHSP60-06 | CCT |Eucgr.E02761 |Egrandis_v1_0.007864m| 557 60.58 5.75 | Cytoplasmic 5 44688277..44695268 12 1
Plasma
EgrHSP60-07 | CCT |Eucgr.F01711|Egrandis_v1_0.007059m| 527 57.24 5.74 | membrane/ 6 21858043..21852908 10 1
Vacuolar
EgrHSP60-08 | CCT |Eucgr.F02483 |Egrandis_v1_0.008545m| 535 59.13 5.88 | Mitochondrial 6 34392697..34385615 14 1 1
EgrHSP60-09 | Cpn60 | Eucgr.F03134 |Egrandis_v1_0.005483m| 573 61.42 6.35 | Mitochondrial 6 40733542..40740485 17 1 1
. Chloroplast /
EgrHSP60-10 | CCT |Eucgr.F03537 |Egrandis_v1_0.008850m| 527 57.36 5.57 Vacuolar 6 43970125..43965685 10
EgrHSP60-11 | Cpn60 |Eucgr.G02400|Egrandis_v1_0.006849m| 594 64.00 9.03 | Chloroplast 7 42568252..42563859 13
EgrHSP60-12 | Cpn60 |Eucgr.H02866 | Egrandis_v1_0.007379m| 575 61.19 5.84 | Mitochondrial 8 41659289..41663536 17 1
EgrHSP60-13 | CCT | Eucgr.l00662 |Egrandis_v1_0.008193m| 544 59.07 5.86 | Cytoplasmic 9 14056063..14048287 16 1 1
EgrHSP60-14 | CCT | Eucgr.J00618 |Egrandis_v1_0.007763m| 562 60.38 6.20 | Cytoplasmic 10 6867434..6861312 13 1 1
EgrHSP60-15| CCT |Eucgr.K02244 |Egrandis_v1_0.044781m| 535 57.56 6.74 | Cytoplasmic 1 29647281..29645677 0 1




Annexe |I-7 Caractérisation des HSP70 chez Eucalyptus grandis

Nomination Sub class A A ROl LELZEney | oo Subcellular | ¢ ffold Localisation Introns | -eTiDRE | LTRE | HSE

locus name alias (aa) | weight (kDa) location number
EgrHSP70-01 | Hsp110/SSE | Eucgr.C01277 | Egrandis_v1_0.001909m | 939 | 10316 |[5.22 C{}gﬁg:gﬁ” 3 | 20053804.20043666 | 13 1 1
EgrHSP70[P]-01 | Hsp110/SSE | Eucgr.J02987 | Egrandis_v1_0.002627m | 373 41.13 6.71 Cytoplasmic 8641269..8637055 2
EgrHSP70-02 DnaK | Eucgr.E01024 |Egrandis_v1_0.004242m | 667 | 7356 |[5.07 E';ggg&?j::"’ 5 |10808141..10811622 1
EgrHSP70-03 DnaK Eucgr.E03189 | Egrandis_v1_0.009020m | 522 56.96 5.80 Cytoplasmic 5 54262635..54260102 1 5 5
EgrHSP70-04 | Hsp110/SSE | Eucgr.F00767 | Egrandis_vi_0.004276m | 774 | 86.80 |6.07 Nuclear 6 [10032082.10027186 | 8 1 2 | 2
EgrHSP70-05 Dnak nd nd 655 | 7177 |5.15| Cytoplasmic 6 |48071465.48069501| 0 3 4
EgrHSP70-06 DnaK | EucgrF03980 | Egrandis_v1_0.003388m| 658 | 7229 [5.30|  Cytoplasmic 6 |48079253.48081226 | 0 1 1| 2
EgrHSP70-07 DnaK Eucgr.G00235 | Egrandis_v1_0.004469m | 706 75.81 5.50 | Plasma membrane 7 3747594..3743692 7 1
EgrHSP70-08 DnaK | Eucgr.G01045 |Egrandis_v1_0.004853m| 684 | 73.08 |562| Chloroplast 7 | 18099929..18103596 | 5 1
EgrHSP70[P]-02 | Hsp110/SSE | Eucgr.J02987 | Egrandis_v1_0.002630m | 486 | 53.18 [9.53 | Plasma membrane | 7  |22226441.22222351| 3

Plasma
EgrHSP70-09 DnaK Eucgr.H03518 | Egrandis_v1_0.007477m | 572 61.94 5.40 membrane/ 8 51990208..51988493 0 1 2
Chloroplast

EgrHSP70-10 DnaK | Eucgr.H04513 | Egrandis_v1_0.006282m | 665 | 7321 [5.47 E';gg(‘:’l'ﬁrr:'c 8 |64416865.64413755 | 7 3| 1
EgrHSP70-11 DnaK | Eucgrl02583 |Egrandis vi 0.004893m | 682 | 7330 |575 Mgﬁﬁﬂg;ﬁ;‘;‘" o |37130306.37126754 | 5 2 | 2
EgrHSP70-12 DnaK Eucgr.l02771 | Egrandis_v1_0.004259m | 718 76.03 5.45 Chloroplast 9 38692189..38688665 7 2 4 1
EgrHSP70-13 DnaK Eucgr.J00023 | Egrandis_v1_0.005576m | 649 7127 5.13 Cytoplasmic 10 455802..458400 1 1 2 2
EgrHSP70-14 DnaK | EucgrJ00025 |Egrandis_v1_0.003884m| 649 | 7114 |[5.146| Cytoplasmic 10 507094..509806 1 1 2 | 2
EgrHSP70[P-03 |  DnaK | Eucgr.J00025.7 | Egrandis_v1_0.003976m | 498 | 5521 |[5.36 ,\%?;‘;L‘mfgl 10 533238..529848 3
EgrHSP70-15 | Hsp110/SSE | Eucgr.J02987 | Egrandis_v1_0.002630m | 851 | 9375 |[5.15 Nuclear 10 |37092515.37007452 | 9 2
EgrHSP70-16 | Hsp110/SSE | Eucgr.J02991 | Egrandis_v1_0.002416m | 874 | 9566 |[5.09 Nuclear 10 |37118228.37123035 | 8 1 4
EgrHSP70-17 DnaK | EucgrJ03127 |Egrandis_v1_0.005502m | 652 | 7147 [543 C{}‘;‘;La;':rw/ 10 | 38347322..38345367 | 0 1
EgrHSP70-18 DnaK | Eucgrl03563 |Egrandis_vi1_0.014542m | 406 | 4501 |[5.26 Cythfflla:a":m/ 3673 1.1,251
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Annexe |I-8 Caractérisation des HSP90 chez Eucalyptus grandis

Molecular

Nomination I AT Lenght| “\ eight | pi | Subcellular | oo grotd|  Localisation | "™OPS | crr/DRE | LTRE | HSE
class | locus name alias (aa) (kDa) localization number

EgrHSP90A[P]-01 | HSP90A nd nd 278 32.11 5.25 | Cytoplasmic 1 1054018..1052168 4

EgrHSP90C-01 HSP90B | Eucgr.A01044 | Egrandis_v1_0.003245m | 794 89.28 5.20 | Chloroplast 1 16260037..16265710 | 19

EgrHSP90A-01 HSP90A | Eucgr.A02734 | Egrandis_v1_0.004510m | 704 80.68 5.04 | Cytoplasmic 1 37937570..37934478 3 1 1 1
Chloroplast/

EgrHSP90A-02 HSP90A | Eucgr.B01235 | Egrandis_v1_0.007453m | 666 76.88 5.29 | Endoplasmic 2 20148863..20151794 7 1 1
reticulum

EgrHSP90C-02 HSPI0C | Eucgr.B03110 | Egrandis_v1_0.003189m | 799 90.60 4.91| Chloroplast 2 56092792..56085937 | 18 1

EgrHSP90A[P]-02 | HSP90A nd nd 615 71.30 5.39 | Cytoplasmic 2 58209339..58207268 3 1 1
Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-03 | HSP90A nd nd 428 49.83 5.04 | Plasma 3 631262..633055 3
membrane

EgrHSP90A-03 HSP90A | Eucgr.C01179 | Egrandis_v1_0.051652m | 691 79.01 4.92 | Cytoplasmic 3 18274267..18271251 3 1 2

EgrHSP90A[P]-04 | HSP90A nd nd 327 37.45 6.67 | Cytoplasmic 3 18446508..18447872 2 1
Chloroplast/

EgrHSP90A-04 HSP90A | Eucgr.C02653 | Egrandis_v1_0.049918m | 692 80.10 5.37 | Endoplasmic 3 50639873..50637258 4 1
reticulum
Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-05 | HSP90A | Eucgr.C04059 | Egrandis_v1_0.011365m | 471 54.71 549 | Plasma 3 75244938..75241943 6
membrane

EgrHSP90A-05 HSP90A | Eucgr.E00653 | Egrandis_v1_0.004525m | 703 81.11 5.01 | Cytoplasmic 5 6181243..6184209 3 1 2

EQiHSP90AIPL06 | HSP9OA | EucgrE03044 | Eqrandis v1 0033020m | 362 | 4245 |554| SI00PeSMe | 5 | 6gusent. 6ads777s | 4 ) 3 | 1

EgrHSP90A-06 HSP90A | Eucgr.F03673 | Egrandis_v1_0.004524m | 703 80.56 4,94 | Cytoplasmic 6 45060059..45063143 2 1 3




Annexe |I-8 Caractérisation des HSP90 chez Eucalyptus grand{suite)

Molecular

Nomination sl By AT Lenght| “\ ight | pi | Subcellular | oo grotd|  Localisation | ™M | cripRE | LTRE | HSE
class locus name alias (aa) (kDa) localization number

Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-07 | HSP90A | Eucgr.G00012 | Egrandis_v1_0.040555m | 309 36.14 5.23 Plasma 7 127448..126313 3 1
membrane
Endoplasmic

EgrHSP90B HSP90A | Eucgr.H00972 | Egrandis_v1_0.002935m | 822 93.77 481 reticulum/ 8 11941511..11947008 14 3
Extracellular
Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-08 | HSP9OA | Eucgr.H03726 | Egrandis_v1_0.052440m | 322 38.17 525| Plasma 8 54314016..54315136 2 1
membrane
Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-09 | HSP90C | Eucgr.J00713 | Egrandis_v1_0.017582m | 423 43.80 554 | Plasma 10 7582139..7579771 4
membrane

EgrHSP90A[P-10 | HSP90A | Eucgr.J01486 | Egrandis_v1_0.025366m | 319 3656 | 4.61 Peh:giilse:xm 10 |19052039.19050496 | 4 1

EgrHSP90A-07 HSP90A | Eucgr.K00295 | Egrandis_v1_0.004588m | 700 80.58 5.05 | Cytoplasmic 11 3606124..3608695 3 1 6 1
Cytoplasmic/

EgrHSP90A[P]-11 | HSP90A nd nd 429 49.55 5.42 Plasma 11 32448708..32451075 4
membrane

EgrHSP90A[P]-12 | HSP90A | Eucgr.K03124 | Egrandis_v1_0.008775m | 529 62.01 5.60 | Cytoplasmic 11 39867201..39865363 3 1 1
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Annexe II-9 Caractérisation des HSP100 chez Eucalyptus grandis

Molecular
Nomination | Sub | Phytozome iR Lenght| " loight | pi | Subcellular | oo told|  Localisation | ™" | cRT/DRE | LTRE | HSE
class | locus name alias (aa) (kDa) location number
EgrHSP100-I1 ClpB | Eucgr.B00581 | Egrandis_v1_0.002430m | 872 97.00 6.56 | Vacuolar 2 7384971..7388096 5 2 1
EgrHSP100-12 ClpA | Eucgr.C00199 | Egrandis_v1_0.001188m | 1050 115.35 8.63 | Chloroplast 3 4592947..4596683 2 1 1
EgrHSP100-13 ClpB | Eucgr.C02666 | Egrandis_v1_0.001494m | 996 110.56 | 7.92 | Chloroplast 3 50901195..50888771 9 2
EgrHSP100[P}-11 | CIpB nd nd 771 86.09 6.89 | Chloroplast 3 51416270..51122116 | 10 3
EgrHSP100-I11 ClpX | Eucgr.F04107 | Egrandis_v1_0.004144m | 724 77.61 8.67 .Nuclear/. 6 49324266..49316105 | 14 1 1 1
Mitochondrial

EgrHSP100-I12 ClpX | Eucgr.G00073 | Egrandis_v1_0.007228m | 581 62.49 7.55 | Chloroplast 802280..809686 13 1
EgrHSP100-14 ClpD | Eucgr.H00243 | Egrandis_v1_0.001629m | 974 106.34 8.41 | Chloroplast 3479330..3484856 1 1
EgrHSP100[P-12 | ClpB | Eucgr.H01528 | Egrandis_v1_0.041656m | 378 4154 | 773 C\:]Tgr‘g‘;'gét 8 |18194417.18193284| 0 3 4
EgrHSP100-15 ClpB | Eucgr.l01982 | Egrandis_v1_0.001619m | 976 108.85 | 6.17 | Chloroplast 9 29608381..29614564 9 1 1 1
EgrHSP100-16 ClpA | Eucgr.J00203 | Egrandis_v1_0.000900m | 1123 122.50 5.82 Nuclear 10 2064174..2058888 2 2 2
EgrHSP100-I13 ClpX | Eucgr.K00383 | Egrandis_v1_0.006842m | 594 64.91 5.88 | Chloroplast 1 4472479..4465835 14 1 3
EgrHSP100-17 ClpC | Eucgr.K02198.1 | Egrandis_v1_0.002035m | 922 101.97 | 6.41 | Chloroplast 1 29243028..29248247 8 1 2
EgrHSP100-18 ClpC | Eucgr.K02198.2 | Egrandis_v1_0.002033m | 913 100.73 6.18 | Chloroplast 1 29250298..29256272

EgrHSP100-19 | ClpB | EucgrK02521 | Egrandis_vi1_0.044829m | 909 | 101.32 | 5.83 C\;f‘oi)‘f;"sar;’lc 11 |32354459.32357646 | 5 3 4




Annexe 11-10 Caractérisation des Elip chez Eucalyptus grandis

Nomination Sub FILEnE FILEnE e Molecular pl Scaffold Localisation introns CRT/DRE | LTRE
class locus name alias (aa) weight (kDa) number

EgrSep-1 Two-Helix Eucgr.A02934 Egrandis_v1_0.038728m 251 28.00 6.45 1 39763444..39762433 2 4
EgrElip-1 Three-Helix | Eucgr.B01004 Egrandis_v1_0.028410m 181 19.20 9.26 2 14609579..14610406 2
EgrElip-2 | Three-Helix | Eucgr.B01006 Egrandis_v1_0.028435m 181 19.21 9.23 2 14621302..14622150 2
EgrElip-3 | Three-Helix | Eucgr.B01007 Egrandis_v1_0.022056m 179 18.82 9.57 2 14636060..14638825 2 1
EgrElip-4 | Three-Helix | Eucgr.B01008.3 Egrandis_v1_0.024790m 181 18.97 9.25 2 14642139..14643020 2 1 2
EgrElip-5 | Three-Helix | Eucgr.B01008.7 Egrandis_v1_0.028620m 178 18.72 9.51 2 14646737..14647610 3 1
EgrElip-6 | Three-Helix | Eucgr.B01895.3 Egrandis_v1_0.028418m 181 19.31 9.72 2 36026261..36027321 2
EgrElip-7 | Three-Helix | Eucgr.B01895.2 Egrandis_v1_0.027357m 199 21.00 9.51 2 36028201..36029113 2 2 2
EgrElip-8 | Three-Helix | Eucgr.B01896.1 Egrandis_v1_0.028431m 199 21.00 9.51 2 36032384..36033262 2 1 2
EgrElip-9 | Three-Helix | Eucgr.B01896.3 Egrandis_v1_0.028411m 181 19.20 9.57 2 36036966..36037848 2 1
EgrOhp-1 One-Helix Eucgr.G01508 Egrandis_v1_0.030700m 143 15.42 9.91 7 26105786..26106645 1 1 2
EgrOhp-2 One-Helix Eucgr.G00292 Egrandis_v1_0.042808m 140 15.48 6.83 7 4858500..4859389 2 1
EgrSep-2 Two-Helix Eucgr.H03224 Egrandis_v1_0.028024m 144 14.67 11.20 8 47542433..47544366 3 1 1
EgrSep-3 Two-Helix Eucgr.100326 Egrandis_v1_0.026865m 200 21.26 7.57 9 6207558..6206093 1 2
EgrOhp-3 One-Helix Eucgr.K03081 Egrandis_v1_0.032099m 121 13.14 10.36 11 39087198..39088063 2 1 2
EgrOhp-4 One-Helix Eucgr.K03086 Egrandis_v1_0.033295m 114 12.71 11.29 11 39229067..39229932 2 2

EgrOhp[P]-1 | One-Helix Eucgr.K03089 Egrandis_v1_0.032796m 121 13.01 10.77 11 39253489..39254353 2 1
EgrOhp-5 One-Helix Eucgr.K03092 Egrandis_v1_0.032101m 121 13.22 10.12 11 39285749..39286610 2 1 1
EgrOhp-6 One-Helix Eucgr.K03094 Egrandis_v1_0.048443m 115 12.61 5.30 11 39345913..39346667 1

EgrOhp[P]-2 | One-Helix nd nd 159 17.38 10.34 11 39587491..39588370 2 1 1
EgrOhp-7 One-Helix nd nd 181 20.62 9.87 11 39665417..39667190 3 3 5
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Annexe lI-11 Caractérisation des LEA chez Eucalyptus grandis

Phytozome Phytozome Introns
Nomination Sous-famille name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE | LTRE
EgrLEAlike-01 LEA-like Eucgr.A00854 | Egrandis_v1_0.041036m | 13712484..13713107 1 0 1
EgrLEAlike-02 LEA-like Eucgr.A01404 | Egrandis_v1_0.026705m | 22544601..22545230 1 0 1 1
EgrLEA4-01 LEA4 Eucgr.A01582 | Egrandis_v1_0.042868m | 24771102..24773215 1 3
EgrLEAlike-03 LEA-like Eucgr.A01717 | Egrandis_v1_0.047299m | 27358413..27358966 1 1
EgrLEAlike-04 LEA-like Eucgr.A01719 | Egrandis_v1_0.053654m | 27366661..27367206 1 0
EgrDHN-01 DHN Eucgr.A02128 | Egrandis_v1_0.033759m | 31969062..31966754 1 0 3 3
EgrLEAlike-05 LEA-like Eucgr.A02388 | Egrandis_v1_0.027385m | 34647033..34647632 1 0 1
EgrLEAlike-06 LEA-like Eucgr.A02596 | Egrandis_v1_0.026656m | 36465062..36465697 1 0
EgrLEAlike-07 LEA-like Eucgr.A02597 | Egrandis_v1_0.027760m | 36469309..36469914 1 0
EgrLEAlike-08 LEA-like Eucgr.A02687 | Egrandis_v1_0.028082m | 37453136..37453699 1 0 1
EgrLEAlike-10 LEA-like Eucgr.B03819 | Egrandis_v1_0.048422m | 62291132..62291800 2 0 1 2
EgrSMP-01 SMP Eucgr.B01083 | Egrandis_v1_0.039574m | 17124788..17125797 2 2 2 2
EgrSMP-02 SMP Eucgr.B01084 | Egrandis_v1_0.050502m | 17128975..17129846 2 2 1 1
EgrSMP-03 SMP Eucgr.B01734 | Egrandis_v1_0.040079m | 31803602..31804687 2 2
EgrLEAlike-09 LEA-like Eucgr.B03782 | Egrandis_v1_0.051063m | 62003568..62004368 2 0 1 2
EgrLEAlike-11 LEA-like Eucgr.C00894 | Egrandis_v1_0.044271m | 14270222..14270866 3 0 3 3
EgrLEA5[P]-01 LEAS nd nd 57024235.. 57024071 3 0
EgrLEA4-02 LEA4 Eucgr.D00608 | Egrandis_v1_0.051493m | 11,202,579..11,201,611 4 1 1
EgrLEAlike-12 LEA-like Eucgr.D00819 | Egrandis_v1_0.025603m | 15217889..15218572 4 0 1 1
EgrLEAlike-13 LEA-like Eucgr.D01803 | Egrandis_v1_0.026068m | 32011213..32011875 4 0
EgrLEAlike-14 LEA-like Eucgr.D01804 | Egrandis_v1_0.042470m | 32021995..32022639 4 0 1 1
EgrLEAlike-15 LEA-like Eucgr.D01805 | Egrandis_v1_0.053789m | 32025094..32025645 4 0 1 1
EgrLEAlike-16 LEA-like Eucgr.D01806 | Egrandis_v1_0.046501m | 32030747..32035314 4 3 2 2
EgrLEA2-24 LEA2 Eucgr.D02327 | Egrandis_v1_0.037745m | 37150380..37151325 4 2 1 1
EgrLEAlike-17 LEA-like Eucgr.E00095 | Egrandis_v1_0.049983m 823842..824498 5 0
EgrLEA1-01 LEA1 Eucgr.E00290 | Egrandis_v1_0.031036m 2759538..2760050 5 1 2
EgrLEAlike-18 LEA-like Eucgr.E00787 | Egrandis_v1_0.044072m 8196452..8197039 5 0
EgrLEAlike-19 LEA-like Eucgr.E00788 | Egrandis_v1_0.027430m 8200379..8200975 5 0 1 1
EgrLEAlike-20 LEA-like Eucgr.E00789 | Egrandis_v1_0.043722m 8209658..8210254 5 0 1
EgrLEAlike-21 LEA-like Eucgr.E00790 | Egrandis_v1_0.027403m 8227669..8228265 5 0 1
EgrLEAlike-22 LEA-like Eucgr.E00791 | Egrandis_v1_0.028662m 8231661..8232299 5 0 1
EgrLEAlike-23 LEA-like Eucgr.E00792 | Egrandis_v1_0.026132m 8239818..8240477 5 0
EgrLEAlike-24 LEA-like Eucgr.E00793 | Egrandis_v1_0.026299m 8243435..8244085 5 0 1 1
EgrLEAlike-25 LEA-like Eucgr.E00794 | Egrandis_v1_0.051253m 8248273..8248929 5 3
EgrLEAlike-26 LEA-like Eucgr.E00795 | Egrandis_v1_0.026331m 8253250..8253900 5 0
EgrLEAlike-27 LEA-like Eucgr.E00796 | Egrandis_v1_0.026292m 8259043..8259693 5 0 1
EgrLEAlike-28 LEA-like Eucgr.E00797 | Egrandis_v1_0.026318m 8262852..8263502 5 0
EgrLEAlike-29 LEA-like Eucgr.E00798 | Egrandis_v1_0.026309m 8267661..8268311 5 0
EgrLEAlike-30 LEA-like Eucgr.E00800 | Egrandis_v1_0.044845m 8285301..8285906 5 0
EgrLEAlike-31 LEA-like Eucgr.E00801 | Egrandis_v1_0.040056m 8289470..8290063 5 0 1 1
EgrLEAlike-32 LEA-like Eucgr.E00802 | Egrandis_v1_0.040366m 8297380..8297970 5 0 3 4
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Annexe II-11 Caractérisation des LEA chez Eucalyptus grandigsuite)

Sous- Phytozome Phytozome Introns
Nomination famille name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE | LTRE
EgrLEAlike-33 LEA-like Eucgr.E00803 Egrandis_v1_0.024497m 8300648..8301920 5 1
EgrLEAlike-34 LEA-like Eucgr.E01156 Egrandis_v1_0.027244m 12250402..12251007 5 0
EgrLEA5-01 LEAS nd nd 68331927..68332252 5 1
EgrLEAlike-35 LEA-like Eucgr.F00213 Egrandis_v1_0.019746m 3251923..3253145 6 2 1 4
EgrDHN-02 DHN nd nd 22000822..22001759 6 1 5 8
EgrDHN-03 DHN nd nd 22009455..22010330 6 1 3 3
EgrDHN-04 DHN nd nd 22078952..22079841 6 1 2 5
EgrDHN-05 DHN nd nd 22178116..22179015 6 1 2 7
EgrDHN-06 DHN Eucgr.F01726 Egrandis_v1_0.026680m 22297780...22299283 6 2 1 2
EgrDHN-07 DHN Eucgr.F01727 Egrandis_v1_0.037697m 22319088..22318224 6 2 3 3
EgrLEAlike-36 LEA-like Eucgr.F02015 Egrandis_v1_0.022767m 27082470..27083291 6 0
EgrLEA4-03 LEA4 Eucgr.F02549 Egrandis_v1_0.043584m | 35,068,035..35,067,299 6 2
EgrLEAlike-37 LEA-like Eucgr.F02922 Egrandis_v1_0.023742m 38902378..38903154 6 0
EgrLEAlike-38 LEA-like Eucgr.F03017 Egrandis_v1_0.026407m 39773831..39774905 6 1 1
EgrLEAlike-39 LEA-like Eucgr.F03033 Egrandis_v1_0.054150m 39856225..39858869 6 2 2 2
EgrLEAlike-40 LEA-like Eucgr.F03133 Egrandis_v1_0.024050m 40731181..40731942 6 0 1 1
EgrLEAG-01 LEA6 Eucgr.F03587 Egrandis_v1_0.050179m 44287729..44288873 6 1
EgrLEA5[P]-02 LEAS nd nd 29566732..29566896 7 0
EgrLEA5-02 LEA5 Eucgr.G03071 Egrandis_v1_0.038692m 49316364..49316911 7 1 3 4
EgrLEA2-02 LEA2 Eucgr.H00245 Egrandis_v1_0.020063m 3498141..3499631 8 1 1 1
EgrLEA5-03 LEA5 nd nd 10582755..10583081 8 1 1 2
EgrLEA3-01 LEA3 Eucgr.H01103 Egrandis_v1_0.033683m 13412404..13412910 8 1
EgrLEA3-02 LEA3 Eucgr.H01104 Egrandis_v1_0.033713m 13419456..13419971 8 1
EgrLEA3-03 LEA3 Eucgr.H01105 Egrandis_v1_0.042878m 13426310..13427219 8 2 1 1
EgrSMP-04 SMP Eucgr.H01465 Egrandis_v1_0.041528m 17371312..17372440 8 2 2 2
EgrLEAlike-41 LEA-like Eucgr.H01684 Egrandis_v1_0.042317m 20575734..20577262 8 2
EgrLEAlike-42 LEA-like Eucgr.H02051 Egrandis_v1_0.041480m 26596474..26597998 8 2
EgrLEA6-02 LEA6 Eucgr.H02273 Egrandis_v1_0.034066m 30152856..30153143 8 0 2 5
EgrLEAG-03 LEA6 Eucgr.H02278 Egrandis_v1_0.044848m 30262817..30263104 8 0 2 4
EgrSMP-05 SMP Eucgr.H03461 Egrandis_v1_0.023435m 50442397..50443458 8 2 2 2
EgrLEA4-04 LEA4 Eucgr.H04126 Egrandis_v1_0.047555m 59197792..59199169 8 1 1 1
EgrSMP-06 SMP Eucgr.H04398 Egrandis_v1_0.022526m 63148585..63149663 8 2
EgrDHN-08 DHN Eucgr.101292 Egrandis_v1_0.046031m 23609044..23609796 9 1 1
EgrLEAlike-43 LEA-like Eucgr.101480 Egrandis_v1_0.019889m 25080177..25083257 9 2 1
EgrDHN-09 DHN nd nd 25083874..25084608 9 1 1 1
EgrLEA3-04 LEA3 Eucgr.102160 Egrandis_v1_0.042318m 31454677..31455211 9 1 1
EgrLEA3-05 LEA3 nd nd 31458552..31459096 9 1 2 2
EgrLEA5[P]-03 LEA5 nd nd 32616045..32616212 9 0
EgrDHN-10 DHN Eucgr.102392 Egrandis_v1_0.029056m 34559062..34559796 9 1 2 4
EgrDHN-11 DHN Eucgr.102395 Egrandis_v1_0.026702m 34586628..34587482 9 1 4 6
EgrLEA4-05 LEA4 Eucgr.102433 Egrandis_v1_0.016214m 34,921,476..34,925,012 9 2 1 2
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Annexe II-11 Caractérisation des LEA chez Eucalyptus grandigsuite)

Phytozome Phytozome Introns

Nomination Sous-famille name alias Localisation Scaffold | number | CRT/DRE | LTRE

EgrLEAlike-44 LEA-like Eucgr.l02708 | Egrandis_v1_0.024487m | 38171650..38174118 9 1

EgrLEAlike-45 LEA-like Eucgr.102774 | Egrandis_v1_0.026670m | 38702900..38703532 9 0

EgrLEA5-04 LEAS Eucgr.J00194 | Egrandis_v1_0.054131m 1988051..1988845 10 1 2
EgrLEA5-05 LEAS Eucgr.J00195 | Egrandis_v1_0.033934m 1991024..1991658 10 1 1 1

EgrLEAlike-46 LEA-like Eucgr.J00393 | Egrandis_v1_0.027380m 3839345..3839944 10 0 2

EgrLEAlike-47 LEA-like Eucgr.J00502 | Egrandis_v1_0.053206m 5364280..5364831 10 0

EgrLEAlike-48 LEA-like Eucgr.J00542 | Egrandis_v1_0.050266m 5947497..5948126 10 0

EgrLEAlike-49 LEA-like Eucgr.J00543 | Egrandis_v1_0.024450m 5954770..5955507 10 0 1 1

EgrLEAlike-50 LEA-like Eucgr.J00544 | Egrandis_v1_0.049465m 5958058..5958798 10 0 1 2

EgrLEAlike-51 LEA-like Eucgr.J00628 | Egrandis_v1_0.023043m 6941884..6942690 10 0

EgrLEAlike-52 LEA-like Eucgr.J01845 | Egrandis_v1_0.050646m | 24520883..24521626 10 0 1 2

EgrLEAlike-53 LEA-like Eucgr.J02114 | Egrandis_v1_0.041357m | 27141645..27142082 10 0 1

EgrLEAlike-54 LEA-like Eucgr.J02115 | Egrandis_v1_0.027955m | 27149682..27150251 10 0

EgrLEAlike-55 LEA-like Eucgr.J02116 | Egrandis_v1_0.027936m | 27164933..27165502 10 0

EgrLEAlike-56 LEA-like Eucgr.J02117 | Egrandis_v1_0.024524m | 27170945..27171729 10 1

EgrLEAlike-57 LEA-like Eucgr.J02118 | Egrandis_v1_0.025080m | 27174186..27174996 10 1

EgrLEAlike-58 LEA-like Eucgr.J02119 | Egrandis_v1_0.052042m | 27181755..27182567 10 1 1 3
EgrDHN-12 DHN Eucgr.J02380 | Egrandis_v1_0.046985m | 29701570..29702057 10 1

EgrLEAlike-59 LEA-like Eucgr.J02856 | Egrandis_v1_0.023116m | 35508705..35509508 10 0 2 8

EgrLEAlike-60 LEA-like Eucgr.J02990 | Egrandis_v1_0.025001m | 37111498..37112936 10 1 1
EgrLEA4-06 LEA4 Eucgr.J03043 | Egrandis_v1_0.044584m | 37,561,149..37,560,638 10 1

EgrLEAlike-61 LEA-like Eucgr.K00036 | Egrandis_v1_0.048390m 798953..799684 1 0

EgrLEAlike-62 LEA-like Eucgr.K00959 | Egrandis_v1_0.052588m | 11634897..11635604 1 0 1 1
EgrLEA4-07 LEA4 Eucgr.K01100 | Egrandis_v1_0.003637m | 13860151..13863141 1 2

EgrLEAlike-63 LEA-like Eucgr.K01310 | Egrandis_v1_0.038918m | 16234738..16235367 1 0

EgrLEAlike-64 LEA-like Eucgr.K01311 | Egrandis_v1_0.026905m | 16239251..16239871 1 0

EgrLEAlike-65 LEA-like Eucgr.K01312 | Egrandis_v1_0.043116m | 16247827..16248447 1 0 1 1

EgrLEAlike-66 LEA-like Eucgr.K01313 | Egrandis_v1_0.051633m | 16252268..16252888 1 0 1 2
EgrDHN-13 DHN nd nd 18306258..18305983 1 0 2 5
EgrDHN-14 DHN nd nd 18351943..18351629 1 0 3 3
EgrLEA1-02 LEA1 Eucgr.K01836 | Egrandis_v1_0.042066m | 22782718..22783364 1 1 1 2

EgrLEAlike-67 LEA-like Eucgr.K02330 | Egrandis_v1_0.024317m | 30442073..30442819 1 0 1 1

EgrLEAlike-68 LEA-like Eucgr.K02608 | Egrandis_v1_0.026648m | 33913456..33914091 1 0 1

EgrLEAlike-69 LEA-like Eucgr.K02611 | Egrandis_v1_0.048534m | 33930845..33931540 1 0 2 3

EgrLEAlike-70 LEA-like Eucgr.K02612 | Egrandis_v1_0.040159m | 33941839..33942537 1 0

EgrLEAlike-71 LEA-like Eucgr.K02612 | Egrandis_v1_0.031752m | 33952787..33953485 1 0

EgrLEAlike-72 LEA-like Eucgr.K02614 | Egrandis_v1_0.049426m | 33961576..33962274 1 0

EgrLEAlike-73 LEA-like Eucgr.K02615 | Egrandis_v1_0.026372m | 33971323..33972581 1 1 1 1
EgrLEA3-06 LEA3 Eucgr.K03492 | Egrandis_v1_0.049335m | 44051858..44052266 1 1 1 1
EgrLEA3-07 LEA3 nd nd 44073103..44073511 1 1 1
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Annexe |I-12 Caractérisation des MT chez Eucalyptus grandis

Nomination | SUb | Phytozome i L‘(’;‘%ht w':'gﬁf;’;gg) ol | Scaffold Localisation Introns | CRTIDRE | LTRE
EgrMT2-1 MT2 | Eucgr.A01262 Egrandis_v1_0.026955m 80 7.84 4.79 1 20469838..20470371 2 1 2
EgrMT1 MT1 | Eucgr.B02368 Egrandis_v1_0.036342m 75 7.46 5.57 2 44666367..44665854 2 1 1
EgrMT3 MT3 | Eucgr.F01127 Egrandis_v1_0.037125m 69 7.18 4.82 6 14457928..14458945 2
EgrMT4-1 MT4 | Eucgr.G00244 Egrandis_v1_0.048697m 127 12.67 8.44 7 3928695..3929183 1 1
EgrMT4-2 MT4 | Eucgr.G00245 Egrandis_v1_0.053288m 87 8.23 7.90 7 3935100..3935461 1 3
EgrMT4-3 MT4 | Eucgr.G01861 Egrandis_v1_0.035161m 83 8.22 8.14 7 34116888..34116391 1
EgrMT4-4 MT4 | Eucgr.l01530 Egrandis_v1_0.044465m 87 8.34 7.85 9 25394095..25393572 1 1 2
EgrMT2-2 MT2 | Eucgr.J02054 Egrandis_v1_0.035211m 76 7.54 5.64 10 26547406..26546791 2
EgrMT2-3 MT2 | Eucgr.K03136 Egrandis_v1_0.035212m 82 8.16 6.17 1 40030544..40029972 2 2
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Annexe II-13 Caractérisation des GRAS chez Eucalyptus grandis

Phytozome Phytozome Introns
Nomination | Groupe name alias Localisation Scaffold | number | DRE | LTRE
EgrPAT1-01 PAT1 | Eucgr.A00109 | Egrandis_v1_0.012502 1415189..1416529 1 0
EgrPAT1-02 | PAT1 [ Eucgr.A00354 | Egrandis_v1_0.046644m | 4943572..4945272 1 0 1
EgrPAT1-03 | PAT1 | Eucgr.A00355 | Egrandis_v1_0.008919m [ 4950916..4952713 1 0
EgrPAT1-04 | PAT1 [ Eucgr.A00605 | Egrandis_v1_0.049221m | 9639838..9641430 1 0 1 2
EgrPAT1-05 | PAT1 | Eucgr.A00751 | Egrandis_v1_0.018396m | 12102557..12103854 1 3 1 1
EgrPAT1-06 | PAT1 | Eucgr.A00762 | Egrandis_v1_0.044924m | 12252869..12254034 1 2 1 1
EgrPAT1-07 | PAT1 | Eucgr.A00764 | Egrandis_v1_0.018525m | 12336715..12338412 1 0
EgrSHR-01 SHR | Eucgr.A00766 | Egrandis_v1_0.015259m | 12355912..12357275 1 0 1 1
EgrSCR-01 SCR | Eucgr.A00769 | Egrandis_v1_0.014518m | 12626728..12628370 1 0 1
EgrPAT1-08 | PAT1 | Eucgr.A00771 | Egrandis_v1_0.043565m | 12653377..12654410 1 4 1
EgrLISCL-01 | LISCL | Eucgr.A00772 | Egrandis_v1_0.013973m | 12728272..12729770 1 0
EgrPAT1-09 | PAT1 [ Eucgr.A00903 | Egrandis_v1_0.011361m | 14448611..14450513 1 0 1
EgrNEW-01 NEW | Eucgr.A01051 | Egrandis_v1_0.008901m | 16309592..16313782 1 1
EgrNEW-02 NEW | Eucgr.A01279 | Egrandis_v1_0.003893m | 20668104..20671957 1 1 1
EgrHAM-01 HAM | Eucgr.A02754 | Egrandis_v1_0.045681m | 38039335..38041811 1 0 1 6
EgrLISCL-02 | LISCL | Eucgr.B02328 | Egrandis_v1_0.004441m | 44278714..44281774 2 1
EgrLISCL-03 | LISCL | Eucgr.B02329 | Egrandis_v1_0.050253m | 44285152..44287509 2 1 1 1
EgrLISCL-04 | LISCL | Eucgr.B02330 | Egrandis_v1_0.054642m | 44322500..44324479 2 1 1 1
EgrLISCL-05 | LISCL | Eucgr.B02331 | Egrandis_v1_0.039844m | 44357074..44359598 2 1
EgrLISCL-06 | LISCL | Eucgr.B02333 | Egrandis_v1_0.039556m | 44368608..44370699 2 3
EgrLISCL-07 | LISCL | Eucgr.B02335 | Egrandis_v1_0.003397m | 44375975..44379818 2 3
EgrLISCL-08 | LISCL | Eucgr.B02337 | Egrandis_v1_0.003314m | 44385238..44389375 2 2 1 1
EgrLISCL-09 | LISCL | Eucgr.B02338 | Egrandis_v1_0.038459m | 44392761..44397491 2 3
EgrLISCL-10 | LISCL | Eucgr.B02340 | Egrandis_v1_0.011253m | 44408625..44410220 2 0
EgrLISCL-11 | LISCL | Eucgr.B02342 | Egrandis_v1_0.054850m | 44441758..44443901 2 3
EgrLISCL-12 | LISCL | Eucgr.B02343 | Egrandis_v1_0.055136m | 44452576..44454710 2 1
EgrLISCL-13 | LISCL | Eucgr.B02344 | Egrandis_v1_0.005336m | 44463202..44465725 2 1
EgrLISCL-14 | LISCL | Eucgr.B02345 | Egrandis_v1_0.003579m | 44470138..44472721 2 1 1 4
EgrLISCL-15 | LISCL | Eucgr.B02346 | Egrandis_v1_0.003301m | 44474351..44478211 2 0 1 4
EgrLISCL-16 | LISCL | Eucgr.B02347 | Egrandis_v1_0.046224m | 44491538..44494602 2 6
EgrLISCL-17 | LISCL | Eucgr.B02348 | Egrandis_v1_0.003375m | 44498469..44501207 2 1 3
EgrLISCL-18 | LISCL | Eucgr.B02349 | Egrandis_v1_0.003184m | 44502848..44505861 2 0 1 3
EgrLISCL-19 | LISCL | Eucgr.B02350 | Egrandis_v1_0.003539m | 44510002..44513443 2 1 1 4
EgrSCL3-01 SCL3 | Eucgr.B03716 | Egrandis_v1_0.011395m | 61546896..61549085 2 1 1 4
EgrDELLA-01 | DELLA [ Eucgr.C04156 | Egrandis_v1_0.007612m | 76353530..76355435 3 0 1 2
EgrPAT1-10 | PAT1 | Eucgr.D01435 | Egrandis_v1_0.008101m | 25477122..25480624 4 1 2
EgrLS-01 LS Eucgr.D01917 | Egrandis_v1_0.005072m | 33105203..33107724 4 0 1 1
EgrHAM-02 HAM | Eucgr.E01509 | Egrandis_v1_0.004081m | 17670574..17673602 5 0
EgrHAM-03 HAM | Eucgr.E01510 | Egrandis_v1_0.005259m | 17683705..17686876 5 1 2
EgrPAT1-11 PAT1 | Eucgr.E03895 | Egrandis_v1_0.008215m | 67973289..67976620 5 1 2 3
EgrPAT1-12 PAT1 | Eucgr.F01003 | Egrandis_v1_0.007268m | 13283060..13286646 6 0 1
EgrLS-02 LS Eucgr.F01978 | Egrandis_v1_0.040701m | 26497215..26498666 6 0 1 1
EgrLS-03 LS Eucgr.F02630 | Egrandis_v1_0.011449m | 35899826..35901282 6 0
EgrPAT1-13 | PAT1 | Eucgr.F03414 | Egrandis_v1_0.007473m | 43154247.43157782 6 1
EgrPAT1-14 | PAT1 | Eucgr.F03523 | Egrandis v1_0.042698m | 43880852..43882399 6 0
EgrHAM-04 HAM | Eucgr.F03769 | Egrandis_v1_0.045531m | 45894080..45895492 6 0
EgrPAT1-15 PAT1 | Eucgr.F04276 | Egrandis_v1_0.008422m | 51029129..51032106 6 1 1
EgrHAM-05 HAM | Eucgr.F04370 | Egrandis_v1_0.041890m | 52593008..52593890 6 1
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Annexe II-13 Caractérisation des GRAS chez Eucalyptus grandisuite)

Phytozome Phytozome Introns

Nomination | Groupe name alias Localisation Scaffold | number | DRE | LTRE
EgrSCR-02 SCR | Eucgr.F04460 | Egrandis_v1_0.048258m 53569364..53571530 6 1 1 2
EgrDELLA-02 | DELLA | Eucgr.G02163 | Egrandis_v1_0.044798m | 39240918..39243319 7 0 1 2
EgrLISCL-20 | LISCL | Eucgr.G02939 | Egrandis_v1_0.003840m | 48021354..48024558 7 1 1 2
EgrLISCL-21 | LISCL | Eucgr.G02940 | Egrandis_v1_0.004899m | 48036728..48039359 7 4 1 3
EgrLISCL-22 | LISCL | Eucgr.G02941 | Egrandis_v1_0.003984m | 48051987..48054546 7 1 1 1
EgrSCL3-02 [ SCL3 [ Eucgr.G03258 | Egrandis_v1_0.011381m [ 50699522..50703701 7 2

EgrNEW-03 NEW | Eucgr.H01009 | Egrandis_v1_0.040918m 12344935..12346302 8 1 1
EgrNEW-04 NEW | Eucgr.H01010 | Egrandis_v1_0.042010m 12349701..12351398 8 0 1
EgrHAM-06 HAM | Eucgr.H01257 | Egrandis_v1_0.011732m [ 15290795..15292625 8 0

EgrSHR-02 SHR | Eucgr.H02292 | Egrandis_v1_0.012906m | 30707435..30708754 8 0

EgrSCR-03 SCR | Eucgr.H03356 | Egrandis_v1_0.045339m | 49162178..49164474 8 1

EgrNEW-05 NEW | Eucgr.H04039 | Egrandis_v1_0.044784m | 58266402..58268189 8 0

EgrSCR-04 SCR | Eucgr.H04688 | Egrandis_v1_0.042449m | 67215762..67217288 8 1

EgrSHR-03 SHR | Eucgr.l00236 | Egrandis_v1_0.041554m 4855110..4856239 9 1 1 3
EgrSCR-05 SCR | Eucgr.l00704 | Egrandis_v1_0.049330m | 14775663 - 14777634 9 0 1
EgrSCL3-03 [ SCL3 [ Eucgr.l01625 | Egrandis_v1_0.042579m | 26198826..26201029 9 1

EgrlLS-04 LS Eucgr.102056 | Egrandis_v1_0.017817m [ 30320350..30321604 9 0 4

EgrHAM-07 HAM | Eucgr.l02451 [ Egrandis_v1_0.006847m [ 35131205..35133661 9 1

EgrLISCL-23 | LISCL | Eucgr.J01242 | Egrandis_v1_0.004236m | 14114388..14117102 10 1 2 2
EgrLISCL-24 | LISCL | Eucgr.J01244 | Egrandis_v1_0.004468m | 14161180..14164042 10 1 4 4
EgrDELLA-03 | DELLA | Eucgr.J01594 | Egrandis_v1_0.051080m | 20846536..20849061 10 0 1
EgrLISCL-25 | LISCL | Eucgr.J02040 | Egrandis_v1_0.054350m | 26433728..26435755 10 0 1
EgrLISCL-26 | LISCL | Eucgr.J02041 | Egrandis_v1_0.002984m | 26436598..26440515 10 1 1 2
EgrLISCL-27 | LISCL | Eucgr.J02042 | Egrandis_v1_0.003597m | 26446648..26449653 10 1 1 2
EgrLISCL-28 | LISCL | Eucgr.J02043 | Egrandis_v1_0.004358m | 26476500..26478908 10 1 1 1
EgrLISCL-29 [ LISCL | Eucgr.J02044 | Egrandis_vi1_0.003631m | 26495880..26499164 10 1 2

EgrSHR-04 SHR | Eucgr.J02815 | Egrandis_v1_0.007845m | 35164078..35166062 10 1 1

EgrSHR-05 SHR | Eucgr.K00873 | Egrandis_v1_0.052931m | 10733904..10735355 11 0

EgrSCR-06 SCR | Eucgr.K01320 | Egrandis_v1_0.003402m | 16317980..16321237 11 3 1 3
EgrLISCL-30 | LISCL | Eucgr.K01383 | Egrandis_v1_0.048853m | 16982276..16983420 11 1 1 1
EgrLISCL-31 | LISCL | Eucgr.K01384 | Egrandis_v1_0.044805m | 16994948..16995751 11 0 1

EgrSCR-07 SCR | Eucgr.K02752 | Egrandis_v1_0.040390m | 35709904..35711343 11 1 2
EgrHAM-08 HAM | Eucgr.K02964 [ Egrandis_v1_0.043485m [ 37752029..37753486 11 2

EgrHAM-09 HAM | Eucgr.K02965 | Egrandis_v1_0.043737m [ 37757188 - 37758749 11 1

EgrLISCL-32 | LISCL | Eucgr.K03117 | Egrandis_v1_0.050175m | 39747687..39749663 11 0 1 1
EgrLISCL-33 | LISCL | Eucgr.K03118 | Egrandis_v1_0.041798m | 39767197..39769062 11 0 1
EgrLISCL-34 | LISCL | Eucgr.K03119 | Egrandis_v1_0.047874m | 39808137..39813972 11 1 1 1
EgrLISCL-35 | LISCL | Eucgr.K03120 | Egrandis_v1_0.044574m | 39818419..39819411 11 0

EgrLISCL-36 | LISCL | Eucgr.K03121 | Egrandis_v1_0.052920m | 39824474..39825250 11

EgrLISCL-37 | LISCL | Eucgr.K03122 | Egrandis_v1_0.042039m | 39828610..39830436 11 0 3
EgrLISCL-38 | LISCL | Eucgr.K03125 | Egrandis_v1_0.053217m | 39890169..39890733 11 1 1 1
EgrLISCL-39 | LISCL | Eucgr.K03126 | Egrandis_v1_0.006245m | 39893425..39895514 11 0

EgrLISCL-40 | LISCL | Eucgr.K03127 | Egrandis_v1_0.006074m | 39900823..39902954 11 0 1 1
EgrLISCL-41 | LISCL | Eucgr.K03128 | Egrandis_v1_0.053208m | 39917274..39919376 11 2
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Annexe IlI-1. Composition du milieu M (Multiplication) utilisé pour le repiquage
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCh.2H,0 440 FeSQ7H0O 27.85
KH 2PO4 170 Na,EDTA (C10H14N208N&2.H20) 37.25
KNO3 1900
MgSQ,.7H,0 370 | Vitamines (mg.I)
NH4NO; 1650 Acide Nicotinique 5
Thiamine HCI 10
Pyridoxine HCI 1.2
Oligoélements (mg.f) Myo-inositol 200
CoChL.6H,0O 0.025
CuSQ.5H,0 0.025 | Saccharose (g: 30
H3BO3 6.2
Kl 0.83 | Agar (g.I") 7
MnSQOy.H,O 16.9
NaMoQ,.2H,0O 0.25 | Hormone (uM)
ZnSQ,.7H,0O 8.6 NAA* 0.5
BAP* 1
pH 5.6

" 1 composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe llI-2. Composition du milieu SDM (Shoot Development Multiplication) utilisé pour
le repiquage dE. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.T) K,SO, 990
NH4NO; 391.8
MgSQ,.7H,0 370  Vitamines (mg.I")
CaCl.2H,0 441.9 Acide Nicotinique 5
KH,PO, 170 Thiamine HCI 10
(NH,).SO, 323.3 Pyridoxine HCI 1.2
Myo-inositol 200
Oligoélements (mg.f)
ZnSQ,7H,0 Saccharose (g:f) 30
H3BO; 8.6
MnSQ, H,0 6.2 Agar (g.I") 6
Na,M0QO,,2H,0 16.9
CuSqQ, 5H,0 0.25 Hormones (LM)
0.25 NAA* 0.5
FER-EDTA (mg.l™ BAP* 2
FeSQ.7H,O 27.85
NaEDTA (CioH14N20gNa.H,0) 37.25 Polyamines (UM)
Putrescine 100
pH 5.6 Spermidine 10

" : composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe 111-3. Composition du milieu W1 pour I'allongement de tige
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.t) FER-EDTA (mg.l™)
NH4NO; 1650 FeSQ.7H,0 27.85
KNO; 1900 NaEDTA (CioH14N-,0sNap.H,O)  37.25
CaCb.2H,0 440
MgSQ,.7H,0 370 | Vitamines (mg.IY)
KH,PO, 170 Acide Nicotinique 0.1
Thiamine HCI 0.5
Oligoélements (mg.f) Pyridoxine HCI 0.1
H3BO; 6.2 Myo-inositol 100
MnSQ,, H,O 16.2
ZnsQ, 7H,0 10.6 | Saccharose (g 20
Kl 0.83
NaM0O,,2H,0 0.25 | Agar (g.'" 7
CusQ, 5H,0 0.025
CoCl, 6H,0 0.025| pH 6

Annexe llI-4. Composition du milieu W2 pour I'allongement de tige
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.t) FER-EDTA (mg.l™)
NH4NO; 1650 FeSQ.7H,0 27.85
KNO; 1900 NaEDTA (CioH14N-,0sNap.H,O)  37.25
CaCh.2H,0 440
MgSQ,.7H,0 370 | Vitamines (mg.IY
KH,PO, 170 Acide Nicotinique 0.1
Thiamine HCI 0.5
Oligoélements (mg.f) Pyridoxine HCI 0.1
HsBO; 6.2 Myo-inositol 100
MnSQ,, H,O 16.2
ZnsQ, 7H,0 10.6 | Saccharose (g 20
Kl 0.83
NaM0O,,2H,0 0.25 | Agar (g.'" 7
CusqQ, 5H,0 0.025
CoCb, 6H,0 0.025| Hormone (UM)
BAP* 0.5
pH 6

" : composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe IlI-5. Composition du milieu W3 pour 'allongement de tige
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
NH;NO; 1650 FeSQ.7H,0O 27.85
CaCb.2H,0 440
MgSQ,.7H,0 370 | Vitamines (mg.IY)
KH,PO, 170 Acide Nicotinique 0.1
Thiamine HCI 0.5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.1
HsBO; 6.2 Myo-inositol 100
MnSO4, Hzo 16.2
ZnsQ, 7H,0 10.6 | Saccharose (g:) 20
Kl 0.83
Na,MoO,,2H,0 0.25 | Phytagel (g.I" 35
CuSqQ, 5H,0 0.025
CoCl, 6H,0 0.025| pH 6

Annexe IlI-6. Composition du milieu W4 pour 'allongement de tige
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
NH;NO; 1650 FeSQ.7H,0O 27.85
CaCb.2H,0O 440
MgSQ,.7H,0 370 | Vitamines (mg.IY)
KH,PO, 170 Acide Nicotinique 0.1
Thiamine HCI 0.5
Oligoélements (mg.f) Pyridoxine HCI 0.1
Hs;BO; 6.2 Myo-inositol 100
MnSO4, Hzo 16.2
ZnsQ, 7H,0 10.6 | Saccharose (g 20
Kl 0.83
Na,M00,,2H,0 0.25 | Phytagel (g.IY) 35
CuSQ, 5H,0 0.025
CoCh, 6H,0 0.025| Hormone (uM)
BAP* 0.5
pH 6

" 1 composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe IlI-7. Composition du milieu W4 + C pour l'allongement de tige

d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.T)
NH4NO;
KNO;
CaCbL.2H,0
MgSQ..7H,0
KH.PO,

Oligoélements (mg:f)
H3BO;
MnSO4, Hzo
ZnSQ, 7TH,0O
Kl
NaQMOO4,2H20
CusQ, 5H,0
CoCl, 6H,0

pH

FER-EDTA (mg.l™)
FeSQ.7H,0O
Na,EDTA (CloH 14N208N&2 HzO)

1650
1900
440
370
170

Vitamines (mg.I")
Acide Nicotinique
Thiamine HCI
Pyridoxine HCI

6.2 Myo-inositol

16.2

10.6

0.83

0.25

0.025

0.025

Saccharose (g:h
Phytagel (g.I")
Hormone (uUM)

BAP*
6

Charbon actif (g.I")

27.85
37.25

0.1
0.5
0.1
100
20

3.5

0.5

" - composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe 111-8. Composition du milieu SPM pour I'allongement de tige

d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.t) FER-EDTA (mg.l™)
NH4NO; 825 FeSQ.7H,0 13.925
KNO; 950 NaEDTA (CioH14N-0sNa,.H,O)  18.625
CaCb.2H,0 220
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.I")
KH,PO, 85 Myo-inositol 50
Calcium penthotenate 1
Oligoélements (mg.f) Thiamine HCI 1
Hs;BO; 6.2 Pyridoxine HCI 1
MnSQ,, H,O 16.2 Acide Nicotinique 1
ZnSQ, 7H,0 10.6
Kl 0.83 | Saccharose (g1 20
Na,M00O,,2H,0 0.25
CusQ, 5H,0 0.025| Charbon actif (g.I") 1.5
CoCh, 6H,0 0.025
Phytagel (g.I") 4
pH 6
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Annexe 111-9. Composition du milieu M1 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,0 13.925
KH2PO4 85 Na,EDTA (C10H14N208N32H20) 18.625
KNO3 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NH4NO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:h 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Agar (9. 7
NaMOO4.2H20 0.125
ZnSQ,.7H,0O 4.3 Hormone (uM)
AIB’ 25
pH 6

" - composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe IlI-10. Composition du milieu M2 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.f) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,0O 13.925
KH,PO, 85 NaEDTA (CioH14N-0sNa,.H,O)  18.625
KNO; 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NHsNO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:f) 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Phytogel (g.I") 3.5
NaMoQ,.2H,0 0.125
ZnSQ,.7H,0O 4.3 Hormone (uUM)
AlB’ 25
pH 6

" 1 composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe 1ll-11. Composition du milieu M3 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,O 13.925
KH2PO4 85 Na,EDTA (C10H14N208N32H20) 18.625
KNO; 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NH4NO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:h 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Agar (9. 7
NaMoQ,.2H,0 0.125
ZnSQ,.7H,0O 4.3 Hormone (uUM)
AIB’ 5
pH 6

" : composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe llI-12. Composition du milieu M4 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,0 13.925
KH2PO4 85 Na,EDTA (C10H14N208N32H20) 18.625
KNO3 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NHsNO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:f) 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Phytogel (g.I") 3.5
NaMOO4.2H20 0.125
ZnSQ,.7H,0O 4.3 Hormone (uUM)
AIB 5
pH 6

" : composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe 111-13. Composition du milieu M5 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,O 13.925
KH2PO4 85 Na,EDTA (C10H14N208N32H20) 18.625
KNO; 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NHsNO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:f) 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Agar (9. 7
NaMOO4.2H20 0.125
ZnSQ,.7H,O 4.3 Hormone (uUM)
AIB 75
pH 6

" : composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe IlI-14. Composition du milieu M6 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.f) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 220 FeSQ7H,0O 13.925
KH,PO, 85 NaEDTA (CioH14N-0sNa.H,O)  18.625
KNO; 950
MgSQ,.7H,0 185 | Vitamines (mg.IY)
NHsNO; 825 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCL.6H,0O 0.0125 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.0125
HsBO; 3.1 Saccharose (g:h 20
Kl 0.415
MnSQ,.H,0 8.45 | Phytogel (g.I") 3.5
NaMoQ,.2H,0 0.125
ZnSQ,.7H,0O 4.3 Hormone (uUM)
AIB’ 7.5
pH 6

" 1 composés a ajouter aprés la stérilisation
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Annexe 1l1-15. Composition du milieu M7 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 110 FeSQ7H,0O 6.9625
KNO; 475
MgSQ,.7H,0 92.5 Vitamines (mg.I")
NH4NO; 412.5 Acide Nicotinique 25
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg:f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCb.6H,O 0.00625 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.00625
HsBO; 1.55 Saccharose (g:f) 20
Kl 0.2075
MnSOy.H,O 4.225 | Phytogel (g.I") 3.5
NaMoQ,.2H,0 0.0625
ZnSQ,.7H,O 2.15 Hormone (uM)
AIB” 5
pH 6

" : composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe IlI-16. Composition du milieu M8 pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.t) FER-EDTA (mg.l™)
CaCbh.2H,0 110 FeSQ7H,O 6.9625
KH,PO, 42.5 NaEDTA (CyoH14N0gNap.H,0)  9.3125
KNO; 475
MgSQ,.7H,0 92.5 Vitamines (mg.I")
NH4NO; 412.5 Acide Nicotinique 25
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg.f) Pyridoxine HCI 0.6
CoCb.6H,O 0.00625 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.00625
HsBO; 1.55 Saccharose (g:f) 20
Kl 0.2075
MnSQ,.H,0 4.225 | Phytogel (g.I" 35
NaMoG,.2H,0 0.0625
ZnSQ,.7H,O 2.15 Hormone (UM)
AlB” 7.5
pH 6

" 1 composés a ajouter apreés la stérilisation
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Annexe IlI-17. Composition du milieu ¥4 MS modifié pour I'induction racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.T) FER-EDTA (mg.l™)
CaCb.2H,0 110 FeSQ7H,O 6.9625
KNO; 475
MgSQ,.7H,0 92.5 Vitamines (mg.I")
NH4NO; 412.5 Acide Nicotinique 2.5
Thiamine HCI 5
Oligoélements (mg.f) Pyridoxine HCI 0.6
CoClL.6H,0O 0.00625 Myo-inositol 100
CuSQ.5H,0 0.00625
HsBO; 1.55 Saccharose (g 10
Kl 0.2075
MnSO,.H,O 4.225 | Phytogel (g.I") 3.5
NaMoGy.2H,0O 0.0625
ZnSQ,.7H,O 2.15 Hormone (UM)
AIB” 10
pH 5,8

" : composés a ajouter aprés la stérilisation

Annexe I11-18. Composition du milieu ¥2 MS modifié pour I'allongement racinaire
d’E. urophyllax E. grandis

Macroélements (mg.1) Vitamines (mg.I")
CaC}.2H,0 110 Acide Nicotinique 2.5
KH,PO, 42.5 Thiamine HCI 5
KNO4 475 Pyridoxine HCI 0.6
MgSQ,. 7H,O 92.5 Myo-inositol 100
NH4NO; 412.5
Saccharose (g 10
Oligoélements (mg.f)
CoChL.6H,0O 0.00625 | Phytogel (g.I") 3.5
CuSQ.5H,0 0.00625
HsBOs 1.55 Hormone (UM)
KI 0.2075 AIB -
MnSQ,.H,O 4.225
NaMoQ,.2H,0 0.0625 | Charbon actif (g.I") 0,5
ZnSQ,.7H,0 2.15
FER-EDTA (mg.l™) pH 5,8
FeSQ.7H,0 6.9625

NaEDTA (C10H14N208NaQH20) 9.3125
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Annexe 111-19. Liste des amorces utilisées dans cette étude

Génes Sens (52 3) Antisens (5’2 3’)
EuGolS4 GACACGTCCTTGGATCTGAG GTGCAGGAACATAGGAGATAGCG
EuDHN1B CTTGTGTGTATGAGGGAGGGACTTG AAGAGCAACTTTCAGGTGCAAGC
EubAMY1 GTTGTGCTGAACTTCACGTG CAGTTTTAGCTGCCACCTTCAC
EubAMY3 TTCAGCTAGAGAAGATGTACAGATG AGGCTTTCTCAATAGCTTCATGG
EuHSP70 ACCCCCCTCTCTCAAGGTTTG CAGGTTGGTTATCCGAGTAGGTAG
EgrGASAlA CCCAGTTCTCTAAAATTCGCAGAC CAAGTGCCCATGAGACCAAGTG
EgrGArp GTGCTATGCCAGGCTCAAGAC GGGTAAGAACCAAGAACAAACACG
EgrGASA1B GATGTCTGTCCATGCTACGCTAAC CAACCATCGGAAAGAAACGAAG
EgrSHN1A ATCTTCTTCATCGGTGCCGTC GAGCTCTTCAATCATTTGCAAGG
EgrSHN1B AGATGATTGAGGAGCTCCTCAAC GGTATCCTTTTTTCTCACTCTTGGC
EgriBAr5 GTTCTTGTGCATTGCATGTCC GTAACTCTCTGCAAGCCTCCATC
EgrlAAg AGCGTCCCTACCATTTCCAAAG ATTGGAGGGACGGGTTTATGTG
EgrCR9A GGCCTGTGATAATCTTGGAGGAG GGCAGACTGATCTACAGAAGCTC
EgrCR9B GCAGAGGCTTGTGATGATCTCG CGCCTAGGAAGTCTCTCTTTTGTTG
EgrMYB44 GAGATGATACGGAAGGAGGTGAG CTAACGCCGATGCGCTTAAC
EgrMYB61 AAAGATGTGGGAAGAGCTGCAG AACAGCGTGAAGCTCAATGATG
EqguHSP812| CTTTTTGTTTGTTGGGGCAGC AGGAGGAATTACCACTATAAGAACCG
EQuELIP1p GGGTTGATGACTTCCGATG CTACACAAGTGTCCCTCCCTTG
EguORSRPp TCTGAATCTTGAAGGTGCACG GTGATCTCCAATCAAGAAAGCAG
EqQuFER1p GAACAAATCATCACCACGG CTATCCCCAGGCTTTCAGTAAAC
EgQuLEAp AACTTTGCATCTCGGCGTG CACCTGGTTGCACTTCTCCTG
EgupUQ3p GTCTTCGTGGTGGTATGCAG TGGATCTTGGCCTTGACG
EguHSP70p CGCACTGTCATCAAGGTTTTC GTGAGAAGCCAATAGAGGCTC
EguFarnesylp GTAAAAGCTGATTGGGTAGGAAG CCCTCCTCCCCAGATATTACC
EguLGlyasep GTGGCTCAGTAGGTCAATAGGC GGGCCAACAACATCTTCAAC
EguBChitinasep CTCCTTTGGGAGACCAGAAG CGCCACAAAAACAAAACAAC
EguGluS2| GAAACAGCCAGCATCAACAC GGCCCACACGGATAGAGC
EquAAT2I AACAAGTCCAGGACAATTGC CTGTGGGCCTGAAAAAGC
EgubAMY7p GTTATCCATCATACCCCGAG TCGGCTGCAGCTTTCAAG
EguEnchitinaseAl GCGAGAGCAAGGCAATCC CGGCCCGTAGTTGTAGTTGTAAG
Egubl,3Glucanase2| GAATAAGGGCACACCTGCC CTTCCGTGATTTATTGTGATTGAC
EguAMDPe GAACTCGCCCTCAGCTGC TGCCGGATTTCAGATTTTGG
EguOEEP1e GCCCTTCCTCTTCACCATC GTATGAGGGCACGAGGAAC
EguCatalaseE CATGTCTGTTTGCTGTTGG CAGCTTTCTGTGCTCCTTCC
EguTM4e GAACCAATCACATCATCGTATG CCCCACAAAAGAAACGGTAG
EguPRP10e GTCTTCAAGGCCGTGGAG TCCGCGAAAAGAGAGATGC
EqQuHSP70E CAGGGTACAGACGCGAGG GACAGTCATGACACCTCCAGC
EgrDHN-11 ACAAGATCATGGATAAGCTGCC GAGACAGAACGACAAATACGTACC
EuDHN-10 CTTGTGTGTATGAGGGAGGGACTTG AAGAGCAACTTTCAGGTGCAAGC
EgrHSP70ER GCGGTACATTCGACGTGAGTATC TCCATGACTCTGTGGTCGAAG
EgrHSP70cytA GCGTATCATCAATGAGCCGAC GACACATCGAATGTACCACCAC
EuHSP70 ACCCCCCTCTCTCAAGGTTTG CAGGTTGGTTATCCGAGTAGGTAG
EgQrMET3 CTGCTGACTTCGTGGAGACTG GCACTTGCACTTGCCATCATTC
EgQrMET2 GACCCGTGCAGCTGTAAATG ACTAAAACACTAGACCCGGTCTC
EubAMY1 GTTGTGCTGAACTTCACGTG CAGTTTTAGCTGCCACCTTCAC
GAPDH TAGCCATTTCCAGAACCCTCG CGGAGATGACAACCTTCTTAG
EgrCBF1 AACCACTTCTTCTCTTCTTACTCCGA AGGAGGACGACGCTTCAGC

117




EgrCBF22

GTGGAGTCCGAGTCCGAGGAC

TCCTCGTCGTCGTACAGCATTC

EgrCBF3 GTGGAATCTAAGGACGTAATTGGG AAGTTCCCGTCGCCCTCTC
EgrCBF4 AAGGAAGTGCAGCTCGCGTC GTCTCCCGGAACTTCTTCCTC
EgrCBF5 GTTGCACGACGAGGACATCTTC CAAGTTCCCATTGTCCCCTCTG
EgrCBF6 CCCTCATCAGTAAACACTCCTCACTTC GTACTCCTTCCGTCAGATGGCG
EgrCBF7 CGCCTCACCAGTCACCACAC CTAAAGGAGTTGGGGTGGGAGA
EgrCBF8 CTCAACACCCCTTATCACTCAGTAAAC GAGTGAAGTGGATGATGAATGTGG
EgrCBF9 CCCTCACCACTCTCAGTATCTGCTTC AGTAGGTGGGGTGGGAGCGATA
EgrCBF10 CGTAAGCCATTTTTTTGGTGTGC CTATCCGCTTTATCGATGGCCC
EgrCBF11 ACCTCAACTTCACGGACTCCACA TGCCCTCTGTATGTCCTTGGTGT
EgrCBF12 GCGTGCCATTCAACAAAAAGC TTTCCTGACTGCTCTATCGGCG
EgrCBF13 CATTCCAACTCATGAACTCTTCCTCT GGGATAGCAGCAACGAGAGAGG
EgrCBF14 GTTTGGGACGACTTTGATGCCTTAC TGTCCGTTCAACTTTTATCCGCACT
EgrCBF17 TCGCCGTCTCAGTCGGAGT GATGCCTCGTCTCCTTGAAGAC
EgrCBF7 TGGGAACTTGGATACATACGTGC TAAGTAGGGCATCGAAGTCGTCC
EgrbAMY3 TTGGTGGGGAGTGGTAGAG GAACTTCAGCTCATGTACCATCTG
EgraAMY2 CTTCCGATGGGATAAGAAAGAG GCAGTTGGAAAGTCACTTAAGC
EgrRS6 CTTGTGAACCCGAAGAACGTG CACTGCGCATCCACCTTAAC
EgrCBF11_PCR ACCTCAACTTCACGGACTCAACAT CTGATGTTGCGGTGAACACAG
EuGolS1 AGATGTTGGTCCAGAAGTGGCG CCGACAGAGATGCTATGAATGGC
ORFSeq. GATTTTTGCGGACTCTAGCATGGC GACTCCGGTATTTTTACAACAATACCACAACQ

LAC_Eucgr.F02674

TTCCGAGCCAGTAATCCTGGAG

CGCCGTTCTTCACAATGAACAC

GalacturoT_Eucgr.102091

TGGCAGAACTTGAATGGAGATCAG

CCAAGCCCAAGAACATGCCAAG

CesA_Eucgr.C01769

GAACGCAGGGCAATGAAGAGAG

TGCGCTTTGGCAACTAAAGCATTG

FRA_Eucgr.J03017

CGCCATTGCTCAGATCAACAAGC

TTCGCCCGAATTAAGGGATCATCG

Gly_trans_Eucgr.A02868

TTCTTCGGCTCGCGTTTCATTC

AGGAGGTCACTTTCGCACTTCG

FRA _Eucgr.J02860

AGGCAATTTAAGGCGGAGACTGAG

TACGCCTGTTTGCTTCCTGAGC

Gly_trans_Eucgr.A00510

GACAAGAAACACCCGCTCTTGC

TGTTACCGTCGAAGGTCAAGGC

COMT35_Eucgr.F02623

ACGCCGTCATGATCAAGGATACC

TCCTCCGGCAACACTACACCTATC

CCR3_Eucgr.B02222

TTGGCCTGCTGATCGAGTGAAG

TACCACAGCCCATTCTGCTTGC

COMT64_Eucgr.K00955

TGATGTTGTGCTGAAACCAGACG

TCCAACACCAATCCGTTCTCATCG

UBI_intron

GCGGCTTTTAAGTCTCTTGCGAA

TTCGAAGCATAGCTTCGCCATATG

CADG6_Eucgr.D00472

AACTTTGGTAGGCGTTCCATGC

CTTCCAGAAATGCTCCTCATACCC

MYB_Eucgr.C00826

TCACCAACTACATCAAGGCTCACG

ACATCTCTGCAACCCTGCTTTC

GalacturoT_Eucgr.D01335

GGGCAATGCATATGGACAAGTTGC

ACCAGCTTAACCACCTCACCAC

COMT13_Eucgr.A01865

GCGGATGCAATCTTACTCAAGTGG

TGATCACCTTTCCAATCCCATCCC

MYB_Eucgr.K00153

ATGCCACTCTCGGCAATAGGTG

GAGTGACTGGATCAATGCCCATC

COMT12_Eucgr.A01863

TGACTGTGTCCGAGCTTGTTGC

TGGACGCAACCGGACTTTGTTG

XET_Eucgr.C00179

CCTGAGTGCTCCATGTCCTAAACG

ATCAATTGCTTCTCGGCCACAG

CCoAOMT14_Eucgr.HO464.

ACGACCTTATTGCAAATGGCGAAG

AATGTTGTCGTACCCGATCACC

CCoAOMT15_Eucgr.HO464

AACCTCCTTACGGTCCAGAAGC

AGGAGTCCAATGACTCGCCAAG

MYB_Eucgr.FO0002

AAGGAGGTGAGGAGCTACATGTCC

TGCGCTTAACGGTCACATTCCG

CCoAOMT17_Eucgr.H0465

D

TCGGTTCTGAACGACCTTATCGC

CCTCATGAAGTCGTCCTTCTTGGC

CAD26_Eucgr.E02559

TCATCGGCACCGTCTTTGTAGTGC

TCCAATGGCACTTCCCACCATGAC

Gal_trans_Eucgr.H04088

ATGGGTTGGTCTGGAGGGTTTC

ACTGACCATGGTTCAAGTTTCTCC

FRA_Eucgr.B01444

AGCAGTTCCTTGTGGCTTTGGG

ATCCTCAAACCAACAGCTCCCTTG

Glu_syn_Eucgr.B03640

GGCACATATCCGGACCTTTAGTGG

ACCCATGACAGGCCATACACTG

Glu_syn_Eucgr.J00836

ACACATACGAGAAGTGTCCTGGTG

TGATCAGCCGGAAGACAAGCTG

Glu_syn_Eucgr.B00160

TGGCCCAGGGATCCAGAAATTAAG

AGCCGCCGTTTCTTTAACAGTG

CesA_Eucgr.100286

TGGTCATAGTGGTGTCTGCGATG

TGACTGCAGAGACCCGAATCAAG

Gly_trans_Eucgr.J01374

TCTCTTTGGTGCTCAGGCTCAC

TCGTGGGTCAGGGACAAACTTTC
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PAL9_Eucgr.J01079

TGGAAGGAGCCAGAATCATGCC

TTGTGGACCGACCATAATGTGC

Gal_trans_Eucgr.E02455

ATCGTTATGAGCTCGTGGTCCTG

TGCTGCTGTCACATTCTGAATCCC

4CL7_Eucgr.B03943

GTGCTCATACAAACCAGCACACAG

AATCGCTGCAAGCGAAACGC

GalacturoT_Eucgr.A00881

TCGGAGGTTGGTGCAAGAGTTG

AAACCCACTCGCCATCCAAAGC

LAC_Eucgr.G03098

TTCTCTGTGGCGGTGACATTGG

TCTTCACCTTGGTCGCTTGAACG

GalacturoT_Eucgr.K02133

TGCTTGGAGAAGGGAGAAGTGC

CCACAAGGTTCGGTTCTCATTCAG

GalacturoT_Eucgr.D00963

GCAGCGGATCAAAGAAGTTCAACG

GCTTTCAACCGCTCATAGGAGTTC

CAD17_Eucgr.E01107

CTCCTTGAATGGCTTCGCCTCT

AAGTGAACAAGCAGATGCTTGAGGAG

COMT65_Eucgr.K00956

GATGGCATGTTCGATAAGATCGGACT

GAGGAAACCCTCCATCCTCCAAG

EgrCADS8_Eucgr.D01086

CCCTCTGGAATAATGTCGACTACTTT(

CACATAAAGGAACTCTCGTGATTACG

COMT67_Eucgr.K01696

GAGACTATACCGCATGCTGATGCG

TGGATTCCCACCCTTCTGACAC

EgrDHNO2 CGGATCTCCCAAGGAGAAGAAGG AAAGGCGGTTCTCCCCTCAGT
EgrDHNO3 CGGATCTCCCAAGGAGAAGAAGG GGTTCTCTCTCTCTCCTTCTCTCGC
EgrDHN14 CGAGCACAAGGAGGAGCACAA TCGTGACCCTCCTTGTCATGC

XET_Eucgr.C00180

TCTTCGTTTTTTTTTTTTCCCCTTTG

CAATTGCTTCTCGAGTACATCGAGAG

XET_Eucgr.C00177

CCACAACGCATCATAGAGTTCAAG

AGTGAAGGGCGCTCTGGTC

COMT61_Eucgr.K00951

AAACCCCTTCCATGTTGTCCAT

AGCTCGAGTGGGTTTGGTTGTT

COMT32_Eucgr.E03874

CAAAATACGTTCTGCGCGTGTA

TACCACCAACACTCCGACCATA

ESKIMO1_Eucgr.J00196

AGACTGTTCTCTGCCCGAGTTC

ACATAAGCCGCTTGTTCCTCAGC

EgrHSP70cytC TACGGTGCTGCTGTTCAAGCTG TGACACCCAACAGCAAGAGATCC
EgrHSP70cytD AGGACAAAACGGCTGGAACGA CATTCGCTCAATGTCGTCCTTG
RTCBF1A GTACAAAAAAGCAGGCTATATGAACCC TGGCACTCCTTCCGTCAGAT
RtCBF1B AAAAGCAGGCTATATGAACTCTTCCTC GGACAGCAGCAACGAGAAAG
EgrDHN-06 ATCAGCAGCTCCAGCTCTCACAAG TCCAGGCAGTTTCTCCTTTCGC
EgrDHN-08 TTTCGTGAGGAATGGCTCTGTAGC ATTGGGTTCCCATGCTCGTCTC
ELIP-07 CGCGTAAGGTGTATGACTGAGGAG TGAAGAGGGAACGTCAGAAGCAG
ELIP-08 ACCATAGTCCTAGATTGGCTCCTC TGTGAAGTCGGTGCTAACCTTTG
EgrDHN-09 GAGCTCGTCCGGTGATGAAGAAG TTCAAGCTCCCCACCTGCTTC
EQrLEA1-02 AAATGCAGCCCATGAAGAACGC GCCGTCATCTTCTCCATCTTCTC
EQrLEA218 TCAACATCACGCTCCGGAACTC TCCGTCCAATGCATCGTAGTCG
EgrLEA221 ACGGTAAGGTCGAGTTGATGCTC CATGGTGCAATCCATGCTCGTG
EgQrLEA222 ATTGCAAAGGGTCGTGCCAAGG TCGACATCACGTCAACCGTCAC
EgQrLEA2-02 TCTCGTCGCGAAATTCCGATCC TCTCTCTCTCTCTCTCTGCTGCTG
EQrLEA232 ACATCAACAAATGCGGTCCAATCC TGGGAAATCACACTCTCGCATCC
EgQrLEA246 TTCGTGCTCGGGTTCTTCATCC TTGCTCGAAGGTGATGCTCCTC
EgrLEA251 AAGACCACAATCGCGAGCAACG TTCATGTCCGACGTCAGCTTCG
EQrLEA262 TGGCAAGGTTCAAAGCCGGATG TGCCGCAGACAACCTTAATCACC
EgQrLEA265 AAGTTGCATCGATTGCCGTTCG CCTATGTCGACCTCAGCTTGCTTG
EgQrLEA271 GAGAACGCCGGTTGAAATCACG TGATGCCGATCGTCCACTTCAC
EgQrLEA279 ACGGTGACCATCTTGGGATTGTTC GACACAAGCACGCTCAAATCGC
EgrLEA280 AAGTGCCACGGCACCTTTAGTG GCAACGGAGAAGCTCGATGAAC
EQrLEA3-03 TCTTTGTGCAACCGTCAAACGC TCACGTTGAAGCTCGAAGCAAC
COBRA.B00629 CGTCGAGAGCGCTCCAAATATAC TGCTGTGTGCACTGTAGTATCGG
COBRA.F03435 CGGCTCCAGAATGATGGGTATAAG ACAAGCATTGCGTTCGTACCAC
COBRA.101370 GTGGACAACCGATGGATATATGGC AGCCCACGTCCATCCTAACTTC
EgrCOBRAO09 AAACTTTGACAATCTGACGCAGAG GCCATCTTCCATAAGCAGATCAT
EgrCOBRA11 AACTACAGAATGAACTACACCCAGTGG ATCCTGCATAGGGAGTCAGTGAC
EgrGRAS04 AACCGGAGCGATTGCTTGACAC AGGGAAACGCCTGGTCAAATGC
EgrGRAS34 TCACGGACTACAAACTCCTGTGG AAAGCCTCCGGTAATCGATGCG
EgrGRAS37 AGTTGTGGATCGGCTGGAAGAC AACACAGTTCACGGCGACACTC
EgrGRAS42 CCGATGTTCCTGCAACGGTTTG CGAATCGAACACCGCTGTGTAGTG

119




EgrGRAS55

GCCTTGTTCTTCTACAGCGCATAC

TGATCTTCACGCTCCTCACGAC

EgrGRAS56 AGGCAGAACCGGTAAGTCAAGG TGCCTGCGGCATTTAAGAGTGG
EgrGRAS62 CACTTGTGAATGTGAGCGGCTTC TCCCACTCCTCTTGCTCAATCAC
EgrGRASG7 CGCTGGGTTGAGTCACGATTTG TGTCTGGTGGTCGATCCATTTCAG
EgrGRAS04 AGAGAGCGTTGTGGAAGCCCA CAGGAGGAAAATCTGGCCAGTTC
EgrGRAS42 GGCTCCATTACCCATCCGAG GCCAAGAAGAGACTGTGAAGAGG
EgrGRAS55 CGTGAGGAGCGTGAAGATCAAC CAACCAGGTGAGCATGATAGAGC
EgrGRAS56 CACCAGGAGTGTGAAGATTGACG GACAAGGTGGGCATGATAAATTG
EgrGRAS62 GCCAAGGCCTCATCTTCCTTG AAGCCGCTCACATTCACAAGTG
EgrGRAS67 GAAGCAGGCAATGAATGTCATT CGTGTGATGATTTGTATGTCTCGG
EgrERF007 TTCCCGCGCAAATAACGGTAGC AGCAGCGCAACCAAACTTCTTG
EgrERF020 ACATGGCCTCGTTGCAGATGAC TGAGAACTGGGTGGCTTCTGTG

EgrkNOX.K02826

GTATGTTGATTGCCACAAGGTTGG

GCCGGATTTCGTCCAGTAAACC

KNOX2826_27

GAAGAAAGTAACCGTAGCCATCATG

GCTCAGGTGAAAAGACGTCG

EgrMT2B CGGATGCAAGAGGAACCCAAG CTCAGTGCTCATCTCTGGCACCT
EgrWwXpP2 ATCGTCGTGTAAATCCGACCAC CGGAACGCATGAGATGATCCAC
EgrPeterPan AAGTTGAGGAAGGATTGTGCTC GTCAGCAGCATTTCCGTATTC
EgrbHLH42 TTTGGCACCACGGAAAGGGTTC TGGAGGTCGAGTGTTCGGAAAG
EgrbHLH11 TGCAGATAGCAAAGTCTTCACTCG AAGCACACCACAGTCTGAATGG
EgrAP201 AGCGAGATAGAAGCTGCAAGGGC TCAAAGTTGGTGACGGCTTCCC
EgrAP220 GGTAGGAAACTCTGCTGCATCCTG TCCATGCAAGGAAAGACGCTAGG
EgrGA3ox7 CATCAGAAGCACAAGGCTGCTC AACGAAGAGATCCGTGCCACAC
EgrMYB10 CGTTGCCCAAGATCACAACAAC TGGCCAAAGCTGTTCATCATCG
EgrMYB5.2 CGATTGCTTGGTAACAGGTGGTC TTCCTTGGCTGATGAGTTTCTTGC
EgrGA3ox8 GCAAGTGCTTAAAGAAGGCAGTGG CATTGCTCGATGGAGGACGAAG
EgrRS06 TCAGAGCTGTTCTTCAAGGGAACG TGTATCAACGGCAGGATCACCAC
EgrRS07 CACCCAATGGCGGAATATCATGG GCTGACCAGGTTTATCACTGACG
EgrRS11 TGCTTCTCTTCAACCCGGTGAC AACTTGCTCGTGGCGACTTTGG
EgrGolS05 GACACGTCCTTGGATCTGAGTGC GGTGCAGGAACATAGGAGATAGCG
EgrGolS10 CGATAAGGGTAAACTCCATCGCC CACCTCATATCTTTTCACCGAATCC
EgrGolS11 CCGCAATATGAAATCGGGTATTG CCGCGTTGAAGTAAAAAGGCG
EgrGolS12 ATAAGGGTAACCTCCGTCGCC GCACCTCATATCTTTTCACCTTATCC

EgrBrevisRadix

ACCAAGGTCTGAAGATGAGAGC

CGTGGTAGACGTTCCTTTGTAAG
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Annexe 111-20. Liste des genes impliqués dans la tolérance (étudiés en RT-gPCR)

Niveau de surexpression chez la lignée A25 et la lignée B9 est I'expression relative par rapport a la
lignée contrble (=1). Les génes de référence utilit@S:et PP2A3. Les valeurs moyennes sont
obtenues pour 3 répétitions techniques (test statistique de Student).

Gene Phylozome | cRriDRE LTRE A25 B9
EgrDHN-02 nd 5 8 18,4143,17 13,91+0,26
EgrDHN-03 nd 3 3 72,81+4,95 72,6410,01
EgrDHN-06 Eucgr.F01726 1 2 nd nd
EgrDHN-08 Eucgr.101292 1 2,1110,16 4,08+0,00
EgrDHN-09 nd 1 1 401,09+90,25 | 1341,90+16,06
EgrDHN-10 Eucgr.102392 2 4 14,51+0,67 15,86+0,06
EgrDHN-11 Eucgr.102395 4 6 44,30+0,02 7,98+0,02
EgrDHN-14 nd 3 3 12,12+0,01 15,85+0,43
EgrLEA1-02 Eucgr.K01836 1 2 1,34+0,00 3,81£0,58
EgrLEA2-24 Eucgr.D02327 1 1 5,97+1,06 0,86+0,04
EgrLEA3-03 Eucgr.H01105 1 1 15,30£115,95 | 4543+11,13

EgrLEA-like-12 | Eucgr.D00819 1 1 4,68+0,61 2,45%0,06
EgrLEA-like-14 | Eucgr.D01804 1 1 4,68+0,03 2,8340,04
EgrLEA-like-15 | Eucgr.D01805 1 1 2,06+4,70 3,78+8,13
EgrLEA-like-24 | Eucgr.E00793 1 1 7,63+7,83 157,39+0,04
EgrLEA-like-35 | Eucgr.F00213 1 4 97,59+24,35 18,35+0,27
EgrLEA-like-40 | Eucgr.F03133 1 1 2,58+2,63 37,54+1,02
EgrLEA-like-49 | Eucgr.J00543 1 1 2,53+1,12 24,89+0,57
EgrLEA-like-52 | Eucgr.J01845 1 2 6,86+23,95 121,24+43,13
EgrLEA-like-58 | Eucgr.J02119 1 3 10,1440,34 24,05+17,67
EgrLEA-like-66 | Eucgr.K01313 1 2 95,36+29,40 186,60+0,41
EgrLEA-like-67 | Eucgr.K02330 1 1 1,71£2,51 38,46+2,80
EgrHSP70-13 Eucgr.J00023 1 2 32,23+0,36 20,38+0,42
EgrHSP70-14 Eucgr.J00025 1 2 2,67+0,45 3,84+0,04
EgrElip-7 Eucgr.B01895.2 2 2 2,40£0,07 0,06+0,10
EgrElip-8 Eucgr.B01896.1 1 2 6,19£0,76 0,09+0,01
EgrGolS-02 Eucgr.B01793 2 2 12,34+0,16 5,45+0,07
EgrGolS-04 Eucgr.H00906 1 33,28+1,41 80,97+0,58
EgrGolS-05 Eucgr.H02584 1 3 0,70£0,00 1,5140,01
EgrGolS-10 Eucgr.L00240 1 2 0,00£nd 0,00£0,00
EgrGolS-11 Eucgr.L00241 1 2 4,7410,67 6,24+0,41
EgrGolS-12 Eucgr.L00243 1 1 nd nd
EgrRS-04 Eucgr.C04266 2 5 1,38+0,00 2,87+0,00
EgrRS-06 Eucgr.F01231 1 1 0,80+0,01 0,75+0,00
EgrRS-07 Eucgr.F03658 3 5 1,75+0,07 1,530,03
EgrRS-10 Eucgr.101757 1 2 4,46+0,28 5,06+0,06
EgrRS-11 Eucgr.J02233 1 1 0,78+0,02 0,47+0,00
EgrMT2-1 Eucgr.A01262 1 2 1,6940,05 1,4640,01
EgrMT1 Eucgr.B02368 1 1 2,03£0,02 0,78 £ 0,01
EgrMT3 Eucgr.F01127 2,02 £0,02 0,91 0,00
Egrb-AMY5 Eucgr.E00330 2 2 1,76+0,04 1,40+0,00
Egrb-AMY7 Eucgr.H02879 1,32+0,02 1,68+0,01
EgrSPIRAL1 Eucgr.J01387 1 1 4,69+0,07 4,38+0,10
EgrSPIRAL2-4 | Eucgr.D00655 1 1 1,96+0,08 3,63+0,01




Annexe IlI-21. Liste des genes impliqués dans le développement (étudiés en RT-gPCR)

Niveau de surexpression chez la lignée A25 et la lignée B9 est I'expression relative par rapport a la
lignée contréle (=1). Les génes de référence utilisés: 18Set PR2&3valeurs moyennes sont

obtenues pour 3 répétitions techniques (test statistique de Student)
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Phytozome
Gene locus CRT/DRE LTRE A25 B9
EgrGA20x3 Eucgr.F03208 2 2 1,80+0,07 1,190,02
EgrGA20x4 Eucgr.F03208 2 2 1,38+0,04 0,58+0,00
EgrGA3ox8 Eucgr.J03019 0,00+nd 0,00+0,00
EgrGA20ox1 Eucgr.H05152 1 3,25+ 0,050 11,90 + 0,68
EgrGA20ox4 Eucgr.F02524 2,06 0,01 3,10 £ 0,06
EgrGA3ox7 Eucgr.F02568 1 1,33+0,01 3,67+0,13
EgrPAT1-04 Eucgr.A00605 1 2 0,55+ 0,06 2,25+ 0,00
EgrHAM-01 Eucgr.A02754 1 6 82,89 + 353,10 | 3037,38 + 134,49
EgrL.S-01 Eucgr.D01917 1 1 0,19+ 0,00 0,05+ 0,00
EgrLS-02 Eucgr.F01978 1 1 3,63+0,21 8,05+0,84
EgrNEW-03 Eucgr.H01009 1 2 3,69+0,16 3,60 £0,02
EgrSCR-03 Eucgr.H03356 0,49+0,79 38,10 £ 0,69
EgrSHR-03 Eucgr.100236 1 3 0,99 + 0,09 493+137
EgrSCL3-03 Eucgr.101625 1,25 + 0,66 2214 +174
EgrLISCL-23 Eucgr.J01242 2 2 2,08+0,14 2,63 0,01
EgrDELLA-02 | Eucgr.G02163 1 2 2,28 +0,07 2,62+0,11
EgrSCR-06 Eucgr.K01320 1 3 18,81 + 2,39 26,86 + 0,27
EgrSCR-07 Eucgr.K02752 2 4,04 +1,00 12,77 £ 0,03
EgrDELLA-03 | Eucgr.J01594 1 1,46 £ 0,02 1,61 0,00
EgrDELLA-01 | Eucgr.C04156 1 2 0,97 £0,05 0,48 0,08
EgrSCL3-01 Eucgr.B03716 1 4 0,52 +0,01 1,32 £ 0,00
EgrNEW-04 Eucgr.H01010 1 3 0,92 +0,03 0,36 + 0,02
EgrKNOX3-7 | Eucgr.D01935 1 1,99 + 0,05 3,19+ 0,02
EgrKNOX3-6 | Eucgr.H03292 391+0,15 8,22+0,10
EgrKNOX3-8 | Eucgr.H02544 1 1,35+ 0,01 1,69 £ 0,06
EgrKNOX26-27 | Eucgr.K02826 1 2 489+518 9,47 +2,82
EgrbHLH11 Eucgr.D01841 1 1 1,98 + 0,04 3,78 £0,01
EgroHLH42 Eucgr.H01487 1 1 2,03+0,05 2,15+ 0,00
EgrAP2-20 Eucgr.J02113.1 1 1 1,37 £ 0,01 2,30 +£0,01
EgrAP2-01 Eucgr.A01182.1 1 1 1,18 £ 0,04 1,49 £ 0,02
EgrDREB54 | Eucgr.H02094.1 3 4 0,55+ 0,06 0,63+0,15
EgrSHN1A | Eucgr.C01178.1 1 1 211,96 £ 158,28 | 481,38 + 16,77
EgrSHIN1B | Eucgr.C04221.1 1 1 1,31+ 0,00 0,15+ 0,00
EgrERF007 | Eucgr.B00720.1 1,29 + 0,00 1,44 £ 0,01
EgrERF020 | Eucgr.C02719.1 0,65+0,02 1,07 £ 0,01
EgriWAX2 Eucgr.C00214.1 0,74 £0,00 1,22 £2,30
EgrNAC007 Eucgr.E03226 0,97 £0,07 0,89 +0,00
EgrNAC24 Eucgr.A02638 2,54+0,13 2,91+0,05
EgrNAC65 Eucgr.F01091 3 4 3,47 +0,05 495+0,10
EgrNAC078 Eucgr.F04341 1,11+0,27 0,80+0,13
EgrBrevis radix | Eucgr.C00839 1 1 1,50 + 0,06 3,11+ 0,01
EgrPeter PAN | Eucgr.K03479 1 1 1,25+ 0,02 1,22 +0,01
EgrCOBRA-03 | Eucgr.B00629 2 3 0,84 £0,05 2,51+0,05
EgrCOBRA-05 | Eucgr.F03435 1 1 1,55+0,16 0,41 +0,06
EgrMYB10 Eucgr.A02110 1 1 1,68 £ 0,03 2,31+0,01
EgrMYB5.2 Eucgr.K01504 1 2 1,24 +0,08 1,72+0,02




Annexe 1l1I-22. Liste des genes impliqués dans la formation de tige (étude Fluidigm)

Niveau de surexpression chez la lignée A25 et la lignée B9 est I'expression relative par rapport a la
lignée contrdle (=1)Les genes de référence utilis&8ND, EF-1a, IDH et PP2A1 et PP2A3. Les
valeurs moyennes sont obtenues pour 3 répétitions biologiques (test de Student)

Plante a 18 mois Plantes a 4 mois Cis-
. . Phytozome élément
Famille Gene locus A25 A25 | A27 | B14 | B9
EgrPAL1 Eucgr.A01144 0,02 251 297 | 478 | 21
EgrPAL2 Eucgr.C03570 0,76 151 | 1,77 | 1,26 | 1,53
EgrPAL3 Eucgr.G02848 1,69 0,76 | 1,22 07 1059 | DRE
PAL EgrPAL4 Eucgr.G02849 11,13 079 | 11 0,83 | 0,86 | DRE
EgrPALS Eucgr.G02850 0,29 2211 151 | 067 | 255 | DRE
EgrPAL7 Eucgr.G02852 0,91 1,04 | 1,1 087 | 083 | DRE
EgrPAL8 Eucgr.J00907 0,08 0,38 | 081 | 088 | 0,87 | LTRE
EgrPAL9 Eucgr.J01079 1,58 209 | 152 | 149 | 1,08 | DRE
C4H EgrC4H1 Eucgr.C00065 0,47 094 | 058 | 279 | 0,73
EgrC4H2 Eucgr.J01844 0,44 06 | 0,75 34 1092
4CL Egr4CL1 Eucgr.C02284 1,63 097 | 102 | 118 | 0,7 | LTRE
EgrHCT1 Eucgr.F03972 nd nd 2,6 nd | 238 | DRE
HCT EgrHCT2 Eucgr.F03973 nd nd ndn nd nd
EgrHCT4 Eucgr.F03978 0,74 194 | 15 29 |1,08
EgrHCT5 Eucgr.J03126 1,89 1141 092 | 0,63 | 0,67
EgrC3H1 Eucgr.A02185 7,18 042 | 085 | 046 | 043
C3H EgrC3H2 Eucgr.A02188 0,8 553 | 16,66 | 12,04 | 519 | LTRE
EgrC3H3 Eucgr.A02190 4,43 0,8 1 32 0,6 DRE
EgrC3H4 Eucgr.G03199 1,34 0,78 | 0,64 | 299 | 146 | LTRE
EgrCCoAOMT1 | Eucgr.l01134 1,21 086 | 09 3,07 | 0,82
CCoAOMT EgrCCoAOMT15 | Eucgr.H04646 2,01 1,54 | 211 | 4,06 | 6,98
EgrCCoAOMT17 | Eucgr.H04650 0,11 1,33 | 1,57 | 3,75 | 3,05
EgrCCoAOMT2 | Eucgr.G01417 1,3 0,93 | 0,96 22 10,78
EgrCCR1 Eucgr.J03114 0,95 094 | 087 | 096 | 0,79 | LTRE
CCR EgrCCR2 Eucgr.F03954 nd 0,79 | 3,46 51 | 713 | DRE
EgrCCR3 Eucgr.B02222 3,39 067 | 115 | 068 | 0,77 | DRE
EgrCOMT1 Eucgr.A01397 0,81 1,08 | 093 | 0,97 | 0,61
EgrCOMT13 Eucgr.A01865 nd ndn nd nd nd
EgrCOMT12 Eucgr.A01863 0,02 042 | 1,78 | 2,36 | 1,07
EgrCOMT24 Eucgr.A02870 nd nd nd nd nd DRE
EgrCOMT3 Eucgr.A01389 0,27 0,38 | 1,95 37 11,23
COMT EgrCOMT35 Eucgr.F02623 1,94 063 | 1,16 | 086 | 0,62
EgrCOMT4 Eucgr.A01392 nd nd 0,56 2 nd
EgrCOMT57 Eucgr.K00041 nd 225 | 2,38 | 382 | 149 | DRE
EgrCOMT6 Eucgr.A01395 nd nd nd nd nd
EgrCOMT61 Eucgr.K00951 6,03 07 | 097 | 083 | 0,68
EgrCOMT64 Eucgr.K00955 0,24 3 1,22 | 1,31 1
EgrCOMT65 Eucgr.K00956 0,16 09 | 09 | 091 | 071
F5H EgrF5H1 Eucgr.102371 0,45 145 | 137 | 112 | 08 DRE
EgrF5H2 Eucgr.J02393 nd nd nd 2,77 nd DRE
EgrCAD18 Eucgr.E01108 14,92 047 | 103 | 043 | 064 | DRE
EgrCAD2 Eucgr.G01350 4,41 0,86 | 1,22 1 1 DRE
CAD EgrCAD34 Eucgr.G02223 0,079 6,25 | 5,51 19 | 1,24 | DRE
EgrCAD21 Eucgr.E01117 1,02 1,26 | 117 | 1,11 1,2 DRE
EgrCAD6 Eucgr.D00472 nd 041 | 127 | 247 | 1,34
EgrCAD9 Eucgr.D01087 0,053 042 | 228 | 455 | 123 | LTRE
EgrCesA1 Eucgr.A01324 1,4 1,08 | 093 | 097 | 056 | DRE
EgrCesA2 Eucgr.C01769 0,92 0,79 | 097 | 096 | 092 | DRE
CesA EgrCesA3 Eucgr.G03380 14 08 1,1 092 | 0,86 | LTRE
EgrCesA4 Eucgr.D00476 1,01 1.1 0,91 1,02 | 0,57
EgrCesA5 Eucgr.F03635 0,68 1111 097 | 136 | 1,29 | DRE
EgrCesA6 Eucgr.100286 1,2 14 1,68 1.1 0,78 DRE
FRA EgrFRA1 Eucgr.J02860 1,16 1 118 | 1,26 | 1,1 LTRE
EgrFRA2 Eucgr.G01977 1,04 099 | 092 | 087 | 062 | LTRE

123



EgrFRA3 Eucgr.J00384 1,34 0,83 | 1,05 09 |091 | LTRE
EgrGAUT1 Eucgr.D01335 1,27 0,71 1 097 | 115 | DRE
EgrGAUT2 Eucgr.A00881 2,6 0,66 | 1,16 11 10,83 | DRE
Galacturonosyltransferase EgrGAUT3 Eucgr.K02133 2,18 092 ] 133 | 39 | 081 DRE
EgrGAUT4 Eucgr.D00963 1,64 06 | 095 | 129 | 0,83
EgrGAUTS Eucgr.102091 1,46 0,72 1 1,02 | 0,89 | DRE
EgrGT1 Eucgr.A00510 0,05 035 | 2,78 | 803 | 219 | DRE
Glycosyltransferase EgrGT2 Eucgr.J01374 0,58 1,36 | 1,43 326 | 1,55 DRE
EgrGT3 Eucgr.A02868 21 247 | 216 | 1,06 | 0,83 | DRE
Galactosyltransferase EgrGalTase1 Eucgr.E02455 1,12 093 | 097 | 374 | 08 DRE
EgrGalTase2 | Eucgr.H04088 2,84 042 | 085 | 065 | 066 | DRE
EgrGLS1 Eucgr.B00160 0,9 1,07 | 13 112 | 114 | DRE
Glucan synthase EgrGLS2 Eucgr.B03640 2,6 1 1,3 084 | 0,77 | DRE
EgrGLS3 Eucgr.J00836 1 092 | 11 0,98 | 1,06 | LTRE
YET EgrXET1 Eucgr.C00179 14,47 2111 1,34 | 029 | 025 | DRE
EgrXET2 Eucgr.C00180 95 064 | 15 03 | 031 DRE
EgrLAC1 Eucgr.G03098 0,73 1 1,08 | 092 | 049 | DRE
Laccase EgrLAC2 Eucgr.J01941 0,9 1,7 1,6 1,01 | 0,84 DRE
EgrLAC3 Eucgr.F02674 1,6 0,56 | 0,81 1,01 1082 | DRE
EgrMYB20 Eucgr.B00866 0,14 0,34 | 066 | 089 | 1,23
EgrMYB23 Eucgr.B01964 nd nd nd nd nd
EgrMYB36 Eucgr.C00721 0,1 0,45 | 054 09 | 1,04 | LTRE
EgrMYB64 Eucgr.D02390 0,14 028 | 07 1,76 | 1,03 | DRE
EgrMYB19 Eucgr.B00865 0,01 279 | 04 14 | 221
EgrMYB62 Eucgr.D02099 1,07 065 078 | 321 | 1,19
MYB R2R3 EgrMYB82 Eucgr.F02864 1,38 083 | 127 | 089 | 0,75
EgrMYB59 Eucgr.D01701 0,16 08 | 085 | 465 | 2,06
EgrMYB47 Eucgr.C03151 0,72 084 | 201 | 389 | 154
EgrMYBS8 Eucgr.A01767 1,23 082 | 17 116 | 161 | LTRE
EgrMYB73 Eucgr.F00002 1,12 1,21 1,7 33 | 084 | DRE
EgrMYB41 Eucgr.C00826 21 063 | 08 496 | 1,24 | DRE
EgrMYB130 Eucgr.K00153 1,1 0,72 | 0,84 | 265 | 0,75 | LTRE
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Résumé

Eucalyptus, feuillu le plus planté dans le monde, est fortement exposé au froid en raison de I'absence de
dormance. Les facteurs de transcription CBF (CRT-binding Factor) jouent un réle important dans la réponse
aux stress abiotiques, particulierement au froid. Préalablement & mes travaux, 1CRiermesient été
identifies chezE. grandis. Une étude fonctionnelle par surexpression de génes CBF chez un hyBride d’
urophylla x E. grandis avait été initite avec un phénotypage des lignées transgéniques au stade
microboutures. Mon travail s’est articulé autour d’une éind®@ico du régulon potentiel des CBF et de la
caractérisation des sur-exprimar@BF aprés les avoir enracinés puis acclimadésitro. Les résultats
obtenus mettent en évidence de profondes modifications dans la tolérance, la croissance, la morphologie e
I'anatomie des transformants qui, le plus souvent, ont pu étre reliées a la surexpression de genes impliqué:
dans ces processus. Au-dela d’'un impact sur les feuilles, ces travaux suggerent fortement pour la premiere

fois un contréle trés important dESF sur la formation de la tige.

Mots clés Eucalyptus, CBF, surexpression, tolérance, stress abiotiques, développement.

Abstract

Eucalyptus, the most widely planted hardwood in the world, is highly exposed to the cold due to the lack of
dormancy. CBF transcription factors play an important role in the response to abiotic stress, particularly cold
stress. Previously, 1ZBF genes have been identifiedEngrandis and a functional study @&BF genes by
overexpressing in a hybrie urophylla x E. grandis has been initiated through the phenotyping of transgenic
lines at microcutting stage. My work involvad silico study of the potential CBF regulon and the
characterization of these transformants after rooting @nditro acclimatization. The results show
substantial changes in tolerance, growth, morphology and anatomy of transformants which most oftent could
be associated to the overexpression of genes involved in the corresponding process. Beyond the impact ol
the leaves, this work strongly suggests for the first time a very important coni®Fain stem formation.

Keywords:Eucalyptus, CBF, overexpression, abiotic stress, tolerance, development.
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