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LISTE DES PRINCIPALES ABREVIATIONS 

Lorsque l’abréviation provient du terme anglais, le terme anglais est indiqué afin de faciliter la 

compréhension si aucun lien ne peut être réalisé avec la correspondance en français 

A : Adénine 

A ou Anet : assimilation nette de CO2  

ABA : Acide abscissique « ABscissic Acid » 

A-Ci : Courbe de réponse de l’assimilation nette de CO2 en 

fonction de la concentration interne en CO2 

ACP ou PCA : Analyse à Composante Principale  

ADN – T : ADN de transfert 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

AGO4 : ARGONAUTE 4  

AGPF: Amélioration, Génétique et Physiologie Forestières 

ANOVA : Analyse de variance « ANalysis Of VAriance » 

ANR : Agence nationale de la recherche 

ARCHE : Arbres et Réponses aux Contraintes Hydriques et 

Environnementales 

ARN / RNA : Acide RiboNucléique 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

At : Arabidopsis thaliana 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

ATPase : hydrolise l'ATP 

ATR : module permettant d’atténuer la réflectance totale ou 

« module attenuated total reflectance » 

BER : réparation de l’ADN par excision de base ou « Base 

Excision Repaire » 

BET : Bromure d'éthidium 

BS-seq : séquençage bisulfite ou « Bisulfite sequencing » 

C : Cytosine 

Ca : concentration extérieure en CO2  

CC : Concentration en CO2 au site de carboxylation 

cds : séquence codante d'un gène ou « coding DNA sequence » 

CEA : Institut de Génomique (Genoscope & CNG) 

ChiP-array : Biomarqueurs à puces à ADN 

Ci : Concentration en CO2 dans la chambre sous stomatique. 

CLSY1 : Remodeleur de la chromatine CLASSY 1 

CMT2 : Chromométhyltransférase 2 ou 

« CHROMOMETHYLASE 2 » 

CMT3 : Chromométhyltransférase 3 ou 

« CHROMOMETHYLASE 3 » 

CNV : Variations du nombre de copie ou « Copy Number 

Variation » 

CO2 : Dioxyde de carbone 

CpG ou CG: Cytosine-phosphate-Guanine 

CpHpG ou CHG : Trinucléotide cytosine-H-guanine (où H est 

A, T ou C) 

CpHpHp ou CHH : Trinucléotide cytosine-H-H (où H est A, T ou 

C) 

CTAB : Extraction au bromure de céthylméthyl ammonium 

cv. : Cultivar 

dCas9 : nucléase Cas9 faiblement désactivée 

DCL3 : Protéine similaire à DICER « DICER-LIKE 3 » 

DDM1 : Remodeleur de la chromatine « DECREASE DNA 

METHYLATION 1 » 

DEG : Gène Différentiellement Exprimé ou « Differentially 

Expressed Gene » 

DME : ADN glycosylase « DEMETER » 

DML : Insertion d’une cytosine non méthylée ou « DEMETER 

LIKE » 

DML2 : Déméthylase « DEMETER-LIKE 2 » 

DML3 : Déméthylase « DEMETER-LIKE 3 » 

DMR : Région différentiellement méthylée ou « Differentially 

Methylated Region » 

DNMTase : ADN méthyltransférases 

DOC : Pourcentage de couverture ou « Depth Of Coverage » 

DRD1 : ARN polymérase « RNA-DEPENDENT RNA 

POLYMERASE 1 » 

DRM1 : ADN méthyltransférase 1 aux domaines réarrangés 

« DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 1 » 

DRM2 : ADN méthyltransférase 2 aux domaines réarrangés 

« DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 » 

dsRNA : ARN double brins 

EEF : Ecologie et Ecophysiologie Forestière 

EMS : méthanesulfonate d'éthyle 

ENCODE : Encyclopedia of DNA Elements 

epiQTL : QTL épigénétique « epigenetic QTL » 

epiRIL : Lignée recombinante épigénétique « epigenetic 

Recombinant Inbred Line » 

eQTepiL : eQTL épigénétique 

eQTL : QTL d’expression 

ET : éléments transposables 

FDR : Taux de faux positifs « False Discovery Rate » 

FoResTTraC : Recherche sur la génomique des écosystèmes 

forestiers ou « Forest ecosystem genomics Research: 

supporTing Transatlantic Cooperation » 
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FRB : Fondation pour la recherche sur la biodiversité 

FT ou TF : Facteur de transcription ou « Transcriptional 

Factor » 

GBFOR : Génétique et Biomasse Forestières Orléans 

GIS : Groupement d’Intérêt Scientifique 

gm : Conductance mésophylienne 

GO : Ontologie de gène « Gene Ontology » 

gs : Conductance stomatique de la feuille à la vapeur d’eau 

InDel : sites d’insertion / délétion 

H1 : Histone de liaison 

H2A : Histone « de cœur » H2A 

H2ABbd : Variant histone H2A 

H2B : Histone « de cœur » H2B 

H3 : Histone « de cœur » H3 

H3K27me2/ H3K27me2 : di-, tri- méthylation la lysine 27 de 

l’histone H3 

H3K4me / H3K4me2 / H3K4me3 : méthylations mono- , di- et 

tri- sur la lysine 4 de l’histone H3 

H3K4me3 : triméthylation la lysine 4 de l’histone H3 

H3K9me2 : diméthylation la lysine 9 de l’histone H3 

H4 : Histone « de cœur » H4 

H4K20me1 : monométhylation la lysine 20 de l’histone H4 

HEN1 : HUA ENHANCER 1 

hetsiRNA : petit ARN interférent hétérochromatique 

HPLC : Chromatographie Liquide à Haute Performance ou 

« High Pressure Liquid Chromatography » 

HR : Homologous Repair ou réparation par recombinaison 

homologue 

IHPE : Interactions Hôtes Pathogènes Environnement 

INRA : Institue Nationale de Recherche Agronomique 

IRGA : analyseur de gaz infrarouge 

Jmax : Flux maximal d’électrons 

kmax : Conductance hydraulique maximale de l’échantillon 

ks : Conductivité hydraulique spécifique théorique du xylème 

KTF1 : KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1 

KYP : KRYPTONITE  

kΨ : Conductance hydraulique de la tige a été mesurée 

LA : surface foliaire de chaque feuille ou « Leaf Area » 

LBLGC : Laboratoire de Biologie des Ligneux et Grandes 

Cultures 

LC-MS : « Liquid chromatography–mass spectrometry » 

LINE : Famille de rétrotransposons « Long INterspersed 

Elements » 

lncRNA : long ARN non codant ou « long long non coding 

RNAs » 

LTR : « Long Terminal Repeat sequence » 

m5C ou 5mC : N5-méthylcytosine 

m6A : N6-Methyladenosine 

MAC : Méristème Apical Caulinaire  

MAPMO : Laboratoire de Mathématiques-Analyse, 

Probabilités, Modélisation 

MBD : Domaine de liaison à un groupement méthyl « Methyl 

Binding Domain » 

mCG : méthylation au niveau du contexte CG 

mCHG : méthylation au niveau du contexte CHG 

mCHH : méthylation au niveau du contexte CHH 

MeDIP – chip : Immunoprécipitation de l’ADN suivie d’une 

hybridation microarray « MethylDNA 

MeDIP : Methylated DNA immunoprecipitation 

MET1 : méthyltransférase 1 

miRNA : micro RNAs 

MIRS : spectrométrie  

MIRS : Spectroscopie moyen infra-rouge 

MMS : Methyl Methane Sulfonate 

MOM1: MORPHEUS' MOLECULE 1 

Mpb : Million de paire de base 

MSAP : Methylation Sensitive Amplification Polymorphism 

n : nombre d’individu 

ɳ : viscosité dynamique de l’eau 

NIRS : Spectroscopie proche infrarouge 

nt : nucléotide 

OGM : Organisme Génétiquement Modifié 

Os : Oryza sativa 

OVCM : Observatoire du Végétal – Chimie, métabolisme 

P50 : Tension de sève induisant 50 % de cavitation 

PAR : Photosynthetically Active Radiation 

PAV : Presence Absence Variation 

pb : paire de base 

PcG : Polycomb  

PIAF : Physique et Physiologie Intégrative de l’Arbre en 

environnement Fluctuant 

PLC : Pourcentage de perte de conductance hydraulique 

PLS : Régression des moindres carrés partiels 

Pol IV : ARN polymérase IV 

Pol V : ARN polymérase V 

Pt : Populus trichocapra 

qPCR : « Quantitative Polymerase Chain Reaction » 

QTepiL : QTL épigénétique ;  

QTL : Quantitative Trait Loci 

QTN : Quantitative Trait Nucleotide 

QTT : transcrit de caractère quantitatif. 

ratio S/G : ratio entre deux composes de la lignine syringyl (S) 

et guaiacyl (G) 
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RDD : activité de la methylation de l’AND ou “DNA methylation 

activity » 

RdDM : voie des RNA-directed DNA Methylation 

RDR1 : ARN polymérase ARN-dépendante 1 « RNA-

Dependent RNA polymerase 1 » 

RDR2 : ARN polymérase ARN-dépendante 2 « RNA-Dependent 

RNA polymerase 2 » 

RISC : « RNA-Induced Silencing Complex » 

RNA seq : séquençage de l’ARN 

RNAi : ARN interférent 

ROS1 : ADN glycosylase « REPRESSOR OF SILENCING 1 » 

RT-qPCR : «Reverse Transcription Quantitative Polymerase 

Chain Reaction » 

SAM : « Shoot Apical Meristem » 

SHH1 : « SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 » 

shRNA : courte hairpine ARN ou « shot hairpin RNA » 

SINE : Famille de rétrotransposons « Short INterspersed 

Elements » 

siRNA : Petits ARN interférent ou « small interfering RNAs » 

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

SMP : Variant de la méthylation de l’ADN ou « Single DNA 

methylation Polymorphism » 

SNP : Variant unique des nucléotides ou « Single Nucleotide 

Polymorphism » 

SR : read coupé ou « Split-Reads » 

sRNA : Petit ARN ou « small RNA » 

SWI / SNF : Famille de remodeleur de la chromatine 

« SWItch/Sucrose Non-Fermentable » 

Sx : Pente de la courbe au point d’inflexion  

T : Thynine 

T0 : Initiation de la sécheresse sur les lignées RNAi PtDDM1 

T1 : Ré-arrosage sur les lignées RNAi PtDDM1 

T2 : Collecte sur les lignées RNAi PtDDM1 

TALE : Protéine effectrice de type activateur de transcription 

TET : Protéine qui hydrolyse l’ADN et promouvoit la 

déméthylation « Ten-Eleven-Translocation » 

TLA : Surface foliaire totale ou « Total Leaf Area » 

TPase : Enzymes transposases 

TRT : Transcription ininterrompue 

trxG : thrithorax 

TSS : site d’initiation de la transcription ou « Transcription 

Start Site » 

TTS : site de la fin de la transcription ou « Transcription 

Terminaison Site » 

UTR : région non traduite « UnTranslated Region » 

UV : Ultra-Violet 

UVB : Ultra-Violet de longueur d’onde moyenne 

UVC : Ultra-Violet de Courte longueur d’onde 

Vcmax : Vitesse maximale de carboxylation 

VIM1 : VARIATION IN METHYLATION 1 

VPD : Déficit de pression de vapeur d’eau 

WD : Déficit hydrique ou « Water Deficit » 

WD-RW : Déficit hydrique suivi du ré-arrosage ou « Water 

Deficit followed by ReWatering » 

WGBS : séquençage bisulfite génome entier ou « Whole 

Genome Bisulfite Sequencing » 

WT : Lignée Contrôle pu « Wild Type » 

WUE : Efficience de l’utilisation de l’eau ou « Water Use 

Efiiceincy » 

WUEi : Efficience intrinsèque d’utilisation de l’eau 

WW : Condition hydrique optimale ou « Well Watered » 

δ13C : Composition isotopique 

θCC : Capacité au champ 

ρ : Densité de l’eau  

Ψmin : Potentiel hydrique foliaire minimum 

Ψpd : Potentiel hydrique foliaire de base 

Ψx:: Représente la tension du xylème (Ψ) ou x% de la cavitation 
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Figure 1 : Evolution de la température moyenne à l’échelle du monde (A) et des précipitations 
moyennes (B) fondées sur les prédictions de deux scénarios : à gauche un scénario intermédiaire 
(RCP2,6) et à droite un scénario extrême (RCP8,5) (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2: Représentation des différentes conséquences des changements climatiques : les 
principales variables, les conséquences sur la forêt et à l’échelle de la Terre (adaptée de Adams et al., 
2010) 

Sapins âgés dans le Sud-Est 
dépérissent brutalement  
 

Tempête Klaus en 2009 
dans le Sud-Ouest 

Tempête Martin en 
1999 dans le Nord-Est 

A 
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Les changements climatiques et leurs multiples conséquences sont une thématique au cœur de 

l’actualité à la fois dans les revues scientifiques mais aussi dans la presse générale et la société. Ces 

changements climatiques en cours sont d’ores et déjà caractérisés par une augmentation moyenne de 

la température au niveau des continents et des océans de 0,85 °C. Selon les projections, cette 

augmentation devrait atteindre 1,1 à 6,4 °C au cours du 21ème siècle (Figure 1A et B ; Intergovernmental 

Panel on Climate Change, 2014). D'une façon générale, l’augmentation des températures devrait avoir 

différents effets dépendants de la localisation géographique, de la saison, du moment de la journée. 

Par conséquent, le régime hydrologique va être modifié par l'accélération du cycle évaporation-

précipitation. Les deux principales conséquences attendues sont un déplacement vers les pôles des 

zones climatiques tropicales (d'environ 100 km par degré d'élévation de température) et 

l'accentuation de la dynamique et des contrastes climatiques (GIEC, 2013). Si les prédictions les plus 

pessimistes sont correctes alors le réchauffement climatique générera d’importants changements de 

la température, mais aussi une augmentation de la fréquence et de l’intensité d’évènements extrêmes. 

Ces évènements extrêmes peuvent alors être découpés en deux grandes catégories : i) ceux causés par 

des températures extrêmement élevées et des vagues de chaleur, ii) ceux causés par des épisodes de 

fortes précipitations (Figure 2). Une préoccupation est l’impact de ces changements sur les organismes 

vivants (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014; Fondation pour la recherche sur la 

biodiversité, 2015) et notamment sur les forêts dont le dépérissement est déjà observé en relation 

avec des épisodes de canicule et de sécheresse (Figure 1 et 2 ; Adams et al., 2010; Anderegg et al., 

2013; Allen et al., 2010; IGN, 2014). En effet, la forêt couvre à ce jour 30 % des terres émergées à 

l’échelle mondiale et son altération peut avoir de nombreuses conséquences sur la biodiversité, et la 

perte de milieux considérés comme des « puits de carbone ». De fait, la forêt rend de nombreux 

services : écologiques et écosystémiques avec l’entretien de la fonctionnalité du cycle carbone, de 

l’eau, de régulation du climat et hydrologique, d’approvisionnement en bois et fibres, et de services 

culturels (d’ordre esthétiques ou récréatifs). Dans ce contexte, il est nécessaire de mieux comprendre 

les changements en cours et de réfléchir à l’avenir des forêts (Commission on Genetic Resources for 

Food and Agriculture, 2014). 

Les changements climatiques globaux vont avoir différents effets sur la foret tels que i) le 

dépérissement des arbres âgés menant à une réduction du nombre de reproducteurs et de la 

variabilité génétique, ii) des incendies engendrant la perte de grandes surfaces de forêts mais aussi iii) 

l’impact sur les ravageurs qui indirectement accentuent dans ce cas la mortalité des forêts affaiblies 

(Figure 2 ; Anderegg et al., 2015). Afin de faire face à ces changements, différentes stratégies sont 

envisageables pour les arbres qui sont des organismes sessiles et pérennes sujets aux fluctuations de 

l’environnement. A l’échelle de l’individu une acclimatation est possible grâce à l’apparition de  

http://context.reverso.net/traduction/francais-anglais/perte+de
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Figure 3 : Exemples des interactions existantes entre des sources de flexibilité et leurs conséquences 
pour la réponse des socio-écosystèmes dans le contexte des changements climatiques globaux 
(Fondation pour la recherche sur la biodiversité, 2015)  
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différents phénotypes développés en fonction des variations environnementales, on parle alors de 

plasticité phénotypique (Nicotra et al., 2010; Bräutigam et al., 2013; Vitasse et al., 2014). A l'échelle 

des populations, une adaptation, une migration et / ou une modification de l’aire de répartition des 

espèces sont attendues (Lande, 2009; Nicotra et al., 2010). Cependant compte tenu de la vitesse des 

changements climatiques cela reste discutable. 

Dans ce contexte, la communauté scientifique s’interroge sur : i) la diversité génétique des 

arbres forestiers actuelle sera-t-elle suffisante pour permettre à nos forêts de faire face aux 

changements climatiques via des processus d’adaptation et / ou de migration ? ii) quel est le potentiel 

à court terme de réponse / acclimatation des arbres ? 

A ce jour, les études publiées envisagent différentes réponses des arbres face aux 

changements climatiques. A l’échelle des individus, la plasticité phénotypique leur permet de s’ajuster 

aux conditions environementales changeantes, on parle d’acclimatation. A l’échelle des populations, 

la sélection des génotypes les plus performants permet de s’adapter aux conditions 

environnementales changeantes à un pas de temps transgénérationnel, on parle d’adaptation 

(Hoffmann & Sgrò, 2011). L’association de plusieurs réponses est également envisageable (Figure 3 ; 

Davis & Shaw, 2001; Ghalambor et al., 2007). Récement, des travaux ont été inititiés sur des 

organismes modèles et à l’échelle moléculaire afin de mieux comprendre les sources éventuelles de 

flexibilité comme le propose les rapporteurs du dossier FRB intitulé « RÉPONSES ET ADAPTATIONS AUX 

CHANGEMENTS GLOBAUX : QUELS ENJEUX POUR LA RECHERCHE SUR LA BIODIVERSITÉ ? » (Nicotra et 

al., 2010; Fondation pour la recherche sur la biodiversité, 2015). Dans ce contexte, les études actuelles 

ont principalement porté sur la contribution de la variation génétique à l'adaptation locale. Ces 

dernières années, de nombreuses études sur la plante modèle Arabidopsis thaliana et sur des espèces 

cultivées ont montré le rôle important des mécanismes épigénétiques sur l'expression des gènes et le 

déterminisme du phénotype. Ces mécanimes épigénétiques pourraient ainsi participer à l’adaptation 

des plantes aux conditions climatiques d’origine (Kawakatsu et al., 2016; Rey et al., 2016). A ce jour, 

ces mécanismes épigénétiques sont restés peu étudiés chez les arbres (Commission on Genetic 

Resources for Food and Agriculture, 2014; Plomion et al., 2016) et cette question fait partie des 

priorités soulevées dans le cadre du projet financé par l’Union européenne intitulé « FoResTTraC » 

(http://www.foresttrac.eu/index.php/project). Les travaux de thèse décrits dans ce manuscrit portent 

ainsi sur le rôle possible de la méthylation de l’ADN dans la plasticité phénotypique d’un arbre modèle, 

le peuplier, lors de variations de la disponibilité en eau du sol. L’introduction générale qui suit 

présentera d’abord brièvement la notion de plasticité phénotypique et les mécanismes épigénétiques 

notamment la méthylation de l’ADN de façon non exhaustive car la littérature à ce sujet est devenue 

extrêmement riche ces dernières années pour aboutir à la présentation du sujet de thèse. 

http://www.foresttrac.eu/index.php/project
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Figure 1 : Exemples de plasticité phénotypique chez différents organismes. (A) La Daphnia cucullata 
sans prédateur (à gauche) et avec prédateur (à droite) posséde un phénotype divergent caractérisé 
par l’apparition d’une crête et d’une épine, (B) Le papillon Precisoctavia exprime un phénotype 
dépendant des saisons (saison humide (en haut), saison sèche (en bas)) (C) Le têtard de Spea 
multiplicata se caractérise par une forme omnivore (en haut) et carnivore (en bas) (D) Le coléoptère 
Onthophagus nigriventris a une forme à courte (à gauche) et longue corne (à droite) (E) L’Anunculus 
aquatilis possède un phénotype foliaire dépendant de son environnement, milieu aérien (à gauche) 
ou aquatique (à droite) (Pfennig et al., 2010). 
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I. Plasticité phénotypique  

1 Notion de la plasticité phénotypique  

La plasticité phénotypique est une notion qui ne cesse d’évoluer depuis les années 1900. Cette notion 

de plasticité phénotypique est fondée sur le terme « norme de réaction » qui a été définie pour la 

première fois par Woltereck (1909) (cité par Whitman & Agrawal, 2009). La norme de réaction permet 

d’évaluer la plasticité phénotypique d’un individu en réponse aux variations environnementales. Il 

faudra attendre les années 1940 pour que Schmalhausen (1949) et Waddington (1942a) proposent 

que les normes de réaction soient héritables et puissent donc évoluer comme d’autres phénotypes. 

C’est en 1965 que Brashaw propose la première définition moderne de la plasticité phénotypique : « la 

quantité de variations de l’expression d’un caractère particulier pour un génotype donné en fonction 

de différents environnements correspond à la plasticité de ce caractère ». Cette définition sera reprise 

par Pigliucci (2001) comme étant « la capacité d’un génotype donné à produire différents phénotypes 

en réponse à des conditions environnementales distinctes ». Puis West-Eberhard (2003) propose de la 

caractériser comme étant un individu capable de se développer en conditions défavorables ou 

possédant la capacité à réagir aux fluctuations environnementales en induisant des modifications 

morphologiques, physiologiques, etc (DeWitt & Scheiner, 2004; Phillips & Kingsland, 2015). 

De nos jours, la plasticité phénotypique, représente la capacité d’un génotype à prendre 

plusieurs phénotypes dans différents environnements (Figure 1 ; Metcalf et al., 2003; Nicotra et al., 

2010). Ce processus est fréquent chez les organismes vivants (en particuliers chez les insectes et les 

plantes) et est souvent adaptatif (augmentation de la valeur sélective). Toutefois, elle peut aussi être 

inadaptée (valeur sélective diminuée), neutre (aucune effet sur la valeur sélective), continue / 

discontinue, réversible (plasticité phénotypique comportementale) ou irréversible (plasticité 

phénotypique développementale). La plasticité phénotypique pourrait servir de tampon des risques 

liés aux changements climatiques à l’échelle de l’individu mais aussi être soumise à la sélection 

naturelle à l’échelle de l‘espèce (Nicotra et al., 2010). 

Toutefois l’existence d’une composante génétique dans la plasticité phénotypique comme 

dans la définition du phénotype augmente la possibilité qu’un ou plusieurs individus possèdent un 

phénotype proche de l’optimum dans le nouvel environnement. Dans ce contexte la plasticité 

phénotypique aussi appelée variance phénotypique correspond à : 

Var(P) = Var(G) + Var(E) +  Var (G × E) 

où Var(G) représente la variance génotypique dans la population, Var(E) la variance environnementale 

et leur interaction Var (G × E). 
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Figure 2 : Les normes de réaction permettent l’étude de la plasticité phénotypique et peuvent être 
appréhendées par deux approches mathématiques : (A) l’approche d’état (character state, CS) et (B) 
la construction de fonctions polynomiales (NR) (DeWitt & Scheiner, 2004). 

 

 

Figure 3 : Schémas des différentes formes de normes de réaction (NR) (adaptée de DeWitt & Scheiner, 
2004).
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2 Mesure de la plasticité phénotypique  

La plasticité phénotypique peut être étudiée via les normes de réaction qui peuvent-elles mêmes être 

appréhendées mathématiquement de deux manières, soit par l’approche d’état « characters state », 

soit par la construction de fonctions polynomiales (Figure 2). 

L’approche d’état proposée par Falconer (1952) se base sur la génétique quantitative 

classique. Elle consiste à définir le même caractère phénotypique mesuré dans différents 

environnements comme un ensemble de caractères (d’état). La plasticité dans ce cas est donc 

considérée comme caractéristique d’un caractère (Lefevre et al., 2016) 

La norme de réaction, quant à elle, est modélisée par une fonction polynomiale et a l’avantage 

de simplifier grandement ce paramètre car elle est décrite essentiellement par le coefficient du 

polynôme. Les paramètres obtenus de cette fonction permettent de relier les variations des 

phénotypes produits par un individu aux changements continuels des paramètres environnementaux 

tels que la disponibilité en eau du sol, en nutriment ou la température de l’air (Schlichting & Pigliucci, 

1998). Dans cette approche, les normes de réaction sont propres à chaque caractère qui participe à la 

mise en place du phénotype. Une norme de réaction est caractérisée à la fois par sa forme (non-

plastique ou plastique) et son amplitude (degré de plasticité) (Figure 3). De ce fait, au sein d’une 

population chaque individu sera caractérisé par sa propre norme de réaction pour un caractère donné 

(Schlichting & Pigliucci, 1998; Sarkar, 1999). 

Chez les organismes hétérozygotes, afin de mesurer la plasticité phénotypique pour un 

caractère donné chez un génotype, il est utile de pouvoir travailler à partir de clones comme chez le 

peuplier. Dans le cas contraire, l’évaluation est réalisée à l’échelle de la population comme par exemple 

chez le frêne ou le hêtre (Vitasse et al., 2014). 

3 Plasticité phénotypique des arbres en réponse aux changements 

climatiques  

La plasticité phénotypique des arbres est aujourd’hui cruciale pour prédire les changements de la 

répartition des espèces, la composition des populations mais aussi leur productivité lors de l’exposition 

à des changements environnementaux. Les arbres peuvent aussi agir sur la plasticité d’une large 

gamme de caractères autant impliqués dans des fonctions moléculaires, des processus 

développementaux, des caractères morphologiques et physiologiques en réponse à un stress 

environnemental (Nicotra et al., 2010). 
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Figure 4 : Schéma illustrant la définition moderne de l’épigénétique et le lien existant avec la 
plasticité phénotypique. Un génome pouvant donner des épigénomes via l’action de différents 
mécanismes épigénétiques. Les états chromatiniens sont parfois transmis via la mitose aux cellules 
filles et / ou via la méiose aux générations futures (adaptée de Allis et al., 2007; Roudier et al., 2009). 
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La plasticité phénotypique de divers caractères écophysiologiques comme la surface massique 

foliaire, la régulation stomatique, l’efficience de l’utilisation de l’eau, la phénologie, la vulnérabilité à 

la cavitation, a été étudiée chez différents arbres en réponse à différentes variations climatiques (Tyree 

& Zimmermann, 2002; Marron et al., 2003; Monclus et al., 2006; Aranda et al., 2007; Monclus et al., 

2009; Corcuera et al., 2010; Fichot et al., 2010; Vitasse et al., 2010; de Miguel et al., 2011; Toillon et 

al., 2013; Viger et al., 2016). D’autres caractères plastiques tels que l’induction de la formation de 

nouvelles pousses, la tolérance des cellules à la dessiccation, l’architecture de la plante mais aussi la 

prolifération racinaire ont également été étudiés (Marron et al., 2006; McDowell et al., 2008; 

Markesteijn et al., 2011). 

Dans ce contexte, la plasticité phénotypique permettrait de faciliter, limiter, tamponner ou 

même accélérer les processus d’adaptation génétique et d’évolution (West-Eberhard, 2003; Pigliucci 

& Murren, 2003; Pigliucci, 2006; Nicotra et al., 2010). Enfin, ces modifications du phénotype par 

l’environnement peuvent parfois être transmises à travers les générations. Au-delà de la variation 

génétique, d’autres sources de flexibilité sont envisagées et notamment celles de nature épigénétique 

(Nicotra et al., 2010; Fondation pour la recherche sur la biodiversité, 2015; Rey et al., 2016).  

4 Composante épigénétique de la plasticité phénotypique 

De nos jours, il est bien établi qu’en plus de l’information génétique portée par la séquence de l’ADN, 

une autre information affecte le phénotype d‘un individu : c’est l’épigénétique (Bossdorf et al., 2008; 

Allis et al., 2015). En effet, les différents mécanismes épigénétiques engendrent des modifications de 

la structure de la chromatine et / ou de l’expression de gènes qui permettent l’élaboration à partir 

d’un génome de plusieurs épigénomes. Ces épigénomes seraient impliqués dans le déterminisme du 

phénotype via une transmission par méiose et / ou mitose (Figure 4 , Pikaard & Mittelsten Scheid, 

2014). Il est possible alors d’établir un lien logique entre l’épigénétique et la plasticité phénotypique 

(Figure 4).  

Divers travaux réalisés sur la plante modèle Arabidopsis thaliana ont apporté des arguments 

expérimentaux solides sur l’importance des mécanismes épigénétiques : dans la plasticité 

phénotypique (Baulcombe & Dean, 2014; Kooke et al., 2015), la transmission des caractères aux 

générations suivantes (Boyko & Kovalchuk, 2008) ou plus généralement à l’adaptation locale 

(Kawakatsu et al., 2016). Plus récemment, des études ont commencé à proposer l’intervention de 

mécanismes épigénétiques dans la plasticité des arbres en réponse aux changements climatiques 

(Blödner et al., 2007; Bräutigam et al., 2013; Conde et al., 2013; FoResTTraC 

(http://www.foresttrac.eu/index.php/project)). 

http://www.foresttrac.eu/index.php/project
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Figure 5 : Théorie de la préformation c’est-à-dire du développement à partir de minuscules corps 
déjà pré-formés (Hartsoeker, 1694). 

 

 

Figure 6 : Théorie de l’épigenèse vu par Aristote au 16ème siècle ou développement d’une forme 
organique individuelle (en bas à droite) dérivée de l’informe (Ruef, 1959). 
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II. L’épigénétique 

1 Du concept à la définition moderne de l’épigénétique 

1.1 Origines de l’épigénétique 

Au début des années 1930 Conrad Hal Waddington (1905-1975) se questionne sur la régulation 

génétique du développement. Dans ce contexte, Waddington prend l’initiative d’enrichir et d’expliciter 

le développement embryonnaire en y ajoutant le concept de gène considéré comme « unité de 

l’hérédité » non matérialisée, sans pour autant exclure d’autres facteurs comme ceux liés au 

cytoplasme (Waddington, 1939). Néanmoins, il entreprend tout d’abord de clarifier différentes notions 

telles que celle du gène comme « séquence d’ADN ». En effet, avant le courant de pensée de 

Waddington, le développement d’un embryon était abordé via le « champ embryonnaire » (région 

spatiale initiant le développement d’une structure complète) et non pas via le concept de gène. Afin 

d’établir un modèle cohérent Waddington se repose sur les deux grands dogmes de l’époque : la 

théorie de la préformation (organes préformés) (Figure 5) et de l’épigenèse (désignant la croissance et 

la différenciation embryonnaires) (Figure 6 ; Waddington, 1966; Van Speybroeck, 2002; Felsenfeld, 

2014). Ces visions lui ont permis de mélanger à la fois les concepts existants et les connaissances 

naissantes en embryologie. Il conçoit donc la préformation comme la génétique alors que l’épigenèse 

explique les idées de la biologie du développement, mettant en avant les interactions entre les 

éléments du zygote incluant les gènes. Waddington décide d’utiliser un néologisme afin d’illustrer sa 

façon de penser : 

« Epigenesis + Genetics = Epigenetics » 

Ainsi, la notion d’« épigénétique » fut-elle inventée et définie comme étant «tous les 

évènements menant à la mise en place du programme génétique du développement» (Waddington, 

1942b; Holliday, 2006). Puis il redéfinie l’épigénétique comme «branche de la biologie qui étudie les 

interactions causales entre les gènes et leurs produits établissant le phénotype» (Waddington, 1942b). 

D’après les pensées de Waddington, le phénotype est le produit d’une interaction complexe entre le 

génotype et l’épigénétique. De cette manière, l’épigénétique décrit le comportement des gènes lors 

du développement du zygote jusqu’à l’adulte, aboutissant à une nouvelle composante du phénotype, 

l’« épigénotype »: 

« Génotype + Epigénotype + Environnement = Phénotype particulier » 

Cette définition du terme « épigénétique », se focalise donc sur le rapport entre génotype, phénotype, 

et l’ensemble des processus environnementaux formant l’épigénotype. En 1957, il émet des 

suggestions sur le rôle de la génétique dans la régulation du développement (Waddington, 1957). 
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Figure 7 : Paysage épigénétique selon Waddington. Les billes de couleurs représentent le destin 
cellulaire qui va descendre la pente du paysage via différentes vallées possibles. Ce relief est façonné 
par l’interaction de gènes (cubes de couleur en bas) et de l’environnement (adaptée de Waddington, 
1957). 
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D’après son hypothèse, une population de cellules se différenciaient sous l’action des gènes et des 

constituants épigénétiques pour former un organisme lors du développement (Waddington, 1966). Il 

représente cette hypothèse sous la forme du « paysage épigénétique » ou « epigenetic landscape » 

(Figure 7). Dans cette illustration, le destin de la cellule est imagé par une bille et le terrain dont le 

relief est vallonné sur lequel la bille descend n’est pas défini clairement, mais modulé par les gènes et 

leurs mutations. Les « collines » représentent l’irréversibilité de la différentiation cellulaire. 

Waddington fait un parallèle évolutif, montrant que la mutation, par son action sur le développement 

et la morphologie, joue un rôle important dans l’évolution et la sélection naturelle (Van Speybroeck, 

2002). Malgré tout, le concept d’épigénétique de l’époque est loin de celui d’aujourd’hui. Certes, 

Waddington était conscient que l’«épigénotype» participait à la différentiation des cellules et pensait 

que la structure du chromosome était impliquée dans la modulation de l’expression des gènes 

(Waddington, 1962). Cependant, l’épigénétique de Waddington était centrée autour des gènes, « 

séquences d’ADN », tandis que l’épigénétique moderne allait nuancer cette importance. Il faudra 

attendre le début des années 1980, pour que les liens moléculaires entre génotype et phénotype 

commencent à être véritablement élucidés. 

1.2 Epigénétique moléculaire 

Depuis Waddington, les définitions du terme épigénétique ne cessent d’évoluer. Dans les années 1990, 

l’engouement important pour la biologie du développement permet la découverte de cas d’hérédité 

ne respectant pas les lois de Mendel, la paramutation par exemple. Celle-ci est le fruit d’une interaction 

entre les allèles d’un gène qui engendre un changement dans l’expression d’un des deux allèles 

héritable par mitose et / ou méiose (Holliday, 2006; Chandler, 2010). Le terme inventé quelques 50 

ans plus tôt d’épigénétique allait être remis au gout du jour. Dans les année 1990, Hollyday puis Russo 

et Riggs vont lui donner une vision plus large en la définissant comme « l’étude des modifications de 

la fonction des gènes, héritable lors de la mitose ou la méiose, et qui ne peuvent être expliquées par 

des changements de la séquence d’ADN » (Russo et al., 1996). Dans les années 2000, Andrew Bird en 

désaccord avec cette vision, tente de redéfinir la discipline en parlant « d’adaptations structurelles de 

régions chromosomiques de manière à inscrire, signaler ou perpétuer des états d’activité altérés » 

(Bird, 2007). Récemment l’épigénétique a été définie comme l’étude des modifications héritables dans 

l’expression des gènes et non expliquées par des changements dans la séquence de l’ADN (Bird, 2007; 

Bossdorf et al., 2008). 
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La définition de l’épigénétique constitue un perpétuel débat (Bird, 2007). Certains considèrent 

que l’épigénétique englobe tous les processus mis de côté par la séquence de l’ADN qui engendrent la 

production d’un phénotype héritable ou non (Hallgrímsson & Hall, 2011). D’autres défendent la 

nécessité de la notion de l’héritabilité car l’épigénétique est associée à la « soft inheritance » (Ho & 

Burggren, 2010). A cause de ces points de vue opposés, deux termes émergent : l’épigénétique 

(plasticité développementale et canalisation) et l’épigénétique héréditaire (transmission à la 

génération future) (Jablonka & Raz, 2009). Dernièrement, le consortium du « Roadmap Epigenomics 

Project » (http://www.roadmap epigenomics.org/overview) définit l’épigénétique comme « des 

modifications héritables dans l’activité et l’expression génique (cellule ou individu) mais aussi comme 

des altérations stables et de longue durée qui ne sont pas nécessairement héritables au niveau du 

potentiel transcriptionnel d’une cellule ». Dans notre cas, l’épigénétique sera définie comme l’étude 

de mécanismes qui, au niveau moléculaire affectent l’expression des gènes sans altérer la séquence 

de l’ADN et qui peuvent engendrer des changements potentiellement héritables dans le phénotype 

(Bossdorf et al., 2008; Richards, 2011; Ledón-Rettig, 2013). L’épigénomique correspond à l’analyse des 

changements de l’état de la chromatine et de ses marques au travers du génome autant à l’échelle de 

la cellule que celui de l’organisme (Xiao et al., 2014). 
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Figure 8 : Architecture du chromosome. Le chromosome est composé d’ADN enroulé autour d’un 
nucléosome constitué d’histones. Les histones sont des protéines chargées positivement ce qui permet 
une forte adhésion avec l’ADN autour des nucléosomes. Chaque nucléosome est composé d’ADN et 
de huit protéines histones (2H2A, 2H2B, 2H3 et 2H4). Les nucléosomes sont surenroulés pour former 
les fibres chromatiniennes qui elles-mêmes se compactent afin de former les chromatides du 
chromosome mitotique (adaptée de Annunziato, 2008). 

 

 

 

Figure 9 : Structure de la chromatine : euchromatine (A) et hétérochromatine (B).  
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2 Processus moléculaires 

2.1 Définition de la chromatine et changements structuraux 

Dans le noyau des cellules eucaryotes, l’ADN est organisé en une structure compacte constituée de 

nombreuses protéines nucléaires (histones) pour former la chromatine, porteuse de l’information 

génétique et épigénétique (Figure 8 ; Exner & Hennig, 2008). Cette structure dynamique présente 

différents états de condensation qui peuvent survenir en fonction de modifications biochimiques en 

réponse à un stress (Santos et al., 2017). Ces changements affectent la transcription, la réplication, la 

réparation de l’ADN, la recombinaison et la transposition ainsi que la ségrégation des chromosomes 

(Cuylen & Haering, 2011; Wright et al., 2012; Soria et al., 2012; Santos et al., 2017). L'unité 

fondamentale de la chromatine est le nucléosome, il est composé d’un octamère d’histones (deux 

histones H2A, deux H2B, deux H3 et deux H4) entouré de 147 pb d’ADN. Les nucléosomes sont 

régulièrement répétés et reliés par une région de liaison composée de 10 pb sur laquelle l’histone H1 

se fixe. Cet ensemble forme le nucléofilament qui peut être trouvé sous des niveaux d'organisation 

plus compacts, le niveau de condensation le plus élevé étant atteint au sein du chromosome 

métaphasique avec un surenroulement de la fibre chromatinienne (Figure 8 ; Kamakaka & Biggins, 

2005). Au sein du noyau interphasique, la chromatine est organisée en territoires fonctionnels avec 

deux états de condensation de la chromatine : l’euchromatine (structure relâchée permettant une 

forte transcription) et l’hétérochromatine (structure compacte et activité transcriptionnelle faible) 

(Figure 9A et B ; Santos et al., 2017). L’hétérochromatine se décompose en deux sous catégories : i) 

l’hétérochromatine constitutive présente au niveau des régions centromériques, péricentromériques 

et télomériques, riche en séquences répétées et pauvre en gènes, et ii) l’hétérochromatine facultative 

qui peut adopter de manière réversible des caractéristiques proches de l’hétérochromatine 

constitutive et qui contient notamment certains gènes non exprimés dans le type cellulaire étudié 

(Trojer & Reinberg, 2007). Les différents états de condensation de la chromatine sont réversibles et 

dépendants du niveau de méthylation, des formes d’histones présentes, de l’action combinée de 

différents complexes de remodelage de la chromatine ATP dépendants (voir Chapitre 3) mais aussi des 

protéines du groupe Polycomb (PcG) (état chromatinien répressif) ou thrithorax (trxG) (état 

chromatinien actif) qui agissent comme des enzymes histone - méthyltransférases (Qiu, 2006; Roudier 

et al., 2009; Köhler & Hennig, 2010; de la Paz Sanchez et al., 2015).
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Figure 10 : Détail des modifications pouvant avoir lieu sur les chaines latérales des quatre histones. 
Les lettres symbolisent la séquence en acides aminés (adaptée de Gräff & Mansuy, 2008 et Rodríguez-
Paredes & Esteller, 2011). 

 

 

Figure 11 : Distribution des modifications de la chromatine localisées au niveau des gènes et leur 
relation avec l’expression. Les marques de la chromatine ont été analysées en utilisant une approche 
à l’échelle génomique et sont représentées le long d’un gène schématisé d’Arabidopsis. Les régions 
indiquées sont les régions en amont et aval du site d’initiation de la transcription (TSS), le 5′ et 3′ UTR 
et la région codante. (+) et (−) indiquent respectivement l’état actif ou non de la transcription (Roudier 
et al., 2009).
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2.2 Marques de la chromatine 

2.2.1 Modifications et variants des histones 

Les quatre types d’histones du nucléosome sont constitués d’une queue terminale accessible pour des 

modifications post-traductionnelles ciblant certains acides aminés tels que la lysine, l’arginine, la 

sérine, la thréonine et la tyrosine (Figure 10 ; Rodríguez-Paredes & Esteller, 2011). Les modifications 

qui peuvent avoir lieu sont notamment les suivantes : l’acétylation et l’ubiquitinylation sur les acides 

aminées lysine ; la phosphorylation sur les acides aminées sérine, thréonine et tyrosine ; la 

citrullination sur les acides aminées arginine et la méthylation sur les acides aminées arginine et lysine 

(Zhang et al., 2007). Les fonctions jouées par les modifications sont diverses et dépendent à la fois i) 

du type de modification chimique, ii) du nombre de modifications (mono-, di- ou triméthylation par 

exemple), iii) de la combinaison avec d’autres modifications ainsi que iv) de la localisation sur le 

génome (Roudier et al., 2009 ; Roudier et al., 2011). Par exemple, les méthylations mono- et di- sur la 

lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me / H3K4me2) au niveau d’un gène ne présentent pas d’association 

avec la transcription alors que la triméthylation la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me3) est liée à 

l’activation de sa transcription (Figure 11 ; Roudier et al., 2009). 

De plus, le remplacement des histones conventionnelles par des variants d’histones constitue 

une autre possibilité de modifications de la chromatine. Les variants sont des isoformes non alléliques 

des histones conventionnelles et sont présents en très faibles quantités (Kiefer, 2007). Le nombre de 

variants détecté dépend de l’organisme étudié et de l’histone considérée. Chez les eucaryotes, les 

variants des histones H3 et H2 sont les plus représentés (Talbert & Henikoff, 2010) mais avec des rôles 

différents suivant leurs propriétés physico-chimiques. Par exemple, le variant macroH2A inhibe la 

transcription alors que H2ABbd la stimule (Gautier et al., 2004). 

2.2.2 ARN non codants 

Un autre mécanisme impliqué dans le contrôle épigénétique implique les ARN non codants (non 

traduits en protéines). A ce jour, plus d’une cinquantaine d’ARN non-codants de tailles variables ont 

été caractérisés tels que les micro-RNA (miRNA), les « small interfering RNAs » (siRNA), les « long non 

coding RNAs » (lncRNA)… (Cech & Steitz, 2014). Ils occupent chacun des fonctions spécifiques 

n’induisant pas tous des modifications épigénétiques (les micro-RNA) mais étant majoritairement 

impliqués dans l’inhibition post-transcriptionnelle de gènes (Esteller, 2011). Chez les plantes 

essentiellement les siRNA participent à la régulation transcriptionnelle via la méthylation de l’ADN 

mais aussi post-transcriptionnelle en agissant directement sur les mRNA (Holoch & Moazed, 2015). Les  
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Figure 12 : Processus de conversion d’une cytosine non méthylée en 5-méthylcytosine. SAM 
correspond à « S-adénosyl méthionine » groupement donneur de méthyle (−CH3). Une enzyme ADN 
méthyltransférase est nécessaire pour la réaction de méthylation au niveau d’une cytosine (Jammes & 
Renard, 2010). 

5-méthylcytosine Cytosine non méthylée 
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siRNA sont synthétisés chez les plantes à partir de l’ARN polymérase pol IV et sont associés à des 

protéines de la famille ARGONAUTE. Ce complexe siRNA et protéine ARGONAUTE se fixe sur la 

séquence cible, recrute des enzymes de méthylation de l’ADN, de modifications des histones et de 

remodelage de la chromatine afin d’induire sa répression chromatinienne. Les siRNA peuvent aussi 

diriger la méthylation des cytosines de l’ADN via la voie des RNA-directed DNA Methylation (RdDM) 

(Matzke & Mosher, 2014) (voir paragraphe « 2.2.2.3.4. Mécanisme de méthylation et de 

déméthylation» ; Figure 16). 

2.2.3 Méthylation de l’ADN 

Au sein de notre étude nous allons nous focaliser sur la méthylation de l’ADN en raison de sa fréquence 

de transmission par division cellulaire, de ses rôles vis-à-vis de l’expression des gènes et de la stabilité 

des éléments transposables (ET) comme cela a été démontré chez la plante modèle Arabidopsis 

thaliana (Baubec et al., 2014; Yang et al., 2015). Dans le groupe des eucaryotes, il a été possible 

d’identifier deux catégories de méthylation : les m6A et les m5C. La méthylation des cytosines est la 

plus répandue parmi les génomes des eucaryotes (Niederhuth et al., 2016). Dans la suite de cette 

thèse, le terme méthylation de l’ADN fera toujours référence à la méthylation des cytosines. 

2.2.3.1 Découverte de la méthylation des cytosines 

En 1925, Johnson et Coghill ont découvert la pyrimidine 5-méthylcytosine à partir d’ADN de 

Mycobacterium tuberculosis (Johnson & Coghill, 1925). C’est seulement dans les années 1950 que la 

5-méthylcytosine a été identifiée dans l’ADN de plusieurs animaux et dans le germe du blé (Wyatt, 

1950, 1951). Les années suivantes ont permis de faire un bond grâce à de multiples évaluations de la 

méthylation des cytosines de l’ADN sur un grand nombre de plantes telles que la betterave, le riz, le 

maïs, le tournesol et le coton (Thomas & Sherratt, 1956; Ergle & Katterman, 1961). La méthylation des 

cytosines de l’ADN serait donc universelle chez les plantes, les champignons et les animaux et 

posséderait un spectre important de variations. En 2009, Lister et Ecker décrivent cette modification 

épigénétique comme la 5ème base de l’ADN (Lister & Ecker, 2009). De nos jours, la méthylation des 

cytosines et la structure de la chromatine sont au cœur d’une multitude d’études montrant leur rôle 

dans des processus biologiques tels que la régulation de l’expression des gènes (Niederhuth & Schmitz, 

2016), la morphogenèse et l’organogenèse (Teyssier et al., 2008; Zhong et al., 2013; Zemach et al., 

2013), l’empreinte parentale (Satyaki & Gehring, 2017), l’inhibition des ET et d’autres séquences 

répétées (Cui & Cao, 2014) et la régulation transcriptionnelle des gènes (Niederhuth & Schmitz, 2016). 
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Figure 13 : Analyse de taux de méthylation à l’échelle du génome pour les différents contextes de méthylation (A) 
mCG, (B) mCHG, and (C) mCHH. (D) Proportion de la contribution de chaque contexte de méthylation au sein de la 
méthylation globale (mC) (adaptée de Niederhuth et al., 2016). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14 : Distribution du taux de méthylation (%) pour les séquences répétées (A) et au sein des corps des gènes 
(B) de chaque espèce. Les différents contextes de méthylation sont représentés : mCG, mCHG et mCHH. Les espèces 
sont organisées en fonction des relations phylogénétiques existant entre-elles. Deux espèces sont mises en évidence 
P. trichocarpa en orange et Arabidopsis thaliana en rouge (adaptée de Niederhuth et al., 2016). 
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2.2.3.2 Réaction de méthylation des cytosines 

La méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un groupement méthyle (−CH3) sur le carbone en 

position 5 d’une cytosine, pour créer une 5-méthylcytosine (5mC). Ce groupement provient de la S-

adénosyl-L-méthionine grâce à l’action d’enzymes de types ADN méthyltransférases (DNMTase) 

(Figure 12 ; Jammes & Renard, 2010). 

2.2.3.3 Distribution de la méthylation  

On retrouve la méthylation de l’ADN chez les plantes dans trois contextes nucléotidiques distincts : 

CpHpG, CpG et CpHpHp où H peut être associé à A, C ou T. Les plantes se distinguent par une alternance 

de domaines, méthylés et non méthylés, dispersés, présents à la fois au niveau des gènes, des 

séquences répétées et des transposons ; ce qui constitue un profil « mosaïque de méthylation » 

(Zemach et al., 2010b; Schübeler, 2015). 

La méthylation des cytosines en contexte CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) est la seule bien 

conservée à la fois chez les plantes et les animaux. Chez les plantes, la majorité des cytosines est 

méthylée dans ce contexte mais avec des intensités de méthylation montrant une grande variabilité 

entre espèces. En effet, dans le génome d’Arabidopsis, la méthylation des sites CpG représente 24 % 

des cytosines méthylées (Cokus et al., 2008; Niederhuth et al., 2016) alors qu’elle en concerne environ 

40 % chez le peuplier et près de 60 % chez le riz (Feng et al., 2010). De plus, la proportion de cytosines 

méthylées en contexte CpHpG et CpHpH est pratiquement nulle chez les Mammifères, à l’exception 

des cellules souches embryonnaires (25 % en CpHpG et / ou CpHpH peuvent être méthylées) (Patil et 

al., 2014). Ce type de méthylation est particulièrement bien décrit chez les plantes : 6,7 % et 1,7 % des 

cytosines sont méthylées respectivement en contexte CpHpG et CpHpH chez Arabidopsis (Cokus et al., 

2008), contre 20,9 % et 3,25 % chez le peuplier (Feng et al., 2010). De manière plus générale, la 

méthylation de l’ADN parmi les espèces de plantes varie d’un facteur 3 pour le contexte CG, 9 pour 

CHG et 16 pour CHH (Figure 13 ; Niederhuth & Schmitz, 2016; Niederhuth et al., 2016).  

Au sein des génomes, il existe une hétérogénéité d’une part au sein des proportions des 

niveaux de méthylation entre les différents contextes et d’autre part au niveau de la répartition des 

cytosines. La méthylation de l’ADN est très souvent associée à l’hétérochromatine présente au niveau 

des régions centromériques et péricentromèriques. Chez les plantes, le pourcentage de méthylation 

des cytosines des régions géniques du génome est 2 à 10 fois moins important que celui des régions 

répétées mais dépend du contexte de méthylation (Feng et al., 2010; Niederhuth et al., 2016). Au 

niveau des régions géniques, la méthylation en CpG est de 25 % chez Arabidopsis, 30 % chez le peuplier 

et 50 % chez le riz alors qu’au niveau des régions riches en séquences répétées elle est de l’ordre de 
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Figure 15 : Représentation schématique de la méthylation de maintenance et de la méthylation de 

novo régulées par les DNMTases sur les dinucléotides CpG (Cartron et al., 2015). 
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75 %, 90 % et 85 % respectivement. Des profils similaires de répartition de la méthylation en fonction 

des contextes non CpG sont observés (Figure 14 ; Cokus et al., 2008; Feng et al., 2010; Niederhuth et 

al., 2016). Ces divergences parmi les génomes peuvent être expliquées par trois facteurs distincts : i) 

l’activité des mécanismes de la méthylation de l’ADN, ii) la taille et iii) l’architecture du génome. Il 

existe deux types de méthylation : une méthylation symétrique en CpG et CpHpG copiée après la 

réplication de l’ADN et une méthyaltion asymétrique en CpHpH établie de novo à la suite de chaque 

cycle de réplication de l’ADN (Sahu et al., 2013). Ces différents mécanismes de novo et de maintenance 

sont développés ci-dessous (Figure 15). 

2.2.3.4 Mécanismes de méthylation et de déméthylation 

Les mécanismes de mise en place de novo et / ou de maintenance de la méthylation de l’ADN chez les 

plantes sont modulés par les voies enzymatiques impliquant des ADN méthyltransférases (DNMTase) 

(Cartron et al., 2015; Satyaki & Gehring, 2017). Le processus de méthylation de novo est aujourd’hui 

très bien caractérisé alors que la méthylation de maintenance impliquant une propagation semi-

conservative de la méthylation en liaison avec la réplication est moins bien comprise. 

La méthylation dite de maintenance permet la conservation des cytosines méthylées (patrons 

de méthylation pré-existants) lors de la réplication de l’ADN, guidée par la méthylation présente sur le 

brin d’ADN d’origine (Figure 15 ; Niederhuth & Schmitz, 2016). Cette voie nécessite l’action de trois 

méthyltransférases chez les plantes : CMT3, MET1 et DRM2. La méthylation des sites CpHpG est 

reconnue par une histone méthyltransférase appelée KRYPTONITE (KYP) qui diméthyle la lysine 9 de 

l’histone H3 (H3K9me2). H3K9me2 permet ensuite la fixation de l’enzyme chromométhyltransférase, 

CMT3 spécifique aux plantes, afin de maintenir la méthylation dans ce contexte donné (Rigal et al., 

2012; Kim & Zilberman, 2014). La méthylation des sites CpG est maintenue par l’ADN 

méthyltransférase MET1, et par un cofacteur VARIATION IN METHYLATION 1 (VIM1) pouvant 

reconnaitre l’ADN hémi-méthylé lors de la réplication (Niederhuth & Schmitz, 2016). Pour finir, une 

enzyme homologue CMT2 qui fonctionne comme CMT3 et DRM2 une «DOMAIN REARRANGED 

methyltransferases » catalyse le processus de la méthylation des cytosines dans les trois contextes et 

maintient aussi la méthylation des cytosines en contexte CHH lors de la division cellulaire. Le maintien 

de la méthylation des sites CHH nécessite les siRNA. De fait, la méthylation des sites CHH doit être ré-

établie à chaque réplication de l’ADN grâce à deux méthyltransférases DRM1 et 2 et via une voie 

appelée RNA-directed DNA methylation (RdDM). La voie RdDM est aussi responsable de la méthylation 

de novo quel que soit le contexte nucléotidique (Kim & Zilberman, 2014). De récentes études rajoutent 

une complexité supplémentaire à la méthylation de maintenance de l’ADN en suggérant que de 

multiples méthyltransférases peuvent contribuer à la conservation des cytosines dans les trois  
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Figure 16 : La voie RdDM. Un ensemble du modèle de contrôle de la transcription de la méthylation 
via RNA-directed DNA methylation (RdDM) est représenté. A gauche, l’ARN polymérase IV (Pol IV) 
dépendante de la formation des petits ARN interférents (siRNA), Pol IV permet la transcription d’un 
ARN simple brin qui est copié par RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) pour former un ARN 
double brins (dsRNA) avec l’aide du remodeleur de la chromatine CLASSY 1 (CLSY1). Grâce à l’action de 
DICER-LIKE 3 (DCL3), le dsRNA est coupé en fragments de 24 nt de siRNA qui seront méthylés par HUA 
ENHANCER 1 (HEN1) au niveau de leur extrémité 3’ et incorporés dans ARGONAUTE 4 (AGO 4). 
SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 (SHH1) se fixe sur H3K9me et interagit avec Pol IV et le 
recrute dans le but de cibler des séquences. Au milieu l’ARN Pol V régule la méthylation de novo, Pol 
V transcrit l’ARN d’un scaffold qui s’associe avec AGO4. AGO4 est recruté au travers de l’interaction 
avec Pol V et avec KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1 (KTF1). Puis, RNA-DIRECTED 
DNA METHYLATION 1 (RDM1) et DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) catalysent 
la méthylation de novo. Le recrutement de Pol V peut être facilité par SUVH2 ou SUVH9 qui se fixent à 
l’ADN méthylé. A droite, la position des nucléosomes est ajustée par le complexe SWI / SNF qui 
interagit avec le complexe IDN2 (INVOLVED IN DE NOVO2)-IDP(IDN2 PARALOGUE) qui s’associent avec 
l’ARN du scaffolds Pol V (Matzke & Mosher, 2014). 



I n t r o d u c t i o n  g é n é r a l e  
 

45 

contextes (Zemach et al., 2013) mais aussi les remodeleurs de la chromatine ATPases tels que DDM1 

(Chapitre 3 ; Jeddeloh et al., 1998) et DRD1 (Kanno et al., 2005). 

La méthylation de novo, permet l’ajout de groupements méthyles (-CH3) sur de nouvelles 

cytosines en dehors de la phase de réplication (Figure 15). Ce processus permet l’apparition de 

nouveaux profils de méthylation déterminés grâce aux siRNA impliqués dans la voie RdDM spécifique 

aux plantes (Figure 16  ; Matzke & Mosher, 2014). Cette voie peut être décomposée en trois étapes 

clés. Tout d’abord, les transcrits de l’ARN polymérase « Pol IV » sont associés à RNA-DEPENDENT RNA 

POLYMERASE 2 (RDR2) pour former un ARN double brin (dsRNA) avec l’aide du remodeleur de la 

chromatine CLASSY 1 (CLSY1). Puis, le dsRNA est coupé en fragments de 24 nucléotides de siRNA grâce 

à l’action de DICER-LIKE 3 (DCL3) qui seront méthylés par HUA ENHANCER 1 (HEN1) au niveau de leur 

extrémité 3’ et incorporés dans ARGONAUTE 4 (AGO 4) afin d’être chargés dans le noyau. Pour finir, 

SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 (SHH1) se fixe sur H3K9me, interagit et recrute Pol IV dans 

le but de cibler des séquences. AGO 4 permet aussi de mobiliser les ADN méthyltransférases actives 

DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 1 (DRM1) et DRM2 nécessaire pour la méthylation de 

novo de l’ADN ciblé et ceci dans les trois contextes possibles (Matzke & Mosher, 2014; Kawashima & 

Berger, 2014). De façon similaire à l’ARN polymérase Pol IV, l’ARN polymérase Pol V régule la 

méthylation de l’ADN de novo ou les altérations de la chromatine impliquant les modifications des 

histones, la conformation et la position des nucléosomes au sein de la chromatine (Figure 16 ; Matzke 

& Mosher, 2014). Cette voie RdDM semble ne pas exister dans l'hétérochromatine péricentromérique. 

De fait, les modifications au sein de cette région telles que la méthylation de la lysine 9 sur l'histone 3 

(H3K9me) et la méthylation de l’ADN surviennent donc indépendamment des siRNA et reposent sur le 

remodeleur de la chromatine DDM1 (voir Chapitre 3), la méthyltransférase MET1 et des 

chromométhylases CMT3 et CMT2 (Matzke & Mosher, 2014). 

Bien que la méthylation de l’ADN soit une marque épigénétique assez stable, il est possible de 

constater une réduction des taux de méthylation au cours du développement des plantes (Li et al., 

2015). Les méthylations de maintenance et de novo chez les plantes sont contre-balancées par la 

déméthylation de l’ADN. Celle-ci peut être induite par deux mécanismes : elle se fait de façon passive 

ou active (Meyer, 2015). La déméthylation passive à lieu pendant la réplication de l’ADN. En effet, le 

brin d’ADN néoformé lors de la réplication n’est pas méthylé car CMT3 et MET1 sont inactivées (Zhu, 

2009). La déméthylation active résulte de l’activité des ADN glycosylases en combinaison avec la voie 

de réparation de l’ADN nommée « Base Excision Repair » (BER) (Satyaki & Gehring, 2017). Il existe 

quatre types d’ADN glycosylases chez Arabidopsis : le 5-méthylcytosine DNA glycosylase REPRESSOR 

OF SILENCING 1 (ROS1), DEMETER (DME), DEMETER-LIKE 2 (DML2) et DEMETER-LIKE 3 (DML3). Ces 

enzymes enlèvent la 5-méthylcytosine et insèrent une cytosine non méthylée (Ikeda & Kinoshita, 

2008). 
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Figure 17 : Les quatre états principaux de la chromatine chez Arabidopsis (Roudier et al., 2011). (A) 
Distribution des quatre états chromatiniens (CS) le long du chromosome 4. Chaque domaine est 
coloré selon son état chromatinien. K : masse hétérochromatique et C : centromère. (B) Composition 
des quatre CS avec la distribution des 12 marques de la chromatine au sein de chaque CS (25 % (rose 
clair) à 100 % (violet foncé) de sondes contenant les marques). (C) Relation entre les CS et leur 
expression. 

 

Figure 18 : Les caractéristiques distinctes des loci génomiques propres à chaque état chromatinien. 
Les régions blanches représentent d’autres états chromatiniens qui n’ont pas été représentés afin de 
simplifier l’illustration (Sequeira-Mendes et al., 2014). 

A 
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Un point majeur sur la méthylation de l’ADN concerne son interaction complexe avec les autres 

marques de la chromatine. En effet, de nombreuses interactions ont été découvertes ces dernières 

années entre la méthylation de l’ADN, les marques histones (Du et al., 2015) et les petits ARN 

notamment via la voie RdDM (Matzke & Mosher, 2014). L’analyse intégrative de toutes ces marques a 

d’ailleurs amené à la notion de domaines de la chromatine. 

2.2.4 Domaines de la chromatine 

Au-delà de l’hétérochromatine et de l’euchromatine, il existe différents états dépendant à la fois des 

marques de la chromatine et de leurs combinaisons. Chaque état est caractérisé par des spécificités 

incluant à la fois la méthylation de l’ADN, le type de séquences de l’ADN, les (variants des) histones et 

leurs modifications. De plus, la position des nucléosomes pouvant varier, la répartition dans le génome 

n’est pas fixe et est influencée de manière tissu-dépendante. Cette grande diversité de la composition 

de la chromatine a des conséquences importantes par exemple sur le transcriptome mais aussi sur la 

réplication du génome (Lee et al., 2010; Dorn & Cook, 2011). Chez les plantes, un premier effort pour 

identifier les états de la chromatine a été réalisé sur Arabidopsis thaliana en utilisant des informations 

sur la méthylation de l’ADN et les marques histones sur le chromosome 4 (Roudier et al., 2011). Dans 

cette étude, quatre états chromatiniens avaient pu être identifiés: i) 1er état, il est riche en marques 

histones, possède un taux moyen de méthylation et des gènes fortement exprimés ; ii) 2ème état, il est 

riche en H3K4me2 et H3K27me2-3, aucune méthylation de l’ADN n’est détectable et est constitué de 

gènes réprimés caractéristiques des protéines du groupe Polycomb (Köhler & Hennig, 2010) ; iii) 3ème 

état, il est riche en H3K9me2 et H4K20me1, possède un taux important de méthylation et la majorité 

des ET ; iv) dernier état, associé à aucune modification particulière et est plutôt situé au niveau des 

régions intergéniques (Figure 17). 

Récemment, une étude a mis en évidence qu’il existerait non pas quatre états chromatiniens 

mais neuf en utilisant 16 marques des chromatines. Ces états sont caractérisées par différentes 

combinaisons impliquant les histones, les régions génomiques, la densité de nucléosomes et les 

variants d’histones (Figure 18 ; Sequeira-Mendes et al., 2014). Ainsi cette étude peut servir de base 

pour anticiper les profils d’expression des gènes à partir des combinaisons complexes définissant les 

domaines de la chromatine. 
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Figure 19 : Méthodes couramment utilisées pour les analyses de la méthylation de l’ADN. (A) Ces 
techniques impliquent la fragmentation de l’ADN génomique grâce à la digestion par des enzymes de 
restriction ou la sonication. L’ADN génomique est ensuite enrichi par des MBD « methyl-CpG binding 
domain » ou des anticorps, ou convertis par traitement bisulfite ou par oxydation TET. Pour finir, cet 
ADN est analysé par une plateforme microarray ou de séquençage. (B) L’analyse de la méthylation de 
l’ADN à l’échelle d’une seule cellule implique son isolement. Les points bleus représentent les cytosines 
méthylées et les vides les cytosines non méthylées (Yong et al., 2016).  
 

             

Figure 20 : Vue d’ensemble du taux de méthylation de l’ADN à l’échelle du génome (GMLs) chez 32 
espèces d’Angiospermes en fonction de la taille du génome (A) et du nombre total de séquences 
répétées (B). Les données ont été déterminées par séquençage bisulfite du génome entier. GMLs est 
un estimateur du pourcentage de toutes les cytosines qui sont méthylées à l’échelle du génome. Les 
ajustements des régressions phylogénétiques montrent que la taille du génome est corrélée 
positivement avec GMLs (expliquant environ 14 % des variations interspécifiques GMLs (Varexpl.)) et 
que le nombre total de séquences répétées annotées est aussi corrélé positivement (expliquant 
environ 6 % des variations interspécifiques (Varexpl.)) (Vidalis et al., 2016). 

A B 

A B 
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3 Méthylation de l’ADN chez les plantes 

3.1 Méthylome : dix ans d’analyses 

Ces dernières années, de nombreuses recherches ont permis d’établir que les marques de la 

chromatine sont dans certains cas héritables (mitose ou méiose) et sont présentes dans tous les 

génomes des plantes (Takuno et al., 2016; Niederhuth et al., 2016). Les premières études réalisées sur 

le méthylome d’Arabidopsis ont permis de révéler un taux de méthylation globale des cytosines de 

10,5 %, une densité de méthylation importante au niveau des ET et séquences répétées et un taux de 

méthylation intermédiaire au niveau des corps des gènes principalement en CG pour près de 30 % des 

gènes (Kakutani et al., 1996; Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007; Cokus et al., 2008; Lister et al., 

2008). De nombreuses méthodes d’analyse de la méthylation à l’échelle génomique sont disponibles 

de nos jours (Plomion et al., 2016; Yong et al., 2016). Elles utilisent des anticorps anti-5-méthycytosine 

ou un traitement au bisulfite couplé à des analyses de type microarray ou de séquençage à haut débit 

(Figure 19 ; Yong et al., 2016 ;. La méthode de référence actuelle est le « Whole Genome Bisulfite 

Sequencing » (WGBS ; https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/ 

products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf; Figure 9 du Chapitre 3). La méthylation de l’ADN 

peut affecter : la mobilité des ET, l’expression des gènes ; la variabilité phénotypique, la stabilité des 

génomes, la polyploïdisation, les recombinaisons et l’hétérosis (Miura et al., 2001; Chen, 2007; 

Johannes et al., 2009; Chen, 2010; Colome-Tatche et al., 2012; Kim et al., 2015b; Zhang et al., 2016). 

Cette large gamme de modifications contrôle activement les réponses face aux changements 

environnementaux, aux pathogènes, mais est aussi impliquée dans le « priming » (Zhang, 2012; 

Conrath et al., 2015; Secco et al., 2015; Meyer, 2015; Espinas et al., 2016). Une avancée considérable 

a été réalisée sur les mécanismes moléculaires qui contrôlent la méthylation de l’ADN. Toutes ces 

données, font de la méthylation de l’ADN un facteur clé de l’évolution des plantes mais aussi pour les 

sélectionneurs (Springer, 2013; Vidalis et al., 2016).  

L’émergence de méthylome établie à haute résolution par WGBS entre des études inter- et 

intra-spécifiques permet à la communauté d’avoir un nouveau regard sur l’évolution du rôle de la 

méthylation de l’ADN chez les plantes. Aujourd’hui des analyses de méthylomes comparatives inter-

spécifiques ont été réalisées incluant les groupes taxonomiques majeurs tels que les Angiospermes, 

les Gymnospermes, les Fougères, et les plantes non vascularisées. Une étude intra-spécifique a aussi 

pu être menée sur plus de 1000 collections d’Arabidopsis thaliana (Kawakatsu et al., 2016; Vidalis et 

al., 2016). Ces analyses permettent à la communauté scientifique de mieux anticiper l’évolution des 

méthylomes. En effet, à long terme cette dernière serait un produit dérivé des changements 

génomiques dépendant à la fois de la quantité d’ET, des séquences répétées, de la taille du génome et  

https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/%20products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/%20products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf
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Figure 21 : Profil d’expression des gènes en fonction de la localisation de la méthylation au niveau 
du promoteur ou du corps du gène. Les boîtes à moustaches représentent la moyenne de l’expression 
pour quatre catégories distinctes en fonction de différents tissus. Les quatre catégories sont les 
suivantes : gènes non méthylés (noir), méthylés (promoteur et corps du gène, gris clair), méthylés au 
niveau du promoteur (gris foncé), méthylés au niveau du corps du gène (gris) (Vining et al., 2012). 

 

         

Figure 22 : Interaction entre la méthylation de l’ADN et au niveau de l’expression des gènes. (A) 
Méthylation en contexte CG au niveau du corps du gène chez le riz. Les lignes pointillées représentent 
à gauche l’extrémité 5’ et à droite l’extrémité 3’. Les gènes en cause sont classés en cinq groupes en 
fonction de leur niveau de transcription (Zemach et al., 2010b). (B) Comparaison du niveu 
d’expression des gènes chez Arabidopsis : au niveau des promoteurs méthylés, des corps des gènes 
méthylés et les gènes non méthylés par rapport à l’ensemble des gènes (Zhang et al., 2006). 

A B 
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des mutations génétiques (Figure 20). A court terme, l’évolution du méthylome semble être fortement 

régulée par des changements aléatoires et héritables tels que les épimutations qui ont lieu assez 

fréquemment et sont indépendantes du fond génomique (Vidalis et al., 2016). 

3.1.1 Méthylation des gènes  

Aujourd’hui, les effets de la méthylation de l’ADN sur l’expression des gènes sont fortement discutés 

(Meyer, 2015; To et al., 2015; Kawakatsu et al., 2016; Niederhuth & Schmitz, 2016; Espinas et al., 2016; 

Seymour & Becker, 2017; Bewick & Schmitz, 2017). En effet, on considèrait de façon évidente 

auparavant que cette méthylation était associée à une marque répressive des modifications de la 

chromatine. Aujourd’hui, ce point de vue a évolué (Niederhuth & Schmitz, 2016). Chez le peuplier, la 

méthylation au niveau du corps des gènes est corrélée à une expression tissu spécifique et révèle un 

effet plus répressif sur la transcription par rapport à celui qu’elle exerce lorsqu’elle est présente au 

niveau des promoteurs (Figure 21 ; Vining et al., 2012; Lafon-Placette et al., 2013). A contrario une 

étude a mis en évidence que la méthylation du corps des gènes dans le contexte CG, spécifique aux 

Angiospermes, est associée à un effet important et ceci plus particulièrement pour les gènes exprimés 

de manière constitutive (Figure 22A et B ; Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007; Zemach et al., 

2010b). Il existe une relation parabolique entre la méthylation dans le corps des gènes et leur 

expression, les gènes exprimés à un niveau intermédiaire ont un taux de méthylation plus élevé (Figure 

22 A ; Zilberman et al., 2007; Zemach et al., 2010b). Lors de la réponse à un stress abiotique, l’altération 

de la méthylation présente au niveau du corps des gènes participe à l’activation transcriptionnelle d’un 

petit nombre de gènes et l’inhibition des promoteurs cryptiques de la transcription au sein du gène 

(Zilberman et al., 2007; Karan et al., 2012; Garg et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016). Cette 

méthylation à hauteur des corps des gènes engendre au niveau des sites d’initiation et de terminaison 

de la transcription (TSS et TTS) un appauvrissement du contexte CG méthylé (Zilberman et al., 2007). 

Ceci rend encore plus complexe les relations entre méthylation et expression des gènes car la 

méthylation au niveau des TSS est à elle seule dans certain cas suffisante pour engendrer une 

répression (Niederhuth et al., 2016). 

De plus, de nombreuses études ont montré que la méthylation de l’ADN au niveau des 

promoteurs affecte les facteurs de transcriptions qui par conséquent impactent l’expression du gène 

mais l’interaction inverse semble également possible (Figure 23 ; Zhu et al., 2016). Ainsi les facteurs de 

transcription sont considérés comme des lecteurs et des effecteurs de la méthylation des promoteurs 

des gènes (Zhu et al., 2016). En effet, récemment une étude a montré que chez Arabidopsis 72 % des 

facteurs de transcription montrent une faible affinité quand la séquence cible est méthylée, 4 % 

préférent l’ADN méthylé et 24 % ne révélent aucune différence (O’Malley et al., 2016). Il y a peu des,  
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Figure 23 : Schéma présentant les deux concepts traditionnels (A et B) et les deux émergents (C et 
D) sur les interactions réciproques entre l’action des facteurs de transcription (FT) et la méthylation 
de l’ADN. (A) Les facteurs de transcription se fixent habituellement sur les profils d’ADN non méthylé 
(cercles blancs) au niveau de l’euchromatine. Cependant de telles interactions peuvent être 
perturbées par la méthylation au niveau des sites CpG (cercles noires). (B) Alternativement, les 
protéines reconnaîssanrt les CpG méthylés (MBD) peuvent être recrutées par la méthylation de 
l’ADN et faire concurrence aux FT via leur meilleure affinité au niveau des sites de méthylation CpG. 
(C) La méthylation de l’ADN peut créer de nouveaux sites de fixation pour les FT (D) Les facteurs de 
transcription peuvent être capables de reconnaître différentes séquences avec ou sans méthylation 
de l’ADN (Zhu et al., 2016).

A 
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travaux ont mis en évidence que la méthylation en CG des gènes chez les plantes est surtout localisée 

au niveau des exons et jouerait un rôle dans l’épissage en modulant comme chez les Mammifères la 

fixation de certains facteurs de transcription en interrompant l’ARN polymérase II (Wang et al., 2016c). 

Pour finir, les gènes fortement méthylés sont enrichis en fonctions d’entretien chez les invertébrés (To 

et al., 2015; Niederhuth & Schmitz, 2016). De nombreux exemples de gènes méthylés en réponse à un 

stress ou lors de proceesus développementaux posent la question du rôle biologique de cette 

méthylation « gene body » chez la plante (Meyer, 2015; Kawakatsu et al., 2016). En conclusion, 

aujourd’hui on considère que la méthylation de l’ADN dans les gènes jouerait un rôle significatif mais 

mineur dans l’expression de certains gènes (Seymour & Becker, 2017). Cependant, la méthylation des 

gènes participerait de manière notable en liaison avec les ET à une « boîte à outils » évolutive. Cette 

« boîte à outils » évolutive serait capable de modifier l’expression de gènes ou d’éléments régulateurs. 

Elle pourrait aussi interagir avec les facteurs de transcription et permettrait d’établir des modules 

d’expression des gènes pour des processus biologiques majeurs et essentiels à l’adaptation des plantes 

à leur environnement (Kawakatsu et al., 2016; Rey et al., 2016). 

3.1.2 Méthylation et activité des éléments transposables  

Les ET ont été découverts par Barbara McClintock en 1940 chez le maïs comme étant des éléments 

génétiques mobiles pouvant altérer l’expression des gènes et induire des recombinaisons 

chromosomiques (Cui & Cao, 2014). Ils ont majoritairement la forme de séquences répétées et sont 

localisés préférentiellement dans les régions péricentromériques et centromériques des chromosomes 

des plantes ayant des génomes de petites tailles (Quadrana & Colot, 2016). En effet, les ET constituent 

30 à 90 % des génomes des plantes, environs 30 % dans le petit génome d’Arabidopsis (140 Mpb), plus 

de 80% dans le génome moyen du maïs (2 700 Mpb) et environs 90 % dans le grand génome de blé (17 

000 Mpb) (Vitte & Bennetzen, 2006). L’intégrité du génome de la plante dépend de l’inhibition des ET 

par la méthylation de l’ADN (Lisch, 2009). Afin de protéger leur génome et de minimiser les effets des 

mutations que peuvent avoir les ET, les plantes ont développé de nombreuses voies de régulations 

incluant les ARN interférents (RNAi), la méthylation de l’ADN et la modification des histones. Ces 

différents mécanismes sont particulièrement efficaces car malgré l’abondance des ET dans le génome 

des plantes, ils sont inactivés dans la plupart du temps. 

La fonction primaire de la méthylation de l’ADN serait d’inhiber la transcription et le 

mouvement des ET pour protéger le génome de leurs effets délétères (Gehring & Henikoff, 2008; 

Kumar et al., 2013). Elle rend aussi non disponible les enzymes transposases (TPase) et donc empêche 

l’accès des TPases aux ET (Vaughn et al., 2007). L’activation des transposons due à la perte de la 

méthylation crée des réarrangements tels que de nouveaux réseaux de régulations des gènes  
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Figure 24 Exemple de deux épiallèles naturels (A) Chez Linaria vulgaris des fleurs à la symétrie anormale apparaissent. 
Le phénotype « pélorique » est dû à l’hyperméthylation du locus CYCLODIA engendrant l’inhibition du gène contrôlant 
la symétrie florale (Cubas et al., 1999). (B) Chez la tomate, des fruits qui ne mûrissent pas apparaissent. Le phénotype 
« CNR » est dû à l’hyperméthylation du promoteur au niveau du locus CNR engendrant l’inhibition du gène contrôlant 
le mûrissement du fruit (Manning et al., 2006). 

 
Figure 25 : Processus biologiques impliquant les siRNA et des composants de la RdDM. (A) RdDM est impliquée dans 
la défense contre quelques pathogènes et affecte le développement de tumeurs. (B) De nombreux éléments 
transposables (bleu) sont inhibés par RdDM, ce qui promeut la stabilité du génome. (C) Les siRNA et la machinerie 
RdDM sont impliqués dans la spéciation des cellules germinales femelles et peuvent être impliqués dans 
l’établissement et la maintenance de l’empreinte parentale. (D) Etablissement d’épiallèles via la RdDM, la production 
de siRNA peut méthyler à nouveau l’ADN après la perte de marques épigénétiques; (E) Régulation par les siRNA des 
interactions entre génomes maternels et paternels lors de l’hybridation ; (F, G et H) Communication entre cellules et 
diffusion intercellulaires entre le pollen et cellules germinales mâles (bleu), entre tissus somatiques et mégaspores 
femelles (rose) ou entre endosperme et embryon après fertilisation (vert) (Matzke & Mosher, 2014). 
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(Le et al., 2015). En effet, les ET peuvent avoir un impact sur l’expression des gènes situés à proximité 

ce qui engendre une dérégulation de celui-ci. Ces variations de l’expression d’un gène peuvent être 

héritables et sont donc à l’origine d’épimutations dont les exemples les plus connus sont illustrés par 

le cas du gène CNR chez la tomate et de CYCLODIA chez Linaria vulgaris (Figure 24 ; Cubas et al., 1999; 

Manning et al., 2006). Dans ces deux exemples, il y a une augmentation de la méthylation sur les 

séquences des ET localisés en 5’ ce qui réprime le gène considéré. La dynamique de la méthylation des 

cytosines contribue aux changements au cours de l’évolution (Lisch, 2012; Rey et al., 2016). Par 

exemple, les mutants ddm1 d’Arabidopsis qui renferment un niveau de méthylation faible, ont un taux 

de transposition accru par rapport à la lignée sauvage et l’insertion de transposons dans les gènes 

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

3.1.3 Méthylations et petits ARN 

Chez les eucaryotes, la transcription permet l’émergence d’un grand nombre de classes de petits et 

longs ARN non codants qui possèdent une multitude de fonctions dont la régulation de la structure de 

la chromatine et celle de la méthylation de l’ADN au plan de son amplification et de sa maintenance 

(Figure 25 ; Cech & Steitz, 2014; Holoch & Moazed, 2015; Lewsey et al., 2016). Ils sont aussi impliqués 

dans la régulation de l’expression d’un grand nombre de gènes au cours du développement et lors de 

l’exposition à un stress. En effet, en réponse à ces processus biologiques une myriade de petits ARN 

est produite de façon à générer de la variabilité épigénétique potentiellement transmissible à la 

descendance. Le maintien sur plusieurs générations d’un stress pourrait ainsi permettre de 

sélectionner des individus qui présentent le répertoire de petits ARN et l’épigénome le mieux adapté 

(Sarkies & Miska, 2014; Borges & Martienssen, 2015).Par ailleurs, les petits ARN mobiles influencent 

préférentiellement la méthylation en contexte non CG au niveau des loci associés avec des classes de 

transposons spécifiques tels que les petits rétrotransposons trouvés dans les régions riches en gènes 

et influençant leur expression de manière indirecte (Lewsey et al., 2016). De plus, la diffusion d’ARN 

non-codants aux cellules voisines et dans toute la plante a été mise en évidence il y a plusieurs années 

(Figure 25 ; Molnar et al., 2011). Cependant, récemment des études soulignent le rôle des sRNA 

comme signaux mobiles de l’inhibition des gènes. En effet, très peu de gènes codant pour des protéines 

sont régulés par des sRNA mobiles. Ces gènes ont des fonctions très diversifiées ce qui montre qu’ils 

sont indispensables pour un bon développement de la plante. Les petits ARN mobiles sont capables de 

bouger dans des tissus méristématiques mais aussi « méïotiquement » actifs où ils peuvent altérer la 

méthylation de l’ADN et l’expression des gènes (Lewsey et al., 2016). De plus, les lncRNA jouent un 

rôle dans l’activation ou la répression de gènes cibles (Holoch & Moazed, 2015) et les hetsiRNA (petit  
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Figure 26 : Méthylation globale de l’ADN (%) au niveau des plantes juvéniles (âgées de trois semaines) et matures 
(âgées de six mois) de Coker 315-11 (coton) déterminée par HPLC. Les points avec diverses lettres montrent une 
différence significative analysée par des tests ANOVA et TUKEY (P < 0,01) (Osabe et al., 2014). 

 
Figure 27 : Les phénotypes spécifiques à ddm1/ddm1 sont propagés via autopollinisation (réduction de la dominance 
apicale et des feuilles par exemple) (Kakutani et al., 1996). 

 
Figure 28 : Méthylation globale de l’ADN (%) au sein du méristème apical de peuplier quantifiée par HPLC sur la 
période comprise entre l’entrée (13 Janvier-13J) et la sortie (14 Avril-14A) de dormance. Les points avec diverses 
lettres montrent une différence significative analysée par des tests ANOVA et TUKEY (P < 0,01) (Condes et al., soumis ; 
Annexe 4). 

budbrust 
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ARN interférant hétérochromatique) contrôlent d’importants mécanismes épigénétiques tels que 

l’ « imprinting » et la paramutation (Figure 25 ; Borges & Martienssen, 2015). 

3.2 Méthylation et développement 

Des variations de la méthylation de l’ADN ont lieu entre différents tissus ce qui révèle bien la présence 

d’une certaine régulation exercée par la méthylation de l’ADN (Figure 26 ; Osabe et al., 2014). En effet, 

des régions différentiellement méthylées ont été identifiées entre plusieurs organes chez Arabidopsis 

(Ruiz-García et al., 2005), le peuplier (Vining et al., 2012), le maïs (Lu et al., 2008), le sorgho (Zhang et 

al., 2011) et le coton (Osabe et al., 2014). La méthylation de l’ADN varie aussi au cours du 

développement des tissus (Zhong et al., 2013). Les organes matures (feuilles matures, graines, fruits) 

sont souvent hyperméthylées par rapport aux organes immatures (endospermes, apex de la tige, 

jeunes feuilles, tiges et racines des plantules) (Teyssier et al., 2008; Zemach et al., 2010a). En effet, les 

mutants ddm1 d’Arabidopsis qui possèdent un taux de méthylation altéré (hypométhylé) ont permis 

de répertorier des phénotypes anormaux (Figure 27 ; Kakutani et al., 1996; Vassileva et al., 2016 ; 

Chapitre 3). 

Par ailleurs la méthylation intervient dans des processus développementaux tels que la levée 

de dormance, le développement floral, le déterminisme sexuel (Figure 28 ; Conde et al., 2013; Song et 

al., 2013, 2015; Yang et al., 2015; Conde et al., soumis (Annexe 4)). Par exemple, chez Arabidopsis lors 

de la période de floraison beaucoup de cytosines sont méthylées de novo entre le stade 

méristématique et fleur précoce et beaucoup seront déméthylées entre le stade fleur précoce et fleur 

tardive (Yang et al., 2015). Il a également été montré chez le palmier à huile que la perte de méthylation 

sur un ET « karma » provoque son activation induisant l’expression d’une forme tronquée d’un gène 

homéotique de la floraison. Cette anomalie se répercute par la suite sur le développement du fruit 

(variant « mantle ») et la production d’huile (Ong-Abdullah et al., 2015). Chez le peuplier il a été 

possible d’observer quel que soit le sexe, une hyperméthylation des bourgeons dormants en 

comparaison aux bourgeons actifs (Figure28; Conde et al., 2013 ; Conde et al., soumis (Annexe 4)). Bien 

que ce phénomène ne dépende pas du sexe, la méthylation joue un rôle dans la différentiation sexuelle 

avec une augmentation de celle-ci lors de la dormance au sein des deux sexes. Cependant lors de la 

levée de la dormance, les fleurs femelles révèlent une diminution moins importantes de leur taux de 

méthylation par rapport aux fleurs mâles (Song et al., 2013). Une étude récente a mis en évidence chez 

des « Epigenetic recombinant inbred lines » ou « epiRIL » ddm1 d’Arabidopsis hypométhylés que 

l’initiation de la floraison et la longueur des racines sont liés à des profils de la méthylation de l’ADN 

au niveau de régions différentiellement méthylées (DMR) (Cortijo et al., 2014). Enfin, il vient d’être 

montré que la déméthylation active de l'ADN est essentielle au contrôle de la maturation dans la  
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Figure 29 : Les mécanismes de l’empreinte parentale au sein de l’endosperme au niveau du locus 
FWA d’Arabidopsis. L’activité de DEMETER (DME) en amont des « repeats », est présumée avoir lieu 
uniquement dans les cellules centrales de l’œuf et non pas dans les spermatozoïdes. Elle forme une 
première empreinte qui résulte en une expression du gène maternel spécifique (Rodrigues & 
Zilberman, 2015). 
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tomate (Liu et al., 2015). 

Pour finir, de nombreuses études ont mis en évidence un lien entre la méthylation de l’ADN 

etl’empreinte génomique qui génère des différences dans l’expression des gènes. L’emprunte 

parentale se déroule dans l’endosperme quand les copies maternelle et paternelle héritées 

s’expriment différemment. Cette empreinte est impliquée dans le développement de la graine (Ikeda 

& Nishimura, 2015). L’exemple le plus connu associé à une empreinte est l’allèle maternel du gène 

FWA qui est hypométhylé et ainsi exprimé avant fécondation (Figure 29 ; Ikeda & Nishimura, 2015; 

Rodrigues & Zilberman, 2015). Ces études confortent l’idée que la méthylation de l’ADN est cruciale 

pour un bon développement car elle fluctue en fonction de l’organe, du tissu dans les phases 

végétative et reproductive du cycle de la vie de la plante. La méthylation de l’ADN change aussi en 

fonction de l’environnement. 

3.3 Méthylation et réponse à des changements de l’environnement 

Les plantes ont développé des mécanismes complexes leur permettant de s’adapter à des contraintes 

environnementales variées et l’un de ces mécanismes utilise les variations de la méthylation de l’ADN 

qui déclenchent des changements dans l’expression de gènes ou de l’activité des ET (Walsh & Xu, 2006; 

Chinnusamy & Zhu, 2009; Boyko & Kovalchuk, 2011; Bräutigam et al., 2013; Khan et al., 2015; Meyer, 

2015). Des études ont ainsi montré l’existence de variations de la méthylation de l’ADN qui pourraient 

participer à la réponse des différentes espèces lors de contraintes biotiques et abiotiques chez 

différentes plantes (Boyko et al., 2010; Bilichak et al., 2012; Karan et al., 2012; Wang et al., 2014; 

Meyer, 2015). La plus grande difficulté est de prouver que ces variations sont la cause et non la 

conséquence de la réponse de la plante et participerait activement à son acclimatation / adaptation 

(Meyer, 2015). Une première évidence est la présence d’une modification de la méthylation de l’ADN 

directement au niveau de certains gènes impliqués dans sa réponse (Choi & Sano, 2007; Tricker et al., 

2012; Song et al., 2012; Meyer, 2015). Par exemple, chez le soja lors d’un stress salin, il a été possible 

de constater une réduction de la méthylation de l’ADN et une activation transcripionnelle des gènes 

qui codent pour des facteurs de transcription liés à la réponse au stress. De plus, il a été montré que 

la voie RdDM réduit l’activité transcritpionnelle et la rétrotransposition lors de fortes températures 

(Ito et al., 2011) en liaison avec une meilleure tolérance à celles-ci (Popova et al., 2013; Kim et al., 

2015a). La méthylation de l’ADN varie aussi en réponse à des contraintes biotiques (Fortes & Gallusci, 

2017). Ainsi, en utilisant des mutants met1 et drm1 drm2 cmt3 il a été possible de montrer que la 

méthylation de l’ADN jouait un rôle dans la résistance à Pseudomonas syringae (Dowen et al., 2012). 

Dans la majorité des cas, la méthylation de l’ADN est un phénomène réversible. Par exemple lorsque 

le riz est soumis à un stress hydrique puis ré-arrosé la plupart des modifications de la méthylation de 
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Table 1 : Exemple de l’empreinte d’une multitude de stress chez différentes espèces de plantes et 
leurs conséquences (Crisp et al., 2016). 

 

Table 2 : Exemples de l’empreinte transgénérationelle du stress chez les plantes (Crisp et al., 2016). 
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l’ADN induites par le stress reviennent à leurs états initiaux après ré-arrosage (Wang et al., 2011). 

Cependant, une autre évidence vient de la stabilité des variations de la méthylation de l’ADN induites 

en réponse à la contrainte. 

En effet, certains cas ont maintenant été décrits avec une mémoire de ces variations de 

méthylation. On parle alors de « priming ou prégermination » ou de « mémoire du stress » (Table 1 et 

2 ; Crisp et al., 2016 ). Deux études récentes ont apporté des résultats très significatifs sur ce sujet chez 

le riz et chez des plants d’Arabidopsis lors de contraintes abiotiques (Secco et al., 2015; Wibowo et al., 

2016). Dans la première étude sur le riz cultivé avec une carence en phosphate suivie d’un apport en 

phosphate, les auteurs ont montré que les ET proches des gènes induits par l'environnement sont 

réprimés par hyperméthylation. Ils ont ainsi établi une hiérarchie temporelle entre les changements 

transcriptionnels et épigénétiques en réponse à un stress (Secco et al., 2015). La deuxième étude a été 

réalisée chez Arabidopsis soumis à des contraintes osmotiques répétées (Wibowo et al., 2016). Les 

auteurs ont observé une mémoire du stress héritable sur au moins une génération et qui est perdue 

progresssivement si le stress n’est plus répété. Cette mémoire transitoire repose sur la machinerie de 

méthylation de l'ADN et est transmise par la lignée germinale femelle en raison d’une activité d’ADN 

glycosylase dans la lignée germinale mâle (Wibowo et al., 2016). De plus, les séquences ciblées par les 

modifications épigénétiques agissent comme des contrôleurs à distance de la production de longs ARN 

antisens non-codants qui régulent l’expression des gènes ciblés en réponse au stress (Figure 30). 

Malgré ces quelques exemples, certains auteurs estiment que le phénomène de mémoire du stress 

pourrait impliquer plusieurs mécanismes moléculaires (Figure 31 ; Crisp et al., 2016). Ainsi, pendant la 

phase de récupération, le métabolisme des ARN, les mécanismes de répression post-traductionnel des 

gènes et la méthylation de l'ADN dirigée par les ARN joueraient un rôle clé dans la réinitialisation de 

l’épigénome et du transcriptome et pourraient ainsi modifier la mémoire (Figure 31). 
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Figure 30 : Modèle montrant la régulation 
épigénétique dépendante du stress au niveau de CNI1. 
Chez la lignée sauvage, la déméthylation de la DMR en 
réponse au stress hyperosmotique stimule l’expression 
des lncRNA (CNI1-AS1) qui engendre la répression de 
CNI1. Dans les mutants possédant une insertion et 
délétion, la régulation de CNI1-AS1 est réduite, affectant 
la réduction de l’expression de CNI1 dépendante du 
stress. Dans les lignées transgéniques possédant une 
insertion d’un frangment d’ADN dans une « hairpin », la 
déméthylation des DMR induite par le stress est 
contrecarré par la méthylation déclenchée par cette 
« hairpin ». RdDM : RNA directed DNA methylation 
activity, RDD : DNA methylation activity, les cercles 
blancs et noirs indiquent les cytosines non méthylées et 
méthylées (Wibowo et al., 2016). 

 

 

 

 
Figure 31 : La mémoire du stress et les voies 
moléculaires de récupération. (A) Un exemple 
théorique de la formation de la mémoire, les transcrits 
induits par le stress (ligne bleue) répondent au stress 
initial, simultanément avec les molécules du signal et la 
chromatine (ligne rouge). Lors de l’exposition à un 
second stress, les molécules du signal présentes et la 
conformation de la chromatine conservée (ligne pleine) 
permettent de répondre au stress. La période de 
récupération est un moment critique (ligne pointillée) 
car la mémoire peut être soit supprimée soit conservée 
lors de cette période. (B) Les changements de la 
chromatine induits par le stress peuvent être 
temporaires ou persister pour agir comme une mémoire 
du stress. (C) Les molécules du signal peuvent faciliter la 
mémoire car elles peuvent agir pendant le processus de 
récupération (ABA retarde la reprise de la croissance 
pour empêcher la réparation de l’embolie). (D) L’activité 
de KEA5 (antiporteur de potassium) accélère la 
récupération en relâchant l’activité de NPQ (non 
photochemical quenching). (E) Répression épigénétique 
de FLC : elle permet la dispersion de H3K27me3 pendant 
le retour de la chaleur. (F) La décomposition de l’ARN 
réduit le taux de transcrits induits par le stress (Crisp et 
al., 2016). 
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3.4 Méthylation, processus transgénérationnels et évolutifs 

L’héritabilité des marques de la chromatine par méiose permet la transmission de cette information 

sur une ou plusieurs générations. On parle alors respectivement d’épigénétique intergénérationnelle 

et transgénérationelle. Les études les plus concluantes à ce sujet ont été réalisées à partir de lignées 

epiRIL, lignées isogéniques qui possèdent des profils de méthylation de l’ADN divergents ; obtenues 

par le croisement d’un plant témoin avec un plant mutant met1 ou ddm1 (Reinders et al., 2009; 

Johannes et al., 2009). Les modifications de la méthylation induites inhibent l’expression des gènes en 

engendrant la compaction de la chromatine. Ces marques sont à la fois dépendantes de 

l’environnement et héritables sur plusieurs générations (i.e, ≥ 8) (Reinders et al., 2009; Johannes et al., 

2009). Ces études ont mis en évidence : i) une héritabilité stable des variations de la méthylation de 

l’ADN qui peut avoir lieu au niveau d’un grand nombre de sites sur tout le génome (Reinders et al., 

2009); ii) la stabilité des épiallèles induits qui est plus ou moins importante au cours des générations 

(Fortes & Gallusci, 2017). De plus, contrairement aux variations de la méthylation de l’ADN qui ont lieu 

au cours du développement, les variations transgénérationnelles de la méthylation de l’ADN 

impliquent une absence de réinitialisation du profil de méthylation au niveau des cellules germinales 

ou de l’embryon précoce et pourraient ainsi refléter un échec de reprogrammation (Fortes & Gallusci, 

2017). 

Plusieurs études ont essayé de comprendre l’implication de cette marque dans la plasticité 

transgénérationnelle (Meyer, 2015; Herman & Sultan, 2016). Quelques travaux ont mis en évidence 

chez une plante pérenne Boechera stricta une meilleure tolérance de plantes descendantes de parents 

ayant déjà changé la méthylation de leur ADN en réponse à une sécheresse (Alsdurf et al., 2016). La 

méthylation de l’ADN est aussi impliquée dans la tolérance transgénérationelle lors de différents stress 

tels que lors d’un stress salin chez Arabidopsis (Boyko et al., 2010; Bilichak et al., 2012), ou d’un déficit 

en nutriment chez le riz (Kou et al., 2011) ou encore d’une résistance à une attaque d’un pathogène 

chez le tabac (Kathiria et al., 2010). Ainsi, il est désormais admis que les plantes possèdent la capacité 

de maintenir une mémoire suite à l'exposition à un stress et de la transmettre à la génération suivante 

(Figure 32 ; Wibowo et al., 2016; Crisp et al., 2016; Bilichak & Kovalchuk, 2016). Les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à ce phénomène ne sont pas encore tous élucidés (Wibowo et al., 2016). Il 

reste à expliquer comment s’effectue le choix  de cette transmission, et si un tel processus est aléatoire 

ou dirigé et séquence spécifique (Bilichak & Kovalchuk, 2016). A ce sujet, une étude récente sur des 

mutants d’Arabidopsisis ddm1 et mom1 a révélé une fonction importante de ces enzymes 

précédemment non identifiée. En effet, DDM1 et MOM1 sont impliqués dans la réinitialisation rapide 

des états épigénétiques induits par le stress et ainsi prévenienent la transmission par mitose de ces 
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Figure 32 : L'utilisation de motifs de liaison ADN-ADN fusionnés à l'ADN méthyltransférase pour l'introduction des 
motifs de méthylation de l'ADN au niveau de sites spécifiques. Les domaines de liaison d'ADN modifiés, y compris 
TALEs et dCas9, peuvent être fusionnés soit aux domaines d’ADN méthyltransférase soit aux domaines d’ADN 
déméthylase afin d'introduire ou d'éliminer la méthylation de l'ADN à des loci sélectionnés. Autant sur la 
transformation stable que sur l’expression transitoire des constructions recombinantes dans les cellules végétales, 
nous nous attendons à ce qu'une empreinte spécifique de méthylation de l'ADN soit établie, conduisant à la régulation 
négative ou une régulation ascendante de l'expression des gènes en fonction de la construction utilisée. Dans le cas 
d'une transformation stable, les plantes de la génération T1 seront des plantes transgéniques hétérozygotes. Les 
étapes suivantes comprendront la séparation du transgène et la sélection des plantes avec une altération de leur profil 
de méthylation de l'ADN au niveau des loci ciblés (Bilichak & Kovalchuk, 2016). 

 
Figure 33 : (A) Heatmap représentant les corrélations entre la méthylation à l’échelle du génome entier pour un 
contexte de méthylation (colonnes) et des variables environnementales / géographiques (lignes). Pre., précipitation; 
Temp., température spécifique. (B) La fraction au sein des collections contenant la variation de la méthylation à 
l’échelle du génome entier (tous les contextes confondus) expliquée par les SNP (Kawakatsu et al., 2016). 

A 

B 
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états (Iwasaki & Paszkowski, 2014). 

Au final, ces études ne permettent pas de parler d’évolution car souvent elles se limitent à 

deux, voire trois générations ou bien elles montrent que les modifications de la méthylation de l’ADN 

disparaissent progressivement au bout de quelques générations (Akimoto et al., 2007; Wibowo et al., 

2016). Il a cependant été montré que les profils de méthylation de l’ADN sont transmis sur plus de 30 

générations chez arabidopsis ce qui ouvre les discussions sur un possible rôle de la méthylation de 

l’ADN au niveau micro-évolutif1 (Figure 35 ; Schmitz et al., 2011; Becker et al., 2011; Schlichting & 

Wund, 2014; Rey et al., 2016). 

La plasticité de l’épigénétique héréditaire jouerait donc un rôle important dans la réponse 

immédiate de l’organisme aboutissant à la mise en place d’un phénotype avantageux qui pourrait être 

fixé durablement par des processus génétiques (i.e., canalisation ou assimilation génétique) pour 

aboutir à une adaptation (Waddington, 1942a,b; Mirouze & Paszkowski, 2011; Schlichting & Wund, 

2014; Rey et al., 2016). Un étude récente chez Arabidopsis a ainsi montré le lien fort entre les profils 

de méthylation de l’ADN chez plus de 1000 collections et leur adaptation à leur climat d’origine (Figure 

33; Kawakatsu et al., 2016). Une autre étude a aussi montré, cette fois-ci sur le chêne, que les SNP 

retrouvés dans les loci qui contenaient des variants de la méthylation de l’ADN (SMP) montraient une 

différentiation plus importante. Ceci est en accord avec un rôle de la méthylation de l’ADN dans 

l’adaptation locale (Platt et al., 2015). Une autre étude récente a montré que les SMP sont localisés 

près des gènes et sont en déséquilibre de liaison avec les variants uniques des nucléotides (SNP), tous 

deux agissant sur l’expression des gènes (Meng et al., 2016). Néanmoins, ces auteurs concluent que la 

régulation épigénétique, bien que significative, apparait faible en termes de nombre de loci affectés 

et d'ampleur des effets comparée à l'effet des SNP. 

Le challenge principal pour la théorie de l’adaptation épigénétique est donc d’identifier des 

loci génomiques qui engendrent des changements épigénétiques en réponse aux conditions 

environnementales altérant leur expression de manière héritable et qui amélioreraient la capacité de 

la plante à s’adapter aux nouvelles conditions (Meyer, 2015). Ces études participeraient à mieux 

comprendre qu’elle est la part des mécanismes épigénétiques dans le cadre de la théorie de 

l’évolution, un sujet qui fait actuellement polémique (Danchin et al., 2011 ; Miska & Ferguson-Smith, 

2016).  

                                                           
1 Relatif à l’évolution sur une période de temps réduite (quelques générations) au sein d’une même espèce ou  
d’une population donnée (Rey et al., 2016) 
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Figure 34 : Illustration de l'intervention de l'empreinte et du rôle de l'épigénétique dans 
l'amélioration de la production des cultures et de la qualité des aliments (Rodríguez López & 
Wilkinson, 2015).



I n t r o d u c t i o n  g é n é r a l e  
 

67 

Une autre application de ces travaux se situe dans le cadre de l’amélioration des plantes 

cultivées (Figure 34 ; Rodríguez López & Wilkinson, 2015; Bilichak & Kovalchuk, 2016). En effet, la 

capacité de fixer la « mémoire du stress » au travers des générations mais aussi l’identification de 

gènes affectés lors de la réponse au stress représentent des outils pertinents pour les sélectionneurs 

(Rodríguez López & Wilkinson, 2015). Une composante épigénétique de traits complexes (epiQTL) a 

d’ailleurs été rapportée chez Arabidopsis en exploitant les fameuses epiRIL (Cortijo et al., 2014). 

Certains auteurs envisagent enfin de coupler ces données en épigénétique avec les biotechnologies 

émergentes [TALE (effecteurs de type activateur de transcription) et dCas9 (nucléase faiblement 

désactivée)] pour modifier les profils de méthylation sur des loci spécifiques en vue de générer des 

plantes plus tolérantes aux contraintes environnementales (Bilichak & Kovalchuk, 2016).  
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Figure 35 : L’effet lors de l’évolution de l’activation de la machinerie des ET et de la composante épigénétique dans 
les cellules souches et germinales en réponse au stress. (A) Lors du stress, l'activation de la machinerie des ET et de 
la composante épigénétique dans les cellules somatiques induit des réponses plastiques au travers: (i) de la 
méthylation et / ou des modifications des queues d'histones; (ii) de la transcription des ET codée par des ARN non 
codants (ncRNA); et (iii) de la levée de la répression épigénétique et la mobilisation des ET dans les cellules somatiques, 
menant à la mosaïque somatique. (B) les modifications épigénétiques induites dans les cellules germinales. Les 
phénotypes résultant peuvent être stabilisés au cours des générations (héritage épigénétique transgénérationnel). (C) 
Le stress peut induire la levée de la répression épigénétique des ET dans les cellules germinales, entraînant la 
mobilisation des ET dans le génome. Les phénotypes résultants sont ainsi transmis à la prochaine génération. 
Cependant, comme les ET nouvellement insérés sont des cibles de la répression épigénétique, les phénotypes 
héréditaires dans certains cas sont réversibles. (D) Le stress peut induire des modifications des profils épigénétiques 
pouvant entraîner des changements génomiques irréversibles soit directement (effet mutagène) ou indirectement par 
la suppression de la répression épigénétique des ET et leur mobilisation au travers du génome. Comme dans (B) et (C), 
le stress perçu dans les cellules somatiques peuvent induire la production de ncRNA circulant qui peut modifier 
l’épigénome des cellules germinales à distance [flèche pointillée de de (A) à (B), (A) à (C) et de (A) à (D)] (Rey et al., 
2016). 
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III. Problématique de l’équipe d’accueil et objectifs de la thèse 

1 Epigénomique chez les arbres : une des dix avancées majeures de ces 

dernières années (Plomion et al ., 2016 - Publication 1) 

L’état de l’art qui précède a montré l’importance des mécanismes épigénétiques et notamment de la 

méthylation de l’ADN chez les plantes au cours de leur développement ou en réponse à des contraintes 

environnementales (Figure 35). De nombreuses questions sont encore en cours. Les arbres qui sont 

des organismes sessiles et pérennes représentent un modèle original pour se poser la question du rôle 

de la méthylation de l’ADN. Le déclin actuel de la forêt en liaison avec les changements climatiques en 

cours interrogent sur la capacité de plasticité phénotypique et d’adaptation des arbres, mécanismes 

pour lesquelles la méthylation de l’ADN est impliquée. Dans cette dernière partie de l’introduction, il 

semble important de décrire les connaissances acquises sur ce sujet (sous forme d’un extrait d’une 

revue publiée dont je suis co-auteur ; Plomion et al., 2016) pour aboutir à la présentation des travaux 

et du modèle biologique de l’équipe de recherche dans laquelle s’est déroulée ma thèse. 

L’article Plomion et al. (2016) intitulé « Forest tree genomics: 10 achievements from the past 10 

years and future prospects » publié dans le numéro spécial des 50 ans de la revue « Annals of Forest 

Science » relate les dix grandes avancées des dix dernières années en génomique des arbres forestiers :  

1. Les génomes séquencés des arbres  

2. La génomique développementale 

3. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques  

4. Les interactions moléculaires 

5. L’épigénomique des arbres : une nouvelle dimension de la prédiction du phénotype lors de 

changements environnementaux 

6. Génomique et écologie : les réponses génomiques aux questions écologiques 

7. La génomique intégrative entre phylogéographie et phylogénie 

8. Les associations génotype-phénotype 

9.  La génomique de la conservation  

10. La génomique et la sélection  

J’ai co-rédigé avec le Professeur S. Maury la partie 5 sur l’épigénomique chez les arbres. Pour simplifier 

la lecture de la thèse l’article est présenté en Annexe 1. 
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2 Le peuplier un modèle de plante pérenne séquencé 

Le peuplier est une essence d’intérêt économique majeur. En effet, elle est l’une des trois premières 

essences feuillues en matière de volume de bois récolté alors qu’elle ne représente que 2 % des 

surfaces boisées (FAO, 2008). Les peupleraies sont localisées dans les plaines alluviales et nécessitent 

beaucoup d’eau pour avoir une productivité maximale. 

D’un point de vue biologique, le peuplier présente l’avantage de se multiplier aisément par 

bouturage et d’avoir une croissance très rapide. Ces facultés intrinsèques, permettent de conduire des 

expérimentations sur des individus génétiquement identiques, sur un temps relativement court pour 

un arbre. De plus, le clone « 717-1B4 » (P. tremula × P. alba) est sensible à Agrobacterium tumefaciens 

ce qui permet la création de mutants permettant l’étude de la fonction de gènes in planta (Leplé et al., 

1992 ; Busov et al., 2005).  

En termes de ressources génétiques, la populiculture française repose majoritairement sur des 

peupliers hybrides de clones euraméricains (P. deltoides x P. nigra) ou de clones interaméricains (P. 

deltoides x P. trichocarpa), issus principalement des programmes d’amélioration. En France, le 

programme d’amélioration génétique du peuplier est géré par le Groupement d’Intérêt Scientifique 

(GIS) Peuplier (créé en 2001). Le génome du peuplier fait partie des petits génomes, 500 Mpb, soit 4 

fois celui d’Arabidopsis thaliana et 50 fois plus petit que le génome du pin maritime. C’est le premier 

arbre dont le génome a été séquencé à partir d’un individu femelle de l’espèce P. trichocarpa 

(Nisqually-1) (Tuskan et al., 2006). De nombreuses cartes génétiques sont disponibles pour différentes 

espèces parentes (pour exemple, Cervera et al., 2001 ; Jorge et al., 2005 ; Gaudet et al., 2008). Depuis, 

le séquençage, l’assemblage et l’annotation sont en continuelle évolution et disponibles sur différentes 

bases de données publiques tels que Phytozome (http://www.phytozome.net/). La version 3 du 

génome est actuellement disponible avec une profondeur de 10 X et 423 Mpb, dont 388 Mpb répartie 

sur les 19 chromosomes du peuplier. Les 35 Mpb restant se répartissent sur 1 446 scaffolds de plus 

petite taille. Dans cette version de l’annotation, 41 335 loci correspondant à des modèles de gènes ont 

été identifiés, avec potentiellement 73 013 transcrits ayant diverses fonctions biologiques. 

3 Travaux de l’équipe ARCHE et hypothèse de travail 

Les prédictions concernant les changements globaux prévoient un impact majeur sur la disponibilité 

en eau,  particulièrement au niveau des latitudes moyennes, qui serait en relation avec le déclin 

observé de la forêt (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014; Allen et al., 2010 ; voir le 

préambule de cette thèse). 

http://www.phytozome.net/
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Figure 36 : Schéma présentant l’hypothèse de travail de l’axe épigénétique qui se focalise sur la caractérisation de 
l’importance de ces mécanismes dans la réponse des arbres aux changements climatiques. Les variations de 
l’environnement se répercuteraient sur le fonctionnement du méristème apical caulinaire par le biais de modifications 
de la chromatine. Ces modifications induiraient des changements de l’expression de gènes qui permettraient le 
changement de morphogenèse et donc de phénotype. Différentes échelles dans le temps et l’espace en liaison avec 
les variations de la disponibilité en eau sont envisagées pour caractériser la dynamique de ce processus.  
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Dans ce contexte s’insèrent les travaux de l’équipe « Arbres et Réponses aux Contraintes 

Hydriques et Environnementales ; ARCHE » USC13208 (INRA) du LBLGC (EA1207) de l’Université 

d’Orléans (http://www.univ-orleans.fr/lblgc/arche) sous la direction du professeur S. Maury. Ils ont 

pour but de développer une approche intégrative visant à caractériser par une analyse 

écophysiologique et moléculaire notamment épigénétique, les variations phénotypiques de caractères 

complexes chez les arbres comme l’efficience d’utilisation de l’eau (WUE), la tolérance à la sécheresse 

ou encore la résistance à la cavitation (Monclus et al., 2006; Marron et al., 2006; Fichot et al., 2010; 

Chamaillard et al., 2011; Bräutigam et al., 2013 ; Lafon-Placette et al., 2013). Le modèle biologique de 

ces études est le peuplier qui est particulièrement sensible à la sécheresse et présente une diversité 

génétique importante. Deux approches sont développées au sein de l’équipe ; i) une approche 

fondamentale avec une caractérisation lors de changements climatiques de la capacité des plantes à 

s’acclimater via la plasticité phénotypique et ii) une approche appliquée car cette compréhension des 

mécanismes physiologiques permettrait au sélectionneur de choisir le matériel génétique le mieux 

adapté mais aussi de conserver la variabilité génétique existante.  

L’axe épigénétique, animé par le professeur S. Maury, fonde ses projets en interaction avec 

l’axe écophysiologie, animé par le professeur F. Brignolas, qui a montré une gamme importante de 

plasticité phénotypique pour certains caractères comme l’efficience d’utilisation de l’eau ou la 

tolérance à la cavitation lors de variations de la disponibilité en eau. Les travaux de l’équipe se sont 

focalisés sur la méthylation de l’ADN en raison de la stabilité de cette marque, de sa fréquence de 

transmission par mitose et / ou méiose et des facilités d’étude par des méthodes récentes en 

génomique (MeDIP et WGBS). Ainsi, des hypothèses sur le rôle de la méthylation de l’ADN dans la 

plasticité phénotypique des arbres sont avancées mais peu de données expérimentales sont 

disponibles à ce jour (Gourcilleau et al., 2010 ; Bräutigam et al., 2013 ; Lafon-Placette et al., 2013 ; Zhu 

et al., 2013 ; Plomion et al., 2016). Notre hypothèse de travail est que le contrôle épigénétique 

s’effectue au niveau de l’apex caulinaire, centre de morphogenèse de la tige feuillée (Figure 36). Ainsi 

les modifications de méthylation de l’ADN dans les cellules méristématiques de l’apex caulinaire (MAC) 

contrôleraient l’expression de réseaux de gènes ou l’activité de ET ce qui modifierait le programme 

développemental de la tige feuillée en réponse à des variations de l’environnement. Cette hypothèse 

permet ainsi de proposer un lien entre les mécanismes épigénétiques et la plasticité phénotypique 

développementale.  

Différentes études en épigénétique ont déjà été réalisées chez le peuplier (Plomion et al., 

2016). A l’échelle globale, des études sur la méthylation des peupliers ont permis de mettre en 

évidence des relations entre le niveau de méthylation global de l’ADN dans le MAC et le niveau de 

production de biomasse aérienne du génotype (Gourcilleau et al., 2010). Des variations génotype-

dépendantes de la méthylation globale de l’ADN ont également été trouvées en réponse à un déficit 

http://www.univ-orleans.fr/lblgc/arche
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hydrique (Gourcilleau et al., 2010; Raj et al., 2011) ainsi qu’en relation avec l’origine géographique des 

arbres (Raj et al., 2011). Dans cette dernière étude, une base épigénomique aux variations 

transcriptomiques qui sont génotype- et origine-dépendantes a été proposée. Plus récemment, une 

étude du méthylome du peuplier a été entreprise à l’aide des techniques de MSAP, MeDIP ou WGBS 

(Feng et al., 2010 ; Rodríguez et al., 2012 ; Song et al., 2012 ; Vining et al., 2012 ; Lafon-Placette et al., 

2013 ; Mensaert et al., 2014). Les grandes pistes étudiées ont alors permis d’élucider les 

caractéristiques de la méthylation de l’ADN chez le peuplier en relation avec les gènes et leur 

expression dans différents contextes. Par exemple, l’analyse menée au sein de notre laboratoire 

(LBLGC) sur le méthylome du peuplier a montré qu’au moins 75 % des modèles de gènes étaient dans 

la fraction de l’euchromatine. Les variations de méthylation sont observées en fonction de l’expression 

tissu-spécifique du gène, de son nombre de copies dans le génome et de sa taille (Lafon-Placette et al., 

2013). La méthylation de l’ADN agit sur l’expression des gènes en réponses aux contraintes en 

identifiant des ET méthylés présent au niveau du promoteur et / ou des facteurs de transcription 

présents au niveau du corps du gène (Liang et al., 2014). Récemment, les premières lignées de 

peupliers déficientes pour la méthylation de l’ADN ont été obtenues par RNAi à l’aide d’une séquence 

conservée entre les deux gènes DDM1 de peuplier et ont été caractérisées (Zhu et al., 2013, dans le 

cadre d’une collaboration entre l’équipe de S. Strauss de l’Université de l’Oregon et le LBLGC (S. 

Maury)). Ces lignées hypométhylées représentent un matériel de choix pour étudier le rôle de la 

méthylation de l’ADN dans la plasticité phénotypique. 

4 Objectifs de la thèse et stratégies 

Les travaux effectués dans cette thèse s’inscrivent ainsi dans la problématique de l’équipe ARCHE en 

associant épigénétique et écophysiologie. L’objectif principal est de caractériser le rôle des 

mécanismes épigénétiques (méthylation de l’ADN) dans la réponse des arbres (le peuplier) aux 

changements globaux et en particulier en liaison avec les variations de disponibilité en eau du sol. Ces 

travaux s’inscrivent d’ailleurs dans les priorités annoncées par la feuille de route du projet 

transatlantique Foresttrack financé par l’Union Européenne 

(http://www.foresttrac.eu/index.php/project : « Estimation of the effects and rates of adaptive 

processes in forest ecosystems by focusing on tree plasticity, local adaptation and potential epigenetic 

responses »). Les études décrites tout au long de ce mémoire reposent sur les travaux et les 

compétences accumulées depuis plus de 10-15 ans au sein de l’équipe ARCHE du LBLGC et sur les 

données antérieures obtenues au cours de la thèse de Clément Lafon-Placette (2013).  

Pour aborder ma problématique de thèse, nous avons développé trois axes qui avaient pour 

but de : i) caractériser le rôle potentiel de la méthylation de l’ADN dans la réponse du peuplier à des 

http://www.foresttrac.eu/index.php/project
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variations de disponibilité en eau du sol (Chapitre 1), ii) caractériser la stabilité des variations de la 

méthylation de l’ADN (DMR) induites par différents environnements et au cours du temps (Chapitre 

2), iii) caractériser l’impact d’une déficience de la méthylation de l’ADN sur l’acclimatation du peuplier 

à des variations de disponibilité en eau du sol. 

Le premier axe s’est concentré sur l’étude de l’impact de variations de la disponibilité en eau 

sur le méthylome d’un génotype de peuplier (Carpaccio : P. deltoides × P. nigra) cultivé en serre. Il a 

été réalisé sur des boutures de ce génotype qui ont été soumises à un cycle de déficit hydrique 

modéré/ré-arrosage. Au cours de la thèse de C. Lafon-Placette, leurs réponses écophysiologiques ont 

été étudiées. Les variations épigénomiques (méthylation de l’ADN) et transcriptomiques dans le MAC 

ont été suivies par des analyses de type microarray. L’équipe a identifié et caractérisé les loci affectés 

pour leur expression (microarray expression) et leur méthylation (MeDIP-ChiP). Mon travail a consisté 

à finaliser ce travail en participant à l’analyse et la validation des DMR « Differentially Methylated 

Regions » par une approche statistique false discovery rate (FDR) développée en collaboration avec 

Didier Chauveau (MAPMO, Université Orléans) et Vincent Segura (AGPF INRA, Orléans). Ceci nous a 

permis d’identifier des gènes candidats participant à la plasticité phénotypique du peuplier en réponse 

à des variations de disponibilité en eau. Une analyse comparative entre DMR et SNP ou QTL disponibles 

chez le peuplier est en cours (V. Segura). Ce travail fait l’objet du premier article soumis en avril 2017 

à New Phytologist et dont je suis deuxième auteur. 

Le deuxième axe s’est focalisé sur l’étude de l’impact des variations de la disponibilité en eau 

sur le méthylome de peupliers cultivés en pépinière (conditions hydriques limitantes ou non) ou 

stations pédoclimatiques contrastées pour la productivité du peuplier (trois sites : Guéméné-Penfao 

en Bretagne, Saint-Cyr-en-Val en Région Centre Val de Loire et Echigey en Bourgogne). Ces deux 

dispositifs ont été caractérisés précédemment d’un point de vue écophysiologique dans la cadre de la 

thèse de R. Fichot en 2010, de celle de J. Toillon en. 2013 et du projet ANR SYLVABIOM. Les données 

de méthylation globale (HPLC) et de méthylome (MeDIP-ChiP) étaient disponibles. L’objectif principal 

de ce travail était de tester la stabilité des DMR et des réseaux de gènes identifiés dans le 1er axe 

(dispositif en serre) en utilisant la méthode précédemment développée dans le chapitre 1 avec D. 

Chauveau et V. Segura pour l’identification des DMR. Un article sera soumis prochainnement à New 

Phytologist (Le Gac et al.). 

Le troisième et dernier axe porte sur l’étude de l’impact d’une déficience de la méthylation de 

l’ADN sur la réponse du peuplier à des variations de disponibilité en eau du sol. Cet axe vise à mettre 

en relation la réponse du peuplier à la sécheresse en termes de croissance, de conduction de l’eau et 

de qualité du bois avec la méthylation de l’ADN chez des lignées de peuplier déficientes en méthylation 
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de l’ADN (obtenues par l’équipe du Professeur Steve H Strauss, Université de l’Oregon, Zhu et al., 

2013). Aucune étude sur la réponse des arbres à l’environnement n’a utilisé d’arbres déficients en 

méthylation de l’ADN à ce jour. Des vitroplants de deux lignées transgéniques et de la lignée 

« Contrôle » ont été acclimatés en serre OGM (INRA Orléans) et soumis à des variations contrôlées de 

disponibilité en eau du sol pendant quatre semaines (comme dans l’axe 1). Un phénotypage assez 

complet (biomasses des tiges et des racines, surface foliaire, etc…) et une étude du méthylome par 

une approche séquençage bisulfite génome entier (WGBS) a été réalisé. Cette étude qui est en cours 

de finalisation est rédigée sous un format académique et fera l’objet d’un projet de publication fin 

2017 dont je serai 1er auteur. 

En plus de l’article de revue (Plomion et al., 2016) dont je suis co-auteur en Annexe 1, un 

dernier article soumis en avril 2017 à Plant, Cell & Environment (Conde et al., soumis) et dont je suis 

3ème auteur est également présenté en Annexe 4 car il ne correspond pas directement à mon sujet de 

thèse mais à une collaboration réalisée au cours de ma thèse. Dans le cadre de la thèse, il a aussi été 

possible de valoriser les résulats acquis lors de congrès internationaux (Annexe 5).
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CHAPITRE 1 
Impact de variations de la disponibilité en eau sur le méthylome  

et le transcriptome du méristème apical caulinaire actif 
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I. Présentation synthétique de la publication 2 : Lafon-Placette, 

Le Gac et al. (soumis) 

 

 Contexte Les changements climatiques risquent d’impacter de manière croissante les 

rendements de la sylviculture dans l’hémisphère nord (Allen et al., 2010; Hamanishi & Campbell, 2011). La 

plasticité phénotypique est l’un des mécanismes majeurs de flexibilité par rapport aux changements 

environnementaux dont le rôle, notamment chez les plantes pérennes, n’a pas encore été suffisamment 

pris en compte (Chevin et al., 2010; Fondation pour la recherche sur la biodiversité, 2015). C’est dans ce 

contexte que le LBLGC développe une approche visant à tester le rôle potentiel de la méthylation de l’ADN 

dans la plasticité phénotypique. Cette marque de la chromatine a été choisie en raison de sa fréquence de 

transmission par division cellulaire, de ses rôles vis-à-vis de l’expression des gènes et de la stabilité des ET 

démontrés chez la plante modèle Arabidopsis thaliana (Baubec et al., 2014; Yang et al., 2015). Les travaux 

de l’équipe sont focalisés sur le modèle peuplier et plus particulièrement sur le MAC qui est le centre de 

la morphogenèse de la tige feuillée et dont la taille permet aisément des analyses génomiques 

contrairement à ce que l’on observe chez Arabidopsis thaliana. Il a ainsi déjà été montré l’existence de 

variations génotype-dépendantes de la méthylation de l’ADN globale dans le MAC de peuplier en réponse 

à un déficit hydrique (Gourcilleau et al., 2010). De plus, les trois-quarts des gènes dans le MAC sont dans 

l’euchromatine et méthylés en fonction de leur taille, de leur expression tissu-spécifique et de leur 

redondance dans le génome (Lafon-Placette et al., 2013; Bräutigam et al., 2013). 

 

 Objectifs. L’objectif général de cette étude était de tester le rôle possible de la méthylation de 

l’ADN dans la réponse du peuplier à des variations de disponibilité en eau du sol. Pour cela, il a été entrepris 

d’identifier et de caractériser à l’échelle génomique dans le MAC d’un génotype de peuplier hybride les 

DMR notamment au niveau des gènes en relation avec leur expression. Ainsi, trois objectifs spécifiques 

ont été mis en place :  

i) La caractérisation dles changements de la méthylation de l’ADN et du transcriptome en réponse 

aux variations de la disponibilité en eau 
 

ii) L’analyse des relations entre la méthylation et l’expression des gènes  
 

iii)  L’identification des gènes différentiellement méthylés et exprimés en relation avec le niveau de 

disponibilité en eau. Cela permettrait d’identifier des candidats et d’étudier le lien avec des mécanismes 
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moléculaires impliqués dans le fonctionnement du méristème, la réponse aux variations de disponibilité 

en eau ou encore la croissance de la plante. 

 

 Stratégie et implication dans mon projet de thèse. Dans le cadre de cette analyse le matériel 

végétal utilisé provient d’un projet plus global « Popsec » qui impliquait quatre génotypes de peuplier : un 

P. deltoides × P. trichocarpa (cv. Beaupré) et trois P. deltoides × P. nigra (cv. Carpaccio, Dorskamp et Soligo). 

Les plantes ont été soumises pendant deux semaines à trois conditions biologiques : arrosage optimal à la 

capacité au champ (WW), sécheresse modérée (WD, quantité relative d’eau disponible dans le sol 17–23 

%), sécheresse modérée suivi d’un réarosage à la capacité au champ (WD-RW) en serre à l’UMR Ecologie 

et Ecophysiologie Forestière (EEF) à Nancy. Les résultats de cette étude ont révélé que les changements 

de régime hydrique induisaient des réponses soit similaires pour la production de biomasse soit génotype-

dépendantes pour la croissance foliaire et la capacité de récupération de la plante après réarrosage (Bizet 

et al., 2015). Ils ont a également montré la présence d’un mécanisme de reprogrammation de l’expression 

de certains gènes après réarrosage dans les jeunes feuilles émergentes (Bizet et al., 2015). Suite à ce projet, 

la stratégie développée au sein de l’équipe c'est focalisée sur des boutures du génotype « Carpaccio » ; 

déjà caractérisées dans l’étude de Gourcilleau et al. (2010) et qui présentaientt une forte hypométhylation 

en réponse à un déficit hydrique.  

Les variations épigénomiques (méthylation de l’ADN) et transcriptomiques ont été étudiées dans 

le cadre de la thèse de C. Lafon-Placette au LBLGC par des analyses de type microarray sur le MAC de 

Carpaccio. Ces analyses en MeDIP-ChiP pour la méthylation de l’ADN et ChiP-array pour la 

transcriptomique ont été faites à partir de lames de type « custom array Agilent » en utilisant le seul 

génome de référence (P. trichocarpa) disponible (Tuskan et al., 2006). Ce travail avait été soumis pour 

publication à Plant Cell mais sur la recommandation des référés, il a été nécessaire de reprendre 

notamment les analyses statistiques qui avaient été réalisées à l’échelle de la sonde microarray entre 

conditions biologiques sur un seuil arbitraire (Fold Change >|2|). Nous avons alors entrepris une analyse 

par DMR dont le rôle biologique semble plus pertinent (Cortijo et al., 2014; Kooke et al., 2015; Garg et al., 

2015). C’est dans ce cadre que j’ai été impliquée au cours de ma thèse afin d’effectuer ces analyses et 

resoumettre cet article. J’ai ainsi participé, en collaboration avec le Professeur D. Chauveau (MAPMO, 

Université Orléans) et le Dr V. Segura (AGPF, INRA Orléans), à la mise au point d’une méthode statistique 

originale et adaptée utilisant des modèles de mélange, des tests de comparaison de moyennes et des tests 

FDR pour identifier les DMR entre traitements (voir l’Annexe 2 et 3 et Chapitre 2). J’ai ensuite caractérisé 

ces DMR en y recherchant notamment les modèles de gènes et en réalisant des analyses de type Gene 
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Ontology (GO), puis j’ai comparé avec les données de transcriptomique et des données publiées de 

génétique quantitative. J’ai également complété les analyses de séquençage bisulfite pour valider les 

données de MeDIP-ChiP et participé à la rédaction du manuscrit. 

 

 Résultats. En réponse aux objectifs de cet article, trois résultats majeurs ont été obtenus :  

1. Les variations de disponibilités en eau du sol sont associées à des variations du méthylome 

(DMR) et du transcriptome (Gènes Différentiellement exprimés, DEG) spécifiques dans le MAC.  

2. Les DMR sont essentiellement retrouvées dans le corps de gènes exprimés. Une association 

significative a été identifiée entre les gènes hypométhylés et réprimés après le ré-arrosage ce qui suggère 

une régulation par les complexes des protéines Polycomb. 

3. Les gènes qui sont à la fois en DMR et différentiellement exprimés montrent un enrichissement 

dans des fonctions biologiques associées au métabolisme et les voies de signalisation des phytohormones. 

Certains de ces gènes ont également déjà été identifiés dans des études de génétique quantitative (QTL 

ou QTN) comme des candidats pour des caractères tels que la croissance, la production de biomasse et la 

phénologie (Porth et al., 2013; Evans et al., 2014; McKown et al., 2014a; McKown et al., 2014b; Allwright 

et al., 2016; Fahrenkrog et al., 2017). 

 

 Conclusion. Cette étude a permis la caractérisation des variations à l’échelle génomique en 

particulier au niveau des gènes cibles de la méthylation de l’ADN et de leur expression dans le MAC lors 

de variations de la disponibilité en eau du sol. Cette approche corrélative ne permet pas de conclure sur 

des relations de causalité mais permet d’étayer notre hypothèse initiale sur le rôle possible de la 

méthylation de l’ADN dans la coordination de la réponse génique lors de variations de la disponibilité en 

eau du sol. Elle a également mené à l’identification de nouveaux gènes candidats en relation avec les voies 

des phytohormones pouvant jouer un rôle dans la réponse du peuplier lors de contraintes hydriques. Le 

rôle possible de la méthylation de l'ADN des cellules méristématiques dans l’acclimatation des plantes à 

des environnements changeants compléte les travaux récents sur le rôle de méthylation de l'ADN chez 

Arabidopsis thaliana dans l'adaptation au climat d'origine (Kawakatsu et al., 2016).  
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SUMMARY 

 The capacity of long-lived organisms, such as trees, to adapt to predicted climate change, including 

successive severe drought episodes, will depend on the presence of genetic diversity and 

phenotypic plasticity. The involvement of epigenetic mechanisms in phenotypic plasticity in 

response to soil water availability was examined in the shoot apical meristem of Populus × 

euramericana cv Carpaccio. This work aimed to characterize: (i) transcriptome plasticity, (ii) the 

genome-wide plasticity of DNA methylation and (iii) the function of genes affected by water 

regimes. 

 Microarray chips were used to identify differentially expressed genes (DEGs) and differentially 

methylated regions (DMRs) between water regimes. 

 Rewatering conditions were associated with the largest variations in both gene expression and 

DNA methylation. Changes in methylation were observed particularly in the body of expressed 

genes and, to a lesser extent, in transposable elements. DEGs and DMRs were significantly 

enriched in genes relating to phytohormone metabolism or signaling pathways.  

 The overall SAM response to changes in water availability involved coordinated variations of DNA 

methylation and gene expression targeting hormone pathway genes potentially involved in 

phenotypic plasticity.  

 

Keywords: DNA methylation, differentially expressed genes, differentially methylated regions, phenotypic 

plasticity, poplar, shoot apical meristem, water availability.  
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INTRODUCTION 

Drought is a significant threat to forest health and agro-ecosystem productivity (Hamanishi & Campbell, 

2011). Trees are sessile organisms with long lifespans; as such they deploy various mechanisms to contend 

with the heterogeneity of water availability (Neale et al., 2017). However, these responses are limited and 

may prove inadequate in the face of predicted climate changes, including unprecedented long periods of 

severe drought (Allen et al., 2010; IPCC, 2014). These two features depend on drought intensity and the 

extent of the cell damage occurring during the stress (Gallé et al., 2007; Xu et al., 2010). Phenotypic 

plasticity, defined as the ability of a genotype to display different phenotypes in different environmental 

conditions, has been put forwards as a key mechanism for tree survival in a rapidly changing environment 

(Lande, 2009; Nicotra et al., 2010; Baulcombe & Dean, 2014). However, its range depends on the tree 

species (Duputié et al., 2015). 

 Populus has become a model tree species due to the availability of its genome sequence and the 

considerable genetic and phenotypic variation it displays (Tuskan et al., 2006; Jansson & Douglas, 2007). 

For cultivated plant species, such as poplars, water deficit tolerance is defined as the ability to limit the 

decrease in biomass production in response to a moderate water deficit (Passioura, 2002). In poplars, the 

response to variations of water availability comprises several physiological and morphological traits 

facilitating water conservation and the maintenance of growth (Gebre et al., 1994; Tschaplinski et al., 

1998; Marron et al., 2003; Hamanishi et al., 2012; Guet et al., 2015). Molecularly, the response to drought 

results from crosstalk between multiple hormonal pathways involving abscisic acid (ABA), ethylene, 

jasmonate (JA), brassinosteroids (BR), auxin, salicylic acid (SA) and gibberellins (Seki et al., 2007; Wolters 

& Jürgens, 2009; Choudhary et al., 2012; Riemann et al., 2015; Khan et al., 2015). Transcriptome and 

proteome responses to drought are strongly dependent on genotype × treatment interaction. Such 

responses have been documented for roots and leaves, the organs responsible for water uptake and water 

loss (Street et al., 2006; Plomion et al., 2006; Bonhomme et al., 2009; Cohen et al., 2010; Raj et al., 2011). 

However, the shoot apical meristem (SAM) has been less studied, despite the likely role of this structure 

in controlling the shoot developmental response to variations of water availability. 

In plants, epigenetic reprogramming, particularly DNA methylation, occurs at key steps in 

development and in response to environmental stimuli (Feng et al., 2010b; Meyer, 2015). These 

epigenomic events contribute to genome protection, the control of gene expression, and the inheritance 

of transcriptional states through changes in chromatin structure (Teixeira & Colot, 2010; Sahu et al., 2013; 

Baulcombe & Dean, 2014; Kooke et al., 2015). Epigenomic changes may contribute not only to phenotypic 
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plasticity, but also to plant adaptation to new environments (Schmitz et al., 2011; Becker et al., 2011; 

Bräutigam et al., 2013; Meyer, 2015; Crisp et al., 2016; Kawakatsu et al., 2016; Seymour & Becker, 2017). 

DNA methylation is an epigenetic mark that remains highly stable through mitosis and meiosis, and has 

been investigated in detail. In plants, methylated cytosines are found mostly in CG dinucleotides, and in 

CHG and CHH contexts (where H is A, T, or C), the methylation of which is catalyzed by specific DNA 

methyltransferases (Goll & Bestor, 2005; Teixeira & Colot, 2010; Meyer, 2015). In Arabidopsis, genome-

wide surveys of DNA methylation have revealed that DNA methylation is concentrated in heterochromatin 

and repeats, but that it also affects 25 to 33% of genes (Zhang et al., 2006; Cokus et al., 2008; Kawakatsu 

et al., 2016). A similar pattern has been described for other Eukaryotes, and, despite this high degree of 

conservation, the functional role of gene-body methylation remains unclear (Zemach et al., 2010; Liang et 

al., 2014; Bewick & Schmitz, 2017).  

 The P. trichocarpa methylome displays higher levels of CHG methylation than other plants (Feng 

et al., 2010a). Gene-body DNA methylation is extensive in the open chromatin state; it is linked to 

structural gene characteristics, and correlated withtissue-specific gene expression (Vining et al., 2012; 

Lafon-Placette et al., 2013; Bräutigam et al., 2013). In leaves, transcriptome changes in response to 

drought depend on the geographic origin of the clones and parallel the differences in global DNA 

methylation, suggesting an epigenetic basis for history-dependent transcriptome divergence (Raj et al., 

2011). Genetically identical poplar trees present different hemimethylation states according to the sites 

at which they grow, probably due to the effects of environmental and edaphic conditions (Guarino et al., 

2015). In the SAM, global DNA methylation has been shown to differ between P. × euramericana hybrids 

and in response to water deficit (Gourcilleau et al., 2010). However, the nature and extent of the loci 

affected by DNA methylation, and the connection of DNA methylation with differential gene expression, 

particularly in the SAM, remain unclear (Plomion et al., 2016).  

In this study, SAMs were collected from young clonally propagated poplar trees subjected to 

distinct water regimes and analysed at two scales (methylome and transcriptome) with recently described 

microarray procedures (Hébrard et al., 2016). Differentially methylated regions (DMRs) and differentially 

expressed genes (DEGs) were compared. The analysis focused on gene-body DNA methylation that 

remains poorly understood (To et al., 2015; Bewick & Schmitz, 2017). Genome-wide DNA methylation 

changes affected predominantly the body of the genes and, to a lesser extent, transposable elements. 

Rewatering resulted in the largest numbers of differential expression and differential methylation events, 

and a positive correlation between DNA hypomethylation and gene repression was observed. Cross-

referencing data for gene methylation and expression revealed significant enrichment in genes relating to 
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phytohormone pathways. Overall, these data reveal a physiological connection between gene DNA 

methylation, gene expression, and phytohormone pathways in the SAM in response to variations of water 

availability. 

 

MATERIALS AND METHODS  

Plant material, growth conditions and treatments 

SAMs were collected from young Populus × euramericana (P. deltoides Batr. × P. nigra L.) ‘Carpaccio’ trees 

as part of a previous study (Bizet et al., 2015). The plants were grown in pots in a greenhouse (Nancy, 

France, in April 2008), with exposure to natural daylight (400 to 900 μmol m−2.s−1). Temperature was 

maintained at 19–26°C and relative humidity was maintained at 50–75%. Plants were watered to field 

capacity three times per day for five weeks. Before the start of the experiment (d0), plants were randomly 

assigned to one of three types of water supply. For the well-watered treatment (WW), evaporative 

demand was compensated by four waterings to field capacity per day. For the water deficit (WD) 

treatment, relative extractable water content was allowed to decrease to 20% during the first four days 

and was then maintained in the 17–23% range. For both treatments, conditions were kept stable for the 

last 10 days. By contrast, for the rewatering treatment (WD-RW), plants were subjected to a water deficit 

for eight days and then rewatered to field capacity for the next six days (Fig. 1a). Leaf predawn water 

potential, leaf osmotic pressure at full turgor, the rate of height growth and gas exchanges were 

monitored, as previously described (Bogeat-Triboulot et al., 2007), to assess the effect of the treatments 

(Bizet et al., 2015). At the end of the experiment (d14), the active buds were collected and immediately 

frozen in liquid nitrogen. Shoot apices were then cleared of all visible differentiated tissues, as previously 

described (Lafon-Placette et al., 2013). 

RNA preparation  

Total RNA was extracted separately from individual SAMs (50 mg fresh weight) with the Nucleospin® RNA 

Plant kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Two biological replicates were used per water regime. 

Fluorescent complementary RNA was generated and subjected to quality control, as previously described 

(Hébrard et al., 2016). RNA hybridization was performed in accordance with the instructions provided by 

Agilent Technologies. 
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DNA extraction and methyl DNA immunoprecipitation  

DNA was extracted separately from individual SAMs (50 mg fresh weight) with the CTAB DNA extraction 

protocol (Doyle & Doyle, 1987). Three biological replicates were studied per water regime. Chemicals were 

purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). DNA was sonicated with a VC 505 Vibra-

Cell sonicator (Fisher Scientific, Illkirch, France) to obtain fragments of 0.2 to 0.8 kb in size. Methylated 

DNA was immunoprecipitated from 11 µg of sonicated DNA, as described by Weng et al. (2009). For each 

extract, input and immunoprecipitated DNA were labeled, and quality controls and DNA hybridization 

were performed in accordance with the instructions of Agilent Technologies, as previously described 

(Hébrard et al., 2016). 

Microarray probe design for the transcriptome and methylome  

Transcriptome and CH3 microarray probe design, hybridization, data collection and normalization were 

performed by IMAXIO (Clermont-Ferrand, France). 

Custom microarrays were designed on the basis of the Populus trichocarpa genome v2 (Tuskan et 

al., 2006), with the eArray software (https://earray.chem.agilent.com/earray/; Agilent Technologies, 

Massy, France). The transcriptome microarray included one probe per P. trichocarpa transcript v2.0 (with 

a positive bias at the 3’ end of the mRNA, limiting the GC content of oligomers). If a probe distinguished 

poorly between transcripts (more than 70% identity over 50 residues), a second probe was added (based 

on the 5’ end of the first probe). The microarray included 50 probes for reproducibility controls and 

internal Agilent control probes. Following publication of the v3 improved assembly of reference genome, 

BLASTN was performed against P. trichocarpa v3 transcripts, using default parameters and probe 

sequences as queries. The best BLAST hits were used for v3 probe annotation.  

The CH3 microarray included five probes per P. trichocarpa v2.0 gene (1 probe 0.5 kb upstream 

from the start codon, 1 probe 0.5 kb downstream from the stop codon, and 3 probes within the gene 

body). Probes were also selected on the basis of a previous study covering genes and intergenic regions 

(Lafon-Placette et al., 2013). The probes used bound every 140 bp in the 2 kb upstream and every 780 bp 

in the 2 kb downstream from the loci. The microarray contained 50 probes to control for reproducibility 

and internal Agilent control probes. Following the release of the v3 P. trichocarpa genome sequence, probe 

information was updated by blasting probe sequences against the v3 genome sequence. The probes were 

annotated “BODY” if they matched the sequence of a v3 gene, “PROMOTER” if they were present in the 1 

kb region upstream from the start codon of a v3 gene and “TE” if they matched a transposable element 

https://earray.chem.agilent.com/earray/
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described by the RepeatMasker annotation of the P. trichocarpa v3 genome 

(http://www.phytozome.net/poplar.php). If the probe matched a TE inserted into a gene or a promoter, 

it was annotated as “BODY+TE” or “PROM+TE,” respectively. Otherwise, the probe was annotated as 

“INTERGENIC”.  

Transcriptome data collection, normalization and identification of differentially expressed 

genes 

For the transcriptome, 8 × 60 K custom microarray slides were used for hybridization (Agilent 

TRechnologies, France). Microarray slides were scanned and raw signal data were extracted and controlled 

with Feature Extraction 10.7 software as previously reported (Hébrard et al., 2016). 

Transcriptome data were normalized per chip, to the 75th percentile. Data filtering was based on 

Feature Extraction flag criteria: non-outlier population; unsaturated, uniform and significant probe signal; 

probe signal above background. A probe signal was flagged “well-above background” if its signal intensity 

exceeded 2.6 × the background standard deviation. For inclusion in further analyses, a probe needed to 

satisfy all flag criteria in the two biological replicates of at least one set of experimental conditions (WW, 

WD or WD-RW). Genes differentially expressed between two water regimes were detected by the rank 

product method (Breitling et al., 2004), as implemented in the Bioconductor RankProd Package (Hong et 

al., 2006). The test was run with 100 permutations and corrected for multiple comparison errors. The DEG 

selection threshold was a false discovery rate < 0.05 and a log2(fold-change) > |1|.  

Methylome data collection, normalization and identification of differentially methylated 

regions 

For the CH3 microarray, 1 × 1 million custom microarray slides were used for hybridization (Agilent 

Technologies, France). Data normalization was performed with Feature Extraction software, as previously 

described (Hébrard et al., 2016): the mean signal of probes selected on the basis of quality criteria (signal 

above background, non-outliers ranked similarly with the two dyes) was used to normalize all probe 

values. For each probe, the Cy5/Cy3 log ratio was calculated. Data filtering was based on the same feature 

extraction flag criteria as the transcriptome analysis. A probe was considered to satisfy the filters if all flag 

criteria were satisfied for all replicates of at least one experimental condition. 

The signals for each individual probe were grouped into contiguous 50 kb genomic windows. The 

methylation status of each window was determined independently for each set of experimental 

conditions, by comparing its level of methylation with a reference mean for the chromosome concerned. 

http://www.phytozome.net/poplar.php
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Details of this approach are provided in Methods S1. Briefly, the reference mean under the null hypothesis 

was calculated with 20% randomly selected probes for each scaffold and mixture model, as in the mixtools 

package (Benaglia et al., 2009) of R statistical software (R Core Team, 2015). The other 80% of probes were 

grouped using windows of almost 50 kb in size (7,556 windows genome-wide) and were used for testing 

if the mean per window differed from the previously determined reference mean. For validation, this 

analysis was repeated with 10 kb windows, and the results appeared to be similar (data not shown). As 

windows could contain less than 30 probes, a non-parametric one-sample Wilcoxon signed-rank test was 

performed to compare each window mean with the corresponding reference mean, yielding a p-value of 

rejection of the null hypothesis. We controlled for the global error of risk for these multiple genome-wide 

tests by estimating the false discovery rate (FDR) with fdrtool from the R package (Strimmer, 2008). 

Windows with a methylation level significantly lower (-1) or higher (+1) than the reference mean (0) at a 

FDR of 5% were thus identified. Finally, differentially methylated regions (DMRs) were defined as a given 

window (locus) with a different methylation status (0/1; 0/-1 or 1/-1) between at least two sets of water 

conditions. 

Real-time RT-PCR 

About 500 ng of total RNA was reverse transcribed with the SuperScript™ III First-Strand Synthesis 

SuperMix for RT-qPCR kit (Invitrogen, France). Primers (Table S1) were designed with QuantPrime software 

(http://www.quantprime.de/). Constitutively expressed genes (Potri.004G155000 and Potri.007G123300) 

were selected as reference genes. PCR preparation, control, amplification and analysis were as previously 

described (Hébrard et al., 2016). Three biological and two technical replicates were performed for each 

gene and set of conditions. 

Bisulfite sequencing  

Bisulfite conversion was performed with the Epitect bisulfite kit (Qiagen, France). Controls for bisulfite 

conversion efficiency and amplification, primer design (Table S1), PCR, and sequencing procedures (Trap-

Gentil et al., 2011; Lafon-Placette et al., 2013; Hébrard et al., 2016). Two biological and two technical 

replicates were performed for each sequence and genotype.  

Additional bioinformatic analyses 

Gene ontology (GO) assignment and enrichment analysis were performed with Blast2Go (v2.8; Conesa et 

al., 2005). P. trichocarpa primary v3 transcripts were blasted against the A. thaliana genome sequence, 

http://www.quantprime.de/
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linking poplar gene models to the GO identifiers of their closest Arabidopsis orthologs (Royer et al., 2016). 

Enrichment analysis was based on a Fisher’s exact test with FDR correction for multiple testing. A corrected 

P-value of 0.05 was used to identify GO terms considered to be enriched in lists of DEGs relative to a 

reference list (all v3 transcripts targeted by filtered probes). 

Cross-comparisons were performed with Arabidopsis transcriptome data, using the closest 

homologs from Arabidopsis (according to the v3 P. trichocarpa annotation). For overlap analysis, only 

Arabidopsis identifiers retrieved in the annotation of our reference list (all filtered probes) were used. The 

significance of the overlap was estimated in a hypergeometric test. Genes responsive to JA treatment 

(Pozo et al., 2008), SA (GSE14961), auxin and BR treatment (Nemhauser et al., 2004), ethylene and ABA 

mutants ein2 and aba1 (Kumar et al., 2016), gibberellic acid treatment (Ogawa et al., 2003), cytokinin 

treatment (Bhargava et al., 2013), and Polycomb mutants (Wang et al., 2016) were identified from publicly 

available data.  

For further characterization of the DEGs located within the DMRs, we determined whether they 

had been reported to co-vary, within populations of Populus, with physiological traits of potential 

relevance to our study, such as wood properties, biomass production, ecophysiology, phenology, stomata 

characteristics, and growth (Porth et al., 2013; McKown et al., 2014b; Evans et al., 2014; McKown et al., 

2014a; Allwright et al., 2016; Fahrenkrog et al., 2017).  

Additional statistical analyses 

Statistical analyses were performed with the SPSS statistical software package (SPSS version 11.0.1 PC, 

Chicago, Illinois, USA). Means are expressed with their standard error and were compared in an analysis 

of variance (one-way ANOVA; general linear model procedure). The effects of phytohormones on the 

distribution of DMRs were evaluated in the the Chi-squared (χ2) homogeneity test. Differences were 

considered significant if * P < 0.05, ** P < 0.01 or *** P < 0. 001. 

Accession numbers 

Microarray design, transcriptome (GSE46605) and methylome (GSE46624) data are available from the GEO 

database. 
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RESULTS 

Physiological responses to variations in water availability 

The shoot apical meristem (SAM), the center of stem morphogenesis, was isolated, for transcriptome and 

epigenome analyses, from Populus × euramericana ‘Carpaccio’ clones subjected to different water regimes 

(Bizet et al., 2015). Trees were watered to field capacity (WW), subjected to a moderate water deficit for 

14 days (WD) or subjected to a water deficit of similar intensity for eight days and then fully rewatered for 

the next six days (WD-RW; Fig. 1a). At the end of the experiment, stomatal conductance results clearly 

indicated that the WD trees were water-stressed whereas the WD-RW trees were not (Fig. 1b). Growth 

was significantly decreased by WD, event though the water constraint was moderate and the apical buds 

remained active and continued to produce new leaves (Bizet et al., 2015). After six days of rewatering, leaf 

expansion was restored to a relative rate similar to that of well-watered plants (Bizet et al., 2015). At 

harvest time, the trees subjected to the three water regimes were clearly in different physiological states. 

The SAM transcriptome reveals hormone signatures in response to variations in water availability 

After microarray filtration and normalization, the expression of 22,398 of 41,335 v3 transcripts in the P. 

trichocarpa genome was monitored in the SAM (Fig. S1; Table S2). Overall, 1,516 genes were identified as 

differentially expressed between water regimes (DEGs; Fig. 2a; Table S2 and S3). A subset of genes was 

tested by qPCR to confirm that they were indeed differentially expressed (Fig. S2). Most DEGs were 

retrieved from the comparison between WD and WD-RW conditions (1,065 DEGs; Fig. 2a). Stress signaling 

functions were overrepresented among these genes, relative to the functional information available for 

the microarray chip, concerning salicylic acid (SA) and ethylene (Eth) responses, protein phosphorylation 

and cell communication (Fig. S4), for example. The comparison of WW trees with WD or WD-RW trees 

yielded a similar number of DEGs: 653 and 646, respectively (Fig. 2a). WD mostly upregulated genes 

relative to WW conditions (628 genes upregulated), and half of these DEGs were downregulated in WD-

RW relative to WD (Fig. 2a,b; Table S3). Thus, the SAM transcriptome displays a transient response to 

water deprivation, as confirmed by the functions found to be enriched in WD conditions (water 

homeostasis, response to SA or protein phosphorylation; Fig. S4 and S5). More unexpectedly, genes 

differentially expressed between well-watered and rewatered conditions displayed an enrichment in 

functions relating to stress responses, including abscisic acid (ABA) transport, and morphogenesis, such as 

secondary shoot formation (Fig. S6). Finally, 346 DEGs were specific to WD-RW conditions (up- or 

downregulated relative to the other two sets of conditions; Fig. 2a,b; Table S3), and this list of genes was 
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enriched in a small number of significant functions, such as ABA transport and programmed cell death (Fig. 

S7). 

Given the enrichment in hormonal responses repeatedly detected, we compared water condition-

specific DEGs (up- or downregulated in one set of conditions relative to the other two) with dysregulated 

genes after hormone treatments or in mutants of Arabidopsis (Materials and Methods). If a significant 

proportion (hypergeometric test) of the up- and downregulated genes in a given set of genes were also 

up- or downregulated in the same manner in a hormone experiment in Arabidopsis, there was considered 

to be a positive association. If the direction of regulation was opposite to that in the Arabidopsis hormone 

experiment, the association was considered to be negative. A significant positive association was found 

between the effects of WD on the SAM transcriptome and the transcriptomic response to JA and SA in 

Arabidopsis (Fig. 2c), whereas a negative association was found for ethylene and BR. Conversely, a 

significant positive association between the effects of WD-RW and the transcriptomic response to 

ethylene was observed. No significant association was found for WW conditions. 

Overall, the SAM transcriptome not only appeared to be responsive to moderate drought, but also 

remained affected after the drought had ended. This sustained modification could be attributed to an 

indirect effect (such as changes in tree structure and functioning) or to a direct rewiring of hormonal 

signaling. Indeed, the analysis of the SAM transcriptome revealed water condition-specific changes 

associated with phytohormone signatures, such as SA and JA signatures during drought, and ethylene 

during rewatering. 

The SAM enters a specific epigenomic state after rewatering 

After data filtration and normalization, 351,809 probes (35.1% of the designed probes) were mapped onto 

the poplar reference genome v3 (Table S2). For the identification of differentially methylated regions 

(DMRs), we calculated the methylation status of consecutive 50 kb genomic windows within each set 

ofexperimental conditions. Manhattan plots (Fig. 3a,b,c; see Methods S1 for details) were produced; they 

show variations of DNA methylation along the 19 scaffolds as -log10 P-values (up to values of over 50) for 

all the windows tested. The DNA methylation status of each window was defined as: not significantly 

different from the mean methylation level (noted ‘0’; Fig. 3), significantly lower (hypomethylated, ‘-1’; Fig. 

3) or higher (hypermethylated, ‘+1’; Fig. 3, Materials and Methods) than the mean methylation level. Some 

loci were selected and confirmed by bisulfite sequencing (Fig. S8). The number of hypomethylated loci 

decreased from 753 to 265 between WW, WD and WD-RW conditions, whereas the number of 

hypermethylated loci increased from 1962 to 3213. The genomic profiles for WW and WD conditions were 
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largely conserved, with r=0.99 (P < 0.001), whereas WD-RW conditions were associated with a different 

profile, with r=0.32 (P < 0.001) (Fig. 3d). DMRs were defined as a given window (locus) with different 

methylation statuses (‘0_+1’; ’0_-1’ or ‘+1_-1’) between at least two conditions (Methods S1). Overall, 

3,736 DMRs (corresponding to 201,180 probes, about 20% of the probes designed; Table S4) were 

identified (Fig. 4a). Most of the non-DMR loci (2,641 regions) had average methylation levels (‘0’) that did 

not differ between water regimes (Fig. 4a). DMRs were classified into groups with mild (-1/0, 0/+1) and 

strong (-1/+1) DNA methylation changes, depending on the range of variation across water conditions. 

Most DMRs displayed mild methylation changes (3,516 regions), but 220 displayed major changes (Fig. 

4b,c). 

Most of the mild changes to DNA methylation were observed in WD-RW conditions (2,054 

hypermethylated and 749 hypomethylated regions, 55% and 20%, respectively; Fig. 4b). The 

hypermethylation associated with WD-RW mostly affected gene bodies, whereas the hypomethylation 

mostly concerned transposable elements (Fig. 4d). Measurements by an independent method (HPLC) 

showed that the overall trend in terms of DNA methylation changes was consisted of hypermethylation in 

WD-RW conditions relative to WD and WW conditions (Fig. 4e). Consistently, genes involved in the DNA 

methylation pathway, such as DEMETER, AGO2 and AGO4, RDR1 and the PolV subunit NRPE1, were found 

among the identified DEGs (Table S3), and were downregulated in WD-RW conditions (Fig. 4e). 

Furthermore, WD-RW conditions triggered the largest number of major changes in methylation, with 57 

(26%) hypermethylated and 87 (40%) hypomethylated regions, respectively (Fig. 4c). Finally, focusing on 

the pattern of change rather than the intensity revealed 74 regions of interest: these ‘plasticity’ DMRs had 

a different DNA methylation status in each of the three water conditions (-1, 0 and +1; Fig. 4c). Overall, 

analyses of the SAM methylome revealed water condition-specific changes, with particularly dynamic 

changes in WD-RW conditions. 

DNA methylation and gene expression changes reveal coordination during water conditions 

changes  

In total, 639 genes with a broad range of functions overlapped with the DEGs and DMRs (Fig. S1; Table S5), 

but this overlap was not significantly different from that expected by chance. At the global scale, condition-

specific overlaps were tested, first using the 74 ‘plasticity’ DMRs (different states of methylation in each 

set of water conditions; Fig. 4c) and corresponding DEGs (Table S6). Only a few genes were retrieved (17), 

but eight of them were differentially expressed in the three sets of water conditions. Six of these genes 

have functions relating to phytohormone signaling, such as BRH1, or response to water stress, such as 
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MIK1 (Table S6). Moreover, three of the 17 genes have previously been reported to display polymorphism 

associated with quantitative traits relating to growth and phenology (Table S6). A systematic approach 

was applied, comparing differences in DNA methylation and gene expression between water conditions. 

Most of the comparisons yielded no significant association (Fig. 5a). Nevertheless, genes downregulated 

in WD-RW relative to WD displayed significant hypomethylation of the gene body (Fig. 5a). A simiar 

association was also found for genes with an inserted TE (Fig. 5a). Many of these genes, such as receptor-

like kinase genes, are involved in stress responses, or disease resistance (Table S7). Low levels of DNA 

methylation and gene silencing are hallmarks of chromatin repressed by Polycomb complexes (Roudier et 

al., 2011). We investigated whether the 127 genes displaying both hypomethylation and downregulation 

in WD-RW relative to WD were repressed by Polycomb complexes, by carrying out a comparison with data 

obtained for the shoots of Arabidopsis polycomb knockout mutants. This comparison revealed a significant 

overlap between our genes of interest and the Arabidopsis homologs upregulated in the mutants (Fig. 5b). 

This overlap suggests that the association of downregulation with DNA hypomethylation in WD-RW may 

indicate Polycomb-mediated repression of the gene concerned. Stress response functions were identified 

for these putative Polycomb targets (Table S8). 

Most of the extensive changes in DNA methylation in response to variations of water availability had no 

specific effect on gene expression. However, a significant association was found between hypomethylation 

and the downregulation of genes after rewatering that might be mediated by Polycomb complexes.  

Hormone-responsive genes are preferentially targeted by DNA methylation and expression 

changes in response to variations in water availability 

Given the overrepresentation of hormone-responsive genes among the DEGs (Fig. 2c; Fig. S4-8) and 

‘plasticity’ DMRs (Table S6), DNA methylation patterns were examined for the hormone-responsive genes 

reported in Fig. 2c. Most genes displayed hypermethylation in WD-RW (Fig. 4 and 6a). Nevertheless, genes 

activated by SA, JA and ABA had a DNA methylation pattern significantly different from the overall pattern 

for all genes studied (Fig. 6a), with less hypermethylation in WD-RW, but more hypomethylation in WD-

RW and more hypermethylation in WD conditions. The patterns for auxin-activated genes were 

significantly different from those for all genes and DEGs, mostly due to the high levels of hypomethylation 

in WW. Similarly, genes repressed by BR and ethylene displayed significantly more hypomethylation in 

WW and WD-RW conditions, respectively (Fig. 6a), than the entire set of genes considered and  DEGs for 

ethylene-repressed genes. 

Given the significant association between hypomethylation and the downregulation of genes in 

WD-RW (Fig. 5), we investigated whether hormone-responsive genes were specifically targeted. A 
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significant proportion of downregulated DEGs and genes hypomethylated after rewatering were activated 

by cytokinins, JA, SA and ABA or repressed by auxin and ethylene (Fig. 6b). Genes activated by JA and SA 

or repressed by auxin and ethylene were also significantly enriched in putative targets of Polycomb 

complexes (Fig. 6b).  

DISCUSSION 

Many reports have shown that environmental conditions are correlated with changes in DNA methylation 

profiles and gene expression, providing a possible mechanism for stress memories and adaptation in plants 

(Kinoshita & Seki, 2014; Meyer, 2015; Crisp et al., 2016; Kawakatsu et al., 2016). However, there is still a 

lack of clear evidence demonstrating that stress-specific epigenetic modifications control the expression 

of a gene network involved in plant acclimation (phenotypic plasticity) or long-term adaptation. In this 

work, we aimed to identify genomic loci displaying changes in DNA methylation in response to water 

conditions that might alter their expression in a heritable manner (mitotic transmission in the shoot apical 

meristem) and ensure phenotypic plasticity in response to the conditions inducing methylation. We 

addressed this question using: i) clonally propagated plants (no genetic variation), ii) a drought-sensitive 

tree species (poplar) with different phenotypes and patterns of candidate gene expression under different 

water conditions (Bizet et al., 2015), iii) the SAM (a center of morphogenesis with continuously dividing 

cells), which is easy to collect for genomic and epigenomic analyses (Lafon-Placette et al., 2013) and, 

finally, iv) the global changes in DNA methylation in the SAM in response to water conditions (Gourcilleau 

et al., 2010). 

The shoot apical meristem modulates its transcriptome and methylome in response to water 

conditions  

Clonally propagated poplars subjected to a moderate water deficit displayed the expected 

ecophysiological response (Cohen et al., 2010; Gourcilleau et al., 2010) but, interestingly, whereas 

stomatal conductance and leaf osmotic pressure returned to control levels after rewatering, height and 

leaf growth rates did not (Bizet et al., 2015). We characterized this growth response, by assessing changes 

to the transcriptome and epigenome. Molecular mechanisms, including transcriptomic mechanisms in 

particular, underlying responses to drought are well documented in poplar, but for leaves and roots 

(Bogeat-Triboulot et al., 2007; Wilkins et al., 2009; Hamanishi et al., 2010; Raj et al., 2011). In the SAM, 

transcriptomic profiles specific to each set of water availability conditions were identified. For example, 

almost half the 649 genes dysregulated in drought conditions (309) recovered normal expression patterns 
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after rewatering. This finding is consistent with reports by Huang et al. (2008) for Arabidopsis and Bogeat-

Triboulot et al. (2007) for Populus. Nevertheless, SAM gene expression patterns after rewatering were 

more complex than a simple return to non-limiting water conditions, with as many genes differentially 

expressed between control and rewatering conditions as between control and drought conditions. Some 

responses may be species- or tissue-specific, but different drought application and rewatering kinetics may 

also be responsible, as suggested by data from Bizet et al. (2015). Overall, our data show that the SAM 

displays finely tuned control of its gene expression according to plant water status, possibly to ensure 

appropriate stress responses, growth and morphogenesis.  

We confirm the DNA hypomethylation previously observed under conditions of water deficit in 

the poplar SAM (Gourcilleau et al., 2010) and leaves (Raj et al., 2011). This hypomethylation mostly 

affected gene bodies, with transposable elements remaining highly methylated during drought. Consistent 

with these findings, Baubec et al., 2014 recently showed, in Arabidopsis, that the SAM displays specific 

expression of epigenetic regulators, safeguarding transposon silencing and providing a checkpoint for 

correct epigenetic inheritance. These authors suggested that the SAM was a relevant tissue for analyses 

of the epigenetic process. By contrast, following rewatering, global hypermethylation was observed, 

mostly affecting gene bodies, and this hypermethylation was correlated with a decrease in the expression 

of the demethylase gene DEMETER. In parallel, hypomethylation specifically affected transposable 

elements, possibly due to a decrease in the expression of the components of the RNA-directed DNA 

methylation (RdDM) pathway (Matzke & Mosher, 2014). This suggests that extensive and dynamic 

chromatin remodeling may have occurred in the SAM after rewatering. Consistently, variations in the 

methylation of rice loci during salt stress mostly affect gene bodies (Karan et al., 2012), suggesting that 

DNA methylation variations in response to water deficit are not limited to pericentromeric regions 

(Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012). This finding is consistent with the predominant changes to the 

promoters of genes encoding proteins involved in coping with environmental challenges in the Arabidopsis 

methylome (Colaneri & Jones, 2013). Nevertheless, other factors, such as mitotic activity may contribute 

to the observed changes in DNA methylation. It is also possible that the changes in DNA methylation 

observed after the five days of rewatering are transient, but only long-term kinetic studies could provide 

an answer to this question.  

Specific variations of DNA methylation in genes are correlated with gene expression  

Changes in DNA methylation influence gene expression (Seymour & Becker, 2017), thorough effects on 

transcription (Huettel et al., 2007), splicing (Regulski et al., 2013) and polyadenylation (Tsuchiya & Eulgem, 
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2013) in particular, but it remains difficult to differentiate between the direct changes mediated by DNA 

methylation and secondary effects (Meyer, 2015). In addition, the biological significance of gene-body DNA 

methylation remains largely unknown in plants and mammals (To et al., 2015; Bewick & Schmitz, 2017). 

Interestingly, the correlation between gene-body methylation and transcription appears to be more 

marked in proliferating cells than in non-proliferating cells, suggesting that gene-body methylation may be 

connected to cell proliferation in mammals (Aran et al., 2011). It has been suggested that genes displaying 

body methylation are functionally important, such genes being enriched in housekeeping functions in 

Arabidopsis, that they evolve slowly and are conserved between plants (Aceituno et al., 2008; Takuno & 

Gaut, 2012, 2013). Gene-body DNA methylation may not play a major role in shaping transcriptome 

variation at the global scale. Instead, the contribution of DNA methylation to variations of gene expression 

may be minor in terms of the number of loci affected, but nevertheless significant (Meng et al., 2016; 

Seymour & Becker, 2017). There is also evidence for both effects of DNA methylation on expression and 

effects of expression on DNA methylation, as recently shown in conditions of phosphate starvation in rice 

(Secco et al., 2015).  

Several studies have shown that DNA methylation is involved in controlling the transcription of 

specific genes in response to water stress (González et al., 2011; Bilichak et al., 2012; Garg et al., 2015; Ci 

et al., 2016), but few genome-wide data are available. We found that, in the Populus SAM, genes displaying 

body hypomethylation were significantly downregulated during the rewatering process. This relationship 

may not necessarily be causal. If gene body methylation is a by-product of transcriptional activity (Meyer, 

2015), then the observed hypomethylation may simply be a marker of lower levels of transcriptional 

activity. However, we also found that these genes were putative targets of Polycomb proteins. Polycombs 

are enzymes involved in transcriptional repression via the deposition of H3K27me3 histone marks 

(Mozgova et al., 2015). The activity of these enzymatic complexes is restricted to regions with low/no DNA 

methylation (Roudier et al., 2011). In met1 mutants, regions of hypomethylated DNA are ectopically 

targeted by H3K27me3, suggesting that Polycomb proteins are actively excluded from regions of 

methylated DNA (Weinhofer et al., 2010; Deleris et al., 2012). Here, in the Populus SAM, the 

hypomethylation of genes was found to be associated with their targeting by Polycomb proteins, leading 

to their repression during rewatering. Histone mark profiling studies could be performed to address this 

question. 

However, in most cases, it was not possible to establish a direct correlation between DNA 

methylation and gene expression changes. The extensive DNA hypermethylation on rewatering affecting 
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gene bodies, associated with DME downregulation, could not be correlated to any global changes in gene 

expression. Consistently, other studies have shown that the transcriptional activity of a subset of genes 

may be regulated through changes in gene-body methylation in response to abiotic stress (Karan et al., 

2012; Garg et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016). This limited number of targets may explain the 

difficulties establishing global correlations. In Arabidopsis shoots, DME is expressed specifically in the 

proliferating cells of the shoot and root apical meristems (Kim et al., 2008). In the Populus SAM, we found 

that DME expression was dependent on water availability, and correlated with genome-wide DNA 

methylation changes. Whether and how such changes affect the functioning of proliferating cells in the 

SAM, and the effects on shoot morphogenesis, are interesting questions that remain to be addressed.  

DNA methylation changes and Polycomb complexes target DEGs with phytohormone-related 

functions, in response to water conditions 

We investigated whether specific biological processes were targeted by DNA methylation in the SAM of 

poplar under different water conditions, by cross-referencing gene methylation data (DMRs and 

methylation probes) and lists of DEGs. The the genes for which a significant correlation was found between 

hypomethylation and downregulation after rewatering were enriched in genes activated by ABA, 

jasmonate (JA), salicylic acid (SA) and genes repressed by the ethylene and auxin pathways, suggesting 

crosstalk between multiple hormone pathways during stress recovery. These hormones have already been 

shown to be involved in the response to drought and rewatering (Oono et al., 2003; Seki et al., 2007; 

Wolters & Jürgens, 2009; Choudhary et al., 2012; Riemann et al., 2015; Khan et al., 2015; Yamamuro et al., 

2016; Royer et al., 2016).  

The major finding of this study was that this orchestration involves DNA methylation. Our data 

show that hormone-responsive genes are downregulated and display hypomethylation during the 

rewatering process. This result participates to the better understanding of the molecular events playing a 

role during stress recovery that is still unclear (Crisp et al., 2016). In addition, in rice, osfie2 polycomb 

mutant plants have unusually high levels of ABA, JA and SA (Liu et al., 2016), suggesting a role for OsFIE2 

in repressing the expression of genes involved in the biosynthesis of these hormones. In Arabidopsis, 

Polycomb repressive complex 2 represses hormone-induced somatic embryogenesis in vegetative tissue 

(Mozgová et al., 2017). The situation remains unclear, but the crosstalk between DNA methylation and 

Polycombs could play a role in the developmental response to abiotic stresses via the repression of a 

targeted set of hormone-responsive genes (Crisp et al., 2016; Yamamuro et al., 2016).  
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In conclusion, our data show that phenotypic plasticity in response to water conditions involves 

coordinated variations of DNA methylation and expression in the SAM, for genes related to phytohormone 

pathways. The role of DNA methylation in meristematic cells in the acclimation of plants to changing 

environments provides additional insight and perspectives on the findings of a recently published study 

reporting a role for DNA methylation in adaptation to geography and climate of origin (Kawakatsu et al., 

2016). One future challenge will be the evaluation, in the field, of the potential role of this coordinated 

response involving DNA methylation in stress memory and GxE interactions in long-living organisms as 

trees.  
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. Water deficit/rewatering cycle characterization. (a) Monitoring of the soil relative extractable 

water (REW) during the 14 days of the experiment for the water deficit (WD) and rewatering after water 

deficit (WD-RW) conditions. REW is expressed as a percentage of the value for the well-watered treatment 

(WW). Stomatal conductance (b), height growth rate (c), osmotic potential at full turgor (d) and leaf mass 

per unit area (LMA; e) for the Populus deltoides × P. nigra ‘Carpaccio’ genotype were measured for each 

set of water conditions, at the end of the experiment. The values shown are means ± SE (n = 6). Values 

marked with different letters are significantly different between water treatments (P < 0.05), as 

determined by one-way ANOVA. 

Fig. 2. DEGs between well-watered, water deficit and rewatering conditions are enriched in 

phytohormone-responsive genes. (a) Venn diagram showing the number of DEGs in pairwise 

comparisons. See the materials and methods for the definition of a DEG. (b) Clustered heatmap 

representation of DEG expression. Clustering was based on Euclidean distances. The values used for the 

heatmap are log2-transformed relative expression (normalized per gene and per condition). (c) Clustered 

heatmap representation of the correlation between DEGs in each set of water conditions (this study) and 

published DEGs in Arabidopsis phytohormonal experiments (see text for details). When a significant 

proportion (hypergeometric test) of up- and downregulated genes in a particular water treatment were 

also up- and downregulated, respectively, in a hormone experiment in Arabidopsis, the association was 

considered positive. If genes up- and downregulated genes in particular water treatment were down- and 

upregulated, respectively, in a hormone experiment in Arabidopsis, the association was considered to be 

negative. The significance of the association is expressed as –log10(P-value) for positive associations and 

as log10(P-value) for negative associations. WW: well-watered treatment; WD: water deficit; WD-RW: 

rewatering after water deficit. The P value of the hypergeometric test is indicated. *: P < 0.05; **: P < 0.01.  

Fig. 3. Genomic features of DNA methylation in the shoot apical meristem in response to variations in 

water availability. (a) Well-watered treatment (WW), (b) water deficit (WD) and (c) rewatering after water 

deficit (WD-RW). The three graphs are based on Manhattan plots for the significant windows at a false 

discovery rate (FDR) of 5%. Those plots show log10 P-values on the y-axis, and the location of the different 

50 kb windows in the genome with a gap corresponding to the scaffold location on the x-axis. Blue dots 

correspond to windows hypomethylated relative to the reference mean, red dots correspond to windows 

hypermethylated relative to the reference mean and gray dots correspond to windows not significantly 

different from the reference mean. The numbers in blue, gray and red indicate the numbers of 

hypomethylated, non-significant and hypermethylated regions, respectively. (d) Pairwise correlation 

between the log10 P-values of each set of water conditions, represented as a graph (lower diagonal) and 

as the Pearson correlation coefficient, together with its significance level (upper diagonal). ***: P < 0.001.  

Fig. 4. Characterization of DNA methylation changes in response to different water conditions. (a) 

Number of genomic windows identified or not identified as DMRs. Unaffected regions were classified 

according to their methylation status: not significantly different (0), significantly lower (-1) or significantly 

higher (1) than the reference mean. (b) Mild DNA methylation changes involve a change from -1 (low 

methylation) to 0 (average methylation), 0 to 1 (high methylation) or vice versa between WW, WD and 

WD-RW. (c) Strong DNA methylation changes involve a change from -1 (low methylation) to 1 (high 
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methylation) or vice versa between the three sets of water conditions. Regions with a DNA methylation 

level different for each set of water conditions displayed condition-dependent DNA methylation, and are 

referred to as ‘plasticity’ DMRs. (d) Types of loci affected in the DMRs. For the sake of clarity, DMRs were 

classified as hypo- or hypermethylated in a given set of conditions (lower or higher DNA methylation 

status, respectively, than in the other two sets of conditions). BODY: gene body; PROMOTER: 1 kb 

upstream region; TE: transposable element; BODY+TE: TE inserted into a gene body; PROM+TE: TE inserted 

into a promoter. INTERGENIC: any other locus. (e) Global DNA methylation level in the SAM for the three 

conditions, as determined by HPLC. The values shown are means ± SE (n = 4). Values marked with different 

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

(f) Heatmap representation of the expression of DEGs known to be involved in DNA methylation pathways. 

The values used for the heatmap are log2-transformed relative expression (normalized per gene and per 

condition). WW: well-watered treatment; WD: water deficit; WD-RW: rewatering after water deficit. 

RDR1: RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 1, Potri.008G135800; NRPE1: NUCLEAR RNA POLYMERASE 

D1B, unique largest subunit of nuclear DNA-dependent RNA polymerase V, Potri.T148900; DME: 

DEMETER, DNA glycosylase, Potri.010G234400; AGO2 and AGO4: ARGONAUTE 2 and 4, involved in siRNA-

mediated silencing, Potri.015G117400 and Potri.008G010500, respectively.  

Fig. 5. Relationship between DNA methylation and gene expression changes in response to variations in 

water availability. (a) Heatmap representing the colocalization of gene expression and DNA methylation 

changes in pairwise comparisons between water conditions. The significance of the overlap between the 

two was estimated in a hypergeometric test and is expressed as –log10(P-value) for heatmap generation. 

Body: gene body; promoter: 1 kb upstream region; TE: transposable element; body+TE: TE inserted into a 

gene body; prom+TE: TE inserted into a promoter. (b) Venn diagram representing the genes upregulated 

in Arabidopsis Polycomb mutants (Wang et al., 2016; left circle) and downregulated and hypomethylated 

genes after rewatering (right circle). WW: well-watered treatment; WD: water deficit; WD-RW: rewatering 

after water deficit. The P value of the hypergeometric test is indicated.*: P < 0.05.  

Fig. 6. DNA methylation changes affecting phytohormone-responsive DEGs. (a) Distribution of DMRs for 

each type of phytohormone-responsive DEG (responsive to hormone treatments in Arabidopsis, and DEGs 

in this study). For the sake of clarity, DMRs were classified as hypo- (“hypo”) or hypermethylated (“hyper”) 

in a given set of conditions (lower or higher DNA methylation status, respectively, relative to the other two 

sets of conditions). “All genes” include all the genes surveyed in the methylome analysis. “DEGs” include 

all the 1,516 DEGs presented in  Fig. 2. A black star indicates a distribution of DMRs significantly different 

from that for all measured genes, whereas a red star indicates a significant difference relative to DEGs 

(Chi² test). (b) Heatmap representing the enrichment in phytohormone-responsive genes of repressed 

genes, hypomethylated following rewatering and putative targets of Polycomb proteins in Arabidopsis. 

The significance of the enrichment was estimated in a hypergeometric test and is expressed as –log10(P-

value) for heatmap generation. SA: salicylic acid; JA: jasmonate; CK: cytokinins; ABA: abscisic acid; Eth: 

ethylene; GA: gibberellic acid; BR: brassinosteroids. WW: well-watered treatment; WD: water deficit; WD-

RW: rewatering after water deficit. The P value of the hypergeometric test is indicated. *: P < 0.05; **: P < 

0.01; ***: P < 0.001. 
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Fig. 1 

  



C h a p i t r e  1  
Impact de variations de la disponibilité en eau sur le méthylome et le transcriptome du méristème apical caulinaire actif 

 

118 

 

Fig. 2 
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5 
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SUPPORTING INFORMATION 

Fig. S1 Venn diagram representing the overlap between transcriptome and methylome analyses. 

“transcriptome”: all filtered genes from the expression microarray; “methylome”: all filtered genes from 

the methylation microarray; DEGs: differentially expressed genes; DMRs: genes contained in differentially 

methylated windows.  

Fig. S2 Fold-change expression using qRT-PCR validates transcriptome microarray data 

Fig. S3 Enriched GO terms in DEGs between water deficit and rewatering conditions. The TreeMap 

representation of GO terms enrichment was performed using Revigo (http://revigo.irb.hr/revigo.jsp ). The 

relative area of each rectangle correspond to the -log10(P-value) of the GO enrichment. 

Fig. S4 Enriched GO terms in DEGs between well-watered and water deficit conditions. The TreeMap 

representation of GO terms enrichment was performed using Revigo (http://revigo.irb.hr/revigo.jsp ). The 

relative area of each rectangle correspond to the -log10(P-value) of the GO enrichment. 

Fig. S5 Enriched GO terms in DEGs transiently deregulated in the water deficit condition. The TreeMap 

representation of GO terms enrichment was performed using Revigo (http://revigo.irb.hr/revigo.jsp ). The 

relative area of each rectangle correspond to the -log10(P-value) of the GO enrichment. 

(up/downregulated between well-watered and water deficit conditions and down/up regulated between 

water deficit and rewatering respectively) 

Fig. S6 Enriched GO terms in DEGs between well-watered and rewatering conditions. The TreeMap 

representation of GO terms enrichment was performed using Revigo (http://revigo.irb.hr/revigo.jsp ). The 

relative area of each rectangle correspond to the -log10(P-value) of the GO enrichment. 

Fig. S7 Enriched GO terms in DEGs both between rewatering and water deficit and between rewatering 

and well-watered conditions (rewatering specific). The TreeMap representation of GO terms enrichment 

was performed using Revigo (http://revigo.irb.hr/revigo.jsp ). The relative area of each rectangle 

correspond to the -log10(P-value) of the GO enrichment. 

Fig. S8 Bisulfite sequencing confirmation of DNA methylation changes detected with the MeDIP-

microarray. The 12 plots represent the DNA methylation percentage in function of cytosine position (bp) 

between two water conditions. Grey dots-rewatering after water deficit (WD-RW); black dots-water 

deficit (WD); white dots-well-watered (WW) conditions. 
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Fig. S3  
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Fig. S4  
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Fig. S5  
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Fig. S6  
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Fig. S7  
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Fig. S8
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Table S1 qPCR and bisulfite primers  

qPCR primers   

Transcript identifier 
(v3.0) 

Primer fw sequence Primer rev sequence 

Potri.004G155000.1 ATCTTCACCCGCTCAACAAGGTG GTTGTTGTGGCTGAAACAGTGC 

Potri.007G123300.1 GCCTCCGTGGTGGTTTCTAAACAG TTGCCAGTTACCACCAACAGAACC 

Potri.003G188900.2 CCAGTTCAAACAAGATGGCACACC CCAGCACATTATCCCAGAAAGGTC 

Potri.010G026200.1 AGAGTGCTTACTCATCCGTGTGC ACAGGCATACTGGCCAACCATTG 

Potri.013G144700.1 ACCACAGCCTGGATCAAAGGAG AGAGCACTATCTGTCCTCATCGC 

   

Bisulfite sequencing primers   

Probe ID 

(v3.0 locus_identifier) 
Primer fw sequence Primer rev sequence 

SMG386962; 
SMG386963 

(Potri.003G188800) 

GGTGTGTAAAYTGAAAGAAAGAGA  CCTTTACTCACCACCCCAC  

SGI15122 

(Potri.T046100) 
TGGTGYTGAAGTTAGTAATTTTAT CTTCTTRAACTCARACACTTTCC  

SMG255763 GATGTATTGTTTGYTTTTTYGGAAG TCTCCCACTRCCCCCACC 

SMG249643 TTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAATAAG TCCRAAAATCTCTCAACCACC 

SMNG49734 GGGTTYAGAGGAGGTTTAGA CCAATCTCTATTTCACAATCC 

SMG533457 AGYTGTGTGYGTGTGGGG AACTTCTRCTRCTTCATTTTCTCTC 
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Table S2 Microarray probes summary. Agilent custom array design was used both for gene expression and 
DNA methylation detection (see Material and Methods). Differentially expressed genes were determined 
using the rank product method (percentage of false prediction < 0.05) and with Fold Change threshold of 
2. Differentially Methylated Regions (DMR) were determined using a statistical method (with P < 0.05 and 
Fold Change threshold of 2; see Material and Methods).  

Probe type  Designed probes  Filtered probes Significant loci 

Expression  51,677 29,184 1,516 DEGs 

Methylation  988,544 351,809 3,736 DMRs 

 

Table S3 Differentially expressed genes (DEGs; Excel file)  

Table S4 Differentially Methylated Regions (DMRs; Excel file)  

Table S5 Overlap between all DEGs and DMRs  

Table S6 Overlap between all DEGs and DMRs “plasticity”  

Table S7 Overlap between downregulated and hypomethylated genes in RW-WD vs WD  

Table S8 Overlap between downregulated, hypomethylated genes in RW-WD vs WD and Polycomb targets 

in Arabidopsis 

 

Methods S1 FDR estimation. This document describes in details the statistical study conducted for 
estimating the False Discovery Rate (FDR) of the multiple tests performed: (i) estimation of reference 
means based on mixture models on a subsample; (ii) multiple tests with FDR control per windows and 
scaffolds; (iii) mixture-based clustering of window means, for comparisons with results from the FDR 
procedure; (iv) computation of the Differentially Methylated Regions (DMR). A data frame collecting all 
the results per scaffold and window for each scaffold is produced and some additional summary plots are 
displayed.
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III. Limites, perspectives et transition 

 

 Limites et perspectives. Les principales limites de ce travail concernent le choix du matériel 

végétal utilisé et de l’approche méthodologique. Cette analyse se focalisera sur quelques points qui me 

semblent importants et permettra ainsi de dégager progressivement quelques perspectives directes de 

ces travaux qui débouchent sur les chapitres suivants de cette thèse.  

La première limite concerne le choix de la méthode (MeDIP-ChiP) et celui de travailler sur une formule 

hybride (Populus deltoides × P. nigra). Ce fond génétique est certes largement cultivé et a fait l’objet de 

nombreuses études écophysiologiques (Monclus et al., 2005; Monclus et al., 2006; Bonhomme et al., 2008; 

Fichot et al., 2010; Nielsen et al., 2014; Bizet et al., 2015; Béjaoui et al., 2016; Toillon et al., 2016) mais la 

référence génomique est un génotype P. trichocarpa (« Nisqually 1 » ; Tuskan et al., 2006). De ce fait, les 

lames de microarray ainsi que l’ensemble des analyses génomiques ont été réalisées en utilisant ce 

génome de référence. Des études ont déjà montré que la méthylation de l’ADN présente une variabilité 

génétique notable et que l’hybridation est associée à de multiples modifications épigénétiques (He et al., 

2010; Hegarty et al., 2011; Shivaprasad et al., 2012; Pecinka et al., 2013). Cependant, la variation génétique 

en particulier au niveau des gènes qui ont été l’objet principal de notre étude est pour partie prise en 

compte dans notre approche puisque la technique de MeDIP utilise l’ADN total pour une des deux 

hybridations sur la lame de microarray et que seules les sondes qui s’hybrident « correctement » sont 

conservées pour analyser le signal méthylé (avec la fraction MeDIP). Ainsi, l’analyse MeDIP-ChiP a porté 

sur les séquences géniques méthylées suffisamment conservées entre l’hybride testé et la référence 

génomique, soit plus de 350 000 sondes. Des études récentes ont révélé l’existence de relations complexes 

ne se résumant pas à une simple relation d’expression ou de répression entre la méthylation des cytosines 

et l’expression des gènes. En effet, la méthylation des cytosine localisée au sein des éléments régulateurs 

du gène, tels que les promoteurs, les régions 5’ et 3’ UTR, agissent sur l’expression des gènes de deux 

manières : i) elles inactivent la transcription en empêchant la fixation des facteurs de transcription 

(Niederhuth et al., 2016), ii) elles recrutent des protéines « Methyl-Binding Domain » (MBD) qui vont faire 

appel à leur tour à d’autres protéines telles que les histones désacéthylases ou des complexes de 

remodelage de la chromatine. Au contraire lorsque la méthylation est présente au niveau du corps des 

gènes son altération lors de la réponse à un stress abiotique peut être impliquée dans l’activation 

transrationnelle d’un petit nombre de gènes et dans la transcription de promoteurs cryptiques au sein du 

gène (Zilberman et al., 2007; Karan et al., 2012; Garg et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016). De plus, elle 

est principalement localisée au niveau des exons mais aussi au niveau des introns et la plupart du temps  
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en contexte CpG (Chodavarapu et al., 2010; To et al., 2015). Plusieurs études ont mis en évidence le fait 

qu’elle jouerait un rôle dans l’épissage en modulant la fixation de certains facteurs de transcription et en 

interrompant l’ARN polymérase II. Les gènes fortement méthylés au niveau de leur corps sont conservés 

lors de l’évolution des Angiospermes et enrichis dans des fonctions d’entretien chez les invertébrés (To et 

al., 2015; Niederhuth & Schmitz, 2016). A contrario ceux participant dans les voies impliquées dans la 

réponse de la plante à un stress ou au développement ne sont généralement pas méthylés au niveau de 

leur corps (To et al., 2015). Ceci révèle un rôle spécifique de la méthylation du corps du gène et suggère 

qu’elle ne serait pas indispensable pour une transcription normale mais aussi pour la structure et les 

modifications de la chromatine (Bewick et al., 2016). De ce fait, le rôle de la méthylation au sein du corps 

du gène reste encore mal compris. Cependant, on sait d’ores et déjà que la méthylation de l’ADN n’agit 

pas seule mais en interaction avec les autres marques épigénétiques sur l’expression des gènes. 

De la même manière, une autre limite de ce travail est basée sur le choix d’analyser uniquement la 

méthylation de l’ADN sans prendre en considération, pour des raisons matérielles, les interactions qui 

existent avec les marques « histones » de la chromatine, les ARN non codants ou la structure de la 

chromatine. Chez le peuplier, la méthylation du corps du gène a été montrée comme plus répressive de 

l’expression du gène que la méthylation au niveau de son promoteur (Vining et al., 2012) et agirait aussi 

au niveau des ET (Liang et al., 2014). Aussi, pour établir le rôle de la méthylation de l’ADN, il serait 

intéressant d’investiguer la « totalité » du génome en tenant compte également des contextes de 

méthylation (CG, CHG et CHH) comme le permet la technique de WGBS mise au point récemment (Cokus 

et al., 2008; Lister & Ecker, 2009; Liang et al., 2014).  

Une autre limite à l’étude concerne le matériel biologique (méristème apical caulinaire) et les 

modalités appliquées (trois conditions d’arrosage différentes). Il est évident qu’il serait intéressant 

d’étudier les variations dans d’autres organes des mêmes plants comme les jeunes feuilles en formation 

lors de la contrainte, ou de tester davantage de conditions environnementales, en particulier des cycles 

successifs de sécheresse-ré-arrosage (Marron et al., 2003) qui permettraient de tester l’effet « mémoire » 

des DMR identifiées ici. Une cinétique de prélèvements après induction de la contrainte permettrait aussi 

de suivre la dynamique des variations du méthylome et du transcriptome et ainsi de mieux capturer les 

possibles corrélations entre eux. Cet ensemble, néanmoins coûteux et lourd à coordonner, donnerait 

indéniablement plus de sens physiologique à cette étude. 

Enfin, une limite générale vient de la notion même de DMR qui est encore aujourd’hui assez confuse 

et qui pourrait amener à des difficultés de reproductibilité des résultats ou d’interprétation. En effet, 
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certains chercheurs considèrent que les DMR sont des séquences d’ADN qui révèlent des variations de 

méthylation, sans notion précise de seuil, entre échantillons indépendamment de leur taille (Roessler et 

al., 2016). D’autres chercheurs, au contraire, choisissent de fixer une taille (de 100 pb à plusieurs milliers 

de pb) voire un seuil de méthylation qui sont très variables en fonction des espèces et de la résolution de 

la technique utilisée (Roessler et al., 2016).  

 

 Transition. L’analyse critique de ces travaux a permis de dégager deux perspectives majeures 

pour notre équipe qui ont fait l’objet de la suite de mes travaux de thèse :  

 
1. Quelle est la stabilité des DMR identifiées dans le MAC en fonction de la disponibilité en eau 

du sol quelques mois après le stress mais aussi à différentes échelles expérimentales ? Cette 

question est abordée dans le chapitre 2 de ma thèse au travers d’une étude comparative du 

méthylome sur des MAC dormants. Ces derniers ont été prélevés l’hiver sur des peupliers 

ayant subi une contrainte environnementale plusieurs mois au préalable, lors de la saison de 

végétation. Ces MAC dormant avaient été collectés à différentes échelles spatiales, autant à 

l’échelle de la pépinière qu’au niveau de trois plantations en France. 

 

2. Quelle est la signification biologique de ces DMR en termes d’impacts sur le phénotype en 

fonction de la disponibilité en eau du sol ? Cette question est abordée dans le chapitre 3 de 

ma thèse à l’aide d’une stratégie de génétique inverse (type RNAi), où des peupliers 

hypométhylés précédemment caractérisés (Zhu et al., 2013) ont été placés dans différentes 

conditions de disponibilité en eau du sol. 
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I. Présentation synthétique de la publication 3 : Le Gac et al.  

 

 Contexte. L’impact à court terme des variations de la disponibilité en eau du sol sur le méthylome 

(DMR) et le transcriptome (DEG) du méristème apical caulinaire actif du peuplier a pu être caractérisé lors 

du premier chapitre. Cette étude a permis de soutenir notre hypothèse sur le rôle potentiel des DMR dans 

la plasticité phénotypique en réponse à la contrainte hydrique. Dans ce contexte, nous avons développé 

une approche testant la stabilité des DMR plusieurs mois après une variation de disponibilité en eau du 

sol. Pour cela, nous avons recherché des DMR dans le méristème apical hivernal dormant, de peupliers 

soumis à des contraintes environnementales lors de leur période de végétation et cultivés en contexte 

extérieur (pépinière et sites de plantation). Des études ont déjà montré l’existence de variations de la 

chromatine et notamment de la méthylation de l’ADN en réponse à une contrainte environnementale, ce 

qui apporte à la plante une nouvelle alternative pour générer de la plasticité phénotypique (Sáez-Laguna 

et al., 2014). Ces changements peuvent être réversibles mais aussi transmis par mitoses de cellule en 

cellule et / ou au travers des générations ce qui correspond dans les deux cas à des phénomènes 

épigénétiques (Baulcombe & Dean, 2014; Meyer, 2015; Kawakatsu et al., 2016). La vernalisation est 

l’exemple le plus connu permettant d’illustrer les phénomènes induits par l’environnement et transmis 

par mitose (Baulcombe & Dean, 2014), on parle de mémoire, tandis que les epiRIL peuvent illustrer les 

changements héritables de la méthylation de l’ADN, on parle de processus transgénérationel (Cortijo et 

al., 2014; Kooke et al., 2015). Le processus de transmission dans le temps chez un individu ayant été soumis 

à une contrainte est appelé « mémoire du stress » et permettrait à la plante de garder des mécanismes 

actifs même si la période de la contrainte est passée. Cette « mémoire du stress » a déjà été identifiée 

pour des stress biotiques, avec des agents pathogènes ou des herbivores, et a été nommée « defense 

priming » (Pastor et al., 2013). Il existe aussi une mémoire pour des stress abiotiques tels que des cycles 

de sécheresses successifs (Sultan et al., 2009; Ding et al., 2012) et des privations de phosphore 

(Schönberger et al., 2016). Cette mémoire aiderait la plante à répondre de façon plus efficace lors de 

l’exposition à des stress répétés (Ding et al., 2012; Kinoshita & Seki, 2014; Fleta-Soriano & Munné-Bosch, 

2016). 

 

 Objectifs. L’objectif général de cette étude était de caractériser la stabilité des DMR induites par 

différents environnements dans le temps. Cette étude est un préalable nécessaire pour tester l’existence 

d’une mémoire de l’environnement au niveau du MAC. Nous avons également choisi de placer notre étude 

dans un contexte environnemental plus « naturel » que la serre pour le peuplier en la réalisant sur des  
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dispositifs en extérieur. Nous avons alors entrepris d’identifier et de caractériser les variations de 

méthylation de l’ADN essentiellement au niveau des gènes dans les MAC hivernaux dormants de 

génotypes de peupliers hybrides (P. deltoides × P. nigra). Ainsi, trois objectifs spécifiques ont été mis en 

place :  

 

i) L’ estimation de la variabilité génétique de la méthylation globale de l’ADN dans différents 

environnements extérieurs et l’analyse de la corrélation entre la méthylation globale de l’ADN et la 

production de biomasse comme cela a été montré précédemment sur six génotypes en serre (Gourcilleau 

et al., 2010). 

 

ii) La recherche de l’existence de DMR dans les MAC hivernaux dormants qui auraient été induites 

par des variations environnementales lors de leur période de végétation et conservées jusqu’au stade 

dormant. Ce point permettra de poser la question de la stabilité au cours du temps des DMR. 

 

iii) L’identification des DMR communes entre les différents dispositifs expérimentaux analysés dans 

ce chapitre et celles du Chapitre 1 (Lafon-Placette et al., soumis). Ce point permettra d’aborder la question 

de la stabilité entre environnements des DMR. 

 

Stratégie. Deux dispositifs expérimentaux en extérieur, déjà caractérisés par des études en 

écophysiologie, servent de support aux analyses de méthylome de ce chapitre (Fichot et al., 2010; Toillon 

et al., 2013; Bastien et al., 2015; Toillon et al., 2016). Le premier dispositif impliquait huit génotypes de 

peuplier P. deltoides × P. nigra, mis en place sur une plantation à l’INRA d’Orléans en 2008 (Fichot et al., 

2010). Les plants ont été soumis à deux régimes hydriques distincts : soit un arrêt d’arrosage (sécheresse 

estivale), soit un arrosage à la capacité au champ. Le second dispositif était constitué de 31 génotypes de 

peuplier P. deltoides × P. nigra commerciaux ou issus du GIS peuplier (http://www.peupliersdefrance.org/) 

et ceci dans le cadre du projet ANR SYLVABIOM (Appel Bioénergies, 2008-2012 ; http://www.agence-

nationale-recherche.fr/?Projet=ANR-08-BIOE-0006; coordinateur J-C. Bastien INRA Orléans; Bastien et al., 

2015). Il a été installé en 2009 et 2010 sur deux sites pédoclimatiques contrastés en France (Echigey en 

Bourgogne et Saint-Cyr-en-val en Région Centre) et de façon très restreinte sur un 3ème site (Guéméné-

Penfao en Pays de la Loire) avec un seul génotype « Dorskamp ». Pour les deux dispositifs, les variations 

de méthylation de l’ADN ont été étudiées à deux niveaux : en pourcentages de méthylation globale par 

une approche HPLC (Gourcilleau et al., 2010; Zhu et al., 2013) et en DMR par des analyses de type MeDIP  

http://www.peupliersdefrance.org/
http://www.agence-nationale-recherche.fr/?Projet=ANR-08-BIOE-0006
http://www.agence-nationale-recherche.fr/?Projet=ANR-08-BIOE-0006
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-ChiP (Lafon-Placette et al., soumis ; Chapitre 1 et Annexe 2 et 3) sur les MAC hivernaux dormants. 

 

 Résultats. En réponse aux objectifs, trois résultats majeurs ont été obtenus :  

1. Des variations de la méthylation de l’ADN globale dans les MAC hivernaux dormants de peuplier 

ont été observées en réponse à différents environnements et sont génotype-dépendantes. Les 

pourcentages de la méthylation de l’ADN sont corrélés à la production de biomasse, positivement en 

condition hydrique favorable à la croissance et négativement en condition limitante. Ces résultats 

confirment et complétent ceux obtenus en serre sur MAC actif (Gourcilleau et al., 2010). 

2. Il est possible de mettre en évidence des DMR dans les MAC dormants probablement conservés 

depuis le stade de végétation où ils étaient soumis à différents environnements. Ces DMR contiennent des 

gènes avec un enrichissement (GO) significatif notamment pour des fonctions de réponse au stress 

abiotique, au métabolisme cellulaire et au développement. Ces résultats suggèrent la possibilité d’une 

mémoire environnementale dans le MAC du peuplier mais il reste à démontrer son rôle biologique.  

3. Une comparaison entre les dispositifs expérimentaux analysés (Serre du Chapitre 1, Pépinière du 

Chapitre 2 et Sites pédoclimatiques du Chapitre 2) révèlent des DMR communes. Ces dispositifs 

expérimentaux sont principalement caractérisés par des fluctuations du régime hydrique mais dans des 

contextes environnementaux bien distincts. Ces DMR stables entre environnements fluctuants, 

notamment pour le régime hydrique, contiennent des gènes avec un enrichissement (GO) significatif 

notamment pour des fonctions de réponse au stress abiotique (dont hydrique), du métabolisme cellulaire, 

des phytohormones (Acide Jasmonique, ABA et auxine) et du développement notamment au niveau du 

méristème. Parmi les gènes retrouvés, certains ont été précédemment identifiés comme DEGs dans le 

MAC actif en serre dans différents régimes hydriques (Lafon-Placette et al., soumis ; Chapitre 1). Ces 

résultats suggèrent que les mêmes régions chromosomiques sont affectées (MAC actif) et conservées 

(MAC dormant) lors de variations du régime hydrique survenues dans des contextes environnementaux 

distincts et que ces loci contiennent pour partie des gènes dont les fonctions biologiques seraient 

pertinentes pour participer à la réponse biologique des peupliers à la contrainte et pour une mémoire 

environnementale.  

 

 Conclusion. Cette étude a permis d’établir que des variations de méthylation de l’ADN induites 

par l’environnement sont retrouvées dans le MAC dormant probablement par une transmission depuis la 

période de végétation. Cette transmission mitotique pourrait participer à un phénomène de mémoire de  
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stress comme cela a déjà été décrit (Chinnusamy & Zhu, 2009; Ding et al., 2012; Kinoshita & Seki, 2014). 

De plus, certaines de ces variations induites par l’environnement sont conservées entre différents 

dispositifs expérimentaux en relation avec la disponibilité en eau et la production de biomasse du peuplier. 

Les gènes associés à ces variations participent à des fonctions biologiques en rapport avec la réponse de 

la plante au stress, ce qui pourrait suggèrer que ce phénomène n’est pas aléatoire et jouerait un véritable 

rôle biologique. Ce rôle possible dans la mémoire du stress complète notre étude précédente (Chapitre 1) 

réalisée sur l’incidence de la méthylation dans la plasticité phénotypique en réponse immédiate à la 

contrainte hydrique (Lafon-Placette et al., soumis). Néanmoins, notre approche descriptive et corrélative 

ne permet pas de conclure sur des relations de cause à effet mais supporte notre hypothèse sur le rôle de 

la méthylation de l’ADN dans la « mémoire environnementale » à court terme de l’individu et donc d’une 

meilleure aptitude possible à répondre lors de l’exposition à un futur stress. Ce dernier point reste pour 

l’instant hypothétique et pourrait faire l’objet de futurs travaux comme je le proposerai dans la partie 

« Conclusion générale, discussion et perspectives » de cette thèse. 
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SUMMARY 

 Trees have a long lifespan and must continually respond to environmental pressures, 

through physical and developmental modulations, to survive. Epigenetic mechanisms are 

thought to be involved in tree phenotypic plasticity and stress memory, but little evidence 

is available at the scale of the natural environment to support this hypothesis. In this 

study, we clarified the role of epigenetic mechanisms in the shoot apical meristem (SAM) 

of Populus × euramericana clones in dormant or active states, subjected to contrasting 

environments. We aimed to characterize: (i) the range of genetic and environmental 

variation of global DNA methylation and its correlation with biomass production, (ii) 

differentially methylated regions (DMRs) conserved during mitosis in winter-dormant 

SAMs and (iii) common DMRs with their corresponding gene networks and biological role 

in phenotypic plasticity and stress memory in the natural environment. 

 Microarray chips were used to identify differentially methylated regions (DMRs) between 

environments. 

 The variation of global DNA methylation in response to environmental changes is 

genotype-dependent and correlated with biomass production capacity. Variations of 

water availability over environments induce a significant proportion of identical DMRs in 

which they target genes such as phytohormone genes.  

 Winter-dormant SAM keeps epigenetic memory of environmental variations arisen during 

growing period.  

 

 

Keywords: Biomass production, DNA methylation, Differentially Methylated Regions, Drought, 

Pedoclimatic, Phenotypic plasticity, poplar, Shoot apical meristem, Stress memory.  
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INTRODUCTION 

Trees are sessile organisms that persist at the same site for long periods and must, therefore, 

respond to environmental pressures, such as water availability and biotic perturbations. In recent decades, 

widespread forest die-off, particularly due to drought, has been reported around the world for all forest 

biomes, and an increase in the frequency of this phenomenon with ongoing climate change is predicted 

(Allen et al., 2010; Commission on Genetic Resources for Food and Agriculture, 2014; IPCC et al., 2014). In 

this context, there is an urgent need to improve our understanding of the mechanisms underlying rapid 

tree adaptation and their interplay. 

Plants cope with rapid changes to the environment, in particular, by activating various 

physiological pathways under phytohormonal control or by modulating the chromatin-mediated control 

of the expression of genes encoding proteins of the physiological or developmental machinery (Zhou et 

al., 2007; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2013; Kooke et al., 2015). Chromatin marks, such as DNA 

methylation, are more dynamic and reversible than genetic mutations and therefore provide greater 

flexibility for potential adaptation (Jablonka et al., 1995; Pál & Miklós, 1999; Mirouze & Paszkowski, 2011). 

Many environmental stimuli induce changes in DNA methylation in plants, providing an alternative route 

for the generation of phenotypic plasticity (Nicotra et al., 2010; Walsh & Xu, 2006; Angers et al., 2010; 

Sáez-Laguna et al., 2014). A few recent studies have highlighted the role of DNA methylation in adaptation 

to changing environments and favoring the functional diversity associated with the productivity and 

stability of populations (Choi & Sano, 2007; Bräutigam et al., 2013; Latzel et al., 2013; Rico et al., 2014; 

Kawakatsu et al., 2016).  

Stress-induced chromatin variations may be reversible, but some modifications are retained 

during cell divisions and passed on to the daughter cells or even the next generation, leading to an 

epigenetic memory in both cases (Baulcombe & Dean, 2014; Meyer, 2015; Kawakatsu et al., 2016). The 

best-known example of an environmentally induced phenomenon transmitted mitotically is vernalization 

(Baulcombe & Dean, 2014), and heritable changes in DNA methylation persisting over generations have 

been well-documented in studies on epiRILS (Cortijo et al., 2014; Kooke et al., 2015). The process of stress 

transmission, known as ‘stress memory’, enables plants to retain active mechanisms for dealing with stress 

even after the stress is over, potentially allowing them to respond more efficiently to repeated stressful 

events (Chinnusamy & Zhu, 2009; Zhang et al., 2013; Kinoshita & Seki, 2014, Fleta-Soriano & Munné-Bosch, 

2016). One of the best described ‘memory’ systems in plants is ‘defense priming’, which controls responses 

to pathogen or herbivore attacks (Pastor et al., 2013). This process enables the plant to develop a response 
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to repeat biotic attacks that is more robust and rapid than the response to the initial attack, thereby 

increases the chances of survival. The concept of ‘priming’ has also been applied to the response to abiotic 

stresses, such as water deficit (Sultan et al., 2009; Ding et al., 2012). Indeed, repeated drought stress in 

Arabidopsis thaliana has been shown to involve transcriptional memory, with an increase in the 

transcription levels of stress response genes (Ding et al., 2012). Hyperosmotic stress memory in 

Arabidopsis was recently shown to be mediated by distinct epigenetically labile sites in the genome and 

restricted in the male germline by DNA glycosylase activity (Wibowo et al., 2016). Finally, a partial 

conservation of memory genes between Arabidopsis thaliana and Zea mays has been observed, together 

with species-specific genes (Ding et al., 2014). However, there is currently little experimental evidence to 

support the hypothesis of a role of epigenetic mechanisms in tree phenotypic plasticity and stress memory 

(Bräutigam et al., 2013; Liang et al., 2014; Plomion et al., 2016) particularly in the natural environment 

(Anders et al., 2012; Franks et al., 2014; Merilä & Hendry, 2014).  

We conducted experiments on poplar trees grown outdoors, in different environments, focusing 

our analyses on the winter-dormant shoot apical meristem (SAM). During the vegetative growth period, 

the SAM is the central site for morphogenesis, playing a key role in developmental plasticity and 

safeguarding the expression of specific epigenetic regulators, thereby providing a checkpoint for the 

correction of epigenetic transmission across generations (Baubec et al., 2014). Active SAMs have been 

shown to display genotype-dependent variations of global DNA methylation in response to water deficit 

in greenhouse conditions (Gourcilleau et al., 2010; Raj et al., 2011). Furthermore, global DNA methylation 

levels have been shown to be correlated with biomass production. In the SAM, about 75% of genes are in 

the open chromatin state and methylated, in relation to their size, redundancy in the genome and tissue-

specific expression (Lafon-Placette et al., 2013; Bräutigam et al., 2013). Finally, specific gene expression 

and methylation profiles (differentially expressed genes ‘DEGs’ and differentially methylated regions 

‘DMRs’, respectively) have been shown to be associated with different water availability conditions, in the 

active SAM of greenhouse-grown poplar clones (Lafon-Placette et al., sub). The target genes are 

significantly enriched in functions associated with phytohormone metabolism and signaling, potentially 

involved in the observed phenotypic plasticity in response to water availability. 

The aims of this study were: i) to assess the range of genetic and environmental variation of global 

DNA methylation in winter-dormant SAMs and the correlation with biomass production; ii) to identify 

DMRs conserved during mitosis in winter-dormant SAMs in plants growing outdoors, and arising in 

different environmental conditions during vegetative growth and iii) to identify common DMRs and the 
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corresponding genes potentially serving as a signature of water stress or limited growth conditions, by 

comparing the DMRs reported here with each other and with those reported previously for active SAMs 

in greenhouse-grown plants (Lafon-Placette et al., sub). 

We performed analyses on winter-dormant SAMs collected a few months after the end of the 

vegetative growth period, from poplars grown in nurseries or field plantations, with characterization of 

their ecophysiological responses (Fichot et al., 2010; Toillon et al., 2013). Global DNA methylation was 

assessed in all genotypes of each experimental set-up, by HPLC, as previously described (Causevic et al., 

2005; Gourcilleau et al., 2010; Trap-Gentil et al., 2011; Zhu et al., 2013; Plomion et al., 2016), and the 

variation of genomic DNA methylation was assessed for one genotype in each experimental set-up, with a 

MeDIP-chip approach, as described by Lafon-Placette et al., (submitted). We found that the variation of 

global DNA methylation in winter-dormant SAMs in response to environmental conditions depended on 

genotype, and that this variation was correlated with biomass production capacity. We also identified 

DMRs that were conserved during mitosis in winter-dormant SAMs and arose under different 

environmental conditions during vegetative growth outdoors. These DMRs contained genes involved in 

stress responses, cellular protein modification and the cell cycle likely to be involved in phenotypic 

developmental plasticity or stress memory. Finally, we identified a number of DMRs conserved between 

experimental set-ups (greenhouse, nursery and field plantations) with different water and growth 

limitations, suggesting a functional role in dealing with these stresses. 

 

MATERIALS AND METHODS  

Plant materials and growth conditions  

Winter-dormant buds from Populus × euramericana genotypes were collected for epigenomic analysis at 

the end of January in France, from two experimental outdoor set-ups (‘nursery’ and ‘field plantations’) 

designed for studies of the interactions between environmental factors, water and carbon fluxes in hybrid 

poplars (Fichot et al., 2010; Toillon et al., 2013, Fig.1). Shoot apices were cut in half with a scalpel and 

cleared of all visible differentiated tissues under a binocular magnifying glass, as previously reported 

(Lafon-Placette et al., 2013). Samples containing a shoot apical meristem (SAM) were then frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C. 

The nursery experimental design was installed in June 2006 at the INRA forest genetics research 

station in Orleans (Loiret, 47°46’N 1°52’E, 110 m above sea level; Fichot et al., 2010). It included eight P. 
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deltoides × P. nigra genotypes selected on the basis of their large ranges of water use, growth behavior, 

and xylem hydraulics (‘Agathe_F’, ‘Cima’, ‘Eco28’, ‘Flevo’, ‘I45-51’, ‘Luisa_Avanzo’, ‘Pannonia’, and 

‘Robusta’) (Monclus et al., 2006 ; Fichot et al., 2009, 2010). Hardwood cuttings were grown in a loamy 

sand soil (pH 5.9) for two years without any addition of fertilizer. The experimental design consisted of 

two twin plots established 15 m apart on a 250 m2 field plantation. Each plot consisted of eight rows 

oriented in a north-south direction, and was divided into five complete randomized blocks with three 

individuals of each genotype per block (3 individuals * 8 genotypes * 5 blocks). Edge effects were 

minimized by planting a ‘Mellone_Caro’ clone border row around each plot. At the end of 2006 and 2007, 

all plants were cut back to create a coppice system. Over a two-year period, environmental conditions 

(cumulative precipitations, temperature, and potential evapotranspiration) were recorded hourly by a 

meteorological station (Xaria, Degreane Horizon, Cuers, France) at the field site. Irrigation was calculated 

to meet evaporation requirements on the plots, but, in 2008, one of the two plots was subjected to water 

deficit by shutting down the irrigation system from 18 June to the end of the growing season. Pre-dawn 

leaf water potential was used to estimate soil water potential, and was measured on each plot from mid-

June to mid-August. The leaf water potential was kept above -0.20 MPa on the plot with favorable growth 

conditions, but progressively decreased on the other plot, reaching a trough of -0.75 MPa on 24 July (Fichot 

et al., 2010).  

The ‘field plantation’ experimental design consisted of 10 randomized blocks. It was installed in 

2009 on three sites located in northern France, at Echigey (E, Côte d’Or, 47°10’N 5°11’E, 197 m above sea 

level), Saint-Cyr-en-val (SC, Loiret, 49°81’N 1°98’E, 100 m above sea level) and Guéméné-Penfao (G, Loire-

Atlantique, 47°37’N 1°49’W, 43 m above sea level), in the framework of the ANR project SYLVABIOM (ANR-

BIO-E 2008; Toillon et al., 2013; Bastien et al., 2015). A multiclonal design was used, with woody stem 

cuttings from 56 Populus × euramericana genotypes including nine being tested by the French 

‘Groupement d’Intérêt Scientifique peuplier (GIS peuplier)’, nine others tested by the Italian company 

‘Alasia Franco Vivai’, and eight already available on the market. These cuttings were planted at the E 

(favorable growth condition) and SC (limited growth condition) sites. A monoclonal design, using woody 

stem cuttings from the Populus × euramericana ‘Dorskamp’ genotype, was also used at the E, SC and G 

(intermediate growth conditions) sites. We analyzed a subset of 31 genotypes for which ecophysiological 

behavior had already been characterized (Toillon et al., 2013). Before the experimental designs were 

established, we characterized the composition of the upper soil layer at each site, through the 

measurement of various parameters. The soil at the favorable growth site was a silty-clay type soil, 

whereas that at the limited growth site was a sandy-loam type soil. The soil at the favorable growth site 



C h a p i t r e  2  
Impact de l’environnement et stabilité du méthylome dans le méristème apical caulinaire dormant 

 

157 

also had larger amounts of organic matter, carbon, and nitrogen, and a higher pH. We also analyzed the 

meteorological data for these sites, which was obtained from the nearest meteorological station (Météo 

France), and their soil volumetric water content (%). The soil water content results revealed that the 

favorable growth site had a relative humidity twice that at the limited growth site (Toillon et al., 2013). 

DNA extraction and determination of global DNA methylation percentage by HPLC 

SAMs were immersed in liquid nitrogen and ground to a fine powder in an automatic ball mill (MM 200 

Retsch, Germany). Genomic DNA was extracted with a CTAB protocol (Doyle & Doyle, 1987) and stored at 

-80 °C. RNA quantity and quality were estimated with a NanoDrop spectrometer (NanoDrop Instrument, 

France).  

For the determination of global DNA methylation, genomic DNA was enzymatically hydrolyzed into 

nucleosides and analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC) with a GeminiTM column 

(150 x 4.6 mm

methanol (v/v) and 5 mM acetic acid in water, as described by Zhu et al. (2013). Controls for this procedure 

included comigration with commercial standards (Sigma-Aldrich), confirmation by enzyme restriction 

analysis and tests for RNA contamination based on the HPLC detection of ribonucleosides. Global DNA 

methyl cytosine percentages (% mC) were calculated as follows: %mC = (mC/(C + mC)) × 100, where ‘C’ is 

2’-déoxycytidine content and ‘mC’ is 5-methyl-2’-déoxycytidine content. In each set of conditions, we 

analyzed three biological replicates, with two independent genomic DNA extractions per replicate, with 

three hydrolysis replicates and two HPLC runs.  

Methyl DNA immunoprecipitation and microarray analysis 

Custom microarray probes were designed with eArray software 

(https://earray.chem.agilent.com/earray/; Agilent Technologies, Massy, France), based on the poplar 

genome (http://www.phytozome.net/poplar.php), as reported by Lafon Placette et al., (sub). For each 

poplar model gene (over 42,000), we designed five probes: 1 probe binding to the 0.5 kb upstream of the 

gene, 1 probe binding to the 0.5 kb downstream from the gene and three probes binding within the body 

of the gene. For candidate genes reported to be involved in morphogenesis or drought responses, 

additional probes were designed, covering the region extending from 0.5 kb upstream to 0.5 kb 

downstream of the gene, with overlapping microarray probes binding at 30 bp intervals. Finally, additional 

probes were designed to cover loci from a previous methylome study (Lafon-Placette et al., 2013), the 

corresponding genes and intergenic regions, with probes binding every 140 bp or 780 bp, respectively, 

between 0.5 kb upstream and 0.5 kb downstream of the loci of interest. In addition, 10 duplicate analyses 

https://earray.chem.agilent.com/earray/
http://www.phytozome.net/poplar.php
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were carried out for each of 50 probes, as reproducibility controls, and Agilent internal control probes 

were also used.  

Genomic DNA was extracted independently from at least six individuals per genotype and 

condition. The DNA from these individuals was mixed in equal amounts and sonicated with a VC 505 Vibra-

Cell sonicator (Standard Bioruptor from Diagenode UCD-200 TM), to obtain fragments of 0.2 to 0.8 kb in 

size. Methylated DNA (11 µg of sonicated DNA) was subjected to immunoprecipitation, as described by 

Weng et al. (2009). For each sample (input and immunoprecipitated DNA), labeled DNA was generated in 

accordance with the procedure recommended by Agilent Technologies, with the Genomic DNA Enzymatic 

Labeling Kit (Agilent Technologies, France). For each sample, a yield of 2.5 µg of labeled DNA and a specific 

activity of 7-20 pmolCy5/gDNA and 18-25 pmolCy3/gDNA were chosen as the minimum thresholds for 

quality. A known methylated sequence from the poplar genome was amplified by PCR, as described by 

Lafon-Placette et al. (2013), from reference DNA (not immunoprecipitated) and to confirm the enrichment 

in methylated DNA. For hybridization, we used 1 × 1 Million custom microarray slides (Agilent 

Technologies, France). CH3 microarrays were analyzed by IMAXIO (Clermont-Ferrand, France), in 

accordance with the instructions issued by Agilent Technologies. Microarray slides were scanned with a 

G2505C scanner (Agilent Technologies, France) and raw signal data were extracted with Feature Extraction 

version 10.7 software (Agilent Technologies, France). The reproducibility and reliability of each single 

microarray were assessed with quality control report data (Feature Extraction, Agilent Technologies). Data 

normalization and filtering were performed with Feature Extraction software, using flag criteria, as 

previously described (Hébrard et al,. 2016; Lafon-Placette et al., sub).  

DMR identification and bioinformatics analyses 

For the identification of DMRs (grouping together, at each chromosomal locus, of independent probe 

signals), we applied a mixed model and false discovery rate (FDR) estimation to normalized and filtered 

signal probes mapped onto the poplar reference genome 

(ftp://plantgenie.org/Data/PopGenIE/Populus_trichocarpa/v3.0) for each set of biological conditions, as 

reported by Lafon-Placette et al. (sub) and in Methods S1. We first estimated the reference mean from 

20% of the probes, selected at random, for each scaffold under each set of growth conditions, for each 

experimental design, such as favorable and limited nursery conditions. We used mixed models based on 

the bimodal empirical distributions for this estimation (McLachlan & Peel, 2000). We then used the R 

statistical software mixtool package (Benaglia et al., 2009) for subsequent analyses. We constructed 50 kb 

analysis windows (about 7,550 windows) based on the remaining 80% of the probes. Each defined window 

ftp://plantgenie.org/Data/PopGenIE/Populus_trichocarpa/v3.0
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was characterized by its specific probe composition and gene model positions. These windows were used 

to assess whether the mean methylation signal mean per window differed from the previously determined 

reference mean. A few windows contained less than 30 probes. We therefore performed a one-sample 

Wilcoxon signed rank non-parametric test with the null hypothesis (H0) of a symmetric distribution of the 

data about the reference mean. This test was performed to compare each window mean with the 

corresponding reference mean, to obtain a P-value guiding the acceptance or rejection of H0. A False 

Discovery Rate (FDR) was then used to control for multiple testing (Benjamini & Hochberg, 1995) with α = 

5%, to control for the global risk of error over the windows of these multiple Wilcoxon signed rank tests. 

This FDR was performed by using R package fdrtool (Strimmer, 2008). The results were summarized on the 

basis of a series of decision rules scores based on the FDR and mean shift sign for each window and each 

experimental design: not significantly different from the mean reference level of methylation (‘0’), 

significantly lower levels of methylation than the reference mean (‘-1’) and significantly higher levels of 

methylation than the reference mean (‘+1’). A differential methylation region (DMR) was defined as a 

window for which different decision scores were obtained for two growth conditions in nursery or field 

experiments (‘0 vs. +1’; ‘0 vs.-1’ or ‘+1 vs -1’ and vice versa). 

Gene Ontology (GO) term enrichment was assessed for the methylated genes with Revigo 

(http://revigo.irb.hr/) software, using default parameters. ‘TreeMap’ view was performed with rectangle 

size adjusted to reflect the absolute log10 P-value of the GO term, through use of the corresponding poplar 

model genes from the best v3.0 blast hits with Arabidospsis TAIR10 annotations.  

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed with Rstudio statistical software (R Core Team, 2015). RStudio: 

Integrated Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA URL http://www.rstudio.com/). Means are 

expressed with their standard error and were compared by analysis of variance (one-way ANOVA; general 

linear model procedure and two-way ANOVA; genotype and treatment effect). Tukey’s rank tests were 

also performed post-hoc, considering only the effect of genotype, in one set of conditions. Relationships 

between global DNA methylation and ecophysiological parameters, such as fresh biomass, were analyzed 

for normality by frequentist statistical methods, such as Shapiro–Wilk tests. Linear correlation analyses 

were then carried out, with the determination of Pearson’s coefficient (rP) or Spearman’s coefficient (rho). 

Finally, a hypergeometric distribution was used to describe the probability to having more common DMRs 

as the number identified without replacement. The significance of statistical test results is indicated as 

follows: ns, non-significant; * P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P < 0.001. 

http://revigo.irb.hr/
http://www.rstudio.com/
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Accession numbers 

Microarray design and methylome (GSE46624 and GSE97144) data are available from the GEO database.  

 

RESULTS AND DISCUSSION  

Variations of global DNA methylation in the winter-dormant SAM are dependent on genotype 

and environment and correlated with biomass production 

Percentages of global DNA methylation were measured in the winter-dormant SAMs of eight P. × 

euramericana hybrids grown in a nursery experiment with two contrasting sets of growth condition during 

the vegetative period: well-watered ‘favorable’ conditions, and drought-exposed or ‘limited’ conditions 

(Fig. 1 and 2A). These genotypes have already been shown to differ in intrinsic water-use efficiency (C13 

isotype discrimination) (Monclus et al., 2006), growth behavior, xylem structures (Fichot et al., 2009), and 

xylem resistance to cavitation (Fichot et al., 2010). Thus, six months after the moderate summer season 

water deficit, a significant genotype-by-treatment interaction was detected. Global DNA methylation 

percentage ranged from 34 to 39% between genotypes or treatments, and significant differences between 

growth conditions were detected for two genotypes: ‘Cima’ and ‘Eco 28’, which displayed DNA 

hypomethylation in ‘limited’ growth conditions (Fig. 2A). These two genotypes have already been shown, 

in ecophysiological analyses, to have the highest relative growth rates for the main shoot of the eight 

genotypes considered here (Fichot et al., 2010). We assessed a larger range of variation in a natural 

context, by evaluating global DNA methylation in the winter-dormant SAMs of 31 P × euramericana hybrids 

grown at two sites with different water availabilities and fertilities, located at Echigey (E, the ‘favorable’ 

site for growth) and Saint-Cyr-en-val (SC, the ‘limited’ site for growth) in France (Fig. 1 and 2B). For these 

two genotypes, intrinsic water-use efficiency and growth behavior were already known to differ between 

the two sites (E and SC, Toillon et al., 2013). Again, six months after the moderate summer season water 

deficit, a significant genotype-by-treatment interaction was detected. Global DNA methylation ranged 

from 20 to 54% between genotypes or sites and significant differences between growth conditions were 

detected for eight genotypes, four of which displayed hypermethylation in favorable conditions, the other 

four displaying hypomethylation in favorable conditions (Fig. 2B). 
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Variations in methylation have already been reported between plants species (Lambé et al., 1997), 

between genotypes and in response to various environmental constraints (Gourcilleau et al., 2010; Trap-

Gentil et al., 2011), as well as between individuals from the same population (Vaughn et al., 2007; Schmitz 

et al., 2013), and offspring from the same parents (Schmitz et al., 2011; Becker et al., 2011). In addition, 

previous studies on poplar have already reported variation of DNA methylation in response to stress and 

according to geographic origin, but with a very limited number of genotypes and in controlled greenhouse 

conditions (Gourcilleau et al., 2010; Raj et al., 2011; Song et al., 2016; Lafon-placette et al., sub; Latzel et 

al., 2013). 

We investigated whether the variation of DNA methylation in the SAM, the center of 

morphogenesis, reported here could be transmitted between cells during mitosis. We measured global 

DNA methylation in leaves emerging from an active SAM and mature leaves, in an experimental set-up 

described elsewhere (Cohen et al., 2010; Fig. S1). Effects of leaf rank and water deficit were detected. A 

significant change in methylation was reported in response to stress, exclusively in emerging leaves (ranks 

0 and 1) formed during the drought period (Fig. S1). Recent studies have shown that leaves formed during 

water deficit have a phenotype different from that of leaves formed in well-watered conditions, with a 

lower stomatal density and changes in the expression of ontogenic genes (Hamanishi et al., 2012). It 

therefore appears possible for environmentally induced DNA methylation variations in active SAMs to be 

mitotically transmitted to emerging leaves and maintained, at least partly, in winter-dormant SAMs, 

consistent with the mitotic epigenetic process well-documented for the vernalization process in 

Arabidopsis (Baulcombe & Dean, 2014). 

There was a positive correlation between global DNA methylation and shoot biomass under 

favorable growth conditions, with r = 0.82 (P < 0.01) in nursery conditions and r = 0.40 (P < 0.03) in field 

conditions (Fig. 3). Under ‘limited’ conditions, this correlation was negative, at r = -0.50 (P = 0.21), rho = -

0.95 (P <0.001) for nursery conditions and r = -0.41 (P = 0.02) for field conditions (Fig. 3). This finding is 

consistent with previous data for the active SAMs of six genotypes grown in greenhouse conditions (Fig. 

1; Gourcilleau et al., 2010). These correlations are not consistent with a causal relationship, but raise 

questions about the potential role of variations in DNA methylation in the fine-tuning of SAM functioning, 

to ensure differential growth between genotypes and in response to environmental changes (Gourcilleau 

et al., 2010; Hamanishi & Campbell, 2011, Lafon-Placette et al., sub). Indeed, several studies have 

suggested that variations of DNA methylation may be associated with phenotypic plasticity in traits 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ece3.461/full#ece3461-bib-0026


C h a p i t r e  2  
Impact de l’environnement et stabilité du méthylome dans le méristème apical caulinaire dormant 

 

162 

potentially improving the local adaptation and stability of populations (Lira-Medeiros et al., 2010; Herrera 

& Bazaga, 2013; Zhang et al., 2013; Kawakatsu et al., 2016; Latzel et al., 2013).  

Winter-dormant SAMs display a memory of environmentally induced DMRs 

The methylome of winter-dormant SAMs from trees grown in nursery and field conditions (Fig. 1) was 

assessed by MeDIP-chip analysis on a single genotype for each experimental set-up, with a custom-made 

poplar array (1 million probes) and a procedure described in previous studies (Hébrard et al., 2016; Lafon-

Placette et al., sub; see Methods S1 for details). We filtered and normalized the data, and 245,746 probes 

in nursery conditions and 198,441 probes in field conditions were then analyzed further. We identified 

DMRs by applying a mixed model and false discovery rate estimation for multiple testing (FDR) to the 

filtered probes mapped onto the v3.0 annotated poplar reference genome cut into 50 kb windows (Lafon-

Placette et al., sub; see Methods S1 for details; Table S2). Each window was characterized by a set of 

biological conditions summarized on the basis of a decision rules score based on the FDR and the sign of 

the mean shift for each window and each set of conditions: not significantly different from the mean level 

of methylation (score of ‘0’; gray points in Fig. 4), significantly lower (hypomethylated, score of ‘-1’; blue 

points in Fig. 4) or higher (hypermethylated, score of ‘+1’; red points in Fig. 4) levels of methylation. A DMR 

was defined as a window (locus) with decision scores differing (‘0_+1’; ’0_-1’ or ‘+1_-1’) between at least 

two sets of biological conditions. The Manhattan plots in Fig. 4A and B present the variation of DNA 

methylation along the 19 chromosomes as -log10 P-values for all windows testing, ranging from 0 to about 

50. For a given experimental set-up (i.e. nursery or field), similar patterns of methylation were observed 

between growth conditions with r values ranging from 0.97 to 0.99 (at P<0.001; Fig. 4C). However, 

variation between growth conditions was detected for a few hundred of loci and between experimental 

set-ups for an even larger number of loci (up to a thousand), with r values ranging from 0.15 to 0.20 (at 

P<0.001) (Fig. 4). Indeed, in the nursery set-up, favorable growth conditions were characterized by 596 

hypomethylated (blue dots, ‘-1’) and 2,406 hypermethylated (red dots, ‘+1’) loci, whereas, in limited 

growth conditions, there were 499 hypomethylated (blue dots, ‘-1’) and 2,675 hypermethylated (red dots, 

‘+1’) loci (Fig. 4A). This situation is similar to that previously reported for well-watered and water-limited 

(or rewatering) conditions for active SAMs in a poplar greenhouse set-up (Lafon-Placette et al., sub). In the 

field set-up, the numbers of both hypomethylated (from 209 to 625) and hypermethylated (from 1805 to 

2199) loci increased with water deficit (Fig. 4B). These genomic variations mostly affected genic regions 

(Fig. 4; Table S1), and did not, therefore, corresponded to the reported changes in global DNA methylation 

(Fig. 2). This suggests that non-genic sequences, such as repeat sequences (pericentromeric regions), may 
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have methylation patterns (Lafon-Placette et al., 2013) different from those of genic regions (Lafon-

Placette et al., sub).  

Using FDR correction for multiple testing (α = 5%), we identified 871 DMRs in the nursery set-up 

and 1,391 DMRs in the field set-up (Fig. 5), consistent with the range of variation between growth 

conditions for each experimental set-up, as assessed by global DNA methylation (Fig. 2) or the number of 

loci with decision scores of ‘+1’ or ‘-1’(Fig. 4). These numbers are similar to those reported by Lafon-

Placette et al. (sub) for active SAMs in well-watered/water-limited conditions in a greenhouse set-up (789 

DMRs), but smaller than those reported for rewatering in water-limited/rewatering (3,321 DMRs) and 

well-watered/rewatering (3,436 DMRs) comparisons. Most of the nursery DMRs (71%) was more 

methylated in limited growth conditions than in favorable conditions, whereas hypermethylated DMRs 

were equally distributed between limited and favorable growth conditions in the field set-up (Fig. 5). By 

contrast, the distribution of DMRs as a function of their scores (‘-1’, ‘0’ or ‘+1’) was similar for the two 

experimental set-ups, with mostly minor changes in methylation (e.g. from ‘0’ to ‘-1’ or ‘+1’) and only a 

very small number of DMRs displaying strong changes in methylation (e.g. from ‘-1’ to ‘+1’). 

Gene Ontology enrichment analyses were performed on the genes covered by the DMRs (and 

filtered MeDIP probes), based on the annotations for the homologous genes of Arabidopsis in TAIR10 

(https://www.arabidopsis.org/; Fig. S2, S3 and S4). The nursery DMRs contain 4,234 genes (corresponding 

to 3,374 Arabidopsis homologs), whereas the field DMRs contained 6,370 genes (4,786 homologs). The 

genes present in these DMRs were enriched in biological functions such as response to abiotic stress, RNA 

metabolism, cell cycle and regulation of biological process (Fig. S2). A detailed GO analysis for hyper- or 

hypomethylated DMRs in both the nursery and field set-ups revealed additional associated enrichment for 

phytohormone signaling/metabolism pathways, particularly for jasmonic acid, ABA and salicylic acid (Fig. 

S3 and S4). Similar observations have already been reported for active SAMs under different water 

conditions in the greenhouse set-up (Lafon-Placette et al., sub). By in silico analysis with transcriptomic 

data from the greenhouse set-up (Lafon Placette et al., sub; Fig. 1) we were able to identify 117 DEGs (105 

homologs in TAIR10) in nursery DMRs and 187 DEGs (164 homologs) in field DMRs. Again, GO analysis 

indicated enrichment in response to stress, phytohomones and the regulation of biological process 

functions (Fig. S5). Most of the DEGs in the DMRs were upregulated in conditions of water deficit and 

downregulated after rewatering, suggesting that these genes were specifically expressed in drought 

conditions (Fig. S6A).  

https://www.arabidopsis.org/
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Overall, our results demonstrate the presence of DMRs in winter-dormant SAMs from trees 

exposed to different environments during the vegetative growth period. They suggest that mitotic 

transmission occurs during the transition from the vegetative growth period to dormancy, constituting an 

epigenetic phenomenon and a potential stress memory. Indeed, these variations of methylation were 

found to target genes known to participate in the stress response in Arabidopsis or reported to be 

controlled by water deficit in active poplar SAMs. These data are consistent with a role for DNA 

methylation in the ability of plants to acclimate to changing environmental conditions (Boyko & Kovalchuk 

2008; Bräutigam et al., 2013; Rico et al., 2014 Baulcombe & Dean, 2014) and, more precisely, in a potential 

stress memory (Kinoshita & Seki, 2014; Meyer, 2015; Yong-Villalobos et al., 2015; Kawakatsu et al., 2016; 

Colaneri & Jones, 2013, Schönberger et al., 2016). Indeed, a recent study on poplar subjected to 

phosphorus starvation suggested that the variation of promoter methylation leads to gene repression, 

allowing the plant to cope with environmental challenges (Schönberger et al., 2016). Our results highlight 

a potential connection between DNA methylation in genes, stress memory and phytohormone pathways. 

Those results are consistent with previous findings for active SAMs from poplar plants subjected to 

different water conditions (Lafon-Placette et al., sub) and recent studies on dehydration stress memory 

and hormonally regulated pathways in Zea mays and Arabidopsis thaliana (Ding et al., 2014). However, 

the role of gene body methylation remains to be elucidated (Niederhuth &Schmitz 2016).  

Winter-dormant SAMs show partial conservation of DMRs among environments 

The conservation of DMRs was assessed in different environments (field and nursery set-ups) and the 

already described greenhouse set-up (Lafon-Placette et al., Fig. 1; Fig. 6). More than half the nursery (502 

DMRs) and field (788 DMRs) DMRs could be matched to greenhouse DMRs, by considering, for each 

experimental set-up, the regions differentially methylated between favorable and limited conditions. 

Fewer DMRs (255 DMRs) were common to the nursery and field set-ups, and 161 DMRs were common to 

the field, nursery and greenhouse set-ups. Using a hypergeometric test to calculate the statistical 

significance of DMR conservation between set-ups, we detected a significant overrepresentation relative 

to a random distribution (at P<0.001). Two categories of DMRs common to different set-ups were 

distinguished: i) DMRs with ‘conserved variation’ between set-ups, meaning the same variation of 

methylation (hyper- or hypomethylated) between favorable and limited conditions and ii) DMRs with 

‘inversed variation’ between set-ups. In this context, there were more DMRs with conserved variation 

between nursery and greenhouse set-ups than DMRs with inversed variation. However, the DMRs with 
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conserved variation in all situations were mostly hypermethylated, whereas the DMRs displaying inversed 

variation were mostly hypomethylated (Fig. 6A and C).  

GO enrichment analyses were performed on genes encompassed by the DMRs common to 

different set-ups (Fig. 7 and Fig. S7, S8 and S9). In all cases, significant enrichment in genes involved in the 

response to abiotic stimuli was observed, consistent with a potential role of these common DMRs in stress 

memory. Other major categories, such as RNA metabolism, regulation of biological process and meristem 

development, were also identified as enriched, depending on the common DMRs considered. GO 

enrichment also revealed a few differences between hyper- or hypomethylated genes for a given set of 

common DMRs, suggesting the possibility of coordinated control of different biological functions by hyper- 

or hypomethylation. For example, ‘water stress’ was a major GO category for hypomethylated 

nursery/field DMRs, whereas ‘tissue development’ was a major GO category for hypermethylated DMRs 

(Fig. S9). Finally, considering the genes covered by the 161 DMRs common to the three set-ups, the major 

GO category was ‘response to abiotic stress’ (Fig. 7D). Sixteen of these genes have already been described 

as DEGs hypermethylated and downregulated in rewatering conditions in the greenhouse set-up (Lafon-

Placette et al., sub; Fig. S3C; Table S3). Two of these genes were similar to the Arabidopsis 

STRUWWELPETER gene, encoding a positive regulator of transcription involved in defense signaling (SA 

and JA/ethylene) crosstalk and cell proliferation, and SPINDLY, encoding a regulator of gibberellin and 

cytokinin signaling interacting with the chromatin remodeling complex and involved in cell differentiation, 

both of which are known to be involved in stress acclimation and growth regulation (Table S3; (Autran et 

al., 2002; Qin et al., 2011; Sarnowska et al., 2013; Wang et al., 2015; Steiner et al., 2016). 

 

Overall, our results demonstrate that variations of water availability in different environments, 

including the field, nursery and greenhouse set-ups, induce a significant proportion of identical DMRs. In 

addition, the conservation of DMRs from active SAMs (greenhouse) in winter-dormant SAMs (nursery or 

field) suggests mitotic transmission, consistent with stable stress memory in a natural context 

(Chinnusamy & Zhu, 2009; Ding et al., 2012; Kinoshita & Seki, 2014). These variations of methylation in 

winter-dormant SAMs also target genes known to participate in the stress response in Arabidopsis, 

particularly in connection with phytohormones, and genes already reported to be controlled by water-

deficit in active poplar SAMs (Lafon-Placette et al., sub). All these data are consistent with a role for DNA 

methylation in stress memory in poplar SAMs. Another example of epigenetic memory involved in 

acclimation in trees and supported by mRNA studies is that of the regulation, in Norway spruce, of bud 
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phenology timing, cold acclimation and associated gene expression (Yakovlev et al., 2010, 2011, 2016). 

The biological role of this stress memory (Wang et al., 2011; Garg et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016) 

remains to be demonstrated, as recently described for phosphorus starvation in poplar (Schönberger et 

al., 2016) or through the use of RNAi-mediated hypo/hypermethylation in poplars (Zhu et al., 2013; Condé 

et al., sub), evaluated at the populations scale and validated in natural culture contexts, to open up new 

perspectives for breeding.  
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FIGURES LEGENDS 

Fig. 1 Summary of the three scales experimental setups used for a comparative approach. Plant 

materials, water regimes, and their previously published data are cited. Water regime abbreviations are 

‘WW’: well watered, ‘WD’: water deficit, ‘WD-RW’: water deficit followed by rewatering conditions. Then, 

Field pedoclimatic sites located in France are ‘E’ Echigey, ‘SC’ Saint-Cyr-en-val and ‘G’ Guéméné-Penfao. 

‘SAM’ corresponds to shoot apical meristem. 

Fig. 2 Genotypic variation and water deficit effect on traits related to DNA methylation on different 

Populus deltoides × P. nigra hybrids growing in Nursery (A) or in Field pedoclimatic sites conditions (B). 

White bars for favorable growth and black bars for limited growth conditions. Values are genotypes means 

(± SE, n=4). Global genotypes variations and the effect of growth conditions were evaluated using an 

ANOVA (G: Genotypes effect; T: Treatments effect; GxT: interaction between Genotypes and Treatments). 

Levels of significance are *: P< 0.05, **: P< 0.01, ***: P< 0.001 and ns: non-significant. 

Fig. 3 Relationship (linear correlation) between global DNA methylation percentage (%) and fresh main 

shoot biomass (g) among the different experiments, (A) Nursery and (B) Field. White dots for optimal 

growth and black dots for limited growth conditions plants. Values are genotypes means (n=4) and the line 

represent linear regression correlation among individuals. Shapiro tests were used in order to confirm 

value homogeneity distributions tests and then by using Pearson’ test (r). The level of significance is 

indicated by using the P-value.  

Fig. 4 Genomic features of DNA methylation changes in the shoot apical meristem in response to 

environmental variations. (A) Nursery experimental design: optimal growth or well-watered (eco T) and 

limited growth or water deficit (eco S) treatments (B) Field pedoclimatic sites experimental design: 

optimal growth (Echigey, E), intermediate growth (Saint-Cyr-en-val, SC) and limited growth conditions 

(Guéméné-Penfao, G). All graphs are based on Manhattan plots from significant false discovery rate (FDR) 

level 5%. Those plots show -log10 P-values on the y-axis, and the location of the different 50 kb windows 

through the genome with a gap in respect to the chromosome locations on the x-axis. Bleu dots correspond 

to hypomethylated windows in function to the reference mean, red dots to hypermethylated windows in 

function to the reference mean and grey dots to non-significant windows in function to the reference 

mean. (C) Relationship (linear correlation) between –log10 of Nursery and Field windows among all 

growth conditions (n=7,550). Lines represent linear regression correlation, numbers represents 

coefficient by using Pearsons’ test (r). Levels of significance are *: P< 0.05, **: P< 0.01, ***: P< 0.001 and 

ns: non-significant 

Fig. 5 Types of DNA methylation changes affecting 50 kb built windows (DMRs). (A) Nursery and (B) Field 

experimental design. Number of DMRs split between hypermethylated (black bars) and hypomethylated 

(white bars), per DMR types. DMRs categories are defined by DNA methylation changes between favorable 

growth and limited growth conditions (favorable_limited) with changes from -1 (hypomethylation) to 0 

(average methylation), 0 to 1 (hypermethylation) and 1 to -1 or vice versa among all possible comparisons 

inside an experiment.  
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Fig. 6 Shoot apical meristem DNA methylation changes being in common among the following 

comparative analysis: (A) Nursery and Greenhouse, (B) Nursery and Field, (C) Field and greenhouse and 

(D) Nursery, Greenhouse and Field DMRs in common. DMR inside an experiment is a region which had a 

significant variation of its DNA methylation between favorable and limited growth. Common DMRs are 

DMRs which are found in both experiments some with conserved variation pattern and inversed pattern 

of methylation. DMRs non shared are DMRs which don’t exist in the comparative experiment. Values 

represented are counts into the referent experiment in comparison to the other: black bars for 

hypermethylated and white bars for hypomethylated. 

Fig. 7 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process on common shoot apical meristem 

differentially methylated regions among the following comparative analysis: (A) Nursery and 

Greenhouse (n= 2,029), (B) Nursery and Field (n= 998), (C) Field and greenhouse (n= 2,900) and (D) 

Nursery, Greenhouse and Field DMRs (n= 673) in common. DMR inside an experiment is a region which 

had a significant variation of its DNA methylation between favorable and limited growth. Each rectangle is 

a single cluster representative of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The representatives are 

joined into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles 

may be adjusted to reflect the abs log10 P-value of the GO term in the underlying. n corresponds to 

Arabidopsis homologous genes annotations.
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SUPPORTING INFORMATION 

 

Fig. S1 Global DNA methylation percentage in leaves cells according to leaf rank on P. × euramericana 

‘Carpaccio’ hybrid. White dots correspond to well watered condition (WW) and black dots correspond to 

severe stress (WD, 10% <REW<20%, Cohen et al., 2010). Values are leaf rank means (± SE, n=3). Leaf rank 

start from 0 which corresponds to the first emerging leaf > 20 mm to 9 the more mature leaf we have 

collected. Rank leaf effect and the water regime effect were evaluated using an ANOVA (IF: Leaf, r: Rank; 

T: Treatment effect; IF x T: interaction between Leaf rank and Treatment). Levels of significance are *: P< 

0.05, **: P< 0.01, ***: P< 0.001 and ns: non-significant 

Fig. S2 Revigo Tree map of biological process, GO clustering based on the abs log10 p-value of shoot 

apical meristem DNA methylation changes stabilities among Nursery DMRs (A) and Field DMRs (n=4786) 

(B). DMRs inside an experiment are region which had a significant variation of its DNA methylation 

between favorable and limited growth. Each rectangle is a single cluster representation of TAIR10 

corresponding poplar V 3.0 annotation The representations are joined into ‘superclusters’ of loosely 

related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles may be adjusted to reflect the abs 

log10 P-value of the GO term in the underlying GOA database. n corresponds to Arabidopsis homologous 

genes annotations. 

Fig. S3 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among Nursery DMRs categories. (A) 

Hypomethylated DMRs (B) Hypermethylated DMRs, respectively split into two categories according to 

DMRs 50 kb windows significant scores between favorable_limited growth conditions. 1 for 

hypermethylated, 0 for non significant and -1 for hypomethylated DNA variation. Each rectangle is a single 

cluster representation of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The representations are joined 

into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles may be 

adjusted to reflect the abs log10 P -value of the GO term in the underlying GOA database. ‘n’ corresponds 

to Arabidopsis homologous genes annotations. 

Fig. S4 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among Field pedoclimatic sites DMRs 

categories. (A) Hypomethylated DMRs (B) Hypermethylated DMRs, respectively split into two categories 

according to DMRs 50 kb windows significant scores between favorable_limited growth conditions. 1 for 

hypermethylated, 0 for non significant and -1 for hypomethylated DNA variation. Each rectangle is a single 

cluster representation of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The representations are joined 

into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles may be 

adjusted to reflect the abs log10 P-value of the GO term in the underlying GOA database. ‘n’ corresponds 

to Arabidopsis homologous genes annotations 

Fig. S5 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among the overlap of previously identified 

DEGs with Nursery DMRs or with Field DMRs. DEGs were obtained from Lafon-Placette et al. (sub) 

transcriptomic array analysis. Each rectangle is a single cluster representative of TAIR10 corresponding 

poplar V 3.0 annotation. The representatives are joined into ‘superclusters’ of loosely related terms, 

visualized with different colors. Size of the rectangles may be adjusted to reflect the abs log10 P-value of 
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the GO term in the underlying GOA database. n corresponds to Arabidopsis homologous genes 

annotations. 

Fig. S6 Shoot apical meristem DMRs among experiments associated with previous transcriptomic data 

from Lafon-Placette et al. (in prep): (A) Nusery, (B) Field and (C) Three experiments. DMRs inside an 

experiment are region which had a significant variation of its DNA methylation between favorable and 

limited growth. Values represented are number of DEGs present into each category. DEGs are 

characterized by their levels of expression between RW (water deficit followed by rewatering), WW (well 

watered) and WD (water deficit) condition of Lafon-Placette et al. (sub). 

Fig. S7 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among Nursery and Greenhouse commons 

DMRs categories. (A) Hypomethylated DMRs (B) Hypermethylated DMRs, respectively split into two 

categories according to DMRs 50 kb windows significant scores between favorable_limited growth 

conditions. 1 for hypermethylated, 0 for non significant and -1 for hypomethylated DNA variation. Each 

rectangle is a single cluster representation of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The 

representations are joined into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. 

Size of the rectangles may be adjusted to reflect the abs log10 P-value of the GO term in the underlying 

GOA database. ‘n’ corresponds to Arabidopsis homologous genes annotations. 

Fig. S8 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among Field and Greenhouse commons 

DMRs categories. (A) Hypomethylated DMRs (B) Hypermethylated DMRs, respectively split into two 

categories according to DMRs 50 kb windows significant scores between favorable_limited growth 

conditions. 1 for hypermethylated, 0 for non significant and -1 for hypomethylated DNA variation. Each 

rectangle is a single cluster representation of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The 

representations are joined into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. 

Size of the rectangles may be adjusted to reflect the abs log10 P-value of the GO term in the underlying 

GOA database. ‘n ‘corresponds to Arabidopsis homologous genes annotations. 

Fig. S9 The ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process among Nursery and Field commons DMRs 

categories. (A) Hypomethylated DMRs (B) Hypermethylated DMRs, respectively split into two categories 

according to DMRs 50 kb windows significant scores between favorable_limited growth conditions. 1 for 

hypermethylated, 0 for non significant and -1 for hypomethylated DNA variation. Each rectangle is a single 

cluster representation of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The representations are joined 

into ‘superclusters’ of loosely related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles may be 

adjusted to reflect the abs log10 P-value of the GO term in the underlying GOA database. ‘n’ corresponds 

to Arabidopsis homologous genes annotations 
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Fig. S1 
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Fig. S2 

  



C h a p i t r e  2  
Impact de l’environnement et stabilité du méthylome dans le méristème apical caulinaire dormant 

 

187 

 

Fig. S3
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Fig. S4  
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Fig. S5  
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Fig. S6
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Fig. S7 
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Fig. S8 
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Fig. S9
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Table S1 Genes v3 annotation counts associated with their respective probes. For each gene, their probes 

were localized inside or just before it considered as Promoter, Gene body or both. The number present 

into parentheses represents the number of common genes with probes localization conserved among both 

experiments, Nursery and Field 

 

 

Table S2: Differentially Methylated Regions for Nursery and for Field experiments (DMRs; Excel file). 

Table S3 Overlap between genes localized in ‘hypomethylated’ Nursery DMRs and DEGs, common DMRs 

Field-Nursery and DEGs, and common among all three designs and DEGs (Excel file). DEGs came from a 

previous transcriptomic microarray analysis (Lafon-Placette et al., sub) 

 

Methods S1 FDR estimation. This document describes in details the statistical study conducted for 

estimating the False Discovery Rate (FDR) of the multiple tests performed: (i) estimation of reference 

means based on mixture models on a subsample; (ii) multiple tests with FDR control per windows and 

scaffolds; (iii) mixture-based clustering of window means, for comparisons with results from the FDR 

procedure; (iv) computation of the Differentially Methylated Regions (DMR). A data frame collecting all 

the results per scaffold and window for each scaffold is produced and some additional summary plots are 

displayed. 
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III. Limites, perspectives et transition 

 

 Limites et perspectives. Les principales limites de ce travail concernent le choix du matériel 

végétal utilisé et de l’approche méthodologique mais celles-ci ont déjà été présentées à la fin du chapitre 

1. L’analyse qui suit porte donc sur les limites / perspectives spécifiques à cette étude.  

Une limite spécifique concerne le fait que les génotypes étudiés sont différents entre les dispositifs 

expérimentaux. Ces génotypes appartiennent néanmoins à la même formule hybride (Populus deltoides × 

Populus nigra). Nous avons pu montrer qu’ils partageaient des DMR communes en réponse à différents 

environnements, ce qui suggère qu’une partie au moins de la réponse de ces génotypes est conservée.  

Une autre limite concerne le manque d’analyses intermédiaires d’une part entre la fin du stress sur 

le méristème actif et le stade dormant et d’autre part au cours de l’année de végétation suivante pour 

analyser l’impact de cette mémoire hivernale. Ainsi, il serait pertinent d’étudier les variations de la 

méthylation au cours du temps au sein d’un même génotype dans un dispositif expérimental unique et de 

réaliser des cycles de sécheresse suivis de ré-arrosages (comme dans l'exemple de Marron et al., 2003) et 

cela sur au moins deux années de végétation. Cette expérience permetterait de tester si les DMR sont 

impliquées dans une « mémoire environnementale » et si elles participent à une réponse biologique 

permettant aux arbres une meilleure réponse lors de contraintes répétées. Il serait aussi possible 

d’envisager d’utiliser des boutures exposées préalablement au stress pour tester une possible « mémoire 

de bouturage » comme cela a été réalisé sur le peuplier lors d’une diminution de l’apport en phosphore 

(Schönberger et al., 2016).  

 

 Transition. L’analyse critique de ces travaux a permis de mettre la priorité de mes derniers 

travaux de thèse vers une approche de génétique inverse. En effet, un moyen de confirmer notre approche 

descriptive / corrélative des deux premiers chapitres de cette thèse était d’utiliser des lignées modifiées 

pour la méthylation de l’ADN et d’analyser l’impact sur la plasticité phénotypique des arbres en réponse à 

une contrainte hydrique. Pour cela, nous disposions dans le cadre d’une collaboration avec le Professeur 

Steeve Strauss de l’Université de l’Oregon des premières lignées RNAi hypométhylées de peuplier (Zhu et 

al., 2013). Ces lignées ont été placées dans différentes conditions de disponibilité en eau du sol en serre 

OGM à l’INRA d’Orléans puis caractérisées notamment pour leur phénotype et leur méthylome (Chapitre 

3). 
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CHAPITRE 3 

Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations  

de la disponibilité en eau  
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Figure 1 : Les étapes de la transgénèse soit par transfert par des vecteurs biologiques (transfert indirecte) 
soit par injection d’ADN-T (transfert directe) (http://www.gnis-pedagogie.org/biotechnologie-
amelioration-transgenese-etape.html). 

 
Figure 2 : Mécanismes impliqués dans la stratégie RNAi. Les constructions plasmidiques, par les petits 
ARN interférents (siRNA), par les pré-micro-RNA (Pre-miRNA) ou les courtes hairpine ARN (shRNA), 
introduites dans la cellule sont prises en charge par l'enzyme Dicer qui va cliver ces ARN en de petits 
fragments de 21–23-nt. Les petites ARN ainsi générés vont se fixer sur leur cible messager et favorisent le 
recrutement du complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Selon la nature de ces petits ARN (siRNA, 
shRNA ou miRNA), le complexe RISC induit soit la dégradation de l'ARNm cibles soit le blocage de la 
traduction de l'ARNm ciblé en protéine. Dans ce système les siRNA et les shRNA vont favoriser la 
dégradation de l'ARNm cibles alors que les miRNA vont soit dégrader l'ARNm (lorsqu'ils se fixent en 
parfaite complémentarité avec l'ARNm cible) ou soit bloquer la traduction (lorsque complémentarité n'est 
pas parfaite) (De Paula et al., 2007).  

@Gnis 

http://www.gnis-pedagogie.org/biotechnologie-amelioration-transgenese-etape.html
http://www.gnis-pedagogie.org/biotechnologie-amelioration-transgenese-etape.html
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I. Introduction  

1 L’utilisation de la stratégie de génétique inverse pour étudier le rôle de la 

méthylation de l’ADN chez les plantes 

Le rôle de la génétique inverse est de mesurer l’impact de l’inactivation ou la diminution de l’expression 

d’un gène cible. Ceci permet de déduire la fonction du gène par l’intermédiaire des variations induites sur 

les mécanismes moléculaires et / ou sur le phénotype de la plante. Les processus de perturbation ou 

d’altération du gène peuvent être générés soit par son inhibition, soit par une recombinaison homologue. 

La transformation génétique permettant l’inhibition d’un gène cible dans le règne végétal est 

réalisable selon deux grandes démarches : les transferts direct et indirect (Figure 1). Le premier consiste à 

introduire à l’aide de systèmes physiques un fragment d’ADN étranger dans le noyau de la cellule (Ahuja, 

2000; Galiana & Franche, 2004). Le second utilise des vecteurs biologiques comme Agrobacterium 

tumefaciens. L’ADN de transfert, ADN-T, peut être utilisé pour générer des insertions aléatoires dans les 

génomes des végétaux afin d’obtenir des mutations géniques. Au sein du plasmide Ti, seul l’ADN-T sous sa 

forme simple brin (« T-strand » = brin T) et les bordures sont transférés à la cellule hôte. De ce fait, il est 

possible de remplacer les gènes présents au sein de l’ADN-T par un fragment d’ADN choisi contenant un 

gène d’intérêt. L’expression du gène transféré est placé sous le contrôle de séquences promotrices qui 

sont reconnues par la machinerie de la transcription de la cellule (Ziemienowicz, 2001). 

La procédure d’ARN interférant (RNAi) est un outil particulièrement intéressant pour réduire 

l’expression d’un gène et analyser l’impact de la perte de sa fonction sur le phénotype. Elle permet 

l’analyse de la fonction du gène quand les allèles mutants ne sont pas disponibles. C’est le processus par 

lequel l’expression du gène cible est réduite par un ARN sens ou antisens tels que par exemple les ARN 

antisens, les courtes hairpine RNA (shRNA), les petits ARN interférants (siRNA) ou les micro-RNA (miRNA) 

(Figure 2). La technique RNAi est basée sur la capacité de la séquence de l’ADN double brin à reconnaître 

et dégrader les séquences qui lui sont complémentaires. Une endonucléase Dicer coupe les ARN en simple 

brin (siRNA) à partir de l’ARN double brin. Le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) détruit 

ensuite les ARN messagers spécifiques cibles basés sur la séquence complémentaire aux siRNA. La 

technique RNAi agit seulement sur la diminution de la quantité de protéines sans l’éliminer totalement. 

L’ARN interférant se fixe sur l’ARN messager et inactive sa traduction en protéine. Mais, toutes les 

molécules d’ARNm ne sont pas fixées sur leurs compléments. En effet, certaines peuvent échapper et être 

traduites afin de produire une protéine fonctionnelle ; ceci correspond à un  
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Figure 3: Les différentes étapes de la technique CRISPR-Cas9. 
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« knock down » (Agrawal et al., 2003). 

L’invalidation ou le « knock out » d’un gène correspond à la perte physique de la séquence (ou 

d’une partie de la séquence) de ce gène conduisant à l’absence de l’ARN messager et donc de la protéine. 

Ce type de transformation est généralement réalisé par recombinaison homologue qui permet de 

remplacer le gène complet par une copie incomplète du gène ou par un autre gène. Elle peut aussi être 

réalisée par transgénèse qui permet le transfert du matériel génétique d’un organisme dans un autre ou 

par mutagenèse qui implique la modification de l'information au niveau d'un gène. Il existe également 

différentes méthodes (physique, chimique ou biologique) permettant d’induire des mutations non ciblées 

telles que les rayons X, le méthane sulfonate d'éthyle (EMS). 

Une nouvelle technique de génétique inverse vient par ailleurs d’émerger : la méthode CRISPR-Cas9. La 

construction génétique est introduite dans la celule végétale via Agrobacterium tumefaciens. Cette 

technique utilise la machineie cellulaire de production des protéines pour exercer son rôle. Elle est 

composée par deux molécules clés, Cas9 et CRISPR. Cas9 est une enzyme qui, agissant comme une « paire 

de ciseaux moléculaire » peut couper les deux brins d’ADN en un endroit spécifique au sein du génome. 

Cas9 est constituée de sa séquence d’ADN Cas9, impliqué dans la production de protéine, et d’une 

séquence traceuse qui permet la production d’un petit ARN. En ce qui concerne, la séquence CRISPR, elle 

permet la production d’ARN guides qui, en s’hybridant à l’ARN traceur et se fixant à la protéine Cas9, 

permettront de guider la protéine jusqu’au lieu du génome à couper (Figure 3). Une fois ce complexe fixé 

sur le génome, l’enzyme Cas9 coupe l’hélice double brin. A cette étape; la cellule reconnait que l’ADN est 

endommagé et essaye de le réparer. Deux cas sont généralement rencontrés, i) soit l’ADN se répare seul 

mais avec des erreurs donc le gène ne peut plus fonctionner, ii) soit par le biais des mécanismes impliqués 

dans la réparation de l’ADN alors des changements sont introduits au niveau d’un ou plusieurs gènes dans 

le génome d’une cellule d’intérêt (Fan et al., 2015; Song et al., 2016). Ces molécules introduisent ainsi des 

mutations ciblées dans l’ADN afin de générer la suppression, la modification ou l’ajout d’un gène. Pour 

l’instant, cette méthode à ce jour n’a pas été mise au point sur tous les organismes. Les plantes pour 

lesquelles une modification par CRISPR-Cas9 a déjà été réalisée sont les suivantes : Arabidopsis thaliana, 

Citrus sinensis, Marchantia polymorpha, Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Oryza sativa, 

Solanum lycopersicum, Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Zea mays (Bortesi & Fischer, 2015). Les 

modifications au sein du règne végétal ont été effectuées dans l’objectif de cibler des gènes possédant 

essentiellement des intérêts agronomiques et / ou écologiques. Cette technique séduisante serait 

pertinente pour générer des mutants de certaines voies de la méthylation afin de clarifier les rôles de  
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différents acteurs dans ces mécanismes. Quelques mutants de ce type ont déjà émergé dans le règne 

animal tel que dCas9-Tet1 et-Dnmt3 dans d es cellules de souris (Liu et al., 2016).  

Ces différentes techniques ont été utilisées afin de générer de nombreux mutants : simples, 

doubles voire triples. Ces mutants ont été réalisés dans le but de clarifier le rôle biologique et les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la méthylation, la déméthylation de l’ADN, la modification des 

histones ou l’architecture de la chromatine. La majorité des études a été effectuée à partir de mutants 

d’Arabidopsis thaliana mais d’autres plantes d’intérêts agronomiques comme Oryza sativa, Zea mays, 

Brassica rapa ou P.tremula × P. alba ont également été étudiées (Sasaki et al., 2011; Zhu et al., 2013; 

Baubec et al., 2014; Li et al., 2014; Tan et al., 2016). 

Nous avons choisi de focaliser notre étude sur un remodeleur de la chromatine de la famille des 

SWI2 / SNF2 : DDM1 pour lequel des lignées RNAi ont été obtenues par l’équipe du Professeur Steve H 

Strauss (Université de l’Oregon) et font l’objet des analyses du chapitre 3. Les mécanismes précis par 

lesquels DDM1 agit sur la méthylation de l’ADN et génère des différences au niveau de l’hétérochromatine 

et des régions spécifiques de l’ADN sont encore mal compris (Saze & Kakutani, 2007; Blevins et al., 2009; 

Melamed-Bessudo & Levy, 2012). Une analyse bibliographique synthétique des différents mutants ddm1 

a été réalisée. Elle a permis, chez différentes plantes, de recenser les principaux effets de DDM1 sur les 

phénotypes, au niveau de la méthylation de l’ADN et à l’échelle transcriptomique (Table 1). 
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Espèces Type de mutant 
Effet sur 
gènes 
cibles 

Phénotype 
approche 
expérimentale 

Conclusions Références 

A
ra

b
id

o
p

si
s 

th
a

lia
n

a
 

mutants ddm1 
EMS 
homozygotes 
issus de 
"Columbia" 

  

Les homozygotes ddm1 ne 
montrent pas de changement 
de vigueur, fertilité, 
morphologie florale, durée de 
floraison lors d’une croissance 
au laboratoire. 

Digestion par 
différentes 
enzymes de 
restrictions: Hpa 
II, Msp I, Eco RII 

Tous les contextes de méthylation sont affectés au sein des 
mutants ddm1. Ils possèdent une réduction de la méthylation 
par rapport au WT surtout au niveau des centromères des 
séquences répétées et de l'ADN ribosomal mais les autres types 
de séquences génomiques sont aussi affectés. Les effets de la 
mutation ne sont pas tissus spécifique. 

Vongs et al., 
1993 

mutants ddm1  
EMS issus de 
"Columbia" et 
"Landsberg 
erecta"  

    
DNA 
methyltransfera
se assay, HPLC 

DDM1 n'est pas une ADN méthyltransférase, c'est un 
remodeleur de la chromatine. Les mutants montrent une 
diminution de 70 % de leur taux de méthylation. 

Kakutani et 
al., 1995 

mutants ddm1  
EMS issu de 
"Columbia" et 
"Landsberg 
erecta"  

BAL et 
CLM 

Les mutants montrent des 
modifications de la dominance 
apicale, des entrenœuds, de la 
durée de floraison, de la 
structure foliaire et florale et 
après sept générations 
présence de stérilité. 

HPLC 

Après plusieurs autofécondations, il est possible d'observer la 
présence d'anomalies morphologiques importantes dues à la 
formation de lésions au niveau de différents loci héritables tels 
que BAL et CLM ou à l'apparition de potentielles épimutations. 

Kakutani, 
1997 

ddm1-2 EMS 
avec une 
mutation cible 
du donneur 
d'intron XI et 
ddm1-5, avec 
une insertion 
dans l’exon II 

PAI2 
(MePAI2) 

 

Séquençage 
bisulfite et 
analyse de la 
fluorescence 
(FACs) 

Les mutants homozygotes montrent une perte immédiate de la 
méthylation au niveau des séquences répétées et progressive 
dans certaines régions du génome sur plusieurs générations. La 
méthylation des ET est plus réduites peu importe le contexte 
de méthylation. La mutation de DDM1 a à la fois un effet 
immédiat et progressif sur l'inhibition du gène PAI, ceci est dû 
à une perte progressive de la méthylation de l'ADN. 

Jeddeloh et 
al., 1999 

mutants ddm1  
EMS issu de 
"Columbia" et 
"Landsberg 
erecta"  

  
 Les mutants montrent un 
développement anormal. 

HPLC 

Développement anormal des mutants lié à l'activation de 
transposons endogènes ou à l'expression de gènes répétés 
ectopiques. Les mutants DDM1/ddm1 sont hypométhylés. Le 
chromosome hypométhylé est conservé lors de la mitose et la 
méiose ce qui résulte en une hypométhylation de la moitié du 
chromosome en F1. Une seule copie de DDM1 est nécessaire 
pour le bon fonctionnement de DDM1, toutefois la fréquence 
de la méthylation de novo est extrêmement lente. 
L'hypométhylation de Ta3 et rDNA est hérité de manière 
stable. 

Kakutani et 
al., 1999 
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mutant mea-1 
et mutant  EMS 
ddm1 
homozygote 
issu de 
"Columbia" 

MEDEA   ISH 
DDM1 est nécessaire pour la maintenance mais pas pour la 
mise en place de l'emprunte maternelle au niveau du locus 
MEDEA. 

Vielle-
Calzada et 
al., 1999 

Insertion 
plasmide 
mutant Tto1 et 
un mutant ddm1 
EMS mutants 
issu de  
"Columbia" 

    RFLP 

Les mutants homozygotes sont hypométhylés et permet 
l’activation de gènes répétés. Chez le mutant ddm1,  un 
transposon Tto1 hypométhylé devient actif de manière 
transcriptionnelle et traductionnelle. Une nouvelle famille de 
rétrotransposon Tar17 endogène est aussi hypométhylée et 
activée de façon transcriptionnelle mais pas de traduction 
observable. L'inactivation des rétrotransposons et la 
répression des gènes répétés ont des mécanismes en 
communs. 

Hirochika et 
al., 2000 

mutant ddm1 
EMS issu de 
"Landsberg 
erecta" ecotype  

AGAMO
US et 
SUPERM
AN 

  
Séquençage 
bisulfite 

Des changements épigénétiques héritables tel que 
l'hyperméthylation des épiallèles SUPERMAN et AGAMOUS 
sont présents au sein des mutants. L'hyperméthylation des 
gènes régulateurs de la floraison serait à l'origine de plusieurs 
anomalies florales. 

Jacobsen et 
al., 2000 

mutant ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 

FWA  
Les mutants ont un retard de 
floraison dans les générations 
tardives.  

Séquençage 
bisulfite 

Au sein des mutants, la déméthylation de l’élément SINE 
présent dans le promoteur du gène est responsable de 
l’expression ectopique du gène dans cet épiallèle. 

Soppe et al., 
2000 

mutant ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 

DWF4 

Les mutants ont un phénotype 
CLAM caractérisé par une 
réduction de l'élongation du 
pétiole et de la tige. 

MSAP 

L’anomalie phénotypique est causée par l'insertion d'un 
transposon CACTA. Les éléments CAC sont hypométhylés et 
activés transcriptionnellement chez les mutants comme 
d'autres séquences répétées. 

Miura et al., 
2001 

mutant ddm1  
EMS 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

SUPERM
AN 

  ChiP 

DDM1 contrôle de façon directe ou indirecte la méthylation de 
l'ADN par des changements de la méthylation des histones. Ce 
qui induit une augmentation de H3k4me au niveau de certain 
transposons et gènes uniques et une hyperméthylation de 
certains gènes euchromatiniens tel que SUPERMAN locus. 

Gendrel et 
al., 2002 

mutant ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 

Ta2 et 
Ta3 
retrotran
sposon 
et 
SUPERM
AN locus 

  ChiP 

Les mutants sont hypométhylés en CG et CHG au niveau des 
régions centromériques des séquences répétées causé par une 
réduction de H3K9 méthylée. Cette réduction de la méthylation 
de H3K9 permet la réactivation de la transcription de Ta3 
(copia-like rétrotransposon localisé dans la région 
péricentromérique) et Ta2 qui est directement lié avec 
l'expression des gènes. 

Johnson et 
al., 2002 
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mutants ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" et 
transférer dans 
« Landsberg 
erecta »  

    

FISH, 5-
methylcytosine 
immunodetecti
on 

DDM1 influence la maintenance de la méthylation en CG mais 
aussi au niveau de H3K9. Les mutants révèlent une diminution 
de leur hétérochromatine due à la dispersion des régions 
péricentromériques peu répétées et donc une réduction de 
leur centromère. DDM1 est nécessaire pour la déacétylation au 
niveau de l'histone H4 lysine 16. Les mutants hétérozygotes 
montrent que la méthylation de l'ADN est héritable et 
représente la marque génomique qui est requise pour 
maintenir les régions péricentromériques en 
hétérochromatine.  

Soppe et al., 
2002 

mutant ddm1_5 
avec une 
insertion dans 
l’exon II 

    

Fluorescence et 
hybridation, 
méthode de 
cytologies 

L'absence de DDM1 cause un remaniement de 
l'hétérochromatine au niveau des centromères, permet la 
redistribution de la méthylation restante au niveau de certains 
gènes, et des modifications au niveau des histones acétylés. 

Probst et 
al., 2003 

mutant ddm1_2 
EMS issu de 
"Columbia"  

FWA  

Les mutants ont un retard 
dans leur floraison lié à une 
expression inadéquate de 
FWA. 

Microarray et 
ChiP 

DDM1 est impliqué dans la méthylation de l'hétérochromatine 
proche des centromères ou des télomères, eux-mêmes 
composés de séquences répétées en tandem et d'ET. Les petits 
ARNs sont impliqués dans l'orientation de DDM1. La 
méthylation des ET engendre leur activation, augmente leur 
taux de traduction et régule l'expression des gènes en fonction 
de leurs positions. FWA est un gène qui est contrôlé par les ET 
et possède au sein de ces deux premiers exons des SINE sujet à 
une accumulation transcriptionnelle chez le mutant. 

Lippman et 
al., 2004 

ddm1_2 EMS 
avec une 
mutation cible 
du donneur 
d'intron XI et 
ddm1-5, avec 
une insertion 
dans l’exon II 

  

La quantité de feuilles est 
moins importante chez les 
mutants lorsqu'ils sont 
exposés aux radiations 
gamma. 

Coloration 
histochimique  

Les mutants sont plus sensibles aux rayons gamma et UVC que 
le WT. Le gène DDM1 est impliqué dans la réparation de l'ADN 
et permet de répondre aux dommages causés par le stress sur 
l'ADN. 

Shaked, 
2006 

mutants ddm1 
ADN-T et EMS 
issus de 
"Columbia" 

    RT-PCR 
L'hypométhylation présente au sein des mutants peut avoir un 
rôle causal dans la forte régulation de ces transcrits. 

Jordan et 
al., 2007 

mutant ddm1  
EMS issu de 
"Columbia" 

non-LTR 
Retrotra
nsposons 
Sadhu 

  MSAP, ChiP  
La mutation de DDM1 induit au niveau de Sadhu une perte de 
la méthylation en CG et CHG qui altère la chromatine et permet 
l'activation antisens de promoteurs cryptiques. Tous les 

Rangwala & 
Richards, 
2007 
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membres d'une famille de transposons ne sont pas impactés 
par DDM1 de la même manière. 
 

mutant ddm1  
EMS 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

BONSAI  
Les mutants ont de petites 
tiges et des inflorescences 
compactes 

MSAP, 
séquencage 
bisulfite et 
analyse 
transcriptionnell
e 

DDM1 participe à la maintenance de la méthylation et la 
répression de l'hétérochromatine. La répression du gène 
BONSAI est associée avec l'hyperméthylation alors que le reste 
de l'ADN est hypométhylé. Celle-ci est transmissible au travers 
les autopollinisations et est régulée par l'insertion d'un 
rétrotransposon LINE en 3'UTR. Elle est aussi associée avec des 
petits ARNs ce qui suggère une implication de la voie des 
RdDM. 

Saze & 
Kakutani, 
2007 

mutants ddm1 
et ibm1 issus de 
"Columbia" par 
EMS ou ADN-T 

IBM1 
augment
ation de 
la 
méthylat
ion au 
niveau 
du locus 
BONSAI 1 

Présence du syndrome bonsai 
chez les mutants ibm1 t chez le 
double mutant ddm1 ibm1 
caractérisé par des feuilles 
étroites et petites, un arrêt du 
dveloppement floral et une 
réduction de la fertilité 

Séquençage 
bisulfite, ChiP 

Le phénotype des mutants ibm1 est renforcé par la mutation 
de ddm1. DDM1 dans les régions peu répétées à un rôle 
important car son effet est visible dès la première génération 
d’ibm1. Elle engendre une hypométhylation et une 
dérépression des transposons et séquences répétées. Une 
perte de H3mK9 dans les séquences répétées est observable 
mais l'effet de la mutation sur H3mK9 est compensé par la 
fonction d’IBM1. DDM1 et IBM1 sont donc nécessaire pour le 
bon développement car elles permettent la répression de la 
méthylation non CG présente au niveau des régions géniques 
éctopique.  
 

Saze et al., 
2008 

mutants ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 
hétérozygotes 
et homozygotes 

    
Séquençage 
bisulfite 

Chez les mutants, les ET qui ne sont pas reméthylatable restent 
actifs après la restauration de la fonction de DDM1 tandis que 
les ET reméthylatables deviennent inactifs. La reméthylation 
est spécifique aux séquences répétées fortement méthylées 
qui sont ciblée par la voie des ARNi. Ce qui indique une fonction 
importante de la reméthylation dans la protection du génome 
contre les effets délétères de l'activité des ET. 
 

Teixeira et 
al., 2009  

mutant ddm1  
EMS issu de 
"Columbia"et 
"Landsberg 
erecta"  

    
NimbleGen 
array 

Les mutants augmentent le taux de traduction plus 
spécifiquement der trois familles Gypsy, Copia et VANDAL21. 
La mutation de DDM1 induit la prolifération et le 
réarrangement du génome. 

Tsukahara 
et al., 2009 
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Deux ddm1 avec 
délétion et un 
ddm1 avec 
insertion d'ADN-
T  

    

Séquençage 
bisulfite, ChiP, 
immunofluoresc
ence 

Les mutants hypométhylent en CG puis en CHG. DDM1 n'est 
donc pas nécessaire pour la méthylation en CHH. Les mutants 
montrent une réduction de H3K9me2, une augmentation de 
H3K4me2 et de l'acétylation de H4.  

Baubec et 
al., 2010 

ADN-T mutant 
ddm1 issu de 
l'écotype 
"Wisconsin" 

    
ChiP et 
séquençage 
bisulfite 

DDM1 permet le maintien de l'inactivation transcriptionelle 
des ET. Certains gènes codant pour des ET dans les régions 
centromériques et péricentromériques montrent des 
changements d'expressions chez les mutants. 

Hudson et 
al., 2011 

mutant ddm1  
EMS 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

    ChiP, MSAP 

DDM1 dirige la méthylation en CG et permet la réplication de 
l'ADN mais pas la méthylation des histones H3K92me ni la 
méthylation non-CG au niveau des régions subtélomèriques 
hétérochromatiniennes. Cependant, le gène DDM1 et la 
méthylation en CG influencent la méthylation de H3K9 et non 
CG au niveau de loci hétérochromatiniens. 

Vaquero-
Sedas et al., 
2011 

mutant ddm1  
EMS 
homozygotes 
issu de 
"Landsberg 
erecta" 

    
In/del marqueur 
et séquençage  

Le taux de recombinaison méiotique au sein des régions 
euchromatiniennes est plus élevé chez le mutant. La perte de 
DDM1 peut cibler des changements qui induiront des 
recombinaisons méiotique au niveau de l'euchromatine mais 
pas suffisant pour impacter le nombre de crossover au niveau 
des régions péricentromériques de l'hétérochromatine. Ceci 
souligne le rôle répressif de la méthylation sur la 
recombinanison méiotique dans l'euchromatine et suggère un 
possible rôle dans la régulation de la suppression de la 
recombinaison au niveau de l'hétérochromatine. 

Melamed-
Bessudo & 
Levy, 2012 

mutant EMS 
ddm1 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

BONSAI 

Le syndrome bonsai chez les 
mutants ddm1 est visible 
après quelques 
autopollinisations 

ChiP  

Les mutants révèlent une hypométhylation de l'ADN mais une 
augmentation local au niveau du locus BONSAI avec une 
accumulation de petits ARNs à cet endroit. La méthylation de 
novo de ce locus ne dépend pas des ARNs interférants mais de 
H3K9me. CMT3 et KYP sont impliquées dans la méthylation du 
locus BNS induite chez le mutant ce mécanisme est aussi 
rencontré au niveau d'autre loci. 

Sasaki et al., 
2012 

mutant EMS 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

  

Lors du stress MMS et NaCl, les 
mutants sont plus petits et 
possèdent un taux de survie 
plus faible  

Séquençage 
bisulfite et 
digestion par 
des enzymes de 
restrictions 
HpaII et MspI 

Les mutants sont plus sensibles au stress exercé par MMS qui 
engendre une hypométylation chez le WT et une 
hypermethylaion chez ddm1, et au NaCl mais possèdent une 
sensibilité identique à celle du WT lors de l'exposition à un 
stress température ou au belomycin. Les homozygotes 
ddm1/ddm1 sont plus sensibles au Nacl et aux faibles 
concentrations de MMS que DDM1/ddm1. Les mutants ddm1 

Yao et al., 
2012 
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in vitro montrent une faible capacité à réparer l'ADN excisé, de 
ce fait l'apparition d'épimutations et d'épiallèles est plus 
fréquente et pourrait expliquer la plus forte sensibilité au 
stress. 

mutant ddm1 
ADN-T issu de 
"Columbia" 

  

Les mutants lors d’un stress 
UV-B ont de petites feuilles 
courbées, une inhibition de 
l'élongation des racines, une 
augmentation des flavonoides 
et une altération de leurs 
photorecepteurs. 

RT-PCR 

Les mutants révèlent une hypométhylation ciblée au niveau 
d’AtMu1. Ils sont plus sensibles aux UVB et accumulent plus de 
dommage au niveau de leur ADN après une exposition. Donc 
DDM1 joue un rôle dans la réparation des dommages oxydatifs 
de l'ADN induit par les UVB ce qui affecte l'accessibilité de 
l'ADN pour ses systèmes de réparation. 

Qüesta et 
al., 2013 

ddm1-2 avec 
une mutation 
cible du 
donneur 
d'intron XI      

RNA-seq et 
séquençage 
bisulfite 

DDM1 permet le remodellage de l'hétérochromatine et fournis 
aux méthyltransférases un accès à celui-ci. Il réprime les ET et 
les gènes. Sa perte induit une hyperméthylation en CHG au 
niveau du corps des gènes euchromatiniens. L'activation des ET 
est liée au remplacement de H3K9me2 par H3K4me2 et à une 
déméthylation des régions centromériques et 
péricentromériques de l'hétérochrmatine. DDM1 et la voie des 
RdDM agissent synergiquement au niveau de la régulation de 
l'expression des gènes. 

Zemach et 
al., 2013 

EpiRIL ddm1 
issus de 
"Columbia" 

  
EpiRiL ddm1 ont des racines et 
une durée de floraison 
écourtée. 

MeDIP-ChiP, 
reséquençage 
du génome  

DMR entre WT et epiRiL peuvent être transmisses de manière 
stable et fonctionnent comme des QTL (epiQTL). Ces epiQTL 
peuvent être à l'origine d'une explication/quantification des 
évènements de l’"hértiabilité manquante". 

Cortijo et 
al., 2014 

mutant ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 

LUCIFER
ASE  

Les mutants montrent une 
forte activation d'un gène LUC 
lors d’un stress thermique. 
L'état actif de ce gène n'est pas 
transmis. 

Séquençage 
bisulfite, ARN-
seq 

Le gène DDM1 est un composant d'un mécanisme qui permet 
le retour à la normale des changements de la chromatine induit 
par le stress thermique afin de prévenir d'une propagation 
transgénérationelle d'une mémoire transcriptionelle du stress.  

Iwasaki & 
Paszkowski, 
2014 

mutant ddm1 
ADN-T issu de 
"Columbia"  

    
Séquençage 
bisulfite 

La méthylation au niveau des télomères des séquences 
répétées dépend de l'activité de DDM1. Les mutants montrent 
après quelques générations des télomères plus courts. 

Ogrocka et 
al., 2014 

mutants ddm1 
EMS 
homozygotes 
issus de 
"Columbia" 

  

Mutants montrent une 
hypométhylation qui peut 
avoir un effet sur le phénotype 
et permet de générer des 

WGBS 

DDM1 participa au maintien de la méthylation en CG de 
l'hétérochromatine. A long terme, il a un effet dans les régions 
moins hétérochromatiniennes tel que le corps des gènes. Après 
autopollinisation des mutants une accumulation de la 

Ito et al., 
2015 
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épiallèles au fil des 
générations 

méthylation non CG est observable et ceci peut être le fruit de 
l’interaction de H3K9 et des méthylases non-CG.  

EpiRIL ddm1  
issus de 
"Columbia" 

  

Les performances de la 
plantes, branches et surfaces 
foliaires, sont réduites et 
renforcées par différent QTL. 
Sous un stress salin les plantes 
ddm1 sont plus affectées que 
les WT 

Reséquençage 
du génome  

Les variations épigénétiques sont héritables. L'hypométhylaion 
des mutants accroit leur sensibilité aux perturbations 
environnementales. Les QTL des traits morphologiques et de la 
plasticité phénotypique colocalisent ce qui suggère un effet 
pléiotropique. La composante épigénétique contribue aux 
variations phénotypiques lors de l'exposition à un stress.  

Kooke et al., 
2015 

EpiRIL ddm1 
issus de 
"Columbia" 

  

Les EpiRIL stressés montrent 
de plus petites rosettes, une 
réduction de leur fertilité, une 
diminution de leur surface 
foliaire. 

Alignment des 
epiQTL 

Les mutants ddm1 sont des plantes hypométhylée caractérisés 
par une augmentation de leur sensibilité aux perturbations 
environnementales, une réduction dans leur stabilité 
développementale et une augmentation de leur plasticité 
phénotypique.  

Kooke & 
Keurentjes, 
2015 

mutant ddm1 
EMS 
homozygotes 
issu de 
"Columbia" 

  

mutant retard de la 
sénescence foliaire alors qu'ils 
sont mis à l'obscurité c’est-à-
dire diminution de l'efficience 
du photosystème II 

GeneChiP 
arabidopsis 
ATH1 Genome 
Array 

DDM1 peut influencer la sénescence foliaire via la régulation 
épigénétique plus particulièrement le domaine helicase. 

Cho et al., 
2016 

mutants ddm1 
EMS 
homozygotes 
issus de 
"Landsberg 
erecta" 

    
MethylC-Seq, 
RNA-seq 

DDM1 n'est pas présent en même quantité dans toutes les 
cellules du méristème racinaire. DDM1 et les protéines 
associées comme H1 sont impliquées dans la régulation de 
l'exclusion des facteurs liés à la voie RdDM de 
l'hétérochromatine.  

Kawakatsu 
et al., 2016 

mutant ddm 
EMS issu des 
hybrides "C24", 
et homozygote 
issu de 
"Columbia" 

  

Vigueur hybride (nombre de 
feuilles et diamètre). Les 
hybrides DDM1/ddm1 ont le 
même phénotype que WT 
alors que ddm1/ddm1 
phénotype plus petit 

Methylated-
DNA 
Immunoprecipit
ation 
(MeDIP) 

Les mutants homzygotes montrent une diminution de leur 
vigueur hybride. DDM1 est donc impliqué dans la maintenance 
de l'hétérosis. 

Kawanabe 
et al., 2016 

ddm1 mutant  
Tag1 
class II TE 

  ChiP 
DDM1 joue un rôle majeur dans la restriction de l'activation des 
éléments transposables de la famille tag1 via la méthylation en 
CHH présente au niveau des corps des gènes. 

Khan et al., 
2016 
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mutant ddm1 
EMS et ADN-T 
issu de 
"Columbia" 

LUCIFER
ASE 

DDM1 prévient TRT du gène 
LUCIFERASE, lors de l'absence 
de DDM1 il a été possible de 
mettre en évidence la 
présence de fluorescence. 

RNA-seq and 
bisulfate-seq 

DDM1 participe dans la transcription des terminateurs et 
réprime ainsi la transcription ininterrompue (TRT) aberrante 
des gènes surtout présent au niveau des régions intergéniques 
hypométhylées. Le niveau de méthylation des régions 
intergéniques peut participer dans la prévention de TRT 
aberrantes de gènes  ou peut permettre la création de 
nouveaux gènes durant l'évolution. 

Yan et al., 
2016 

mutant ddm1_9 
EMS issu des 
hybrides "C24", 
mutant ddm1 
EMS issu de 
"Columbia" 

  

Les mutants ont des anomalies 
développementales après 
quelques générations. Les 
homozygotes possèdent une 
hétérosis moyenne alors que 
les hétérozygotes ne sont pas 
affectés. 

BS-seq  
DDM1 est un régulateur majeur de l'hétérosis et affecte 
l'expression des gènes liés au métabolisme de l'acide 
salicylique. 

Zhang et al., 
2016 
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ddm1 RNAi 
plantes issu du 
cultivar 
"Osmose" 

  

Aucun changement 
phénotypique n'a pu être 
observé ce qui suggère qu'il 
n'existe pas une simple 
corrélation entre aberration 
du phénotype, quantité de 
séquence répétées et 
méthylation 

RT-qPCR, 
séquençage 
bisulfite  

Chez les mutants, la déméthylation est présente au niveau des 
régions centromériques répétées et des rétrotransposons. Les 
rétrotransposons sont réactivés mais aucune traduction n'a pu 
être identifiée. Elle est transmissible et stable même si la 
construction RNAi disparait. L'efficience de la reméthylation 
dans la descendance en absence de la construction RNAi n'est 
pas la même en fonction du types de séquences ciblées.  

Fujimoto et 
al., 2008 

ddm1 RNAi issu 
de "Osmose" 

    
MSAP, 
séquençage 
bisulfite 

Deux orthologues de DDM1. Les mutants induisent des 
changements de la méthylation au niveau des transposons. Les 
corps de gènes méthylés chez le WT restent méthylées chez le 
mutant ce qui indique que les séquences répétées sont 
préférentiellement méthylée. 

Sasaki et al., 
2011 
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mutant ddm1 
Mu insertion 
promoteur, Mu 
insertion exon 1, 
Mu insertion 
exon 15, and 
nonsynonymous 
changement au 
niveau du codon  

    
WGBS et 
séquence 
capture bisulfite 

Pas de réduction significative de la méthylation en CG mais en 
CHG et en CHH au niveau des exons, introns, ET et régions 
intergéniques. Les transposons en CHG, les LTR et les CACTA. 
sont moins affectés que les CHH. Deux gènes paralogues de 
DDM1 sont identifiés. Lors de la mutation d'un seul gène, la 
génération est viable alors que lors de d'une double mutation 
les individus ne le sont plus. Le méthylome est perturbé et son 
effet délétère sur le phénotype du maïs est plus fort que sur 
celui d'Arabidopsis. 

Li et al., 
2014 
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riz OsDDM1a 
avec un ADNc 
dans une 
orientation 
antisens 

  
Les mutants sont de petites 
tailles et une stérilité est mise 
en place progressivement. 

Microarray 

Deux homologues ddm1 sont présents et transcrits pendant le 
développement surtout dans les tissus en formations. DDM1 
est donc impliqué dans le maintien de la méthylation en CG 
mais aussi dans la réplication du brin d'ADN. Les mutants sont 
hypométhylés et affectent plus les séquences répétées que les 
gènes uniques. Les transcrits qui proviennent des loci associés 
aux transposons sont fortement régulés.  

Higo et al., 
2012 

mutant ddm1 
ADN-T 

  

La double mutation de DDM1 
induit des petites plantes et 
stériles dès les premières 
générations. Les deux 
orthologues agissent de 
manière redondante pour 
garantir le développement. 

Spectroscopie 
de masse, 
methylation-
sensitive 
endonuclease 
digestion, ChiP 
et WGBS  

Les ET et ET associés aux gènes de l'hétérochromatine 
nécessitent OsDDM1 pour la méthylation en CHG et un peu 
moins en CG ; les régions géniques et les petits ET 
euchromatiniens pour la méthylation en CHH. La perte de 
OsDDM1 mène à une hypométhylation et une forte régulation 
de beaucoup de gènes codants des protéines, ceci impact le 
phénotype des premières générations. OsDDM1 permet de 
faciliter la régulation de la méthylation en CHH dirigé par 
OsDRM2. 

Tan et al., 
2016 

P
o

p
u
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s 

mutant ddm1 
RNAi  

 

Les mutants ddm1 n’ont pas 
d’effet phénotypique avant la 
soumission à un cycle de 
dormance. Après celui-ci il est 
possible d’observer 
l’apparition de nécroses 
foliaires. 

qPCR et HPLC 

L’efficacité de la suppression varie beaucoup entre les 
évènements. Une corrélation positive existe entre l’expression 
de DDM1 et le niveau de méthylation de l’ADN. Ils supposent 
que la réduction de l’expression de PtDDM1 engendre 
l’activation de gènes LRR ou que la déméthylation réactive des 
rétrotransposons et les rétroviruses associés. 

Zhu et al., 
2013 

 

Table 1 : Synthèse bibliographique sur les lignées transgéniques ddm1 dans le règne végétal 
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2 DDM1 (Decrease in DNA Methylase 1) : un remodeleur de la chromatine de 

type SWI2 / SNF2 

L’un des mécanismes permettant les modifications de la structure de la chromatine implique différents 

complexes de remodelages macromoléculaires, multiprotéiques et ATP dépendants. Ces remaniements 

induisent des changements conformationnelles au niveau des nucléosomes et des domaines 

chromatiniens. Ainsi, ils participent à la régulation de l’accessibilité de l’ADN en altérant les contacts ADN-

histone. 

2.1 Le rôle de DDM1 chez la plante modèle : Arabidopsis thaliana 

Aujourd’hui, il est admis que les modifications de la chromatine telles que la méthylation de l’ADN ou les 

modifications des histones en lien avec le remodelage de la chromatine jouent des rôles importants dans 

la mobilité des ET et dans la régulation dynamique de l'expression des gènes. Le processus de remodelage 

de la chromatine est médié par une grande famille d'enzymes de type DEXD/H-ATPase. Cette famille est 

composée d’une sous-famille correspondant aux protéines SWI (SWItching mating type) / SNF (Sucrose 

Non-Fermenting) et plus spécifiquement les SWI2 / SNF2 comme DDM1. Grâce à une étude 

phylogénétique, il a été possible de voir que cette famille contenant des remodeleurs de la chromatine 

était conservée au sein d’un grand nombre de taxons au cours de l’évolution. La famille des SWI / SNF 

possède un motif bromodomaine qui permet la reconnaissance des histones acétylées. Ce motif 

conditionne donc leur attachement aux nucléosomes et leur confère divers rôles biologiques (Clapier & 

Cairns, 2009). Les protéines de cette sous-famille hydrolysent l’ATP pour se déplacer le long de l’ADN ce 

qui altère la composition et la disposition des nucléosomes (Brzeski, 2002). Ces protéines participent à de 

multiples activités nucléaires incluant le contrôle transcriptionnel, la réparation de l’ADN, la ségrégation 

des chromosomes et le remaniement de la chromatine. 

La protéine DDM1 fait partie de ces protéines qui peuvent remanier la structure de la chromatine 

afin notamment de faciliter l’accès de l’hétérochromatine aux méthyltrasférases de l’ADN (Vongs et al., 

1993; Gendrel et al., 2002; Zhu et al., 2013, Zemach et al., 2013). En effet, elle code pour une enzyme de 

réorganisation des nucléosomes et participe : i) à l’assemblage de l’hétérochromatine en agissant au 

niveau de la méthylation de l’histone H3 lysine 9 et ii) au maintien de la méthylation en CG (Gendrel et al., 

2002; Soppe et al., 2002; Brzeski, 2002; Zhu et al., 2013). Afin de maintenir la méthylation, le gène DDM1 

rend ces régions du génome inaccessibles à la déméthylation et interagit avec les domaines de fixation 
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CpG-methyl (MBD) (Zemach et al., 2005). En effet, les mutants ddm1 montrent une perte de 70 % de leur 

taux de méthylation (Vongs et al., 1993). Cependant, cette réduction possède une amplitude de variation 

qui dépend fortement de la technique utilisée pour la mesurer car pouvant varier entre 50 % et 80 % chez 

Arabidopsis (Teixeira et al., 2009 ;Hudson et al., 2011). L’absence du gène DDM1 affecte essentiellement 

la méthylation en CpG de l’ADN qui est elle-même catalysée par une autre méthyltransférase MET1 

(Zemach et al., 2013). Les changements de méthylation chez les mutants ddm1 d’Arabidopsis se localisent 

essentiellement au niveau des régions centromériques de l’ADN, au niveau de l’histone H3K9 et au niveau 

des régions de l’hétérochromatine. Cependant, il est aussi possible d’observer une diminution graduelle 

de la méthylation au niveau des séquences peu répétées de l’euchromatine sur plusieurs générations 

(Jeddeloh et al., 1998; Kakutani et al., 1999, Johnson et al., 2002; Sasaki et al., 2012; Zemach et al., 2013). 

En effet, DDM1 est nécessaire à la fois pour la méthylation de H3K9 dépendant de KYP et pour la 

méthylation en CpG dépendant de MET1. De façon indirecte DDM1 pourrait donc aussi jouer un rôle dans 

la méthylation en CHG qui est contrôlée par la méthyltransférase CMT3 via la méthylation de H3K9 

(Johnson et al., 2002). L’absence du gène DDM1 peut causer une diminution importante de la méthylation 

de certains ET et des séquences répétées alors que les gènes ne semblent pas impactés (Jeddeloh et al., 

1998; Lippman et al., 2004). Cependant une étude plus récente a pu mettre en lumière que le gène DDM1 

bien que ciblant majoritairement les ET, est aussi nécessaire pour la méthylation dans le contexte CG 

d’environ 50 % des gènes présents au niveau de l’euchromatine méthylée (Zemach et al., 2013). En effet, 

le gène DDM1 et la voie de méthylation de l’ADN dirigée par les petits ARN (RdDM) agissent en synergie 

pour contrôler chez Arabidopsis presque toutes les méthylations des ET, prévenir la transposition et 

maintenir le modèle d’expression des gènes (Zemach et al, 2013). L’hétérochromatine a donc besoin du 

gène DDM1 pour la méthylation de l’ADN et pour inhiber la voie RdDM (Schoft et al., 2009). 

Les mutants ddm1 d’Arabidopsis ont une efficience de réparation de tous types de molécules 

d’ADN (circulaire ou linéaire, UV-irradié ou non) plus faible en comparaison au contrôle (Yao et al., 2012). 

En effet, les mutants ddm1 ont tendance à inhiber plusieurs gènes impliqués dans la réparation des bases 

excisées de l’ADN et dans les processus d’activation de la déméthylation, ROS1 et DML3. Ceci engendre 

une détérioration des mécanismes impliqués dans la réparation des bases excisée (BER) (Hudson et al, 

2011). Il est possible que leur inhibition dans les ddm1 soit un mécanisme compensatoire pour prévenir 

des pertes importantes de la méthylation. L’absence de DDM1 dans les cellules engendre des effets 

secondaires qui influencent les voies de réparation BER et HR (HOMOLOGOUS REPAIR, ou réparation par 

recombinaison homologue). Ils ont donc un taux de rupture spontané des brins de l’ADN plus important 

et un taux de méthylation moins élevé (Yao et al., 2012). Il existe donc un lien potentiel entre  

https://en.wikipedia.org/wiki/Base_excision_repair
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réorganisation de la chromatine, réparation de l’ADN et tolérance au stress (Yao et al., 2012). 

De façon surprenante, certaines régions ont parfois un taux de méthylation plus élevé chez les 

mutants ddm1. En effet, les mutants ddm1 répondent dans certain cas aux différents stress par une 

augmentation de la méthylation au niveau de certaines régions sensibles du génome qui ont été 

auparavant hypométhylées (hétérochromatine avec des éléments répétés, des transposons et des 

rétrotransposons) (Yao et al., 2012). Cette observation suggère qu’en plus d’une réduction globale du 

niveau de méthylation de l’ADN ; DDM1 influence aussi la distribution, le long du chromosome, de la 

méthylation de l’ADN restante. De plus, le gène DDM1 a aussi une influence indirecte sur la distribution 

des histones acétylées (Probst et al., 2003). 

Au sein des mutants ddm1, apparaissent de nouveaux états épigénétiques, des épimutations et 

des épiallèles qui ont le potentiel d’être stables à travers les générations et qui peuvent contribuer à la 

sensibilité à des stress importants. Ils sont souvent associés à une hypométhylation de divers loci, incluant 

les transposons mais engendrent aussi des changements de la structure de la chromatine. Par conséquent, 

ces variations de la méthylation induisent des changements dans la tolérance au stress des mutants par 

rapport au sauvage (Schmitz et al., 2011; Becker et al., 2011; Yao et al., 2012). En effet, les mutants ddm1 

d’Arabidopsis sont sensibles aux radiations (Kankel et al., 2003), au rayons gamma, aux UVC (Shaked, 

2006), au MMS (méthyl méthane sulfonate) et NaCl (Yao et al., 2012). Cependant, dans d’autre cas comme 

pour les stress de température et l’exposition à la bléomycine aucune différence significative n’a été 

constatée (Yao et al., 2012). De ce fait, la sensibilité des mutants lors de l’exposition aux différents stress 

pourrait être une conséquence de leur incapacité à établir leur propre méthylation ou à modifier la 

structure de la chromatine. Ainsi, les épiallèles identifiés dans ces mutants hypométhylés sont le plus 

souvent liés à l’hypo- ou l’hyperméthylation de gènes ectopiques proches d’ET ou de séquences répétées. 

Le maintien de profils de méthylation corrects et la protection des gènes contre l’extension de 

l’hétérochromatine méthylée sont par conséquent cruciaux pour le développement correct de la plante.  

Pour conclure, ceux-ci peuvent être observés au niveau des phénotypes des mutants ddm1 

d’Arabidopsis qui accumulent des changements morphologiques, incluant des défauts au niveau de la 

structure des feuilles, l’initiatiob de la floraisons et au niveau de la structure des fleurs après plusieurs 

générations (Kakutani et al., 1996; Kakutani, 1997).



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

218 



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

219 

2.2 Le rôle de DDM1 chez les autres plantes herbacées est-il conservé ? 

Chez les autres herbacées étudiées telles que Oryza sativa, Zea mays et Brassica rapa, il a été possible 

d’identifier deux orthologues du gène DDM1 d’Arabidopsis (Fujimoto et al., 2008; Higo et al., 2012). De 

façon surprenante, lors de l’absence du gène DDM1 une multitude de réponses phénotypiques 

apparaissent parmi les herbacées. Chez Brassica rapa, le mutant ddm1 montre un phénotype semblable à 

celui de la lignée contrôle (Fujimoto et al., 2008). A contrario chez Oryza sativa et Zea mays des 

modifications frappantes sont détectées dès la première génération. En effet, des individus stériles et de 

petites tailles sont observables. En outre, en présence de mutants homozygotes il est possible de constater 

la présence d’un état létal (Higo et al., 2012; Li et al., 2014). 

La mutation du gène DDM1 engendre une hypométhylation globale des génomes de ces trois 

espèces comme celle obtenue chez les mutants d’Arabidopsis. La réduction de la méthylation affecte 

particulièrement les séquences répétées et les ET en contexte CHG. Cependant, l’amplitude de la 

diminution de la méthylation varie beaucoup entre les évènements transgéniques, en fonction de la 

technique utilisée entre les différents génotypes et entre individus d’un même génotype. En effet, les 

différents allèles des deux gènes DDM1 présents chez Zea mays montrent une réduction significative de 

leur niveau de méthylation en contexte CHG et CHH, 11 % et 13 %, par rapport à la lignée contrôle. Cette 

diminution est tout de même visible en contexte CG mais elle est moindre (< 5 %) (Li et al., 2014). Chez 

Oryza sativa et Brassica rapa, la plupart des lignées transgéniques montrent une réduction de leur 

méthylation mais avec des intensités différentes dépendant des lignées. Les transcrits de DDM1 chez ces 

deux espèces sont surtout détectés pendant le développement et au niveau des tissus en formations 

(Fujimoto et al., 2008; Higo et al., 2012).  

Tous les mutants révèlent un effet plus important de l’hypométhylation au niveau des régions 

contenant des ET et des séquences répétées. Cependant, l’effet de cette hypométhylation peut varier en 

fonction de l’espèce et de l’étude réalisée car peu de données sont disponibles à ce jour sur ces différents 

mutants. De fait, les mutants ddm1 de Zea mays montrent un effet plus important de la réduction de la 

méthylation au niveau des ET présents en contexte CHH que ceux du contexte CHG, les LTR et les CACTA 

(Li et al., 2014). Chez les mutants ddm1 de Brassica rapa, la déméthylation est présente au niveau des 

régions centromériques répétées et des ET. Malgré l’impact de la déméthylation, aucune traduction des 

rétrotransposons réactivés n'a pu être identifiée (Sasaki et al., 2011; Fujimoto et al., 2008). 
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En ce qui concerne les gènes, une forte hétérogénéité est visible dans l’impact de la déméthylation 

au niveau de ces régions. En effet, aucune réduction significative de la méthylation en CG n’a pu être 

détectée chez Zea mays. Seuls les contextes CHG et en CHH ont montré une diminution significative au 

niveau des exons, introns et régions intergéniques (Li et al., 2014). Les transcrits qui proviennent des loci 

associés aux transposons sont fortement régulés chez Oryza sativa (Higo et al., 2012). Les régions géniques 

pour la méthylation en CHH nécessitent OsDDM1. L’absence d’OsDDM1 mène à une hypométhylation et 

une forte régulation de beaucoup de gènes codant des protéines (Tan et al., 2016). 
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Figure 4 : Structure de l’ADN de transfert et localisation des sites de fixation des amorces pour la 
construction de l’ADN-T de PtDDM1 RNAi au sein du vecteur pCAPD (pART27). LB : extrémité gauche ; 
RB : extrémité droite (Zhu et al., 2013) 

 

 

 

 

Figure 5 : Differentiel des taux d’expression de PtDDM1 dans 22 évènements transgéniques (barres 
grises et rouges) vs. la lignée « Contrôle » non-transgénique (barre blanche) mésurés par qPCR. L’ARN a 
été extrait depuis un ensemble d’organes (feuilles et tiges) cultivés in vitro. Les barres rouges représentent 
les lignées avec une différence significative de leur expression en comparaison avec la lignée « Contrôle » 
(P < 0,05) (adaptée de Zhu et al., 2013).  
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2.3 Le cas du Peuplier : obtention des lignées RNAi ddm1 

Des lignées RNAi ont été obtenues à partir d’un peuplier hybride, Populus tremula L. × P. alba L. (génotype 

INRA 717-1B4), qui présente une forte capacité de transformation et régénération (Durand et al., 2010; 

Han et al., 2011) et ceci dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Professeur Steven H. Strauss 

de l’Université de l’Oregon (Zhu et al., 2013). 

Brièvement, une recherche sur Phytozome des homologues d’AtDDM1 a permis de trouver deux 

orthologues putatifs de DDM1 sur le génome de Populus trichocarpa (PtDDM1-1: POPTR_0007s12710 et 

PtDDM1-2: POPTR_0019s15030 ; Figure 4). Ensuite, une construction a été réalisée afin de supprimer les 

deux transcrits de DDM1 à l’aide d’un fragment conservé (96 % d’identité) de 190 pb chez PtDDM-1 et de 

PtDDM1-2. La construction RNAi PtDDM1 a été introduite à l’aide d’une souche d’A. tumefaciens en 

utilisant la méthode décrite par Filichkin et al. (2006). Des plants non-transgéniques ont été utilisés comme 

contrôle. Afin de confirmer le statut transgénique des lignées une PCR a été réalisée sur de l’ADN extrait à 

partir de l’extrémité des tiges des plants transgéniques multipliés pendant deux mois in vitro. 

Le niveau d’expression de PtDDM1 a été quantifié pour l’ensemble des lignées par qPCR. Les tests 

ont permis de montrer une différence significative pour les deux lignées PtDDM1 RNAi 15 et 23 

uniquement (P < 0,05 après correction d’Holm–Bonferroni) par comparaison avec la lignée « Contrôle » 

(Figure 5). 

Un phénotypage des lignées transgéniques et de la lignée contrôle non transgénique a été réalisée 

en conditions de croissance optimale en mesurant différentes variables telles que la croissance en hauteur, 

en diamètre, le nombre de rameaux sylleptiques et la composition en chlorophylle. Un test de 

comparaison de moyenne (test-t) entre deux échantillons a été réalisé et n’a permis de mettre en évidence 

aucune différence significative entre les peupliers transgéniques et la lignée non transgénique. Ce résultat 

sur les phénotypes est valable autant pour les variations de croissance en hauteur (P = 0,16), en diamètre 

(P = 0,32), le nombre de rameaux sylleptiques (P = 0,13), ou encore la composition en chlorophylle (P = 

0,62). Après cette première caractérisation à l’état initial des phénotypes, les plantes ont été placées en 

chambre froide pendant cinq mois afin d’induire une période de dormance puis pendant trois mois à 

l’extérieur. Les feuilles émergeant juste après la dormance possèdent une quantité importante de tâches 

nécrotiques surtout visibles pour la lignée « ddm1_15 » et a contrario aucun de ces symptômes n’était 

visible sur la lignée « Contrôle » (Zhu et al., 2013).
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3 Objectifs des travaux 

Les objectifs de cette partie de la thèse étaient d’étudier l’impact d’une déficience de la méthylation de 

l’ADN sur la réponse du peuplier à des variations de disponibilité en eau du sol. Cet axe vise à mettre en 

relation la réponse du peuplier à la sécheresse en termes de croissance, de conduction de l’eau et de 

qualité du bois avec la méthylation de l’ADN chez des lignées de peuplier hypométhylées (Zhu et al., 2013). 

Aucune étude sur la réponse des arbres à l’environnement n’a utilisé d’arbres déficients en méthylation 

de l’ADN à ce jour; les données disponibles actuellement sont issues de plantes annuelles herbacées (Table 

1). 

Afin de répondre à cet objectif, j’ai multiplié les vitroplants des deux lignées transgéniques, pour 

lesquelles des différences significatives d'expression de PtDDDM1 avaient pu être détectées ainsi que ceux 

de la lignée « Contrôle » puis j’ai procédé à leur acclimatation en serre OGM (INRA Orléans, UR AGPF et 

UE GBFOR, avec l’aide de G. Pilate, M-C. Lesage-Descauses, N. Millet, P. Poursat) pendant trois mois (début 

2015). J’ai par la suite mis en place un dispositif expérimental qui avait pour but de soumettre ces lignées 

à des variations contrôlées de disponibilité en eau du sol comme celles décrites dans Lafon-Placette et al., 

soumis (Chapitre 1). 

Tout au long de cette expérience j’ai réalisé un phénotypage le plus complet possible grâce à un 

suivi régulier au cours du traitement d’un certain nombre de paramètres comme la croissance, les 

échanges de gaz, l’anatomie des tiges, ou la vulnérabilité à la cavitation. 

Ensuite, j’ai mené une approche épigénomique avec la mesure de la méthylation globale puis 

l’établissement de méthylomes pour chaque lignée et condition hydrique avec un travail conséquent 

d’analyses bio-informatiques sur les données brutes obtenues après séquençage bisulfite du génome 

entier « WGBS ».  

Enfin, une analyse de la mobilité des ET pour laquelle j’ai participé à la mise en place et à la 

réalisation de l’expérience, a permis d’avoir une première approche sur le type de familles d’ET affectées 

par l’hypométhylation et les variations de disponibilité en eau.  

L’ensemble de ce travail est présenté dans le chapitre 3 et servira de base pour une publication 

future. En effet, certaines analyses et interprétations sont toujours en cours. Néanmoins, pour faciliter la 

rédaction d’un manuscrit à court terme, nous avons fait le choix de préparer directement toutes les 

illustrations et leurs légendes en anglais. 

  



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

226 

 

 

Figure 6: Global DNA methylation level and PtDDM1 expression among the different transgenic events 
and the ‘Control’ line. Percentages represent the level of global DNA methylation within RNAi lines in 
comparison to the non-transgenic ‘Control’ line associated by their respective level of PtDDM1 expression 
(Zhu et al., 2013).   
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II. Matériels et méthodes 

1 Matériel végétal et dispositif expérimental 

Deux lignées RNAi ddm1 de peuplier (ddm1_15 et ddm1_23) ont été sélectionnées en fonction de leur 

niveau d’expression de PtDDM1 et de leur taux de méthylation globale estimé par chromatographie liquide 

à haute performance (HPLC) plus faible que la lignée « Contrôle » (Zhu et al., 2013 ; Figure 6). Des micro-

boutures de ces lignées RNAi fournies par le laboratoire de S. Strauss (Université Oregon, USA) ont été 

multipliées in vitro au laboratoire sur un milieu de culture constitué de MS medium (Yellow Medium) avec 

du FV (vitamines) et de la solution mère (macroéléments, oligéléments, Kl, Na2FeEDTA, FeSO4). Les micro-

boutures ont été placées en chambre de culture avec une photopériode de 16 heures (16 h jour/ 8 h nuit), 

une température constante de 25 °C. Elles ont été repiquées tous les deux mois. Une fois la quantité 

suffisante de vitroplants par lignée atteinte pour la réalisation de l’expérience, soit environ 30 vitroplants, 

les plants âgés de six semaines ont été placés en mini-serre chauffante pour une pré-acclimatation dans la 

serre OGM à l’INRA d’Orléans pendant deux semaines à partir du 4 Novembre 2014 (Figure 7.). Les 

vitroplants sont placés dans des pots contenant du terreau mouillé additionné d’une solution de cryptonol 

diluée à 2 ml/l. La première semaine la mini-serre chauffée est fermée avec un couvercle pour obtenir une 

humidité saturante. Puis la deuxième semaine, le chauffage est arrêté et une ouverture progressive du 

couvercle est effectuée. Après cette étape de pré-acclimatation, les plants ont été plantés dans des pots 

de 2 L remplis avec un terreau contenant des engrais de la gamme « K select » et l’arrosage goutte à goutte 

a été installé. Mi-décembre les plants ont été rempotés dans des pots de 4 L et début janvier le dispositif 

expérimental randomisé a été mis en place sur deux paillasses. Pendant toute la durée de l'expérience la 

température moyenne de la serre était de 21°C, la photopériode était fixée à 16 heures et l’hygrométrie 

moyenne de 32 % sur une période de 24 h. 

Le plan d’expérience comprenait un total de 90 plants, soit 30 individus (clones) par lignée (deux 

RNAi et une contrôle). Avant l’installation du dispositif expérimental, trois individus par lignée ont été 

collectés de façon aléatoire parmi les 90 disponibles afin de procéder à une première caractérisation des 

lignées en condition hydrique optimale (temps T0). Les 81 plants restants ont été répartis en neuf blocs, 

rassemblant chacun trois exemplaires de chaque lignée. 
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Figure 7: Plant development evolution from vegetative propagation to harvest. T0 : drought on set on subset of plant, T1 : rewatering, T2 : harvest WW : Well 
Water (blue), WD : Water Deficit (brown) and WD-RW : Water Deficit followed by ReWatering (brown) conditions. Letters represent lines, A for ‘Control’, B for 
‘ddm1_15’ and D for ‘ddm1_23’.
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2 Induction et quantification de la contrainte hydrique et suivi de l’état hydrique 

des plants 

Lors de l’initiation de la contrainte hydrique à T0 (30 Janvier 2015) les plants étaient acclimatés depuis 

trois mois. Au sein de chaque bloc, un exemplaire par lignée a été maintenu à la capacité au champ tout 

au long de l’expérience (condition hydrique optimale, WW). La capacité au champ équivaut à la teneur en 

eau maximale du sol après écoulement gravitaire. Les deux autres exemplaires ont été soumis à un cycle 

sécheresse - ré-arrosage (WD-RW). Pour cette dernière modalité, les plants ont cessé d'être irrigués 

jusqu’à atteindre la valeur cible de 30 % de la capacité au champ ; une fois cette valeur atteinte, les plants 

ont été maintenus proches de cette valeur cible pendant 20 jours. La valeur de 30 % de la capacité au 

champ a été choisie sur la base d'expériences antérieures et correspond à une sécheresse « modérée » 

chez le peuplier, suffisante pour diminuer la croissance en hauteur et en diamètre sans toutefois l'arrêter 

(Gourcilleau et al., 2010; Bizet et al., 2015 ; Lafon-Placette et al., soumis). A l'issue de la période de 

sécheresse, trois blocs ont été collectés aléatoirement (temps T1, 23 Février 2015) ; les autres plants ont 

été réarrosés et maintenus à la capacité au champ pendant huit jours supplémentaires, date à laquelle les 

six blocs restants ont été collectés (temps T2, 27 Février 2015) (Figure 7 et 13). Les échantillons de peuplier 

ddm1 pour les analyses épigénomiques, feuilles matures et apex, ont été conservés à -80 °C jusqu’à leur 

utilisation. 

La capacité au champ a été quantifiée à partir de six pots de quatre litres remplis du même substrat 

que celui utilisé pour l’expérience et saturés en eau pendant 48 h. Chaque pot a été pesé afin d’estimer la 

masse fraîche de sol présent dans un volume de quatre litres. Ils ont ensuite été placés dans une étuve à 

100 °C et pesés quotidiennement jusqu’à stabilisation de leur masse. La teneur en eau à la capacité au 

champ (θCC) a pu être évaluée de la façon suivante : 

θCC (%) = 
masse fraiche (L) – masse sèche (L)

volume du pot (4 L)
∗ 100 

Les plants ont tous été saturés en eau 48 h avant d’être pesés à T0 afin d’estimer leur masse respective à 

la capacité au champ. Le suivi de la teneur en eau du sol a ensuite été effectué par des pesées régulières 

de l’ensemble des plants tous les deux jours durant la totalité de l’expérience afin de maintenir les plants 

WW à 100 % et les WD-RW à 35 % de la capacité au champ. 

Le potentiel hydrique foliaire de base (Ψpd, MPa) a été mesuré sur la totalité des plants de cinq 

blocs la veille au soir de T1 (n = 5 par lignée pour WW, n = 10 par lignée pour WD-RW). Les mesures ont 
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été réalisées de nuit entre 00 h 00 et 2 h 00 du matin à l'aide d'une chambre de Scholander (PMS 

Instruments, Albany, Oregon, USA) (Scholander et al., 1965) sur la feuille de rang 15 correspondant à une 

feuille mature. Les mesures étant réalisées de nuit sur des plantes non transpirantes, le potentiel hydrique 

foliaire de base est généralement utilisé comme indicateur du potentiel hydrique du sol (Améglio et al., 

1999). 

Le potentiel hydrique foliaire minimum (Ψmin, MPa) a été mesuré entre 11 h 00 et 13 h 00 la veille 

de la mesure du potentiel hydrique foliaire de base et sur les mêmes individus (n = 5 par lignée pour WW, 

n = 10 par lignée pour WD-RW). Une feuille mature (rang 14) par individu a été collectée, mise en sachet 

plastique avec une feuille de papier absorbant humidifiée avant d’être transportée rapidement au 

laboratoire pour être analysée. Ces mesures ont été réalisées afin d’évaluer le comportement hydrique 

des lignées face à la sécheresse. Chez les plantes, il existe deux comportements de régulation hydrique 

bien distincts : l’isohydrie et l’anisohydrie. Chez les plantes dites anisohydriques, le potentiel hydrique 

foliaire diminue à mesure que le potentiel hydrique du sol (et donc la disponibilité en eau) diminue. Chez 

les plantes isohydriques, le potentiel hydrique foliaire varie peu quelle que soit la disponibilité en eau du 

fait d’une fermeture stomatique plus précoce que chez les anisohydriques (Sade et al., 2012; Attia et al., 

2015). 

3 Phénotypage 

3.1 Croissance et caractéristiques foliaires 

La hauteur (cm) et le diamètre (mm) de la tige ont été mesurés régulièrement sur chaque plant de chaque 

lignée pour chaque condition (n = 10 par lignée pour WW, n = 20 par lignée pour WD-RW) à l'aide d'un 

mètre-ruban et d’un pied à coulisse digital (moyenne de deux mesures réalisées perpendiculairement au-

dessus du collet). Le nombre total de feuilles a également été compté tous les deux jours. Les vitesses de 

croissance en hauteur (cm.jour-1) et en diamètre (mm.jour-1) ont ensuite été calculées sur la période T0-

T1. Les accroissements relatifs (cm.cm-1.jour-1) ont également été calculés sur la base des valeurs de 

hauteurs et de diamètre afin de s’affranchir d’éventuelles différences entre lignées au T0. 

Accroissement relatif =

hauteur à T1 (cm) − hauteur à T0(cm)
hauteur initiale (cm)

T1 (jours) − T0l (jours)
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Figure 8: Photos of necrotic spot leaf observed on ‘ddm1_15’ (A) and folded leaves on ‘ddm1_23’ 
phenotypes (B). 
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A T0, l’ensemble des feuilles de chaque plant a été collecté (n = 3 par lignée). Elles ont été 

numérotées en fonction de leur indice foliaire de la première feuille émergente (> 20 mm de long) aux 

feuilles les plus basses (Marron et al., 2005). Les feuilles fraîches ont été numérisées puis placées 72 h dans 

une étuve à 60 °C. La surface foliaire de chacune d’elles (LA, cm2) a été mesurée par analyse d’image 

(logiciel ImageJ, Abràmoff et al., 2004). Les surfaces individuelles ont ensuite été additionnées afin 

d’obtenir la surface foliaire totale de chaque plant (TLA, cm²). 

Une fois par semaine, l’état sanitaire et la morphologie des feuilles ont été suivis car lors des 

précédents travaux réalisés sur ces lignées il a été possible d’observer l’apparition de symptômes 

nécrotiques foliaires spécifiques à chaque lignée (Zhu et al., 2013). De ce fait, le nombre de feuilles 

présentant des symptômes de nécrose ou possédant une morphologie différente apparue au cours de 

notre expérience « feuilles pliées » a été compté sur l’ensemble des plants (Figure 8). Les pourcentages de 

feuilles nécrosées et de « feuilles pliées » ont pu être calculés en réalisant le rapport entre le nombre de 

feuilles atteintes et le nombre total de feuilles présentes sur chaque plant. 

Lors de la collecte T2, une feuille mature (rang 15) de chaque plant a été récoltée (n = 6 pour WW, 

n = 12 pour WD-RW) et six disques calibrés de 3,14 cm² ont été prélevés à l’emporte-pièce de chaque côté 

de la nervure principale. Ils ont ensuite été placés 24 h dans une étuve à 60 °C puis pesés. La surface foliaire 

spécifique (SLA, cm2 g-1) a ensuite été estimée en calculant le rapport entre la somme des aires des six 

disques de limbes foliaires et leur masse sèche. Le SLA est un indicateur structural de l’épaisseur et / ou 

de la densité du limbe foliaire (Marron et al., 2005). 

Des empreintes stomatiques ont été réalisées de part et d’autre de la nervure principale sur chaque 

face du limbe d’une feuille mature (rang 15) après avoir pris le soin d’enlever les trichomes présents sur la 

face inférieure. Les empreintes stomatiques ont été effectuées sur trois blocs sélectionnés de façon 

aléatoire parmi les blocs suivis pour les échanges de gaz (cf. ci-dessous) (n = 3 par lignée pour WW, n = 3 

par lignée pour WD-RW). Les empreintes ont été réalisées en utilisant du vernis transparent et du scotch 

avant d’être fixées sur lame de microscope. Pour chaque empreinte, trois photos couvrant trois champs 

d’observation non recouvrants ont été prises à l’aide d’un microscope optique (Motic BA310, 

grossissement × 10) couplé à une caméra numérique (Moticam 580 5.0MP). Toutes les images ont ensuite 

été traitées à l’aide du logiciel d’analyse d’image « ImageJ » La densité stomatique (mm-2) de chaque 

individu a été calculée comme la moyenne des valeurs des six champs de comptage (3 images × 2 zones 

du limbe).  
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3.2 Echanges de gaz foliaires et paramètres photosynthétiques 

Les échanges de gaz foliaires [assimilation nette de CO2 (A, µmol.s-1.m-2) et conductance stomatique à la 

vapeur d’eau (gs, mol.s-1.m-2)] ont été mesurés tout au long de l’expérience à l’aide d’un analyseur de gaz 

infrarouge (IRGA) en système ouvert (Li-Cor-6400, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA). Ces mesures ont été 

réalisées quotidiennement entre 9 h et 15 h sur tous les individus des cinq blocs utilisés pour les mesures 

de potentiel hydrique (cf. partie précédente), sur une feuille mature (rang foliaire compris entre 14 et 16), 

dans les conditions suivantes : température du bloc constante (20 °C), déficit de pression de vapeur d’eau 

(VPD) maintenu à environ 1 kPa, flux de photons dans le PAR à 2000 µmol.s-1.m-2, concentration extérieure 

en CO2 (Ca) à 400 µmol.mol-1 (i.e., 400 ppm). Une fois la feuille placée dans la chambre Li-Cor, les mesures 

ont été enregistrées toutes les cinq secondes pendant deux minutes. Les analyses des données 

enregistrées pour l’assimilation nette de CO2 et la conductance stomatique à la vapeur d’eau ont été 

réalisées sur les moyennes des dix dernières valeurs obtenues, ces données correspondant au palier de 

stabilisation. 

Les paramètres photosynthétiques du modèle de Farquhar (Vcmax, vitesse maximale de 

carboxylation, µmolC02.s-1.m-2 ; Jmax, flux maximal d’électrons, µmole-.s-1.m-2) (von Caemmerer & Farquhar, 

1981) ont été obtenus à T0 à l’aide de courbes A-Ci [courbes de réponse de l’assimilation nette de CO2 en 

fonction de la concentration interne en CO2 (Ci, µmol.mol-1] (n = 5 par lignée, 2 réplicats techniques par 

plant). La température du bloc de la chambre Li-Cor a été fixée à 20 °C, le VPD fixé à environ 1 kPa, et le 

flux de photons maintenu à 2000 µmol.m-².s-1. Après 10 minutes d’acclimatation et de stabilisation dans 

la chambre, les courbes ont été réalisées en suivant les paliers de teneur en CO2 suivants (Ca, ppm) : 400, 

300, 200, 100, 50, 400, 500, 750, 1000, 1250 (Broeckx et al., 2014). Le temps minimal par palier a été fixé 

à 120 secondes, le temps maximal à 210 secondes. Le modèle de Farquhar a ensuite été ajusté aux données 

en utilisant la routine développée par Sharkey et al. (2007) qui a permis de calculer Cc qui correspond à la 

concentration en CO2 au site de carboxylation alors que Ci correspond à la concentration en CO2 dans la 

chambre sous stomatique. Cc a donc été calculée a posteriori afin d’estimer les paramètres Vcmax et Jmax 

actuels en utilisant la valeur estimée de la conductance mésophylienne (gm). En effet, si les courbes A-Ci 

avaient été ajustées telles quelles, les paramètres photosynthétiques (Vcmax, Jmax) seraient des paramètres 

dits « apparents », puisque dans ce cas on fait l'approximation Cc=Ci.
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3.3 Efficience d’utilisation de l’eau et teneurs en azote 

L’efficience intrinsèque d’utilisation de l’eau (WUEi, mmol.mol-1) a été calculée comme le rapport entre le 

taux d’assimilation nette de CO2 (A) et la conductance stomatique à la vapeur d’eau (gs) à partir des 

données journalières d’échanges de gaz foliaires. L’efficience d’utilisation de l’eau a également été 

estimée indirectement, sur un pas de temps intégré à l’échelle de la vie de la feuille via des mesures de 

composition isotopique en carbone 13 de la matière organique foliaire (δ13C). Ces mesures ont été 

effectuées au moment de la collecte (T2) sur les disques foliaires calibrés de 3,14 cm² ayant servi à estimer 

le SLA (cf. partie précédente). Les disques foliaires ont été séchés puis broyés en une fine poudre de 

granulométrie inférieure à 50 μm (n = 6 par lignée pour WW, n = 12 par lignée pour WD-RW). La 

composition isotopique (δ13C) a été analysée à l’aide d’un spectromètre de masse à flux continu (Delta S, 

Finnigan MAT, Bremen, Allemagne) couplé à un analyseur élémentaire (Carlo Erba, Milan, Italie) sur des 

aliquots de 1 mg placés en capsule d’étain (Plateforme technique d’écologie fonctionnelle de l’INRA de 

Nancy, France ; http://www.nancy.inra.fr/Outils-et-Ressources/Infrastructures-de-

recherche/PTEF/(key)/0). Les valeurs de δ13C sont exprimées par rapport au standard en vigueur, la Pee 

Dee Belemnite (un fossile calcaire du crétacé trouvé à Pee Dee en Caroline du Sud) (Craig, 1957) :  

 

δ13Céchantillon (‰) = 
𝑅 échantillon − 𝑅 standard

𝑅 standard
∗ 1000 

 

où R échantillon et R standard correspondent au rapport 13CO2 / 12CO2 de l’échantillon et du standard, 

respectivement. Les teneurs massiques en azote (Nm, mg.g-1) ont été estimées à partir des mêmes 

échantillons que ceux utilisés pour les analyses δ13C. 

http://www.nancy.inra.fr/Outils-et-Ressources/Infrastructures-de-recherche/PTEF/(key)/0
http://www.nancy.inra.fr/Outils-et-Ressources/Infrastructures-de-recherche/PTEF/(key)/0
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3.4 Caractérisation structurale et fonctionnelle du bois 

3.4.1 Densité du bois 

La densité du bois (g.cm-3) a été estimée à partir de segments de 4 cm de tige pour l’ensemble des blocs 

collectés à T2 (n = 6 par lignée pour WW, n = 6 par lignée pour WD-RW). Les mesures ont été réalisées en 

suivant le principe du déplacement d’eau (i.e., principe d’Archimède ; Hacke et al., 2000; Hughes, 2005). 

Les échantillons de tiges ont d’abord été saturés dans de l’eau distillée sous vide pendant 48 h avant d’être 

écorcés et fendus en deux dans l’axe longitudinal afin d’éliminer la moelle. Ces échantillons ont ensuite 

été immergés dans de l’eau distillée à température ambiante et la masse d’eau correspondant au volume 

déplacé a été mesurée à l’aide d’une balance analytique de précision (Scaltec modèle SBA32 ; max 120 g 

et précision d = 0,1 mg). Les segments de tiges ont enfin été séchés à l’étuve à 105 °C pendant 48 h afin 

d’obtenir leur masse sèche. Les valeurs de masses sèches et de volumes d’eau déplacés des deux moitiés 

ont été additionnées afin d’obtenir une seule valeur pour l’échantillon. La densité du bois (g.cm-3) a été 

calculée en réalisant le rapport entre la masse sèche de l’échantillon et son volume d’eau déplacé.  

3.4.2 Anatomie du bois 

La structure du xylème a été analysée à l’aide de coupes transversales semi-fines (30 µm) et de colorations 

histologiques réalisées sur matériel frais (i.e., non inclus) à partir des plants collectés à T2. Les coupes 

transversales ont été effectuées dans la partie basale de la tige à l’aide d’un microtome rotatif (RM 2235 

Leica Microsystems, Vienne, Autriche). Les paramètres associés à l’efficacité de conduction des vaisseaux 

ont été obtenus à partir de colorations simples à la safranine (la safranine révèle en rouge les tissus 

principalement lignifiés) (n = 6 par lignée pour WW, n = 6 par lignée pour WD-RW). Le pourcentage de bois 

de tension à quant à lui été estimé après une double coloration safranine – bleu Astra (le bleu Astra révèle 

en bleu les tissus principalement cellulosiques, notamment le bois de tension caractérisé par la présence 

de fibres « G » (Déjardin et al., 2010). Après obtention des coupes, ces dernières ont été vidées de leur 

contenu cellulaire à l’eau de Javel pendant 7 minutes, rincées à l'eau puis colorées à la safranine (1 % dans 

l’éthanol 50 %) pendant 3 minutes avant d’être rincées dans des bains successifs d’éthanol (50 %, 75 % et 

éthanol pur). Un sous-ensemble des coupes colorées a été par la suite coloré au bleu Astra (1 % dans 

l’éthanol 100 %) pendant 1 minute 30 puis rincées dans trois bains successifs d’éthanol pur. 
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L’ensemble des coupes a été monté de façon permanente entre lame et lamelle dans du baume 

du Canada. Les sections obtenues après coloration à la safranine ont été observées sous un microscope 

optique (Motic BA310) (grossissement x 10) couplé à une caméra numérique (Moticam 580 5.0MP) 

permettant l’acquisition d’images. Des photos couvrant l'ensemble du xylème (de la moelle au cambium) 

ont été prises dans trois zones réparties spatialement sur l'ensemble de la tige (Fichot et al., 2010). Les 

sections obtenues après coloration à la safranine puis bleu Astra ont quant à elles été observées à la loupe 

binoculaire (SMZ168) et des photos de la section de la tige entière ont été prises.  

Toutes les images ont ensuite été traitées à l’aide du logiciel d’analyse d’images ImageJ afin 

d’estimer les variables anatomiques suivantes : diamètre des vaisseaux conducteurs (µm), densité de 

vaisseaux (nb.mm-2), pourcentage de surface occupée par le lumen des vaisseaux conducteurs (%), 

pourcentage de bois de tension (%) (Fichot et al., 2009, 2010). La conductivité hydraulique spécifique 

théorique du xylème (ks, kg. s-1.m-2.MPa-1) a été calculée à partir des données morphologiques individuelles 

des vaisseaux conducteurs en utilisant la loi de Hagen-Poiseuille: 

ks = 
 π ρ

128 ɳ∗A
∑ d𝑛

𝑖=1
4 

où ρ représente la densité de l’eau (998,2 kg.m-3 à 20 °C), ɳ représente la viscosité dynamique de l’eau 

(1,002 × 10-9 MPa.s-1 à 20 °C), A représente l’aire de la plage analysée (m²), di représente le diamètre 

interne du ième vaisseau (m), et n représente le nombre d’éléments conducteurs en parallèle. Dans cette 

équation, la puissance quatre appliquée au diamètre démontre l’importance prépondérante de la taille 

des éléments conducteurs dans l’efficacité de conduction du xylème.  
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3.4.3 Vulnérabilité à la cavitation du bois 

La vulnérabilité à la cavitation de la tige principale a été évaluée pour l’ensemble des individus collectés à 

T2 en condition témoin (n = 6 par lignée). Chaque tige a été préalablement effeuillée avant d’être 

sectionnée afin de limiter la transpiration et l’induction artificielle d’embolie. Les tiges ont ensuite été 

enroulées dans du papier absorbant humidifié et conservées à +4 °C dans un sac plastique noir afin de 

minimiser la déshydratation jusqu’à ce que les mesures soit réalisées c’est-à-dire une semaine plus tard. 

La vulnérabilité à la cavitation a été estimée selon la technique du Cavitron (Cochard et al., 2005) en 

collaboration avec le laboratoire PIAF du centre INRA de Clermont-Ferrand, plateforme Cavitron (Dr. H. 

Cochard). Cette technique utilise la force centrifuge afin de générer des tensions croissantes au sein de la 

tige tout en mesurant la conductance hydraulique. Les tiges de 4 – 8 mm de diamètre ont été recoupées 

afin d’être calibrées à 28 cm de long. Avant mesure, une pression de 0,1 MPa a été appliquée sur les 

échantillons afin d’éliminer les vaisseaux du xylème ouverts (Cochard et al., 2005; Fichot et al., 2010). Les 

échantillons ont été ensuite placés dans le rotor de la centrifugeuse et soumis à des vitesses de rotation 

de plus en plus élevées en commençant par un premier palier correspondant à une tension de -0,75 MPa. 

Ce premier palier de référence a été utilisé pour le calcul de la conductance hydraulique maximale de 

l’échantillon (kmax). Les paliers suivants ont été incrémentés de 0,25 MPa en 0,25 MPa (Fichot et al., 2010). 

A chaque nouveau palier, la conductance hydraulique de la tige a été mesurée (kΨ) et le pourcentage de 

perte de conductance hydraulique (PLC) a été calculé grâce à cette formule : 

PLC = 100 x (1 – kΨ/kmax) 

où kΨ correspond à la conductance hydraulique mesurée et kmax à la conductance maximale de 

l’échantillon. Cette démarche a été répétée jusqu’à ce que la PLC atteigne au moins 90 %. Les courbes de 

vulnérabilité à la cavitation représentant la PLC en fonction de la tension de sève ont ensuite été 

construites pour chaque échantillon. Les courbes de vulnérabilité ont été analysées en ajustant une 

fonction de Weibull modifiée d’après Ogle et al. (2009) à l’aide du package R « fitplc" (Duursma & Choat, 

2017) : 

kΨ/kmax = (1-x/100) p 

avec p = (Ψ / Ψx) ΨxSx/V et V = (x-100)log(1-x/100) 
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où Ψx représente la tension du xylème (Ψ) ou x% de la cavitation, Sx est pente de la courbe au point 

d’inflexion (% MPa-1) à x. Le modèle a été ajusté aux données afin d’estimer la tension de sève induisant 

50 % de cavitation (P50, MPa) et la pente de la courbe au point d’inflexion (s, % MPa-1). Les intervalles de 

confiance des paramètres ont été estimés en utilisant une méthode non paramétrique de « bootstrap » 

avec 1000 tirages (Efron & Gong, 1983). La P50 est le paramètre le plus utilisé pour comparer la résistance 

à la cavitation entre plantes ou organes (e.g., Maherali et al., 2004), des valeurs de P50 plus négatives 

indiquant une résistance à la cavitation plus élevée. 

3.4.4 Composition biochimique du bois 

3.4.4.1 Estimation indirecte de la lignine klason, du ratio S/G et du bois de tension par spectroscopie 

moyen infra-rouge 

L’acquisition de spectres moyen infrarouge (MIRS) nous a permis d’estimer indirectement différents 

composés du bois [lignine Klason, ratio S/G (lignine syringyl (S) et guaiacyl (G)), bois de tension] à l’aide de 

calibrations MIRS existantes et développées au sein de l'UR AGPF du centre INRA d’Orléans (V. Segura, J-

C. Leplé, J-P. Charpentier). En effet, l’analyse a été réalisée via l’utilisation de la MIRS car, à ces longueurs 

d'ondes, il est plus facile d'identifier les paramètres du bois. Cette technique est basée sur des spectres 

fondamentaux. L’autre technique pouvant être utilisée, l’analyse proche infrarouge (NIRS) permet de 

détecter des bandes harmoniques et des bandes de combinaisons (liaisons moléculaires caractéristiques 

des grands groupes de constituants) sont plus difficiles à interpréter. 

L’acquisition de MIRS a été réalisée, en collaboration avec l’unité AGPF de l’INRA d’Orléans (V. 

Segura), pour l’ensemble des 90 individus à partir d’un segment écorcé de tige, lyophilisé et intégralement 

broyé. Ces échantillons ont été maintenus en chambre de dessiccation en attendant de procéder à 

l’acquisition des spectres. Celle-ci a été réalisée à l’aide d’un spectromètre infra-rouge (Spectrum 400, 

PerkinElmer, Massachusetts, USA) sur un intervalle de longueurs d’ondes contenant un nombre d’ondes 

allant de 650 à 4000 cm-1 avec un pas de 2 cm-1. Pour chaque échantillon, quelques milligrammes de 

matière ont été déposés sur le module attenuated total reflectance (ATR) diamant du spectromètre 

infrarouge pour l’enregistrement du spectre. Trois réplicats techniques ont été réalisés afin d’obtenir un 

spectre moyen par individu. 

L’analyse des spectres a été réalisée à l’aide du logiciel R. Les spectres ont d’abord été redécoupés 

pour ne conserver que les valeurs d’absorbance comprises entre les longueurs d’ondes contenant un 

nombre d’ondes allant de 800 et 1800 cm-1. Cette gamme de longueur d’ondes contient les principales 
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Table 2: Klason lignin (%), S/G ratio and Tension wood (%) MIRS predictions characterizations. 

 

Errors units are in the character scale, e.g., for tension wood error is in percentage 

 

Predictions 
Model of Partial 

linear squared 
Pre-treatement 

R2 (cross 

validation) 

RMSE (mean 

error in cross 

validation) 

Realized 

Klason 

lignin (%) 
5 components 

Normalized and 

second derivative 
0.68 0.59 

INRA of Versailles 

(C. Lapierre) 

S/G ratio 3 components Detrend 0.73 0.07 
INRA of Versailles 

(C. Lapierre) 

Tension 

wood (%) 
8 components Normalized 0.89 6.13 

INRA of Orléans 

(J-P. Charpentier 

and V. Segura) 
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bandes d’absorption caractéristiques de la composition de la matière organique. Un lissage des spectres a 

été établit en utilisant la librairie « prospectr ». Plusieurs prétraitements statistiques ont été appliqués aux 

spectres MIRS afin d’améliorer la qualité du signal et de mieux visualiser la dispersion de l’ensemble des 

spectres lors de l’analyse en composante principale (ACP). Ces prétraitements statistiques ont été 

éffectués au moyen de la fonction « sgolayfilt » de la librairie « signal » pour les dérivations.  

Les prétraitements utilisés étaient les suivants : normalisations, « detrend », dérivations 

premières et secondes. La normalisation appliquée est la suivante : (x - mean(x)) / sd(x)) et la fonction 

detrend detrend(t(x), nombre d’onde), avec x la valeur d’absorbance à un nombre d’ondes données. 

Différentes combinaisons ont également été réalisées afin d’obtenir huit représentations graphiques de 

nos spectres MIR (spectres bruts, spectres normalisés, spectres dérivés première ou seconde, spectres 

normalisés puis dérivés selon une dérivation première ou seconde et spectres dérivés selon une dérivation 

première ou seconde puis normalisés) (Bertrand & Dufour, 2006). Pour la suite des analyses seulement le 

traitement « spectres normalisés » puis dérivé première a été retenu car permettant de mieux distinguer 

les différences. Des prédictions ont pu être réalisées en utilisant les spectres MIRS sur différents composés 

du bois (lignine klason, ratio S/G, bois de tension). Les modèles de calibration ont été construits à partir 

du package « pls » en utilisant la méthode de régression des moindres carrés partiels (PLS), développé à 

l'UR AGPF (INRA Orléans) (Table 2). Les prédictions concernant la ligne Klason et le ratio S/G ont été 

effectués à partir de mesures de références effectuées à l'INRA de Versailles (C. Lapierre) et non publiées 

sur des échantillons transgéniques fournis par J-C. Leplé (calibrations effectuées par V. Segura dans le 

cadre du projet TreeForJoules). En ce qui concerne le bois de tension, elles ont été menées à l’INRA 

d’Orléans en utilisant une gamme synthétique constituée à partir d'un clone « 717-1B4 » penché (J-P. 

Charpentier et V. Segura). 
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3.4.4.2 Caractérisation histochimique de la composition en lignines 

La composition en lignine du bois a été caractérisée visuellement à l’aide des colorations Wiesner 

(coloration rose-rouge de la lignine) et Mäule (coloration des unités « S » de la lignine en rouge intense) 

sur les individus d’un seul bloc (n = 1 par lignée pour WW, n = 1 par lignée pour WD-RW). Des coupes semi-

fines, de 30 µm ont été obtenues au microtome. Les sections de colorées tiges au Wiesner ont été réalisées 

en les incubant pendant 5 min dans une solution de phloroglucinol 2 % (v/v, dans l’éthanol 100 %). En ce 

qui concerne la coloration de Mäule, elle a été exécutée grâce à une première incubation des sections 

dans une solution de KMnO4 à 0,5 % (v/v) (30 secondes), puis dans de l’eau distillée (10 secondes) et pour 

finir dans une solution de HCl à 30 % (v/v) pendant 10 min. Les sections générées ont été montées dans 

de l’eau et observées immédiatement sous loupe binoculaire. Ces coupes ont ensuite été observées au 

microscope afin de les photographier au grossissement x 10. Les différences, surtout qualitatives, de 

composition en lignines ont pu être mise en évidence par les variations d’intensité des colorations 

(Pradhan Mitra & Loqué, 2014). 

3.5 Dosage des phytohormones  

Le dosage différentes phytohormones telles que l’acide abscissique, l’auxine libre, l’acide salicylique, 

l’acide jasmonique et diverses formes de cytokinines a été réalisé en LC-MS « Liquid chromatography–

mass spectrometry »sur les apex caulinaires des peupliers transgéniques collecté à T2, lyophilisés et broyés 

(n = 2 par échantillon biologique) selon une procédure publiée par la plateforme OVCM (Li-Marchetti et 

al., 2015; Trapet et al., 2016) lors d’une collaboration avec la plateforme Observatoire du Végétal – Chimie, 

métabolisme, OVCM, IJPB, INRA Versailles (S. Citerne). 

4 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel statistique R (R Core Team, 2015). Les 

variables mesurées étaient des variables quantitatives, indépendantes, non appariées. L’effet bloc a été 

ajusté pour chaque temps de collecte de façon spécifique (i.e., T0, T1, T2). Pour les variables estimées à 

partir des données acquises lors de la collecte à T1 l’effet bloc a été estimé via trois blocs alors que pour 

les variables découlant de la collecte T2 il a été calculé à partir de 6 blocs. La moyenne des valeurs obtenues 

sur les deux réplicats biologiques WD-RW présents au sein d’un même bloc a été réalisée avant d’effectuer 

les analyses afin d’obtenir une valeur unique par bloc par modalité. Les différences entre lignées pour les  
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variables anatomiques ont été soumises à un test-t de comparaison de moyennes après avoir vérifié la 

normalité des données. Les données de croissance, structurales et fonctionnelles ont été traitées à l'aide 

d'analyses de variances (ANOVA) à deux facteurs (lignée, traitement, lignée × traitement). La distribution 

des vaisseaux a été analysée par un test du khi2 avec une simulation de la p-value selon le test de Monte 

Carlo. Tous les tests ont été considérés significatifs lorsque la p- value était inférieure à la valeur seuil de 

5 %. 

5 Méthylome 

5.1 Extraction de l’ADN génomique et analyse qualité 

Le broyage des échantillons (apex caulinaires ou feuilles matures) congelés dans de l’azote liquide a été 

réalisé à l’aide d’un broyeur automatique à billes (MM 200 Retsch, Allemagne). La poudre obtenue a 

ensuite été extraite au bromure de céthylméthyl ammonium (CTAB) selon Muray et Thompson (1980) avec 

un traitement RNAse (Doyle & Doyle, 1987). Les culots d’ADN génomique ont été séchés au speed-vac 

(iVac DNA concentrator, GeneVac, Angleterre) et  repris dans de l’eau MilliQ. La pureté et la quantité de 

l’ADN extrait ont été évaluées par dosage NanoDrop (NanoDrop Instruments, France) mais également par 

analyse en électrophorèse sur gel d’agarose (0,8 %, p/v) et révélation au BET sous UV. L’ADN génomique 

extrait a ensuite été conservé à -80 °C jusqu’à utilisation ultérieure. 

5.2 Détermination du pourcentage de méthylation globale de l’ADN  

L’ADN génomique de feuilles matures a été hydrolysé en nucléosides puis analysé par HPLC selon la 

procédure du laboratoire (Causevic et al., 2005; Gourcilleau et al., 2010; Zhu et al., 2013). L’analyse HPLC 

a été assistée par un logiciel de pilotage « HP Chemstation for LC » version A.06.03. Dans le cadre de notre 

expérience, une colonne hydrophobe GeminiTM (150 x 4,6 mm, 5 μm, Phenomenex, France) a été utilisée. 

L’éluant est un mélange d’eau distillée filtrée additionnée de 0,5 % (v/v) de méthanol et 5 mM d’acide 

acétique glacial selon un gradient isocratique avec un débit fixé à 1,5 mL/min. Des standards commerciaux 

de 2’-déoxycytidine (C) et de 5-methyl-2’-déoxycytidine (mC) en quantités déterminées (courbe étalon de 

0 à 0,25 μg/μL ; Sigma, France) ont permis identifier et de quantifier par co-migration dans les mêmes 

conditions de séparation les pics correspondants. Des standards d’ARN ont également été analysés pour 

confirmer l’absence de contamination de type ARN. 
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Figure 9: WGBS general workflow (https://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf) 

  

https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/appnotes/appnote-methylseq-wgbs.pdf
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Le pourcentage global de méthylation de l’ADN génomique (% mC) a ensuite été déterminé grâce 
à la formule suivante :  

%mC =
mC 

C + mC
∗ 100  

où C et mC représentent les quantités relatives de 2’-déoxycytidine et de 5-methyl-2’-déoxycytidine, 

respectivement.  

Trois échantillons biologiques (feuilles matures) par lignée et traitement ont été utilisés. Chaque 

échantillon a subi deux extractions d’ADN génomique et chaque extraction a été analysée à trois 

répétitions indépendantes. 

5.3 Analyse du méthylome par Whole Genome Bisulfite Sequencing 

Un pool équimolaire de 2 µg d'ADN à environ 100 ng.µl-1 issu de quatre ADN génomiques extraits de quatre 

bourgeons apicaux a été réalisé pour chaque lignée (une lignée témoin notée « Contrôle » et deux lignées 

RNAi « ddm1_15 » et « ddm1_23 ») et chaque condition de traitement (WW et WD-RW). Après 

quantification en fluorescence (méthode Quant-iT™ PicoGreen® ; Invitrogen, 

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/product-brand/quant-it.html#), chaque ADN a été 

analysé par électrophorèse sur gel d’agarose pour valider son intégrité et sa pureté. Le séquençage 

bisulfite génome entier (WGBS ; voir le principe sur la Figure 9) a ensuite été réalisé en collaboration avec 

le laboratoire au CEA à Evry (J. Tost, CEA Evry) selon une procédure publiée 

(http://www.nugen.com/products/ovation-ultralow-methyl-seq-library-systems., adaptée selon Daviaud 

et al. (in press)) en utilisant les kits « EpiTect 96 Bisulfite» (Qiagen, Courtaboeuf/France) et « Whole 

Genome Amplification » (SigmaAldrich, France). Le séquençage a été réalisé en « paired end » (2 x 100 

bases) sur une plateforme Illumina HiSeq2000 (Figure 9). Les résultats ont été fournis sous la forme de 

fichiers au format FASTQ avec une couverture théorique de 30 X minimum. 

  

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/product-brand/quant-it.html%23
http://www.nugen.com/products/ovation-ultralow-methyl-seq-library-systems
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Whole-Genome Bisulfite Sequencing Pipeline 

Pipeline Overview 

The ENCODE Whole-Genome Bisulfite Sequencing pipeline is used for discovering methylation patterns to 
base granularity. Bisulfite treatment is used to convert cytosines into uracils, but leaves methylated 
cytosines unchanged. After mapping bisulfite sequencing reads against a Bismark transformed genome, 
this pipeline then extracts the CpG, CGH, and CHH methylation patterns genome wide. 

The WGBS pipeline inputs gzipped DNA-sequencing reads (FASTQS) and a Bismark-transformed, Bowtie-
indexed genome in a tar.gz archive file. These are processed to generate bam alignment files, which in 
turn produce:  

Genomic References Used in this Pipeline 

• Unmodified Genome References and Chromosome Sizes, including lambda genome for generation 
of comparative statistics 

• Bismark/Bowtie reference 

References : 

Krueger F, Andrews SR. 2011. Bismark: a flexible aligner and methylation caller for Bisulfite-Seq 
applications. Bioinformatics 27: 1571-1572.  

Tsuji J, Weng Z. 2016. Evaluation of preprocessing, mapping and postprocessing algorithms for analyzing 

whole genome bisulfite sequencing data. Briefings in bioinformatics. 17: 938-952. 

 

Adapt pipeline used in this study:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: ENCODE WGBS pipeline (https://www.encodeproject.org/wgbs/) 

BISMARK MAPPER (VERSION 0.10.2) 
BOWTIE 2 

Reads length between 70 bp and 500 bp 

Map reads visualization (wiggle file) 

By IGV 

METHYLKIT 
(VERSION 0.99.2) 

DMRs identification for each context of methylation 
CG, CHG and CHH  

Built windows of 500 pb, coverage > 10X 
methylation differential tested (5, 10, 25%) 

SORT A BAM FILE 

BAM-TO-SAM:  
Output= sorted sam file 

Output= bam file sorted 

EXTRACT METHYLATION AND SNP  
(VERSION 0.2) 

BAM SORTED 

https://www.encodeproject.org/wgbs/
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5.4 Analyses bioinformatiques pour la caractérisation du méthylome 

Un pipeline d’analyses des données WGBS dérivé de celui décrit dans le projet ENCODE (Figure 10) a été 

construit grâce à une collaboration avec C. Chaparro de l’IHPE CNRS Université de Perpignan. Ce chaîne de 

traitement est installée sur la plateforme Galaxy (Goecks et al., 2010) du laboratoire IHPE 

(www.galaxy.univ-perp.fr) où elle est accessible. Les différentes étapes sont brièvement décrites ci-après.  

5.4.1 Contrôle qualité et nettoyage des données brutes 

La première étape de l’analyse des données est la conversion des scores de qualité du fichier FASTQ en 

format SANGER, directement accompagnée par l'élimination des séquences erronées ne correspondant 

pas aux spécifications du format FASTQ. Cette étape est réalisée par l'outil FASTQ Parallel Groomer 

(version 0.3.1, (score de qualité en format Sanger), paramètres par défaut ; de Kevin Ying, Garvan 

Institute)). La deuxième étape est le contrôle qualité suivi du nettoyage. Elle est ici décomposée en trois 

parties dont chacune est effectuée par un outil de FastX Toolkit (version 0.0.13 ; d’Assaf Gordon, Hannon 

lab) : 

• l'outil Compute Statistics qui génère des statistiques permettant d'évaluer la qualité générale des 

données  

• l'outil Trim Sequence pour exciser le 101ème nucléotide du read car son seuil de qualité était 

inférieure à 26 (pour des reads d'une longueur de 101 nucléotides au départ) 

• l’outil Filter by Quality (version 1.0.0) qui permet de conserver les reads correspondant à ces deux 

critères : un seuil de qualité supérieur à 26, et plus de 95 % de ses nucléotides doivent posséder un score 

de qualité supérieure ou égale au seuil de qualité défini, soit ici 26 (Figure 11). 

5.4.2 Alignement des séquences 

Deux logiciels ont été testés et comparés pour aligner les séquences obtenues en WGBS sur les deux 

génomes de référence du peuplier : P. Tremula × P. alba 

(http:/aspendb.uga.edu/index.php/databases/spta-717-genome) et P. trichocarpa 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) :  

file:///G:/www.galaxy.univ-perp.fr
http://aspendb.uga.edu/index.php/databases/spta-717-genome
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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Figure 11: Selection of a quality control based on the quality scores of each nucleotides within one read 
(101 bases pairs). The green line represent the minimum values of the score tolerated in order to pass the 
quality control.
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- Le logiciel d’alignement BISMARK (version 0.10.2, Krueger & Andrews, 2011) est un logiciel qui 

convertit toutes les cytosines des reads et du génome de référence en thymine puis l’outil BOWTIE 

2 (version 2.1.0 ; Langmead et al., 2009) est appliqué afin d’aligner les reads convertis sur le 

génome converti de référence. Cette méthode constitue le pipeline le plus convoité à ce jour pour 

l’analyse des données WGBS (Figure 10) comme il a été décrit dans The ENCODE (or Encyclopedia 

of DNA Elements, an international Consortium funded by the National Human Genome Research 

Institute; https://www.encodeproject.org/wgbs/). Une version adaptée de ce pipeline de la 

manière suivante a été utilisé lors de cette étude : alignement en « paired-end », longueur minimal 

des séquences : 70 pb, maximale : 500 pb, les autres paramètres ont été conservés par défaut ; 

Krueger & Andrews (2011). 

- Le logiciel Bisulfite Sequence Mapping Program (BSMAP) mapper (version 2.74, Xi & Li (2009)) a 

aussi été utilisé. Ce logiciel construit un tableau pré-compilé divisé en plusieurs sous tableaux pour 

minimiser le temps de latence perdu pendant la recherche de la position potentielle des k-mers 

sur le génome. Lors de notre analyse comparative les paramètres suivant pour BSMAP ont été 

appliqués : alignement en « paired-end », fichier de sortie au format BSP, les autres paramètres : 

par défaut. 

5.4.3 Analyse comparative des méthylomes 

Le progiciel methylKit (Akalin et al., 2012) du logiciel R (version 3.1.2, 64-bit) (communication personnelle 

de Rodolfo Rondon, IHPE), permet de lire les deux fichiers d’alignement à comparer en même temps mais 

pour un seul contexte de méthylation (CpG, CHH ou CHG) à la fois. Il est donc possible d’obtenir une 

caractérisation de cette comparaison à la fois au niveau statistique de la méthylation 

[getMethylationStats()] et de la couverture d’alignement [getCoverageStats()]. Pour poursuivre l’analyse, 

les cytosines ayant une couverture de moins de 10 X ont été filtrées en fonction de la couverture 

d’alignement [filterByCoverage(). Les données de méthylation par cytosine ont été découpées en régions 

génomiques de 500 pb [tileMethylCounts()], puis seulement les régions méthylées dans les deux 

échantillons comparés (DMR) sont retenues pour l’analyse. Les régions de 500 pb ayant des différences de 

méthylation significatives (régression logistique, valeur q-value= 0,01) sont obtenues avec la commande 

calculateDiffMeth() et grâce à la commande get.methylDiff(), les zones avec une différence de taux de 

méthylation  25 %, ont été sélectionnées. Ces zones plus particulièrement les SMP « single methylation 

https://www.encodeproject.org/wgbs/
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polymorphism » pour un contexte de méthylation donnée peuvent être visualisées avec l’outil 

methylextract de Galaxy (Barturen et al., 2013). 

5.4.4 Annotation des DMR 

Les annotations sur le génome de P. trichocarpa ont été récupérées sur phytozome 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). En ce qui concerne le génome de Populus tremula x P. 

alba, il a été possible d’utiliser un fichier récemment généré et possédant l’annotation de son génome 

« sPta717_v1.1.gene.gff3.gz » sur http://aspendb.uga.edu/index.phph/dtatbases/spta-717-genome. Le 

fichier P. tremula × P. alba a été généré par un repositionnement des coordonnées des gènes, cds, 3’UTR 

et 5’UTR de P. trichocarpa sur P. tremula x P. alba. Ces fichiers nous a permis d’identifier le contenu 

génique de chaque DMR. Un autre fichier d’annotation généré par J-C Leplé de l’INRA d’Orléans nous a 

permis d’annoter avec les étiquettes de type GO et les correspondances avec les séquences d’Arabidopsis 

chaque gène présent dans nos DMR en utilisant l’annotation Phytozome qui donne la correspondance 

entre les Potri et les best hit chez Arabidopsis. Les analyses d’enrichissement de type GO ont été réalisées 

avec le logiciel Revigo en utilisant les paramètres par défaut (http://revigo.irb.hr/ ; Supek et al., 2011). Une 

annotation des ET dans nos DMR a également été réalisée de deux manières : i) en sélectionnant toutes 

les DMR possédant une étiquette contenant les mots transposases, transposons, retrotransposons ; ii) en 

utilisant le fichier des séquences répétées de P.trichocarpa (repeatmasker Trichocarpa.gff3 sur 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) et en faisant une analyse de type BLAST sur ces ET pour les 

repositionner sur le génome Populus tremula x P. alba. La position correspondant au des « best hits » sur 

le génome 717-1B4 a alors été retenue et croisé avec la position de nos DMR. Toutes les annotations ont 

été réalisées sous R ce qui nous a permis d’identifier les gènes ou les ET présents ou chevauchants chaque 

DMR en utilisant la position de l’élément annoté et la position des DMR. 

5.4.5 Mobilome 

Le rôle de la méthylation de l’ADN dans le contrôle des éléments mobiles est bien connu depuis plusieurs 

années (voir introduction générale). Le mobilome correspond à tous les éléments génétiques mobiles (ET) 

dans une cellule eucaryote. Récemment, une approche expérimentale a été mise au point pour identifier 

les éléments extrachromosomiques circulaires qui correspondent à des ET actifs qui ont été reverse-

transcrits chez les plantes (Lanciano et al., 2017). Cette approche a été appliquée à nos lignées de peuplier 

en conditions WW et WD-RW pour estimer l’impact de l’hypométhylation liée au RNAi PtDDM1 et l’effet  

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://aspendb.uga.edu/sPta717_v1.1.gene.gff3.gz
http://aspendb.uga.edu/index.phph/dtatbases/spta-717-genome
http://revigo.irb.hr/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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Figure 12: Mobilome pipeline from experiment to bioinformatic analyses (adapted from Lanciano et al., 
2017)  
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de la variation de disponibilité en eau sur la mobilité des ET chez le peuplier. Les ADN génomiques (environ 

6 µg) des deux lignées RNAi et de la lignée « Contrôle » en condition WW et WD-RW ont ainsi été analysés 

pour leur mobilome selon cette nouvelle procédure lors d’une collaboration avec M. Mirouze et S. 

Lanciano de l’IRD-Université Perpignan. J’ai réalisé la première étape de nettoyage en utilisant un kit de 

purification PCR, puis l’ADN linéaire a été digéré à l’aide d’une exonucléase. Enuite j’ai amplifié l’ADN 

circulaire par amplification en cercles roulants (rolling circles) avec des amorces aléatoires. Un contrôle de 

qualité a été réalisé en utilisant une digestion EcoRI d'une aliquote de l’ADN amplifié. Puis, l'ADN amplifié 

a été quantifié par Picogreen (C. Llauro). Ensuite, des banques de séquençage barre-codées ont été 

préparées avec le kit NexteraXT et leur qualité a été confirmée par BioAnalyzer (M. Mirouze). Les banques 

ont été poolées et séquencées en Miseq (Illumina) sur une plate-forme du CIRAD à Montpellier. 

Les analyses bio-informatiques ont été réalisées sur les deux génomes de référence du peuplier. 

Seules les données sur 717-1B4 seront présentées ici dans un souci de clarté et de synthèse. Les données 

ont tout d’abord subi un contrôle qualité (programme FASTQC) puis les lectures de séquençage ont été 

alignées sur les génomes de la mitochondrie et du chloroplaste grâce au programme BOWTIE 2 (version 

2.2.21) afin d’éliminer l’ensemble des lectures qui proviennent de ces génomes circulaires. Seules les 

lectures non-alignées contre ces génomes ont été conservées et alignées contre le génome de référence 

P. tremula × P. alba.  

Suite à l’alignement, les données concernant uniquement les ET ont été analysées. Seuls les ET 

supérieurs à 100 pb avec un pourcentage de couverture « DOC » ≥ 90 % ont été retenues, ce qui signifie 

que 90 % de l’élément doivent être couverts par des lectures pour être considérés pour la suite de l’analyse 

(étape 1, Figure 12). 

En parallèle, l’analyse des lectures qui correspondent aux jonctions des cercles 

extrachromosomiques, et qui ne sont donc pas présents dans le génome de référence, a été réalisée (étape 

2, Figure 12). Elles permettent de confirmer la présence des ET sous forme circulaire. Ces lectures ont été 

détectées en utilisant une stratégie d’alignement de « lectures coupées », split-reads (SR). Les lectures 

sont alignées contre le génome de référence grâce au logiciel « segemehl 2 » avec les paramètres suivant 

: -S (alignement des lectures coupées) -A 95 (95% de similarité de séquence)-U 24 (score minimum de 24) 

-Z 25 (longueur minimal du SR est de 25 nt) -W 95 (la lecture de séquençage doit aligner sur 95 % de sa 

longueur totale). Par la suite, seules les lectures qui ne sont pas alignées dans leur propre paire (-f 14) et 

qui ont de multiples alignements (-F 256) ont été considérés comme étant des SR. Puis, le 

module« coverageBED » du programme BEDtools a été utilisé pour déterminer la profondeur de  
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couverture des SR pour chaque ET. Enfin les données ont été visualisées sous IGV. Cette étape permet de 

confirmer que. les familles d’ET les plus représentées dans le mobilome sont présentes sous forme 

extrachromosomique et circulaire. Les lectures obtenues par le séquençage ont été assemblées de novo 

en utilisant le programme d’analyse « A5-miseq » (Coil et al., 2015). Pour chaque banque, les scaffolds 

obtenus ont été identifiés par une analyse par BLAST contre la base de données générées sur les ET de P. 

tremula × P.alba. Les paramètres du BLAST sont les suivants : un hit par scaffold (options -b 1 -v 1) et une 

e-value < 10-2. Un tableau final rassemble le numéro du scaffold, l’ET associé, le nombre de lectures 

utilisées pour l’assemblage, la longueur de l’élément et du scaffold et le pourcentage d’identité (étape 3, 

Figure 12). 
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Figure 13: Time course of daily percentage of field capacity. Dashed lines: Well-Watered condition (WW); plain lines: 
Water Deficit and ReWatering condition (WD-RW). White circles: control line, black circles: ddm1_15, black triangles: 
ddm1_23. Values correspond to genotypic means ± SE (n=6). 

   
Figure 14: Predawn leaf water potential measured before ReWatering among the three RNAi P. tremula × P. alba lines 
grown under Well-Watered (WW, white bars) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black bars) conditions. Values 
are treatment means ± SE (n=15 for WW and n=15 for WD-RW). Significance of the main effects of the two-way analysis 
of variance is given (L, lines effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Levels of significance are: *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant
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III. Résultats 

1 Caractérisation de la sécheresse 

La disponibilité en eau des plants de la modalité témoin (WW) variait de façon cyclique sans jamais 

descendre en-deçà de 70 % de la capacité au champ (Figure 13) ; ces variations cycliques étaient inhérentes 

à la conduite expérimentale (pesées des pots tous les deux jours et ajustement de la teneur en eau par 

arrosage individuel). Aucune différence significative n’a pu être observée entre lignées pour la modalité 

WW, quel que soit le jour considéré, la P-value étant toujours supérieure à 0,52 (Figure 13). Suite à 

l’initiation de la sécheresse, la disponibilité en eau des plants de la modalité sécheresse-ré-arrosage (WD-

RW) chutait progressivement avant d’être maintenue proche de la valeur cible de 30 % de la capacité au 

champ (Figure 13). Des différences significatives de disponibilité en eau entre modalités (WW vs. WD-RW) 

ont pu être observées à partir du 4ème jour (Figure 13). Enfin, suite au ré-arrosage la disponibilité en eau 

des plants de la modalité WD-RW atteignait des valeurs de nouveau comparables à celles des témoins (P 

> 0,10 ; Figure 13). Aucune différence significative n’a pu être observée entre lignées pour la modalité WD-

RW, la P-value était toujours supérieure à 0,13. 

Les valeurs de potentiel hydrique foliaire de base au pic de sécheresse (la veille avant le ré-

arrosage) étaient significativement plus faibles pour les plants de la modalité WD-RW (-0,76 MPa ± 0,097) 

que pour les plants de la modalité WW (-0,49 MPa ± 0,079) (Figure 14). Sur la base des données publiées 

sur le peuplier, la valeur de -0,76 MPa observée correspond à une sécheresse modérée suffisante pour 

entraîner une diminution de la croissance sans toutefois provoquer d’arrêt (Fichot et al., 2010). 

2 Croissance et caractères associés 

Aucun arrêt de croissance (hauteur et diamètre) n’a été observé au cours de l’expérience quelle que soit 

la lignée, en accord avec l’intensité très modérée de la sécheresse imposée (Figure 15). En condition 

hydrique non limitante (WW), les trois lignées présentaient des vitesses de croissance en hauteur 

comparables sur la période T0-T1 (P = 0,67) ; la lignée Contrôle présentait cependant une croissance 

radiale supérieure aux deux autres lignées (P < 0,05) (Figure 15, Table 2). En réponse à la diminution de 

disponibilité en eau, seule la lignée « Contrôle » présentait une diminution significative de croissance 

(hauteur et diamètre) sur la période T0-T1 (P < 0,001 et P < 0,05) (Figure 15). Après ré-arrosage, les vitesses 

de croissance en hauteur étaient de nouveau comparables entre lignées (P = 0,72) alors que pour la vitesse 

de croissance radiale un effet lignée était toujours visible (P < 0,01) (Figure 15, Table 3). 
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Figure 15: Time course of stem height (A) and diameter (B) among the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under 
Well-Watered (WW, white circles) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black circles) conditions. Values are line 
mean ± SE (n=6 per line per treatment). The days indicated refer to the start of the experiment 
 

Table 3: Growth rate measured between drought initiation and rewatering conditions among among the three RNAi P. 
tremula × P. alba lines. This rates were calculated for the stem height and diameter (n=6 by lines WW and n=6 by lines 
WD-RW). Significance of the main effects of the two-way analysis of variance is given (L, lines effect; T, treatment effect; 
LxT, line by treatment interaction). The different letters indicate the differences between lines within a water regime 
following a Tukey’s post hoc test (small letter, well-watered condition and capital letter water deficit follow by rewatering 
condition). Stars represent the treatment effect within a line, levels of significance are *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 
0.001 and ns: non-significant 

  Control Line Line ddm1_15 Line ddm1_23 Two-way ANOVA 

Height growth rate 

(cm.days-1) 
1.28 ± 0.04 a 1.31 ± 0.05 a 1.23 ± 0.11 a L * 

T *** 

LxT ns 
0.99 ± 0.05 A,*** 1.21 ± 0.04 B,ns 1.07 ± 0.02 AB,ns 

Diameter growth rate 

(mm.days-1) 
0.11 ± 0.02 a 0.07 ± 0.01 b 0.10 ± 0.01 ab L ** 

T * 

LxT ns 
0.07 ± 0.01 A,* 0.06 ± 0.01A,ns 0.09 ± 0.00 A,ns 
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En condition hydrique non-limitante (WW) et à T0, les trois lignées différaient significativement 

quant à leur surface foliaire totale, la lignée « Contrôle » présentant la surface la plus importante (3 018 

cm2 ± 9,4) et la lignée « ddm1_23 » la plus faible (1 960 cm2 ± 6,4) (Figure 16 A). Ces différences 

s’expliquaient principalement par une surface foliaire individuelle plus faible chez les lignées 

transgéniques (Figure 16 B, le profil des surfaces foliaires aux alentours du rang 15 apparaits particulier), 

la vitesse d’apparition des feuilles était comparable entre lignées (Figure 17A). 

En raison de contraintes logistiques, la surface foliaire totale des plants n’a pas pu être estimée en 

condition hydrique limitante à l’issue de l’expérience. Cependant, la surface de la feuille de rang 15 

(corrélée positivement à la surface foliaire totale à T0, r = 0,75, P < 0,01) était significativement réduite en 

réponse à la sécheresse chez la lignée « Contrôle » et les lignées « ddm1_23 », « ddm1_15 » n’étaient pas 

affectée de façon significative (Figure 18). En réponse à la diminution de disponibilité en eau, la vitesse 

d’apparition des feuilles de la lignée « ddm1_15 » était significativement supérieure à celle des deux autres 

lignées (Figure 17B). 

Les valeurs de surface massique foliaire (SLA) étaient proches de 300 cm2.g-1 quelles que soient les 

lignées et les modalités (Figure 19A), ces valeurs élevées étant caractéristiques de plants cultivés en serre 

(e.g. Marron et al., 2003, 2005). Bien que le modèle d’anova complet à deux facteurs indiquait un effet 

lignée, aucune différence significative n’a pu être observée au sein des modalités, de même qu’aucun effet 

significatif de la sécheresse n’a pu être mis en évidence (Figure 19A).  

Les ratios biomasse racinaire / biomasse aérienne légèrement inférieurs à 1 en moyenne, quelles 

que soient les lignées et les modalités, indiquaient un investissement plus important dans la partie 

aérienne comme on peut s’y attendre pour des plants élevés en pots de 4 L (Figure 19B). Le modèle 

d’anova complet à deux facteurs indiquait un effet lignée, principalement visible en condition WD-RW où 

la lignée « ddm1_15 » présentait un ratio plus faible que les deux autres lignées (Figure 19B). Aucun effet 

significatif de la sécheresse n’a pu être observé. 
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Figure 16: Total leaf area (A) and leaf area variations among stem positions (B) for the three RNAi P. tremula × P. alba 
lines grown under Well-Watered (WW). Specific color and shape are used by line: ‘Control’ white circles, ‘ddm1-15’ 
black circles and ‘ddm1_23’ black triangles. Values are line means (± SE, n=3 by lines WW). For each lines the significant 
difference between two leaf rank were evaluated using one factor anova test (IF: leaf index and the number indicate the 
rank). Line effect was also evaluate. Levels of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
Upper case letters indicate significant lines differences (Tukey’s post hoc test) for Well-Watered plants. 

 

Figure 17: Time course of leaf production for three Populus RNAi P. tremula × P. alba lines under Well-Watered (A) and 
Water Deficit ReWatering (B) conditions. White circles are for control line, black circles are for ddm1_15 and black 
triangles are for ddm1_23. Values are line means ± SE (n=6 per line per treatment). Line effect (one-way anova) was tested 
at each date. Significance of line effects are indicated. Levels of significance are *: P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 and 
ns: non-significant.
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Figure 18: Individual leaf area (foliar index 15) among the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-
watered (WW, white bars) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black bars) conditions. Values are line means ± 
SE (n=6 per line per treatment). Significance of the main effects of the two-way analysis of variance is given (L, line effect; 
T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate significant differences (Tukey’s post hoc 
test); upper case letters are for well-watered plants, lower case letters are for water deficit and rewatered plants. Levels 
of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant 

 

Figure 19: Variations of Specific leaf area (A) and ratio of root to shoot fresh mass (B) among the three RNAi P. tremula 
× P. alba lines grown under Well-Watered (WW, white bars) or Water Deficit end ReWatering (WD-RW, black bars) 
conditions. Values are line means ± SE (n=6 per line per treatment). Significance of the main effects of the two-way analysis 
of variance is given (L, lines effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate 
significant differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are for well-watered plants, lower case letters are for 
water deficit and rewatered plants. Levels of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant.
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Figure 20: A-Cc responses curves (Net CO2 assimilation rate versus CO2 partial pressure at the site of carboxylation) for 
the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under well-watered (WW) condition. Values correspond to means of 
each line ± SE at each fixed level of CO2 content under well-watered condition, (n = 10). White circles are for Control line, 
black triangles are for ‘ddm1_15’ and black lozenge are for ‘ddm1_23’. 

 

Table 4: Photosynthetic parameters before the onset of water deficit for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown 
under well-watered condition. Values of maximum rate of carboxylation and electron transport were normalized at 25°C 
and correspond to line means ± SE (n = 10). The different letters indicate the differences between lines following a Tukey’s 
post hoc test.  

  Control line ddm1_15 line ddm1_23 line 

Maximum rate of carboxylation 

normalized at 25°C (µmol.s
‐1

.m
‐2

) 
47.00 ± 3.10 

A 57.70 ± 2.80 
B 58.41 ±3.41

B 

Maximum rate of electron transport 

normalized at 25°C (µmol.s
‐1

.m
‐2

) 
65.01 ± 3.71 

A 70.66 ± 2.59
A 70.60 ± 2.85

 A 
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3 Fonctionnement foliaire 

Avant initiation de la contrainte, les deux lignées transgéniques présentaient des valeurs de Vcmax 

significativement supérieures à la lignée « Contrôle » (Figure 20 ; Table 4). Aucune différence significative 

entre lignées n’a pu être observée pour Jmax (Figure 20 ; Table 4). 

En réponse à la sécheresse, la conductance stomatique (gs) commençait à chuter de façon 

significative à partir du 11ème jour pour les lignées « Contrôle » et « ddm1_23 » et au 13ème jour pour 

« ddm1_15 » (Figure 21B), lorsque la disponibilité en eau descendait en dessous des 35 % de la capacité 

au champ (Figure 9). Des variations pouvaient être observées au cours du temps en fonction des jours de 

ré-arrosage (afin de maintenir la valeur cible de disponibilité en eau) mais en moyenne, la chute de gs était 

moins importante pour la lignée « ddm1_15 » en comparaison aux deux autres (47,4 ± 11,6 pour le lignée 

« Contrôle », 66,58 ± 11,3 pour la lignée « ddm1_15 » et 43,1 ± 11,3 pour la lignée « ddm1_23 » ; Figure 

21B). Les effets de la sécheresse sur l’assimilation nette de CO2 (Anet) étaient moins marqués que pour la 

conductance stomatique (Figure 21A). En conséquence des variations de Anet et gs, une augmentation 

importante de l’efficience intrinsèque d’utilisation de l’eau (WUEi) a été observée pour les lignées 

« Contrôle » et « ddm1_23 » à partir du 9ème jour, celle-ci demeure plus faible pour la lignée « ddm1_15 » 

(Figure 21C). 

L’effet de la sécheresse sur le potentiel hydrique foliaire était peu marqué (Figure 22). Bien que le 

modèle d’anova complet à deux facteurs indiquait un effet traitement, aucun effet de la sécheresse n’a pu 

être observé au sein des lignées (Figure 22). Le potentiel hydrique foliaire restait donc à peu près constant 

grâce à la fermeture stomatique, suggérant ainsi que les trois lignées présentaient un comportement 

isohydrique. 

L’effet de la sécheresse sur la composition en 13C de la matière organique foliaire (δ13C) était plus 

marqué, notamment pour la lignée « Contrôle » (Figure 23). En accord avec la théorie (Farquhar et al., 

1989), les valeurs de δ13C étaient moins négatives en condition de sécheresse du fait d’une discrimination 

plus faible vis-à-vis du 13C. De façon logique, les lignées présentant un effet sécheresse marqué sur δ13C 

(lignées « Contrôle » et dans une moindre mesure « ddm1_23 » ; Figure 23) étaient celles qui présentaient 

également une augmentation marquée de WUEi (Figure 23). 

Seule la lignée « Contrôle » montrait une augmentation significative de 66,32 mm² (P < 0.05) de 

sa densité stomatique (mm²). Aucun effet significatif n’était visible cependant. Les lignées transgéniques 

en réponse au stress ont tendance à avoir une densité de stomates moins importante (Figure 24). 
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Figure 21: Time course of leaf gas exchange for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Water Deficit; 

values are expressed relative to well-watered plants. (A) Net CO2 assimilation, (B) stomatal conductance to water vapor, 

and (C) intrinsic water-use efficiency. Values are line means ± SE (n=5 per line per treatment). Days are numbered relative 

to the onset of water deficit. Red lines represent the baseline trait under well-watered condition (100%). 
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Figure 22: Minimum diurnal leaf water potential for the 
three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-
Watered (WW, white bars) or Water Deficit and 
ReWatering (WD-RW, black bars) conditions. 
Measurements were performed on day 22, i.e. the day 
before rewatering (see Figure 13). Values are line means ± 
SE (n=5 per line per treatment). Significance of the main 
effects of the two-way analysis of variance is given (L, line 
effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment 
interaction). Different letters indicate significant 
differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are 
for well-watered plants, lower case letters are for water 
deficit and rewatered plants. Levels of significance are: *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 

 

 
 

Figure 23: Bulk leaf carbon isotope composition for the 
three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-
Watered (WW, white bars) or Water Deficit and 
ReWatering (WD-RW, black bars) conditions. Values are 
line means ± SE (n=6 per line per treatment). Significance of 
the main effects of the two-way analysis of variance is given 
(L, line effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment 
interaction). Different letters indicate significant 
differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are 
for well-watered plants, lower case letters are for water 
deficit and rewatered plants. Levels of significance are: *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 

 

 

Figure 24: Stomatal density for the three RNAi P. tremula 

× P. alba lines grown under Well-Watered (WW, white 

bars) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black 

bars) conditions. Values are line means ± SE (n=3 per line 

per treatment). Significance of the main effects of the two-

way analysis of variance is given (L, line effect; T, treatment 

effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters 

indicate significant differences (Tukey’s post hoc test); 

upper case letters are for well-watered plants, lower case 

letters are for water deficit end rewatered plants. Levels of 

significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non 

significant. 



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

274 

– 

Figure 25: Observation of stem xylem structure (safranin staining) for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown 
under Well-Watered (WW) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW) conditions. Photos were taken on 30 µm slides 
of stem by optical microscope (x10). 

 

Table 5: Anatomical parameters related to xylem structure for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under 
Well-Watered (WW) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW) conditions. Values were obtained from semi-thin stem 
cross-sections stained with Safranin (n=6 per line per treatment). For each parameter, the first row corresponds to well-
watered plants; the second row corresponds to water deficit and rewatered plants. Significance of the main effects of the 
two-way analysis of variance is given (L, line effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters 
indicate significant differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are for well-watered plants, lower case letters 
are for water deficit and rewatered plants. ). Stars represent the treatment effect within a line. Levels of significance are: 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 

  Control line Line ddm1_15 Line ddm1_23 Two-way anova 

Wood density 

(g.cm-3) 

0.31 ± 0.01 A 0.31 ± 0.004 A 0.32 ± 0.007 A 
L ns 

T *** 

LxT ns 0.40 ± 0.02 a, *** 0.42 ± 0.01 a, *** 0.43 ± 0.02 a, *** 

Xylem vessel diameter  

(µm) 

44.28 ± 1.37 A 44.01 ± 0.97 A 41.08 ± 2.39 A L * 

T ns 

LxT ns 
42.00 ± 1,48 a, ns 43.18 ± 0.56 a, ns 40.36 ± 0.89 a, ns 

Xylem vessel density (mm-²) 
100.61 ± 10.85 A 100.09 ± 5.10 A 112.13 ± 16.67 A 

L ns 

T ns 

LxT ns 
111.24 ± 9.61 a, ns 105.23 ± 5.06 a, ns 123.66 ± 4.37 a, ns 

Theoretical specific hydraulic 

conductivity (kg. s-1.m-2.MPa-1) 
11.81 ± 0.90 A 11.31 ± 0.67 9.82 ± 1.08 A 

L ns 

T ns 

LxT ns 10.15 ± 0.67 a, ns 11.24 ± 0.52 a, ns 10.69 ± 0.86 a, ns 

WW WD-RW 

ddm1-15 

ddm1-23 

Control 
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4 Caractéristiques du bois  

4.1 Relations structure-fonction en lien avec la conduction de la sève brute 

Aucune différence significative entre lignées n’a pu être observée pour les paramètres de structure du 

xylème, quelles que soient les conditions (Figure 25, Table 5). En réponse à la sécheresse, une 

augmentation significative de la densité du bois d’environ 0,1 g.cm-3 était observée pour l’ensemble des 

lignées (Table 5), suggérant des modifications structurales du xylème. Toutefois, si le diamètre et la densité 

de vaisseaux tendaient à diminuer et à augmenter, respectivement, aucun effet significatif de la 

sécheresse n’a pu être observé au sein des trois lignées (Table 5). 

Malgré l’absence de différences significatives entre lignées pour les paramètres de structure liés 

à la conduction de la sève brute, les lignées différaient significativement pour leur vulnérabilité à la 

cavitation (Figure 26A). Les lignées transgéniques étaient plus résistantes à l’embolie (P50 =  2,25 ± 0,05 

pour « ddm1_15 » et P50 = 2,39 ± 0,05 pour « ddm1_23 ») que la lignée « Contrôle » (P50 = 2,12 ± 0,06) 

(Figure 26B). 

4.2 Composition biochimique 

Une analyse par MIRS a été entreprise. Les spectres bruts acquis sont présentés en Figure 27A. Afin 

d’affiner nos travaux, des analyses en composantes principales ont été menées sur différents 

prétraitements des données dont la normalisation de celles-ci suivie de la dérivée première (Figure 27B). 

Ce prétraitement est celui qui a retenu notre attention car il permet de mieux distinguer les différences.  

La distinction des spectres MIRS obtenus entre le lot de plants WW et les WD-RW n’était pas très 

claire car les ellipses était fortement dispersées (Figure 28A). La représentation par lignée permettait en 

revanche de distinguer plus nettement la lignée « ddm1_23 » des lignées « Contrôle » et « ddm1_15 » 

(Figure 28B). De manière générale, cette analyse montre que le traitement a eu peu d’effet et que 

l’incidence de la lignée est un peu plus marqué (Figure 28C). 

Des approches qualitatives simples et classiques de coloration histochimique ont été réalisées. En 

effet, les colorations de Mäule et Wiesner permettent une approche biochimique des polymères de 

monolignols constituants de la lignine. Les lignées après observation des coupes montrent des différebces. 

Avec la coloration de Mäule, on peut voir que la lignée « Contrôle » en condition hydrique optimale semble 

posséder plus d’unité S (syringyle, jaune) alors que la lignée « ddm1_15 » plus d’unité G (guaïacyle, rouge) 
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Figure 26: Mean stem xylem vulnerability curves (A) and mean P50 values (B) for the three RNAi P. 
tremula × P. alba lines under well-watered condition. Measurements were performed for well-watered 
plants only, at the end of the experiment. A Weibull function was fitted to the data using the R package 
‘fitplc’. Confidence intervals around the fitted lines were estimated using bootstrap (n=1000). Red line is 
for ‘Control’, grey is for ‘ddm1_15’ and black is for ‘ddm1_23’. Values of P50 correspond to genotypic means 
± SE (n=6 per line). Significance of the line effect of the one-way analysis of variance is given (L, lines effect). 
Upper case letters indicate significant differences (Tukey’s post hoc test) for well-watered plants. Levels 
of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
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Figure 27: Visualization of mid infra-red spectroscopy spectra (MIRS) for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown 
under well-watered or water deficit and rewatering conditions. Curves presented in (A) correspond to the mean 
specters of the three technical replicates by individual (n=6 per line and per treatment). Curves presented in (B) 
correspond to the pretreated mean spectra of the three replicates by individu normalized and first derivative (n=6 per 
line per treatment). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Principle component analyses (PCA) realized on whole specters of mid infra-red spectroscopy spectra (MIRS) 
for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW, light colors) or Water Deficit and 
ReWatering (WD-RW, dark colors) conditions. Plant collected at T2, PCA highlight effects of Lines (A), condition (B) and 
interaction (C). Values used for PCA representations are pretreated mean spectra of three technical replicates by 
individuals normalized and first derivate (n=6 per line per treatment).  
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Figure 29: Stem lignin characterization for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW) 
or Water Deficit and ReWatering (WD-RW) conditions. On the left, Mäule stainings (yellow brown (G-lignin) to red 
coloration (S-lignin)). On the right, Weisner stanings (red-violet for lignin). Photos were performed on 30 µm slides of stem 
by using a binocular loupe. Stainings were performed under WW and WD-RW conditions on one block for Mäule and 
Weisner (n=1 per line per condition).  

 
Figure 30: Mid infra-red spectroscopy (MIRS) predictions for several biochemical wood properties for the three RNAi P. 
tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW, white bars) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black 
bars) conditions. (A) Klason lignin, (B) S/G ratios, where S corresponds to syringyl-like lignin structures and G to guaiacyl-
like lignin structures. Values are line means of predicted data by using Partial Least Squares model ± SE (n=6 per line per 
treatment).Significance of the main effects of the two-way analysis of variance is given (L, line effect; T, treatment effect; 
LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate significant differences (Tukey’s post hoc test); upper case 
letters are for well-watered plants, lower case letters are for water deficit and rewatered plants. Levels of significance are: 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
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(Figure 29). Quelques différences relativement faibles sont observables de manière générale (Figure 29). 

Ces différences ne vont pas forcément dans le même sens que les prédictions réalisées à partir 

des spectres MIRS qui très certainement n’ont pas une capacité de résolution et de reproduction assez 

fine (variation due à la technique et à la préparation). De ce fait, les prédictions obtenues à partir des 

spectres MIRS permettent d’observer de très fines différences qui existent concernant la lignine entre les 

lignées et les conditions (Figure 30) :  

i) Pour la lignine Klason, si le modèle complet d’anova à deux facteurs indiquait un effet 

significatif de la lignée, aucune différence entre lignée n’a pu être observée au sein des 

traitements. La lignée « Contrôle » tendait toutefois à présenter des teneurs en lignine 

plus importantes que la lignée « ddm1_15 » et « ddm1_23 » (Figure 30A). 

ii) Pour le ratio S/G, aucun effet significatif que ce soit du traitement ou de la lignée n’a pu 

être observé, en accord avec les observations faites après coloration Mäule (Figure 30B) 

Après analyses des coupes histologiques nous avons pu constater une augmentation de la 

proportion de bois de tension (coloré en bleu) présente chez les plants exposés à la contrainte hydrique, 

plus particulièrement au niveau des lignées transgéniques (Figure 31).Pour le bois de tension prédit par 

MIRS; si le modèle complet d’anova à deux facteurs indiquait un effet significatif de la lignée, aucune 

différence entre lignées n’a pu être observée au sein des traitements (Figure 32). En réponse à la 

sécheresse, la proportion de bois de tension tendait à augmenter, l’effet étant significatif pour la lignée 

« Contrôle » (Figure 32) 

A noter que les données de prédictions et les données estimées à partir des colorations safranine 

/ bleu Astra ne montraient aucune corrélation significative en condition WW (r = 0,08, P= ns) alors qu’une 

corrélation positive et significative était observée en condition WD-RW (r = 0,48, P < 0,05) (Figure 33). 
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Figure 31: Stem tension wood characterization for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under well-watered 
(WW) or water deficit and rewatering (WD-RW) conditions. (A) Photos were performed on 30 µm slides of stem by 
using a binocular loupe). (B) Stem tension wood predicted from stainings   safranin followed by Astra blue photos 
analyses. Stainings were performed under WW and WD-RW conditions on six blocks for safranin/Astra blue staining (n=6 
per line per condition)  

 

 

Figure 32 : Mid infra-red spectroscopy (MIRS) tension wood predictions for several biochemical wood properties for the 
three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW, white bars) or Water Deficit and ReWatering 
(WD-RW, black bars) conditions. Values are line means of predicted data by using Partial Least Squares model ± SE (n=6 
per line per treatment).Significance of the main effects of the two-way analysis of variance is given (L, line effect; T, 
treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate significant differences (Tukey’s post hoc 
test); upper case letters are for well-watered plants, lower case letters are for water deficit and rewatered plants. Levels 
of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
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Figure 33: Relationship between measured and predicted tension wood for the three RNAi P. tremula × P. alba lines 
grown under Well-Watered (WW, white dots) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black dots) conditions. The 
percentage of tension wood was measured directly on stem-cross sections stained with Safranin / Astra blue (x values) 
and was predicted using MIRS calibrations (y values). Values are individual by line (n=6 per line per treatment). The dash-
dotted line are linear regressions fitted to the data (Pearson’s correlation coefficients, r). Levels of significance are *: P < 
0.05, **: P < 0.01, ***: P < 0.001 and ns: non-significant. 
 
 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
Figure 34: Particular leaf phenotypes for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW, 
white bars) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW, black bars)) conditions: (A) Necrotic spots and (B) folded leaves. 
Values are line means ± SE (n=6 per line per treatment) Significance of the main effects of the two-way analysis of variance 
is given (L, line effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate significant 
differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are for well-watered plants, lower case letters are for water deficit 
and rewatered plants. Levels of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
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Figure 35: Phytohormones dosages such as cytokinins, acide abscissic, acide salicylic and free auxin were performed by 
INRA Versailles platform (Institut Jean-Pierre Bourgin, France). Values are line means (± SE, n=3 by lines for WW and n=3 
by lines for WD-RW). The red lines represent the level minimum authorized for a significant quantification of the 
phytohormons.  
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5 Symptômes nécrotiques et modifications de la morphologie de la feuille 

Des tâches nécrotiques foliaires spécifiques aux lignées transgéniques ont été observées au niveau des 

feuilles matures en conditions hydriques non-limitante et limitante. En accord avec Zhu et al. (2013), la 

lignée possédant le plus de taches nécrotiques foliaires était celle présentant le taux d’hypométhylation 

le plus important « ddm1_15 ». Aucun effet de la sécheresse n’a pu être observé (Figure 34A). Par ailleurs, 

nous avons pu constater l’apparition d’un phénotype particulier des feuilles au cours du développement 

(feuilles pliées). Ce phénotype n’était visible que chez les lignées transgéniques, en particulier la lignée 

« ddm1_23 » et ce quel que soit le traitement (Figure 34B). 

6 Suivi des teneurs en phytohormones dans les apex de peuplier 

La zéatine glucoside et l’acide jasmonique étaient en quantité trop faible pour la quantification ou la 

détection. En revanche, un effet lignée a été détecté pour l’acide abscissique et l’acide salicylique qui 

étaient respectivement en plus faible (P < 0,05) et plus forte (P < 0,01) quantités chez les lignées 

hypométhylées. Les trois formes de cytokinines détectées présentaient une interaction lignée × traitement 

significative. Enfin, aucune variation significative de la teneur en auxine libre n’a été observée (Figure 35). 

7 Etude de la méthylation de l’ADN des lignées RNAi ddm1 

7.1 Niveau de méthylation globale  

La figure 36 présente les pourcentages de méthylation globale de l’ADN mesurés par HPLC pour chaque 

lignée soumise aux deux régimes hydriques. Un effet significatif des lignées RNAi a été détecté avec une 

hypométhylation un peu plus marquée chez la lignée « ddm1_15 » atteignant une baisse relative de 17,4 

% de la valeur de la lignée « Contrôle ». Aucun effet significatif associé à la contrainte hydrique n’a pu être 

observé. Enfin, aucune relation significative n’a pu être mise en évidence entre les valeurs de méthylation 

et la biomasse (Figure 37).  
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Figure 36: Variation in global DNA methylation cytosine for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-
Watered (WW, white bars) or Water Deficit end ReWatering (WD-RW, black bars) conditions. Values are genotypic mean 
(± SE, n=3 by lines WW and n=3 by lines WD-RW). Significance of the main effects of the two-way analysis of variance is 
given (L, lines effect; T, treatment effect; LxT, line by treatment interaction). Different letters indicate significant 
differences (Tukey’s post hoc test); upper case letters are for Well-Watered plants, lower case letters are for Water Deficit 
end ReWatering exposed plants. Levels of significance are: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: non significant. 
 

 
Figure 37: Relationship between shoot fresh mass and global DNA methylation among the three RNAi P. tremula × P. 
alba lines grown under Well-Watered (WW, white dots) and WaterDeficit and ReWatering (WD-RW, black dots). Values 
are line means (n=6 by lines WW and n=6 by lines WD-RW). The dash-dotted lines are linear regressions fitted to the data 
(Pearson’s correlation coefficients, r). Levels of significance are *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 0.001 and ns: non-
significant. 
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7.2 Méthylome et ses variations 

Afin de vérifier l’efficacité de la conversion bisulfite, une aliquote d’ADN génomique du phage lambda 

connu pour son absence de cytosines méthylées a été mélangé à chaque échantillon de peuplier comme 

contrôle positif. Par la suite, les séquences correspondant au génome du phage lambda ont été isolées et 

la conversion des cytosines non méthylées par le traitement bisulfite a été calculée pour tous les 

échantillons : elle oscille entre 97,25 % et 97,58 %. Ensuite, le nombre de reads et la distribution des 

nucléotides pour chaque échantillon biologique sont homogènes ce qu’élimine l’idée d’éventuels 

problèmes techniques lors de la réalisation de l’expérience (Table 6 ; Figure 38). 

Trois analyses de contrôle qualité des données brutes du séquençage « WGBS » ont été testées 

sur les deux génomes de peuplier disponibles (P. trichocarpa et P. tremula x P. alba) : i) un contrôle qualité 

(FASTQ Parallel Groomer et FastX Toolkit) avec « trimming », c’est-à-dire la suppression du dernier 

nucléotide en dessous du seuil de qualité ; ii) un contrôle qualité sans « trimming » et iii) aucun contrôle 

qualité ni « trimming » (Figure 39). Le meilleur mapping des séquences obtenu avec BISMARK (atteignant 

33 %) pour l’ensemble des échantillons est obtenu avec la première des possibilités précédentes (analyse 

qualité avec trimming) et sur le génome de référence (P. tremula × P. alba) de nos lignées RNAi. Un 

échantillon montre un pourcentage de couverture plus faible que les autres ce qui pourrait être expliqué 

par une difficulté rencontrée lors de l’amplification de cette librairie qui a dû l’être deux fois afin d’obtenir 

une quantité suffisante d’ADN (« ddm1_23 » en condition WD-RW). 

Deux logiciels de mapping des séquences de WGBS (BISMARK et BSMAP) ont été comparés en 

utilisant comme base pour cette approche les séquences qui avaient satisfait le contrôle qualité (numéro 

1) le plus restrictif (Figure 40 ; voir Matériels et Méthodes). Une différence notable de pourcentages de 

séquences alignées est observée avec le logiciel BSMAP qui aboutit à des valeurs plus élevées (atteignant 

43 %) que celles obtenues avec le logiciel BISMARK (31 %) tout en conservant un meilleur résultat sur le 

génome P. tremula x P. alba. Cette différence est certainement due au fait que BISMARK est un logiciel qui 

n’autorise aucun mauvais appariement de séquences alors que BSMAP en accepte deux. 

Enfin, une couverture de séquençage supérieure à 10 X a été appliquée comme critère de filtre 

(arbitraire mais raisonné au vu d’autres analyses publiées). Puis, la couverture réelle des cytosines 

analysées a été déduite, représentant environ 30 % sur P. tremula × P. alba (Figure 41), et possédant un 

niveau de méthylation dépendant du contexte soit en moyenne 5,4 % pour CHG, 1,9 % pour CHH et 19,2 

% pour CG. 
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Table 6: Number of reads obtained by whole genome bisulfite sequencing (WGBS, 30X) for apical buds of Populus RNAi 
(ddm1_15 and ddm1_23) and control lines under two water conditions (WW, Well-Watered and WD-RW, Water Deficit 
and ReWatering). A paired end sequencing was realized ‘R’ for reverse reads and ‘F’ for Forward reads. 

 

 

 

Figure 38: Nucleotides percentages distribution in the reads obtained by WGBS (30X) among the sequenced biological 
samples. Populus RNAi (ddm1_15 and ddm1_23) and control lines under two water conditions (WW = Well-Watered and 
WD-RW = Water Deficit and ReWatering). A gradient of color is used for each nucleotides: black (A), light gray (C), medium 
gray (G), dark gray (T) and white (N, non-detected nucleotides). A paired end sequencing was realized ‘R’ for reverse reads 
and ‘F’ for Forward reads. 

Biological samples                Counts of reads 
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Figure39: Impact of different types 
of quality controls on the 
percentage of mapped reads on two 
distinct genomes: P. trichocarpa and 
P. tremula × P. alba. Dots shapes are 
quality control specific. 1. Circles for 
quality control with trimming, 2. 
triangular for sample with only 
trimming control and 3. squared for 
sample without any quality control. 
Color are distinct between the two 
genomes (black for P. trichocarpa 
and white for P. tremula × P.alba). 
On the left, the results for Well-
Watered (WW) conditions and on 
the other side Water Deficit and 
ReWatering one (WD-RW).  

 

Figure 40: Impact of two different 
tools for mapping reads, BISMARK 
and BSMAP on the percentage of 
mapped reads on two distinct 
genomes: P. trichocarpa and P. 
tremula × P. alba. Dark bars are for 
BISMARK and light bars for BSMAP 
software. On the left, the results for 
Well-Watered (WW) conditions and 
on the other side Water Deficit and 
ReWatering one (WD-RW). Values 
are ‘QC’ means quality control with 
trimming and filtering. 

 
Figure 41: Percentages of cytosine 
considered by BISMARK after 
quality control and 10X minimal 
coverage filtering on the two 
genomes: P. trichocarpa and P. 
tremula × P. alba. Black bars are for 
P. trichocarpa and white bars for P. 
tremula × P. alba. On the left, the 
results for Well-Watered (WW) 
conditions and on the other side 
Water Deficit and ReWatering one 
(WD-RW). 
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Figure 42: Visualization of a CHG DMR on chromosome 16 of P. tremula × P. alba between ‘ddm1_15’ and ‘Control’ lines 
under Well-Watered condition. Data are extracted from methylextract and visualized using IGV software. Threshold for 
DMR identification was 10X minimal coverage filtration a differential of methylation of 25% and a qvalue of 0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43: Counts of DMRs (among two biological samples) in the three contexts of methylation on P. tremula x P. alba 
reference genome among the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown Well-Watered condition (WW) WaterDeficit 
and ReWatering (WD-RW). Threshold for DMR identification was 10X minimal coverage, a differential of methylation of 
25% in CG and CHG and 10% in CHH and a qvalue of 0.01.For each situation, hypomethated (black bars) and 
hypermethylated (white bars) DMRs are indicated.
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7.3 Identification des DMR 

7.3.1 Description synthétique des DMR  

Les résultats repésentés ont été obtenus lors du contrôle qualité le plus restrictif c’est-à-dire contrôle 

qualité et trimming. Ce contrôle qualité permet d’obtenir la meilleure couverture du génome de référence 

P. tremula × P. alba. De plus, le logiciel BISMARK a été choisi pour deux raisons car : i) n’autorise aucun 

mauvais appariement des reads en comparaison avec BSMAP et ii) permet de générer des fichiers 

possédant un format compatible avec le progiciel « methylkit » utilisé pour le reste de l’étude. Dans notre 

analyse, une « DMR » est une région du génome possédant une couverture supérieure à 10 X et 

différentiellement méthylée, caractérisée par une différence de méthylation d’au moins 25 % en contexte 

CG et CHG et 10 % en contexte CHH entre deux échantillons biologiques au niveau d’un locus de 500 pb. 

Cette différence de seuil entre les contextes de méthylation peut s’expliquer par les divergences existantes 

entre les trois contextes de méthylation au sein du génome du peuplier (CHH étant très faible car 

potentiellement cellule spécifique). De fait, il faut prendre en compte cette particularité sous peine de ne 

pas évaluer les DMR en contexte CHH (Niederhuth et al., 2016). La figure 42 présente un exemple de DMR 

entre les lignées « Contrôle » et « ddm1_15 » en condition WW pour le contexte de méthylation CHG 

alignées sur le génome de P .tremula × P. alba. 

Les régions révélant un différentiel de méthylation (DMR) soit pour une lignée donnée entre les 

deux conditions hydriques « DMR stress spécifiques », soit pour une condition hydrique donnée entre 

deux lignées « DMR lignées spécifiques » sont présentées sur la figure 43 pour chaque contexte de 

méthylation en indiquant le sens de variation de la méthylation : une hypo- ou hyper-méthylation. 

Comparativement, les « DMR lignées spécifiques » sont bien plus nombreuses que les « DMR stress 

spécifiques », elles sont essentiellement hypométhylées notamment pour la lignée « ddm1_15 » (la plus 

hypométhylée, Figure 36) et plus particulièrement en contexte de méthylation CHG et de façon moindre 

en CG. 
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Figure 44: Counts of ‘Line specific DMRs’ (among two biological samples) in the three contexts of methylation mapped 
on P. tremula x alba reference genome for the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW) 
and WaterDeficit and ReWatering (WD-RW) conditions. (A) Venn diagram for the comparison under Well Watered 
(WW) or Water Deficit and ReWatering (WD-RW) condition of DMRs among ‘Control’ and ‘ddm1_15’ or ‘Control’ and 
‘ddm1_23’ lines, (B) Counts of DMRs among cytosines methylations contexts. For each situation, hypomethylated (black 
bars) and hypermethylated (white bars) DMRs are indicated. DMRs represented are 10X minimal coverage, a differential 
of methylation of 25% in CG and CHG and 10% in CHH and a qvalue of 0.01.For each situation. 
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7.3.2 Analyse des DMR communes entre lignées RNAi versus Contrôle 

Les « DMR lignées spécifiques » (Contrôle versus une lignée RNAi) ont été comparées entre les deux 

conditions hydriques (WW et WD-RW) pour identifier celles qui seraient communes (Figure 44). Plus de la 

moitié des DMR (14 609 DMR) sont communes entre les deux conditions hydriques pour la lignée 

« ddm1_15 » alors que cela se réduit à un quart (2 944 DMR) chez la lignée « ddm1_23 » (Figure 44A). A 

nouveau, ces DMR sont essentiellement hypométhylées en contextes CHG et CG (Figure 44B). 

Afin de pallier cette différence attendue entre les deux lignées RNAi, les DMR communes entre 

« Contrôle versus ddm1_15 » et « Contrôle versus ddm1_23 » ont été identifiées (Figure 45A). Ces DMR 

(10 111 au total) correspondent donc à une différence de méthylation retrouvée entre la lignée 

« Contrôle » et les deux lignées RNAi. Ces DMR sont essentiellement hypométhylées comme attendu de 

l’effet de l’inhibition de DDM1 mais sont essentiellement retrouvées en contexte CHG et de façon moindre 

en CG. Il est à noter que dans le contexte CG, près de la moitié de DMR hyperméthylées sont également 

retrouvées (Figure 45B). Une analyse d’enrichissement de type GO des gènes contenus dans ces DMR 

communes montrent que les catégories les plus représentées (en WW et WD-RW ; Figure 45C) 

correspondent à des fonctions biologiques pertinentes dans notre situation comme la réponse aux stress 

notamment abiotiques, le développement et le cycle cellulaire, les processus de modifications des 

protéines cellulaires et la régulation négative des processus cellulaires dont le « silencing » de la 

chromatine. 

Ces mêmes gènes couverts par les DMR communes ont ensuite été analysés plus finement 

(contextes de méthylation, conditions hydriques) pour trois régions : promoteur, corps du gène (« Gene 

body » qui est la région transcrite avec les exons et introns) et exons (Figure 46). Seule la région 

« promoteur » montre une différence entre les deux conditions hydriques pour le contexte CHG avec plus 

de gènes en condition WD-RW. L’essentiel de ces DMR CHG en WD-RW sont hypométhylées chez les 

lignées RNAi par rapport à « Contrôle » (Figure 46) ce qui pourrait affecter l’expression de ces gènes. Pour 

la région « corps du gène », la majorité des gènes en DMR sont identifiés en contexte CHG et CG alors que 

les exons sont principalement en contexte CG, ce qui suggère une méthylation CHG sur les introns. 

Pour finir, les profils d’expression de ces gènes ont été recherchés dans les données de 

transcriptomique disponibles de l’expérience en serre  (Lafon-Placette et al., soumis, Chapitre 1). Seuls 

25 gènes en condition WW et 27 gènes en condition WD-RW correspondent à des DEG entre la condition
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Figure 45: Counts of common DMRs among the three RNAi P. tremula × P. alba lines grown Well-Watered condition 
(WW) WaterDeficit and ReWatering (WD-RW) on P. tremula x alba reference genome. (A) Venn diagram for the 
comparison of DMRs among control and the two RNAi lines ddm1_15 and ddm1_23. (B) Counts of common DMRs 
among cytosine methylation context. For each situation, hypomethated (black bars) and hypermethylated (white 
bars) DMRs are indicated. (C) ‘TreeMap’ view of REVIGO for biological process.Each rectangle is a single cluster 
representative of TAIR10 corresponding poplar V 3.0 annotation. The representatives are joined into ‘superclusters’ 
of loosely related terms, visualized with different colors. Size of the rectangles may be adjusted to reflect the abs log10 
P-value of the GO term in the underlying GOA database.
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Figure 46: Distribution among gene regions of common DMRs (V.3) for each context of methylation among the three 
RNAi P. tremula × P. alba lines grown under Well-Watered (WW) WaterDeficit and ReWatering (WD-RW) conditions. 
White bars for ‘WW’ and black bars for ‘WD-RW’. 
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Figure 47: Genes inside DMRs association with previously identified Differentially Expressed Genes (DEGs) between 
Well-Watered (WW) and WaterDeficit and ReWatering (WD-RW) conditions (Lafon placette et al., sub) with their 
regulation pattern. Green bars for down regulated DEGs and red bars for up regulated DEGs DMRs selected are the 
ones which have passed through the 10X filtration and show for CpG and CHG a differential of methylation at least of 
25% with a qvalue 0.01 while CHH DMRs are for 10% of differential (data in Table 3) .  

 

Table 8: Quality control of the reads obtained by Mobilome protocol for the three RNAi P. tremula × P. alba grown 
under Well-Watered (WW) and second one for Water Deficit ReWatering (WD-RW) conditions. Library size: number 
of reads which were isolated at the beginning as extrachromosomal DNA, C/M: percentage of reads mapped on 
mitochondrial and chloroplast genome, genome mapping: percentage of reads mapped on the reference genome, de 
novo assembly: number of reads assembled together in order to build a scaffold. First row values for each line and 
each parameter are for Well-Watered ‘WW’ and second one for Water Deficit and ReWatering ‘WD-RW’ conditions.  

  Line Control  ddm1_15 line ddm1_23 line 

Library size (nb reads) 3 752 374 3 521 430 2 551 748 
3 918 928 3 608 716 3 815 502 

C/M mapping (%) 
2.52 1.92 2.39 
5.03 7.02 3.51 

Genome mappig (%) 
82.25 76.52 87.21 
81.85 82.55 69.05 

de novo assembly (nb scaffolds) 
5.475 5.84 4.32 

5.77 8.67 7.02 

WW WD-RW 
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WW et WD-RW de l’expérience en serre dont 14 DEG sont en communs entre les deux conditions 

(Figure 47, Table 7). Ces gènes contiennent des DMR en contexte CG et CHG et sont réprimés lorsqu’ils 

sont hypométhylés et sur-exprimés lorsqu’ils sont hyperméthylés en contexte CHG. Ces gènes 

possèdent des fonctions biologiques en relation avec les voies des phytohomones [SAD2 (acide 

abcissique), SPY (répressee les gibbérellines et régule les cytokinines), SABP2 (méthyl salicylate 

estérase), SAU-like (auxine), terpène] et une déméthylase (DME) (Table 7). De façon intéressante cette 

déméthylase se retrouve dans des DMR hyperméthylées et est réprimée au sein des lignées RNAi. 

7.4 Premiers résultats de la caractérisation du mobilome des lignées RNAi ddm1 

Les résultats du séquençage et du mapping sur le génome de référence P.tremula × P. alba sont 

présentés dans le tableau 8 et indiquent un ensemble homogène entre les échantillons (Table 8). 

Une représentation de type « heatmap » a ensuite été réalisée en analysant les données de 

mobilome pour les familles connues de TEs chez le peuplier (Figure 48). La heatmap a été réalisée avec 

le package R « gplots »  (https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html). Elle représente 

le nombre de lecture, autrement dit la couverture, en lectures par million (rpm) pour chaque famille 

d’ET présents dans les banques de mobilome de chaque échantillon. Le clustering réalisé est 

hiérarchique et prend en compte à la fois la couverture des familles d’ET mais aussi la présence de ces 

même éléments au sein des différents échantillons biologiques et ceci en utilisant la méthode de 

moyenne. De ce fait, les familles d’ET avec une très forte couverture sera en bas de la heat map. Cette 

analyse montre que le mobilome du méristème apical caulinaire du peuplier est composé d’environ 

180 ET issus de six familles principales d’éléments transposables « HAT », « OGRE », « DNA-3 », 

« COPIA », « GYPSY », « ENSPM1 ». Parmi eux, seulement 32 ET de quatre familles principales 

« GYPSY », « COPIA », « OGRE » et « DNA-3 », possèdent une couverture en mobilome plus importante 

que les autres. Ces éléments mobiles sont aussi bien spécifiques d’une lignée que d’une condition 

hydrique. Il est à noter que parmi tous les échantillons analysés, la lignée « ddm1_15 » en condition 

WW et WD-RW présentent les plus faibles nombres d’éléments mobiles. La lignée « ddm1_23 » en 

condition WW et WD-RW présente quant à elle la quantité la plus importante d’éléments mobiles. 

https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html
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Figure 48: Heatmap by using means methods deduced from the mobilome analysis of each transposable element 
poplar family coverage for the three RNAi P. tremula × P. alba grown under Well-Watered (WW) and Water Deficit 
ReWatering (WD-RW) conditions. Values are mobiles elements in million reads (rpm) going from white(minimum) to 
orange (maximum) mapped on P. tremula × P. alba genome.
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D’autres analyses sont en cours actuellement sur ce mobilome telle que la visualisation de la 

couverture réelle de ces familles d’éléments sur le génome de référence par IGV afin d’identifier des 

ET candidats. La figure 49A schématise, pour un locus donné, un exemple du mapping obtenu avec des 

zones fortement couvertes par les reads et correspondant donc à des éléments extrachromosomiques 

de type ET obtenus par reverse-transcription. Ces régions ont été étudiées de façon plus détaillée et 

nous ont permis d’identifier quatre ET « actifs » dans les différents échantillons biologiques. 

Les observations de l’enrichissement du génome ont permis d’isoler quatre ET candidats qui sont 

les suivant : trois éléments « DNA-3-3_PTR » et un « ENSPM1 » (Figure 49B). Les trois éléments de la 

famille « DNA-3-3_PTR » sont bien différents car aucune similarité de séquence n’a été détectée.  

Seule la séquence nucléotidique de l’élément « ESPM1 » est graphiquement comparée à elle-

même par un « dot plot » réalisé avec le logiciel « DOTTER » car les autres comparaisons ne mettaient 

aucun résultat en évidence Sur cette représentation la ligne principale correspond à la séquence 

alignée contre elle-même et les répétitions inversées sont représentées comme des lignes 

perpendiculaires à la ligne diagonale. De ce fait de façon surprenante nous obtenons un motif « en 

croix », type de motif caractéristique d’une famille de transposons à ADN appelée CACTA. Ce dot plot 

suggère que le candidat « ESPM1 » pourrait appartenir à cette famille. 

Un tableau final a pu être dressé avec les coordonnées génomiques du scaffold, l’ET associé, le 

nombre de lectures utilisées pour l’assemblage, la longueur de l’élément et du scaffold et le 

pourcentage d’identité (Tableau 9). Afin d’affiner notre travail la prochaine étape consiste à associer 

ce fichier avec celui des positions de nos DMR identifiées par WGBS. 
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Figure 49: Transposable elements (TEs) candidates identified in enriched regions mapped on P. tremula × P. alba 
genome among the three lines RANi P. tremula × P. alba genome under each conditions ‘WW’ and ‘WD-RW’. (A) 
Schematic overview of a genomic DNA region showing variation of mobilome reads coverage (green and blue lines) 
which correspond to circular TE. (B) Visualization of four TEs candidates identified among the most covered 
genomics regions by IGV. For ESPM1 a dot plot which compare the nucleotide sequences by itself was represented. 

 

Table 9: Summarizing table of Transposable elements (TEs) identified among the three lines RNAi P. tremula × P. 
alba genome under each conditions Well-Watered (WW) WaterDeficit and ReWatering (WD-RW) conditions. Tables 
contained scaffolds genomic positions, transposable elements family associated, number and coverage percentage of 
reads used for the assembly, number and coverage percentage of split reads and transposable length (Excel file). 

B 
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IV. Discussion, limites et perspectives 

 

Ce chapitre avait pour but d’établir des relations entre la réponse à la sécheresse et la méthylation de 

l’ADN chez des lignées de peuplier hypométhylées (Zhu et al., 2013). Afin d’apporter des éléments de 

réponse  à cet objectif, nous avons fait le choix de discuter nos résultats en abordant les questions 

suivantes :  

1. En condition hydrique non limitante, les lignées hypométhylées présentent-elles un phénotype 

spécifique ? 

2. Le cycle sécheresse / ré-arrosage conduit-il à l’émergence de phénotypes lignées spécifiques?  

3. Quel est l’impact de la stratégie RNAi PtDDM1 sur le méthylome des lignées ?  

4. Quelles sont les caractéristiques des DMR induites par la contrainte hydrique ? 

5. Quelles sont les caractéristiques des DMR inter-lignées ? 

6. Les relations entre les DMR, l’expression des gènes et la mobilité des TE peuvent-elles expliquer 

l’impact d’une hypométhylation artificielle sur le phénotype ? 

En condition hydrique non limitante, les lignées hypométhylées présentent-elles un 

phénotype spécifique ? 

A l’échelle de la plante entière, les trois lignées présentaient des vitesses de croissance et des ratios 

de masse fraîche racine sur tige comparables. Ces observations sur la croissance sont en accord avec 

celles obtenues sur ces mêmes lignées dans le laboratoire de S. Strauss lors de leur premier 

phénotypage (Zhu et al., 2013). D’autres expériences conduites sur des lignées RNAi ddm1 de Brassica 

rapa ont également montré une absence de différence de croissance en hauteur (Fujimoto et al., 

2008). Cependant, d’autres résultats obtenus sur des lignées knock out AtDDM1 d’Arabidopsis thaliana 

ont montré des différences significatives, les lignées ddm1 étant plus petites que les contrôles 

(Kakutani et al., 1996). De plus, les lignées ddm1 d’Arabidopsis thaliana montraient une large gamme 

de phénotypes en fonction des évènements de transgénèse ou de l’activation de certains éléments 

transposables (Kakutani et al., 1996; Miura et al., 2001; Saze & Kakutani, 2007). Cela suggère donc que 

l’amplitude des modifications phénotypiques (i) est en partie lié au degré d’inhibition du gène cible 

DDM1, et (ii) dépend de l’endroit d’insertion du transgène. 

La surface individuelle des feuilles comprise entre les rangs 10 et 18 plus faible que celle 

observée avec la lignée « Contrôle », entraîne une surface foliaire totale moins importante. Or il est 

bien établi que la croissance est intiment liée à la surface foliaire totale chez le peuplier (Marron et al., 

2005; Viger et al., 2016). Donc ceci suggère qu’au sein des lignées transgéniques qui ont une surface 
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foliaire plus faible, il existe un ou des mécanismes permettant de compenser et de maintenir une 

croissance identique à la lignée « Contrôle ». Un de ces mécanismes pourrait être une vitesse maximale 

de carboxylation des feuilles plus élevée, comme cela a été observé dans notre cas pour les lignées 

transgéniques. Les raisons de l’augmentation de la vitesse maximale de carboxylation chez les lignées 

transgéniques sont à ce jour inconnues. 

Les feuilles de la lignée la plus hypométhylée « ddm1_15 » présentaient un nombre important 

des tâches nécrotiques. Ces résultats sont en accord avec la précédente étude qui avait pu établir une 

association significative entre ce symptôme et la réduction du taux de méthylation (Zhu et al., 2013). 

Dans cette étude, ce symptôme n’était cependant observable qu’après l’induction d’une période de 

dormance de six mois (Zhu et al., 2013). Dans notre étude, les symptômes sont apparus spontanément 

dès le deuxième mois. La dormance n’est donc probablement pas le facteur causal à l’origine de 

l’apparition des symptômes. Zhu et al. (2013) avaient supposé que ce symptôme foliaire serait similaire 

aux « lesion mimics » (Wu et al., 2008). De ce fait, ces tâches nécrotiques pourraient résulter de la 

déméthylation et de l’hyperactivation de gènes normalement impliqués dans la résistance aux 

pathogènes tels que les gènes « leucine-rich repeat » (LRR) qui cibleraient des mécanismes impliqués 

dans la mort cellulaire programmée (PCD) (Lorrain et al., 2003; Vining et al., 2012). Une autre 

hypothèse avait été émise sur le fait que l’inhibition induite de DDM1 permettrait la réactivation de 

rétrotransposons et de leurs rétrovirus associés. Lors de la réalisation du dosage des phytohormones, 

une quantité d’acide salicylique plus importante a été détectée au sein des lignées transgéniques, ceci 

étant en accord avec une étude récente qui a mis en évidence que le gène DDM1 affecte l'expression 

des gènes liés au métabolisme de l'acide salicylique (Zhang et al., 2016). A ce jour il est communément 

admis que cette hormone participe à la résistance systémique acquise (SAR) des plantes (Loake & 

Grant, 2007) Ce résultat suggère donc qu’elle pourrait potentiellement être impliquée dans la 

formation des tâches nécrotiques. 

Un autre phénotype foliaire, non observé par Zhu et al. (2013), a pu être constaté dans notre 

expérience sur la lignée « ddm1_23 » uniquement : l’apparition de feuilles pliées (« folded leaves »). 

Ce genre de modification morphologique a déjà été signalé chez des mutants knock out ddm1 

d’Arabidopsis en parallèle à d’autres modifications comme la réduction de la dominance apicale et 

celle de la taille des plants (syndrome « ball ») (Kakutani et al., 1996; Qüesta et al., 2013). Selon les 

auteurs, ce syndrome serait le fruit d’une lésion ciblée par ddm1 au niveau du gène BAL (Kakutani et 

al., 1996). Une autre étude conduite sur les mutants bal EMS d’Arabidopsis a montré que les 

caractéristiques phénotypiques particulières de ces mutants coïncidaient avec l’activation d’un groupe 

de gènes de résistance RPP5 (Yi & Richards, 2008). Cette étude suggérait que lorsque que le phénotype 

de ces mutants devenait stable au cours des générations, il pourait faciliter les variations épigénétiques 
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Table 10 : Summary of the impact of the water deficit / rewatering cycle on all measured parameters for the three 
P. tremula × P. alba lines ‘Control’, ‘ddm1_15’and ‘ddm1-23’. Values show the way of variation between both 
treatments 'WW' and 'WD-RW', (-) for a significant decrease and (+) for a significant increase. For negative values 
(water potentials, δ13C), (-) represents more negative ones. Values for net CO2 assimilation, stomatal conductance and 
intrinsic water-use efficiency correspond to values the day before rewatering (drought peak). ns : non significant (P > 
0.05).  

Phenotypic characterizations  Control ddm1_15 ddm1_23 

Predawn leaf water potential (Mpa)  - - - 

Height growth rate (cm. days-1) + Ns ns 

Diameter growth rate (mm. days-1) + Ns ns 

Leaf area among leaf rank (cm²) NA NA NA 

Total leaf area (cm²) NA NA NA 

Leaf rank 15 area (cm²) - Ns - 

Specific leaf area (cm².g-1) ns Ns ns 

Ratio root/shoot fresh biomass (g.g-1) ns Ns ns 

Maximum rate of carboxylation normalized at 25°C (µmol.s-1.m-2) NA NA NA 

Maximum rate of electron transport normalized at 25°C (µmol.s-1.m-2) NA NA NA 

Net CO2 assimilation relative percentage (%) Ns Ns ns 

Stomatal conductance relative percentage (%) - - - 

Intrinsic water-use efficiency relative percentage (%) + + + 

Minimum leaf water potential (Mpa)  ns Ns ns 

Bulk leaf carbon isotope composition (‰) + Ns ns 

Sotmatal density (nb.mm²) + Ns ns  

Wood density (g.cm-3) + + + 

Xylem vessel diameter (µm) ns Ns ns 

Xylem vessel density (nb.mm²) ns Ns ns 

Specific hydraulic conductivity (kg. s-1.m-2.MPa-1) ns Ns ns 

P50 |Mpa| NA NA NA 

Klason lignin MIRS prediction (%) ns Ns ns 

S/G ratio MIRS prediction  ns Ns ns 

Tension wood MIRS prediction (%) + Ns ns 

Tension wood blue Astra estimation (%) ns Ns + 

Necrotic leaves (%) ns Ns ns 

Folded leaves (%) ns Ns ns 

Abscissic acid (ng.gDW-1) ns Ns ns 

Free auxin (ng.gDW-1) ns Ns ns 

Salicylic acid (ng.gDW-1) ns Ns - 

Zeatine riboside (ng.gDW-1) + + + 

Zeatine-O-glucoside riboside (ng.gDW-1) + Ns + 

Isopentenyladenosine (ng.gDW-1) ns - ns 
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et génétiques au niveau du locus RRP5 (Yi & Richards, 2008). Cependant aucune étude n’a permis 

d’interpréter à ce jour les mécanismes sous-jacents à ce changement de structure foliaire. Ceci nous 

laisse penser que l’impact de la déméthylation pourrait peut-être agir sur l’expression d’autres gènes 

qui participeraient au maintien de l’intégrité structurale ou même aux profils de nervation. 

Dans notre étude, la densité de stomates était comparable entre lignées. Ces résultats ne vont 

pas dans le sens de ceux rapportés par Vassileva et al. (2016) chez Arabidopsis qui montraient d’une 

part une quantité de stomates plus importante chez le mutant « ddm1-10 » (insertion de T-DNA) par 

rapport à la lignée « Contrôle », et d’autre part une structure anormale (i.e., regroupement en amas 

de deux ou plusieurs stomates). 

A l’échelle du xylème, les lignées hypométhylées étaient légèrement plus résistantes à la 

cavitation (deux à trois dixièmes de MPa), ce qui suggère que les lignées transgéniques sont 

intrinsèquement plus tolérantes à la sécheresse (Fichot et al., 2015). Cette hypothèse devrait toutefois 

être testée dans des contextes de sécheresse plus fortes afin d’évaluer les gains réels en termes de 

survie. La résistance à la cavitation est contrôlée par l’ultrastructure de la paroi primaire des 

ponctuations vaisseau-vaisseau assurant le transfert de la sève brute, plus précisément par la taille des 

nanopores situés au centre de la paroi primaire modifiée (Choat et al., 2008; Fichot et al., 2015). Les 

différences entre lignées pour la résistance à la cavitation suggèrent donc l’existence d’ultrastructures 

particulières qui n’ont pas fait l’objet de recherches. Des observations supplémentaires en microscopie 

électronique (balayage et transmission) pourraient être envisagées afin de déterminer les 

caractéristiques de ces ponctuations et de valider cette hypothèse.  

Le cycle sécheresse / ré-arrosage conduit-il à l’émergence de phénotypes lignées 

spécifiques?  

A l’échelle de la plante entière, seule la lignée « Contrôle » présentait une diminution réversible de la 

croissance (primaire et secondaire) en réponse à la sécheresse, les deux lignées transgéniques n’étant 

pas affectées (Table 10). Ce résultat suggère une nouvelle fois que les lignées transgéniques seraient 

plus tolérantes à la sécheresse. A priori, les différences de croissance entre lignées en réponse à la 

sécheresse n’étaient pas expliquées par des différences de teneurs en auxine. Les teneurs en acide 

abscissique (ABA) étaient en revanche globalement plus faibles chez les lignées transgéniques. Or l’ABA 

est une hormone de stress, impliquée entre autre dans la fermeture stomatique, la senescence des 

organes et la réponse au stress (Finkelstein, 2013). Elle est réprimée lors du remodelage de la 

chromatine (Han et al., 2012). De plus faibles teneurs en ABA pourraient expliquer une plus faible 

sensibilité au stress. Enfin, l’augmentation plus importante des cytokinines en réponse au cycle 
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sécheresse / réarrosage au sein de la lignée « Contrôle », c.à.d. la lignée la moins tolérante, pourrait 

être liée à la reprise d’activité au réarrosage, les cytokinines étant connues pour leurs rôles dans la 

régulation du cycle cellulaire et la morphogénèse (Werner & Schmülling, 2009; Schaller et al., 2014). 

Tous ces résultats sont toutefois à prendre avec précaution, les dosages de phytohormones ayant été 

réalisés (i) seulement au moment du réarrosage (la dynamique au cours de la sécheresse n’est donc 

pas prise en compte), et (ii) sur les apex (on ne sait pas si les hormones sont néosynthétisées ou 

importées d’autres organes). 

 A l’échelle foliaire, seule la lignée « Contrôle » présentait une augmentation de la densité 

stomatique en réponse à l’exposition à la sécheresse suivie du réarrosage (Table 10). Cette variation 

est en adéquation avec celle observée sur des génotypes de peupliers lors de l’exposition à une 

sécheresse (Viger et al., 2016). D’un point de vue physiologique, la lignée transgénique « ddm1_15 » 

se distinguait des autres en termes d’efficience d’utilisation de l’eau (visible au travers des dynamiques 

d’échanges de gaz et confirmés par la signature isotopique en 13C) en raison d’une diminution 

légèrement moins importante de la conductance stomatique et de l’assimilation nette de CO2. Ces 

données ne concordent pas directement avec les teneurs en ABA mesurées, mais comme cela a été 

expliqué précédemment, les teneurs en ABA n’ont pas été déterlinées sur les feuilles. Par ailleurs, la 

plus faible diminution d’efficience d’utilisation de l’eau observée pour la lignée « ddm1_15 » 

n’explique pas à elle seule la meilleure tolérance des lignées transgéniques à la sécheresse puisque ce 

phénomène n’a pas été observé chez la lignée « ddm1_23 ». Ces résultats suggèrent néanmoins que 

l’inhibition du gène DDM1 peut avoir des cibles très diverses et peut entre autres affecter les processus 

photosynthétiques. 

 Aucun effet du traitement sécheresse n’a pu être mis en évidence sur les symptômes foliaires 

(tâches nécrotiques et feuilles pliées). A la suite des résultats de la précédente étude on aurait pu 

s’attendre à une augmentation de la quantité de tâches nécrotiques. En effet, les travaux de Zhu et al. 

(2013) avaient montré que ces tâches apparaissaient sur les feuilles émergentes des plants exposés six 

mois à une période de froid (dormance) (Zhu et al., 2013). 

A l’échelle du xylème, une augmentation de la densité du bois était observée pour l’ensemble 

des lignées en réponse à la sécheresse, suggérant des modifications structurales du xylème (Fichot et 

al., 2010). Toutefois, aucun effet significatif n’a pu être observé au sein des trois lignées sur le diamètre 

et la densité de vaisseaux. L’absence d’effet est probablement lié à la faible quantité de tissus mise en 

place pendant la contrainte (trois semaines) en comparaison des tissus qui avaient été déjà produits 

avant contrainte. Par ailleurs, les approches microscopiques et spectrométriques (MIRS) pour la 

caractérisation de la composition biochimique du bois n’ont pas permis de révéler de phénotypes 
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particuliers chez les lignées transgéniques en réponse au stress. La perspective directe consisterait à 

réaliser un plus grand nombre de réplicats et de faire des dosages lignines pour avoir une meilleure 

caractérisation biochimique du bois et ainsi confirmer les prédictions MIRS. De plus une caractérisation 

des régions constituées des longueurs d’ondes contribuant le plus aux axes de l’ACP est envisageable. 

Si l’on compare nos résultats (Table 10) aux données de la littérature, une seule étude à ma 

connaissance a utilisé un stress comparable au nôtre sur des epiRIL ddm1 d’Arabidopsis. Elle est 

cependant en désaccord avec nos résultats dans la mesure où un effet de la contrainte sur la croissance 

en hauteur et la biomasse a été consaté (Zhang et al., 2013). De plus, lors de l’exposition à d’autres 

stress il a été possible de confirmer cet impact sur la réponse des lignées hypométhylées. Par exemple, 

lors d’une augmentation des teneurs en nutriments mais aussi lors d’un stress salin des effets sont 

observés sur la hauteur, la floraison et la production de branches (Zhang et al., 2013; Kooke et al., 

2015). Cependant, d’autre types de réponses sont envisageables car lors d’un stress thermique ou 

d’une exposition à la bléomycine (prévient l’établissement d’une méthylation appropriée) aucune 

différence significative n’a été constatée (Yao et al., 2012). Récemment une nouvelle étude a souligné 

que les mutants knock out ddm1 d’Arabidopsis pouvaient être plus tolérants lors de l’exposition à 

l’obscurité, et, de fait ces lignées montraient un retard dans la senescence foliaires (Cho et al., 2016). 

Ces derniers résultats révèlent que les lignées ddm1 possèdent une gamme de réponses très variables 

dépendant à la fois du type de stress mais aussi de l’espèce et de la technique utilisée. Ce qui confirme 

qu’à ce jour il est nécessaire de poursuivre ces analyses afin de clarifier l’impact sur le phénotype d’une 

hypométhylation artificielle (RNAi) lors de l’exposition à une sécheresse modérée suivi d’un ré-

arrosage car très peu d’études sont disponibles à ce sujet. De plus, le matériel de base de notre étude 

est innovant. Pa rconséquent aucune donnée sur ces lignées d’arbres hypométhylées n’était disponible 

pour réaliser une discussion plus approfondie de nos résultats. De ce fait, l’hypothèse d’une meilleure 

tolérance et d’une plasticité phénotypique moins importante de ces lignées hypométhylées est à 

vérifier dans des conditions plus intenses ou longues ou répétées. Afin d’élucider et de mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents à ces différentes réponses phénotypiques, il est aussi 

essentiel d’étudier les changements de méthylation « DMR » et d’identifier les divers loci pouvant être 

impliqués dans la meilleure tolérance des lignées hypométhylées lors de l’exposition à une contrainte 

hydrique. 

Quel est l’impact de la stratégie RNAi DDM1 sur le méthylome des lignées ?  

L’analyse de la méthylation globale des lignées transgéniques a bien confirmé une diminution modérée 

mais du même ordre de grandeur que celui rapporté dans Zhu et al. (2013). De plus, il a déjà été montré 

qu’en réponse aux variations de la disponibilité en eau, des variations de la méthylation globale de  
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de l’ADN sont visibles au sein de certains peupliers hybrides P. deltoïdes × P nigra (Gourcilleau et al., 

2010 ; Chapitre 2). Cependant, ici aucun effet du traitement n’a pu être observé même sur la lignée 

« Contrôle » ; ceci suggère que le traitement aurait différents effets en fonction du fond génétique ce 

qui est d’ailleurs également le cas dans nos études précédentes chez certains génotypes (Gourcilleau 

et al., 2010 ; Chapitre 2).  

Dans cette étude, que ce soit en condition hydrique optimale ou de sécheresse suivie du ré-

arrosage, aucune corrélation n’a pu être établie entre la méthylation de l’ADN et la quantité de 

biomasse fraîche. Ce résultat est en opposition avec les résultats obtenus dans le chapitre 2 de la thèse 

(pépinière et sites pédoclimatiques) mais aussi dans l’article de Gourcilleau et al. (2010) (serre). Ceci 

peut être expliqué par le fait que la méthylation globale caractérisant cette étude a été réalisée sur 

des lignées issues du même génotype alors que différents génotypes ont été utilisés dans les études 

précédentes. 

L’analyse des données obtenues à l’issue du WGBS nous indique que le nombre de ‘reads’ et 

la distribution des nucléotides pour chaque échantillon biologique sont homogènes. Lors de 

l’alignement des séquences et après un contrôle qualité, en moyenne 32 % des « reads » en WW et 29 

% en WD-RW ont pu être alignés en utilisant le logiciel BISMAK sur le génome de P. tremula × P. alba. 

Le nombre de reads mappés est faible si l’on compare avec une étude WGBS réalisée sur des feuilles 

P.trichocarapa où 72,96 % en WW et 76,69 % en WD des reads avait pu être mappés. Ceci peut être 

expliqué par le fait que le contrôle qualité des données brutes n’est pas le même. De plus, le mapping 

a été réalisé avec un autre logiciel « SOAPa-ligner (v2.01) » et sur une séquence consensus du génome 

de P. trichocarpa contenant la version 2.0 du génome et quelques données de re-séquençage qui est 

mieux annoté que celui de P. tremula × P. alba (Liang et al., 2014). En effet, une autre étude menée 

sur des jeunes feuilles de P. trichocarpa en réponse à un stress phosphoré avaient montré qu’après 

contrôle qualité des données mais avec l’utilisation du logiciel « BISMARK » sur le génome P. 

trichocarpa (V2.0) ; seulement 57 % (phosphore moins élevé, Anderlingen) et 52 % (phosphore plus 

élevé, Wallstawe) des reads pouvaient être mappés (Schönberger et al., 2016). En ce qui concerne la 

couverture des reads dans notre étude une de 31 X WW et 33 X WD-RW avait été obtenue. Elle était 

équivalente à celle de l’étude de Liang et al. (2014) avec une couverture de 28,45 X WW et 29,93 X WD 

alors qu’une beaucoup plus faible, 17,27 X (Anderlingen) et 15,58 X (Wallstawe), avait été obtenue par 

Schönberger et al. (2016). De plus la distribution du taux de méthylation des cytosines dans le 

méthylome était équivalente à celle de Liang et al (2014) c’est-à-dire plus de méthylation en contexte 

CG et CHG en comparaison au contexte CHH.  
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Quelles sont les caractéristiques des DMR induites par la contrainte hydrique « DMR stress 

spécifiques » ? 

Lors de notre analyse WGBS peu de DMR ont pu être identifiées pour une même lignée lorsque l’on 

compare les deux conditions hydriques et ceci aussi bien pour la lignée « Contrôle » que les lignées 

hypométhylées avec en moyenne 1 250 DMR hypométylées et 1 200 DMR hyperméthylées. Dans le 

chapitre 1 de ce mémoire, il a été fait référence à une analyse réalisée dans des conditions 

expérimentales quasiment identiques mais l’approche était basée sur un MeDIP réalisé sur P.deltoides 

× P nigra. Dans cette partie, des DMR de 50 kb avaient pu être identifié entre la condition WW et WD-

RW distribuées de la façon suivante : 763 DMR hypométhylées et 5 564 hyperméthylées. Dans le 

chapitre 2 en utilisant une approche similaire à celle retenue dans le chapitre 1, mais à des échelles 

différentes, pépinière et sites pédoclimatiques, 252 et 701 DMR hypométhylées et 619 et 690 DMR 

hyperméhylées avait été détectées. Ainsi, si on compare toutes nos données, on peut voir que le 

nombre de DMR varie beaucoup entre expériences et techniques utilisées. Par ailleurs une analyse sur 

le riz a été réalisée en utilisant aussi une approche MeDIP lors d’une sécheresse consistant à un arrêt 

d’arrosage de trois jours à partir du tallage et des DMR de 200 pb. Lors de cette étude 506 DMR pour 

le génotype IR64 et 92 DMR pour le génotype DK151 avaient pu être détectées (Wang et al., 2016b). 

Ce qui appuie bien la grande variabilité de la quantité de DMR pouvant être identifiées. 

Quelles sont les caractéristiques des DMR inter-lignées « DMR lignées spécifiques » ? 

Il est possible d’observer beaucoup plus de DMR entre la lignée « ddm1_15» et la lignée « Contrôle » 

en conditions WW ou WD-RW : en moyenne 25 249 contre 9 875 pour « ddm1_23 ». Parmi ces DMR 

la majorité est hypométhylée et dépend du contexte de méthylation principalement en CHG puis CG. 

Par la suite ceci est confirmé parmi les DMR communes aux évènements transgéniques, soit 5 168 en 

WW (48 %) et 4 943 en WD-RW (45 %) avec la majorité des DMR qui étaient hypométhylées et réparties 

de manière inégale avec très peu de DMR en contexte CHH. De ce fait notre stratégie a été d’utiliser 

un critère de sélection des DMR CHH moins restrictif et qui permettait de donner autant de poids à ce 

contexte de méthylation que les autres c’est-à-dire 10 % de différence au lieu de 25 %. En effet, cette 

faible valeur reflète surement la petite quantité de cytosine méthylées dans ce contexte dans le 

génome du peuplier (Vining et al., 2012). En effet, chez Arabidopsis la méthylation est majoritairement 

présente en contexte CG alors que chez le peuplier, le maïs et le riz elle est majoritairement présente 

en contextes CHG et CG (Niederhuth et al., 2016). Après modification des critères de sélection pour les 

DMR CHH, les DMR étaient distribuées en condition WW de la façon suivante 45 DMR CG, 313 DMR 

CHG et 95 DMR CHH  tandis qu’en condition WD-RW on retrouve 36 DMR CG, 328 DMR CHG et 87 
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DMR CHH. Les peupliers ddm1 présentent ainsi de nombreuses DMR hypométhylées en contexte CHG 

puis en CG comme on l’observe dans les études menées sur des mutants ddm1 de maïs et de riz (Li et 

al., 2014; Tan et al., 2016). L’effet de DDM1 sur la méthylation en contexte CHH est aujourd’hui encore 

très mal compris. Ce contexte de méthylation est affecté essentiellement quand il est localisé au niveau 

des éléments transposables chez le maïs (Li et al., 2014) ou au niveau des régions géniques chez le riz. 

D’après Tan et al. (2016) OsDDM1 permettrait de faciliter la régulation d’OsDRM2 nécessaire pour la 

méthylation en CHH alors que chez Arabidopsis il ne serait pas nécessaire pour la méthylation en CHH 

(Baubec et al., 2010). A ce jour chez le peuplier aucune donnée n’est disponible sur PtDRM2 et ses 

mécanismes adjacents, cependant il pourrait être intéressant d’étudier la relation entre PtDDM1 et 

PtDRM2 afin d’expliciter cette faible quantité de DMR en contexte CHH. 

De façon surprenante, certaines DMR en contexte CG dans les lignées RNAi sont 

hyperméthylées par rapport à la lignée « Contrôle ». Ce résultat est en accord avec une étude qui 

illustre le fait qu’en cas d’absence de DDM1 un remaniement de l'hétérochromatine au niveau des 

centromères a lieu. Il permet la redistribution de la méthylation restante au niveau de certains gènes 

ce qui génère parfois des gènes hyperméthylées au sein des lignées globalement hypométhylées 

(Probst et al., 2003). 

Les relations entre les DMR, l’expression des gènes et la mobilité des ET peuvent-elles 

expliquer l’impact d’une hypométhylation artificielle sur le phénotype? 

Pour clarifier l’impact de la déficience partielle en DDM1 chez le peuplier, les DMR communes aux deux 

lignées RNAi vis-à-vis de la lignée « Contrôle » ont été considérées plus en détail. Une analyse de type 

GO montre des enrichissements dans les fonctions biologiques en relation avec des processus de 

développement et de réponse à des stress.  

La méthylation de l’ADN au sein de ces gènes révèle des variations spécifiques à sa localisation 

(corps du gène, promoteur, exons). Elle est aussi dépendante du contexte de méthylation et au niveau 

des régions promotrices des fluctuations induites par la contrainte sont détectables. Des études 

récentes ont déjà mis en évidence que la méthylation des cytosines localisée au sein des éléments 

régulateurs du gène, tels que les promoteurs, les régions 5’ et 3’ UTR, agissent sur l’expression des 

gènes de deux manières : i) en inactivant la transcription (Niederhuth et al., 2016), ii) en recrutant des 

histones désacétylases ou des complexes de remodelage de la chromatine. A contrario au niveau du 

corps des gènes son altération lors de la réponse à un stress abiotique peut être impliquée dans 

l’activation de certains gènes et dans la transcription de promoteurs cryptiques au sein du 

gène(Zilberman et al., 2007; Karan et al., 2012; Garg et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016). Certains 
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de ces gènes sont à la fois différentiellement méthylés et différentiellement exprimés comme le 

prouve une précédente étude sur des peupliers cultivés (Lafon placette et al., soumis). L’action de 

PtDDM1 sur l’expression de ces gènes candidats est en cours d’analyse mais aucune relation « cause 

conséquence » ne peut donc être confirmée à ce jour. Cependant, des études ont déjà montré que 

l’absence de DDM1 pouvait impacter l’expression de certains gènes de manière directe ou indirecte 

via les éléments transposables induisant ainsi une gamme de phénotypes particuliers (Kakutani, 1997; 

Vielle-Calzada et al., 1999; Soppe et al., 2000; Miura et al., 2001; Gendrel et al., 2002; Lippman et al., 

2004; Saze & Kakutani, 2007). 

Malgré les conséquences possibles de la mobilisation des éléments transposables (ET) aussi 

bien à court terme que lors de processus évolutifs, peu de données sont disponibles en raison de leur 

difficultés d’analyse (Quadrana et al., 2016). Dans ce contexte, une première approche a été initiée sur 

la mobilité des ET et plus particulièrement sur l’identification des familles actives les plus représentées 

dans les lignées RNAi en conditions de sécheresse-ré-arrosage. Cette première analyse a été menée 

en utilisant l’unique base de données disponible sur les séquences répétées du génome de P. 

trichocarpa et repositionnées sur le génome récemment publié de P. tremula x P. alba (Xue et al., 

2015). Certains ET actifs ont ainsi pu être détectés lors de l’analyse de mobilome en réponse à la 

contrainte (Gypsy 79), ou entre lignées (Gypsy 23 PTR) ou de l’interaction de ces deux variables (DNA 

3-3, Gypsy 71, Ogre). De plus, les ET d’une même famille ne sont pas affectés de la même manière. 

Différentes études déjà réalisées sur des mutants d’Arabidopsis ddm1 ont mis en évidence une 

réduction plus importante du taux de méthylation au niveau des éléments transposables (Jeddeloh et 

al., 1999) engendrant une activation d’ET tels que Tto1, Tar17, Gypsy, Copia, Vandal21c, Tag1 et les 

SINE (Kakutani et al., 1999; Hirochika et al., 2000; Soppe et al., 2000; Johnson et al., 2002; Lippman et 

al., 2004; Tsukahara et al., 2009; Khan et al., 2016).  

En conclusion, une analyse assez exhaustive allant du phénotypage à l’analyse du méthylome et 

du mobilome a été réalisée. Cette analyse indique qu’en condition hydrique non limitante, les lignées 

hypométhylées n’ont pas de phénotype particulier à l’échelle de la plante entière mais uniquement à 

des échelles plus fines telles qu’au niveau de l’anatomie foliaire et de certains paramètres fonctionnels 

impliqués dans la photosynthèse ou la circulation xylémienne. Les lignées hypoméyhylées semblent 

avoir une meilleure tolérance et être moins réactives à cette sécheresse modérée. La stratégie RNAi 

DDM1 utilisée met en évidence une réduction modérée de la méthylation de au sein de ces lignées. 

Les DMR induites par l’inhibition de PtDDM1 sont contextes dépendantes. Les premiers résultats sur 

les relations entre les DMR et l’expression des gènes et la mobilité des ET pour expliquer l’impact sur 

le phénotype ont permis de révéler un enrichissement de ces gènes en processus biologiques 

impliqués dans des processus de développement et de réponse à des stress. Il reste cependant à  



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

316 



C h a p i t r e  3  
Etude de la réponse de lignées hypométhylées à des variations de la disponibilité en eau 

 

317 

valider certains résultats (mobilome) et à compléter ce travail avec une analyse d’expression de gènes 

candidats (ceux en DMR) ce qui est envisagé à court terme dans l’équipe ARCHE. Ce travail sera alors 

valorisé sous la forme d’une proposition de publication (dont je serai 1er auteur) fin 2017 relatant une 

des premières analyses sur arbres hypométhylés en réponse à des variations de disponibilité en eau 

du sol. 

Limites et perspectives de cette étude 

La première limite de ce travail dans la partie écophysiologie comme rappelé précédement concerne 

la caractérisation biochimique du bois. En effet, les colorations Mäule et Wiesner ne permettent pas 

d’observer de réelle divergence entre lignées car elles ont été réalisées sur un seul individu et la 

balance de blanc concernant la prise des photographies n’a pas pu être effectuée. De ce fait, ces études 

qualitatives ne permettent pas d’établir des liens avec l’approche MIRS. La perspective directe 

consisterait à réaliser un plus grand nombre de réplicats et d’envisager de faire des dosages lignines 

pour avoir une meilleure caractérisation biochimique du bois et ainsi confirmer les prédictions MIRS. 

De plus une caractérisation des régions constituées des longueurs d’ondes contribuant le plus aux axes 

de l’ACP est envisageable. 

Par ailleurs, les différences entre lignées pour la résistance à la cavitation suggèrent l’existence 

d’ultrastructures particulières qui pourraient être confirmée en réalisant des observations en 

microscopie électronique (balayage et transmission) afin de déterminer les caractéristiques de ces 

ponctuations et de valider cette hypothèse.  

Pour finir, il serait envisageable lors d’une prochaine expérience d’analyser l’élongation 

racinaire de ces lignées hypométhylées car chez des mutants ddm1 d’Arabidopsis leur élongation est 

affectée (Qüesta et al., 2013; Cortijo et al., 2014; Kooke et al., 2015). 

La première limite de ce travail en épigénomique réside dans le fait que l’analyse des DMR a 

été focalisée (pour des raisons de temps) sur les DMR communes entre les deux lignées RNAi et qu’il 

serait intéressant de reprendre les analyses de toutes les DMR par lignée. Cependant, cette étude nous 

a ainsi permis de mettre en évidence les effets majeurs (reproductibles entre lignées) de l’inhibition 

partielle du gène PtDDM1. En effet, différents travaux ont déjà constaté que les lignées transgéniques 

RNAi de Populus mais aussi de Brassica rapa possèdent une gamme importante de variations de 

l’efficience de la suppression du gène DDM1 et de la réduction de leur taux de méthylation globale 

(Fujimoto et al., 2008; Zhu et al., 2013). Cette analyse plus fine aiderait aussi à clarifier les relations 

possibles entre la caractérisation phénotypique des lignées et la méthylation de l’ADN induites en 

réponse au cycle sécheresse suivi du ré-arrosage. 
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Une autre limite actuelle tient au fait qu’aucune analyse transcriptomique n’a été réalisée sur 

ces lignées. Une perspective immédiate à ces travaux sera de compléter notre étude avec des données 

d’expression de gènes candidats choisis directement via leur annotation par « gene ontology ». Cette 

analyse pourra être réalisée par RT-qPCR ou par fluidgm ou RNA seq. Ces stratégies permettraient de 

clarifier le lien entre la méthylation, la transcription et la réponse phénotypique qui reste aujourd’hui 

encore très mal comprise. 

Il sera également intéressant d’analyser les DMR obtenues dans les analyses précédentes (par 

MeDIP ; Chapitres 1 et 2) avec celles obtenues en WGBS. Pour ce faire, il faudra analyser les données 

de WGBS avec la méthode utilisée précédemment. La résolution des deux approches constitue 

néanmoins une limite à cette comparaison. Toutefois, il serait possible d'identifier les gènes en DMR 

et DEG dans toutes ces analyses (comme cela a déjà été fait entre les analyses MeDIP dans le Chapitre 

2), notamment avec celles du Chapitre 1. En effet, les résultats obtenus dans le Chapitre 1 

correspondent à des apex caulinaires actifs comme en WGBS et ont été soumis à un cycle sécheresse-

ré-arrosage en serre comparable. Cette comparaison permettrait de valider ces gènes comme des 

candidats dont l’expression et la méthylation sont affectés (soit en réponse à la contrainte, soit par 

suite à l’hypométhylation artificielle due au RNAi) dans le méristème apical caulinaire à la suite d’une 

contrainte hydrique. 

De plus, les analyses préliminaires réalisées sur les ET devront être complétées. Dans un 

premier temps, il serait intéressant de chercher à savoir si les régions identifiées correspondent à des 

DMR, d’analyser les « split-reads » pour confirmer la présence de reads qui correspondent à la jonction 

des cercles. Par la suite, afin de valider au laboratoire la présence de ces cercles extrachromosomiques, 

il serait pertinant d’envisager de faire un southern blot avec de l’ADN non digéré et d’utiliser une sonde 

spécifique à chacun des quatre candidats. De plus, il conviendrait de trier les ET en fonction de leur 

taille ou de leur proximité avec un ou plusieurs gènes. D’après Zemach et al. (2013) l’impact de ddm1 

est fortement lié à la taille de l’élément transposable. Pour finir, la proximité de l’insertion de l’élément 

transposable avec le gène influence de façon significative son expression, sa méthylation et le 

phénotype induit (Quadrana et al., 2016). 

Une autre limite résulte de notre analyse qui, pour l’essentiel, est fondée sur les gènes sans 

prendre en considération l’état chromatinien. Or des études ont déjà révélé que la méthylation induite 

par DDM1 influence de façon indirecte la méthylation des histones telle que H3K9 et des éléments 

transposables (Baubec et al., 2010; Vaquero-Sedas et al., 2011; Zemach et al., 2013). De ce fait, la 

méthylation dans les lignées ddm1 n’intervient pas seule mais en interaction avec les autres marques 

épigénétiques sur l’expression des gènes. De plus, il a été montré que DDM1 a un effet moins  
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important sur la méthylation présente au niveau des gènes euchromatiques, dépend de l’histone H1, 

mais n’est pas nécessaire pour la méthylation des ET majoritairement présents au niveau des régions 

hétérochromatiques chez Arabidopsis (Zemach et al., 2013). Une étude plus récente chez Arabidopsis 

a mis en évidence l’importance du rôle de DDM1 aussi au niveau des régions géniques (Kooke et al., 

2015). Tous ces résultats ont soulevé l’idée que la simple division du génome entre les gènes et les 

éléments transposables ne peut pas expliquer l’impact biologique de la méthylation de l’ADN si la 

configuration de la chromatine n’est pas considérée. De ce fait, une autre perspective de ce travail 

consisteraut à isoler la fraction de l’euchromatine ou hétérochromatine selon la méthode déjà retenue 

au sein du laboratoire (Lafon-Placette et al., 2013). 

Pour finir, l’utilisation d’une approche génome par WGBS possède aussi certaines limites. En 

effet, des régions répétées notamment ou non assemblées dans le génome ne sont pas couvertes par 

les séquences après alignement sur le génome de P. tremula × P. alba. L’avantage du WGBS est qu’il 

permet de couvrir majoritairement tous le génome et ne se focalise pas sur des régions ciblées à 

l’avance par des sondes comme pour les analyses MediP. Afin de pallier les points négatifs soulevés du 

WGBS deux solutions peuvent être proposées. En ce qui concerne le problème de couverture, il est 

possible d’utiliser le logiciel « methIMPUTE » (https://github.com/ataudt/methimpute/blob/master/ 

vignettes/methimpute.pdf) qui impute la méthylation pour des données manquantes. Ce logiciel 

repose sur l’idée qu'il est beaucoup plus probable qu'une cytosine voisine d'une cytosine dont on 

connait l'état (méthylé ou non méthylé) possède ce même état. Ainsi, même avec des régions avec 

une faible couverture ou des données manquantes, ce logiciel serait capable d'imputer l'état des 

cytosines dans un rayon d'environ 100 pb autour des régions où les cytosines sont caractérisées. Une 

autre solution peut s’envisager : faire du « Reduced representation bisulfite sequencing ; RRBS » pour 

palier le problème de couverture. Afin de contrer le mauvais assemblage du génome de référence, il 

est possible de réaliser un assemblage sur un pseudogénome de séquences répétées qui contient un 

ensemble de contigs possédant la séquence consensus de chaque séquence répétée du génome de 

référence (Lepesant et al., 2012). Cette stratégie permettrait de voir quel est l'état de méthylation 

moyen de chaque type de séquence répétée tel que les microsatellites, les pseudogènes, les long 

intersped repeats, repeat télomériques ou centromériques, etc...

https://github.com/ataudt/methimpute/blob/master/%20vignettes/methimpute.pdf
https://github.com/ataudt/methimpute/blob/master/%20vignettes/methimpute.pdf
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Figure 1: Schéma des interconnexions entre le génome et l’épigénome pour l’établissement du 
phénotype et de sa plasticité dans le cadre de l’adaptation des arbres aux changements climatiques 
(selon Maury, Segura et col. préprojet ANR EPITREE 2016). epiQTL : QTL épigénétique ;  SNP : Single 
Nucleotide Polymorphism ; PAV : Presence Absence Variation ; CNV : Copy Number Variation ; eQTL : QTL 
d’expression ; QTL : Quantitative Trait Loci ; eQTepiL : eQTL épigénétique ; QTepiL : QTL épigénétique ; 
QTT : transcrit de caractère quantitatif. 
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Aujourd’hui, la nature et l’importance des loci affectés par la méthylation de l’ADN ainsi que les connections 

avec l’expression des gènes ou l’activité des ET pour le déterminisme du phénotype et de sa plasticité sont 

au cœur des débats qui animent la communauté scientifique (Meyer, 2015; Bewick & Schmitz, 2017; 

Seymour & Becker, 2017 ; Figure 1). En effet, si des variations du méthylome ont été observées dans 

différentes situations biologiques et parfois corrélées à l’expression de gènes et au phénotype, la relation 

de causalité n’est toujours pas démontrée dans de nombreux cas. Dans ce contexte, les travaux présentés 

ici ont permis d’acquérir des données originales sur la méthylation de l’ADN chez le peuplier, un organisme 

fixe et pérenne, à propos duquel des documents sont jusqu’ici assez peu documenté (Plomion et al., 2016). 

Ces données ont été obtenues chez des hybrides dans des environnements contrôlés ou naturels (Chapitre 

1 et 2) mais aussi sur les premières lignées RNAi hypométhylées (Chapitre 3) en réponse à des variations de 

disponibilité en eau du sol.  

Notre hypothèse était que le MAC qui est le site de la morphogenèse de la tige feuillée perçoit de 

façon directe ou indirecte certaines variations environnementales comme la disponibilité en eau du sol et 

modifie en réponse le développement de l’axe aérien. On parle alors de plasticité phénotypique 

développementale. Ce phénomène pourrait utiliser des mécanismes épigénétiques (transmission par 

mitose) comme la méthylation de l’ADN. Notre objectif était donc de tester cette hypothèse en analysant 

les variations à l’échelle génomique de la méthylation de l’ADN du MAC lors de variations de la disponibilité 

en eau du sol chez des hybrides de peuplier. Cette approche était complétée par une approche inverse 

utilisant des lignées hypométhylées et en analysant leur réponse lors de la contrainte hydrique. Les cinq 

conclusions principales de ce travail sont les suivantes : 

 

1. Les résultats des deux premiers chapitres ont permis de mettre en évidence des variations de la 

méthylation de l’ADN au niveau du MAC notamment au niveau des gènes en réponse à des variations de 

la disponibilité en eau. Ces résultats sont en accord avec la bibliographie disponible chez le peuplier 

(Gourcilleau et al., 2010; Liang et al., 2014). De plus, cette étude a permis de confirmer que ces variations 

sont dépendantes du génotype (Gourcilleau et al., 2010; Zheng et al., 2013; Garg et al., 2015). Ces analyses 

confortent notre hypothèse et suggèrent un possible rôle de la méthylation de l’ADN dans la réponse au 

stress.  

 

2. L’analyse des gènes en DMR et DEG dans le MAC en réponse à des variations de disponibilité en eau révèle 

notamment un enrichissement en gènes impliqués dans les voies des phytohormones et la réponse aux 

stress abiotiques. Ces données suggèrent un rôle de la méthylation de l’ADN au niveau du MAC dans la  
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coordination de la réponse du peuplier à des variations de disponibilité en eau. Cela apporte de nouvelles 

données sur les mécanismes épigénétiques et transcriptomiques impliqués lors de la réponse aux stress 

déjà bien étudiée chez le peuplier lors d’un stress hydrique (Bogeat-Triboulot et al., 2007; Wilkins et al., 

2009; Hamanishi et al., 2010; Raj et al., 2011; Liang et al., 2014; Howe et al., 2015). De plus, cette étude 

est en accord avec plusieurs études déjà publiées sur le rôle de la méthylation dans la régulation 

transcriptionnelle de certains gènes spécifiques impliqués dans la réponse au stress hydrique et apporte 

des précisions sur les catégories de gènes affectées (González et al., 2011; Liang et al., 2014; Garg et al., 

2015). Il est possible également de replacer nos travaux dans un contexte plus général. En effet, le rôle 

possible de la méthylation de l'ADN des cellules méristématiques dans l’acclimatation des plantes à des 

environnements changeants a été identifié dans cette étude. Il complète les travaux récents sur le rôle de 

méthylation de l'ADN chez Arabidopsis thaliana dans l'adaptation au climat d'origine (Kawakatsu et al., 

2016). 

3. Dans le chapitre 2, les résultats ont confirmé les travaux précédents de Gourcilleau et al. (2010) sur 

l’existence d’une corrélation, positive en condition hydrique optimale et négative en condition hydrique 

limitante, entre la méthylation globale au niveau du MAC et la production de biomasse de la tige sur des 

dispositifs en serre (six génotypes), pépinière (huit génotypes) et en sites pédoclimatiques (31 génotypes). 

Ce résultat n’est actuellement pas expliqué mais il serait intéressant de localiser les DMR sur un ensemble 

de génotypes en lien avec les QTL de biomasse (Porth et al., 2013; McKown et al., 2014a,b; Evans et al., 

2014; Allwright et al., 2016; Fahrenkrog et al., 2017). Ce résultat pourrait également permettre de 

proposer un test précoce de potentiel de production de biomasse chez des génotypes de peuplier comme 

cela avait été envisagé dans le projet ANR SYLVABIOM (Bastien et al., 2015). 

 

4. L’étude de la stabilité des DMR (Chapitre 2) au niveau du MAC dormant suggère une transmission 

mitotique des variations de méthylation de l’ADN en réponse à l’environnement. Les régions conservées 

contenaient notamment des gènes impliqués dans la réponse aux stress abiotiques, les voies des 

phytohormones et des processus développementaux. Ces résultats complètent les études existantes sur 

l’hypothèse de l’implication de la méthylation de l’ADN dans un phénomène de « mémoire épigénétique » 

ou « priming » chez les plantes (Chinnusamy & Zhu, 2009; Ding et al., 2012; Kinoshita & Seki, 2014; Fleta-

Soriano & Munné-Bosch, 2016) et proposent que les variations de méthylation de l’ADN au niveau du MAC 

pourraient jouer un rôle dans des processus d’acclimatation à plus long terme comme lors de cycles 

successifs de sécheresse.  
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5. L’induction de DMR artificielles par RNAi chez le peuplier (Zhu et al., 2013) affecte la réponse de l’arbre 

lors de variations de la disponibilité en eau. Les lignées hypométhylées semblent plus tolérantes à des 

sécheresses, qu’elles soient modérées ou de plus fortes intensités, car plus résistantes à la cavitation. Une 

autre vision consiste à souligner que ces lignées hypométhylées ne répondent plus vraiment lors d’une 

contrainte modérée. Elles sont moins plastiques, que ce soit à l’échelle de la plante entière ou à l’échelle 

foliaire. Ces résultats seront donc à valider dans des contextes environnementaux variés. Cependant, les 

DMR hypométhylées qui ont été caractérisées étaient contexte dépendant (notamment en CHG) et 

contenaient des gènes en lien avec des fonctions biologiques associées à des processus de développement 

et à la réponse aux stress comme dans les études menées sur des mutants ddm1 de maïs et de riz (Li et 

al., 2014; Tan et al., 2016). D’autres analyses sont en cours mais ce travail ouvre des perspectives 

intéressantes dans le domaine de la plasticité phénotypique et de l’adaptation à l’environnement chez les 

arbres. 

 

Les différentes limites et perspectives immédiates aux travaux présentés ici ont déjà été discutées 

à la fin de chaque chapitre. En revanche, il semble pertinent de réfléchir à des perspectives plus générales 

à ces travaux et au domaine de l’épigénétique chez les arbres qui a été proposé comme l’une des dix 

grandes avancées des dix dernières années en génomique des arbres forestiers (Plomion et al., 2016) et 

identifié comme prioritaire dans le cadre du projet transatlantique intitulé « FoResTTraC » 

(http://www.foresttrac.eu/index.php/project ; Bräutigam et al., 2013). J’ai ainsi choisi de développer trois 

pistes majeures sur cette thématique en relation avec les travaux de cette thèse : 

 

1. Elargir le rôle de la méthylation de l’ADN dans des traits spécifiques de vie des arbres en relation 

avec leur environnement. Les arbres présentent, en effet, des traits spécifiques de vie comme la 

dormance des bourgeons et la xylogenèse rythmées par les saisons tout au long de leur vie. Ainsi, au sein 

de MAC chez le peuplier la levée la dormance nécessite à la fois une période de froid et une modification 

de la photopériode. Une étude récente, à laquelle nous avons participé en collaboration avec l’équipe du 

professeur Isabel Allona de l’Université Polytechnique de Madrid, a ainsi montré une interaction entre la 

déméthylation active de l'ADN, la réinitialisation du métabolisme cellulaire et la reprise de croissance 

apicale de la tige lors du débourrement du bourgeon apical chez le peuplier (Conde, Perales, Le Gac et al., 

soumis à Plant, Cell & Environment ; voir en Annexe 4). Une autre étude chez le peuplier, avait déjà montré  

http://www.foresttrac.eu/index.php/project
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Figure 2 : Régulation hypothétique existante entre l’auxine et les marques épigénétiques (Yamamuro et 
al., 2016) 

 

 

Figure 3 : Schéma présentant deux concepts émergents sur les interactions réciproques entre l’action 
des facteurs de transcription (FT ou TF) et la méthylation de l’ADN. (A) la fixation du FT dicte le statut de 
la méthylation au niveau des sites de fixation. Les ronds noirs représentent l’ADN méthylé et les blancs 
l’ADN non méthylé. Chez les animaux, la fixation du répresseur transcriptionnel CTCF réduit la méthylation 
au niveau de son site de fixation en s’associant potentiellement avec une enzyme TET (ten-eleven-
translocation), qui peut déméthyler le contexte CG. (B) la méthylation de l’ADN dicte l’activité du site de 
fixation du FT. Chez les animaux, NRF1 (nuclear respiratory factor 1) se fixe seulement quand l’ADN n’est 
pas méthylé (Zhu et al., 2016).

A 

B 
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que la méthylation de l’ADN était impliquée dans la floraison et la différentiation sexuelle (Song et al., 

2013). Ces travaux confirment dans des contextes différents l’importance des mécanismes de la 

méthylation et déméthylation dans le MAC pour contrôler le développement en relation avec 

l’environnement. Il serait pertinent d’élargir notre étude à d’autres contraintes environnementales et 

d’autres méristèmes tels que le méristème racinaire (centre de morphogenèse pouvant percevoir de 

manière directe la contrainte hydrique) ou le cambium (centre de la xylogenèse qui est en relation avec la 

qualité du bois) comme cela a été suggéré par une étude récente (Wang et al., 2016a). En effet, 

l’élargissement de l’étude pourrait prendre en compte l’impact de cycles répétés de contraintes, de 

contraintes cumulées, d’intensités ou de durées de contraintes variables sur plusieurs années de la vie de 

l’arbre et au niveau de plusieurs méristèmes et traits de vie.  

 

2. Clarifier les interactions entre la méthylation de l’ADN et la signalisation par les 

phytohormones en élargissant les études aux autres marques de la chromatine, la structure de 

la chromatine, les facteurs de transcription et l’expression des gènes. Des études récentes 

montrent, tout comme nos travaux, qu’il existe une interaction réciproque entre les voies de 

signalisation des phytohormones et les marques épigénétiques (Yamamuro et al., 2016). 

Exemple du gène WUS qui permet la différenciation des cellules souches au niveau du MAC. Ce gène est à 

la fois régulé par l’auxine et les cytokinines mais aussi par des mécanismes épigénétiques. Au sein de 

muatnt knock out met1 d’Arabidopsis ce gène est activé par une réduction graduelle de la méthylation à 

ses alentours (Yamamuro et al., 2016). Il est communément admis que la méthylation de l’ADN n’agit pas 

seule mais en interaction avec les marques de la chromatine et ceci en relation avec la dynamique de celle-

ci. Par exemple, il existe des interactions importantes entre la méthylation des histones, la H3K9 et H3K4 

par exemple, la méthylation de l’ADN et le silencing des gènes (Du et al., 2015). Différentes approches 

permettent d’étudier les marques des histones (ChiP), les petits ARN (RNA seq), la structure de la 

chromatine (ATAC seq). Il est également possible d’élargir à l’étude de la mobilité des éléments 

transposables par des analyses de type mobilome (Chapitre 3). De plus, des travaux récents notamment 

sur des modèles animaux suggèrent que les facteurs de transcription (FT) agissent non seulement comme 

des lecteurs de la méthylation de l’ADN mais aussi comme des effecteurs de celle-ci (Figure 3 ; Zhu et al., 

2016). Récemment chez Arabidopsis, une approche par « DNA affinity purification sequencing » ou DAP-

seq a permis de révéler que plus de 75 % des FT étaient sensibles à la méthylation de leur site de fixation 

(O’Malley et al., 2016). Associer l’ensemble de ces analyses dans une approche intégrative sur le rôle des 

phytohormones au niveau du MAC du peuplier permettrait de mieux comprendre la signification  
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Figure 4 : Les différentes applications envisageables par la technique du CRISPR-Cas9 (Liu et al., 2017). NHEJ (jonction 
non homologue des extrémités), HR (recombinaison homologue), CRISPRi (CRISPR interférence), nCas9 (nucléase) et 
dCas9 (protéine). Une application possible dans le cadre de l’épigénétique (voir cadre rouge sur la figure) serait par 
exemple la modification ponctuelle de cytosine ce qui impacterait la méthylation de l’ADN. 

 

Figure 5 : Illustration des interactions entre les variations génétiques, épigénétiques et phénotypiques. Les différences 
génotypiques (G), environnementales (E) mais aussi l’interaction environnement et génotype (G x E) engendrent des 
variations épigénétiques. Les variations génétiques et épigénétiques agissent ensemble ou séparément sur l’expression 
des gènes menant à la création de changements phénotypiques. L’activation de la transcription de certains gènes 
engendrerait des modifications épigénétiques. Le phénotype généré peut être sujet à la sélection naturelle et de ce fait 
moduler la quantité de variants génétiques de manière indirecte mais en ce qui concerne les variants épigénétiques 
aucune évidence n’a pu être observée au sein de populations naturelles (Seymour & Becker, 2017). 
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biologique des variations de la méthylation de l’ADN. Le MAC du peuplier est un matériel biologique de 

choix car de nombreux travaux se sont intéressés à la dynamique de la distribution des phytohormones 

dans le MAC en relation avec l’expression de gènes du développement (Shani et al., 2006) et une étude 

sur la structure de la chromatine et la méthylation de l’ADN a déjà été menée sur ce matériel (Lafon-

Placette et al., 2013). Une autre proposition consisterait à réaliser ces mêmes analyses sur les lignées RNAi 

disponibles au LBLGC et qui sont hyperméthylées (PtDME ; Conde et al., soumis, voir Annexe 4) ou 

hypométhylées (PtDDM1 ; Zhu et al., 2013 et Chapitre 3). Une autre stratégie à plus moyen terme pourrait 

utiliser la technique CRISPER-Cas9 (Figure 4 ; Liu et al., 2017). Cette toute nouvelle technique est déjà mise 

au point sur différentes espèces dont le peuplier mais pas encore pour des gènes impliqués dans la 

méthylation (Fan et al., 2015). Cette technique a été récemment modifiée pour ajouter ou retirer 

directement des groupements méthyles à des sites spécifiques de l’ADN et tester ainsi l’impact sur 

l’expression de gènes chez la souris (Liu et al., 2016). Ce résultat majeur ouvre d’immenses perspectives 

dans l’« éditing » de la méthylation de l’ADN qui pourrait être mise à profit sur la thématique de 

l’épigénétique chez les arbres. 

 

3. Clarifier les relations entre les variations génétiques, épigénétiques et le phénotype en 

réalisant des études d’épigénomique sur des populations issues de différents environnements. 

L’épigénomique des populations est une thématique émergente qui a déjà apporté des résultats 

significatifs chez plusieurs espèces et notamment chez Arabidopsis (Figure 5 ; voir la revue de Seymour & 

Becker, 2017). En effet, toutes les études s’accordent à montrer qu’une part significative des variations de 

méthylation de l’ADN est génétiquement contrôlée. De plus, la méthylation de l’ADN intervient de façon 

mineure mais significative l’expression des gènes. En revanche, ces études ont été réalisées sur des 

populations en conditions contrôlées (en serre) ce qui doit certainement sous-estimer l’effet des 

interactions G x E et nécessiterait de mener des études sur des populations étudiées in situ dans des 

conditions environnantes que l’on pourraient qualifier de plus « naturelles » ou en tout cas plus 

intégratives de la complexité des facteurs biotiques et abiotiques.Dans ce contexte, les populations de 

peuplier noir ont été particulièrement étudiées pour leur diversité génétique et phénotypique sur 

quelques traits spécifiques des arbres comme la phénologie, la qualité du bois, l’efficience d’utilisation de 

l’eau (Chamaillard et al., 2011; Guet et al., 2015a,b ; Projet ANR SYBIOPOP, V. Segura, INRA Orléans). Une 

étude préliminaire sur la méthylation globale du MAC avait déjà été menée entre le LBLGC (F. Brignolas. 

et S. Maury) avec l’INRA d’Orléans (M. Villar) au cours d’un projet innovant financé par le département 

EFPA sur trois populations naturelles de P. nigra (issues de trois sites géographiques en France) cultivées  
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Figure 6 : Le phénotype d’un organisme est contrôlé au travers de variations génotypiques, 
épigénétiques et environnementales. Les variations génotypiques incluent les SNP, les sites d’insertion / 
délétion (InDel) et les ET qui engendrent des variations qualitatives et quantitatives. L’environnement peut 
agir directement sur le phénotype, l’expression des gènes, ou générer des modifications post 
transcriptionelles. L’épigénotype affecte en premier le phénotype via l’altération de l’expression des 
gènes. La ligne en pointillés indique les interactions qui ont été proposées pour influencer l’épigénotype. 
L’épigénotype semble pouvoir contenir des informations des interactions avec les génotypes passés ou 
actuels, tels que les éléments transposables ou provenant des signaux environnementaux mais aussi avec 
des variations stochastiques (Springer, 2013).
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en pépinière à l’INRA d’Orléans en conditions hydriques optimales ou limitées (Chamaillard et al., 

2011 ; données non publiées). Cette analyse montrait des différences entre populations et en leur sein 

mais aussi en réponse à la contrainte hydrique. Ainsi les populations naturelles de P. nigra 

représenteraient un modèle pertinent d’étude en épigénomique des populations chez les arbres. Elles 

font d’ailleurs l’objet d’une proposition de projet ANR (déposé en Avril 2017) nommé EPITREE. 

 

4. Au final, l’ensemble de ces perspectives participerait à tester si l’épigénétique est un « outil » 

pertinent en amélioration et sélection (Figure 6 ; Springer, 2013) chez les arbres. En effet, il est 

possible de suivre trois pistes :  

- L’utilisation du polymorphisme de méthylation (SMP ou DMR) en plus du polymorphisme 

structural (SNP, CNV, PAV) (voir Figure 1) pour améliorer les modèles de prédiction du 

phénotype (Figure 6 ; Springer, 2013) par exemple au travers d’études d’EpiGWAS (Johannes 

et al., 2009; Pecinka et al., 2013; Cortijo et al., 2014; Kooke et al., 2015; Kawakatsu et al., 2016; 

Seymour & Becker, 2017). 

- Valoriser les connaissances sur le rôle de l’épigénétique dans le phénomène de « priming » ou 

« mémoire du stress » pour sélectionner des plants plus tolérants à diverses contraintes 

environnementales et notamment dans le cadre du changement climatique (Kinoshita & Seki, 

2014). 

- Exploiter la composante épigénétique en relation avec le phénomène d’hétérosis (Chen, 2013) 

pour sélectionner des hybrides encore plus performants. Récemment, une étude utilisant des 

mutants ddm1 d’Arabidopsis a souligné l’implication de la méthylation de l’ADN dans la 

vigueur hybride (Zhang et al., 2016; Kawanabe et al., 2016). De plus, une première étude sur 

peuplier a montré que les profils de méthylation des parents sont partiellement transmis ou 

remodelés chez leurs hybrides, ceux-ci ayant un niveau de méthylation non-additif (Gao et al., 

2014). 
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Annexe 4 : Publication Conde et al. (soumis) 

Présentation synthétique de la publication 

 

 Contexte. Au cours de ma thèse, une collaboration a été initiée entre le laboratoire « Centro 

de Biotecnologia y Genomica de Plantas » de Madrid (Professeur Isabel Allona, CBGP, Espagne) et 

notre laboratoire. Dans ce contexte, Daniel Conde, doctorant au CBGP, est venu en stage doctoral au 

sein de notre équipe afin de réaliser l’analyse de la méthylation de l’ADN sur des apex caulinaires de 

peuplier. Ces échantillons proviennent d’une étude visant à identifier les déterminants moléculaires 

de la reprise d’activité du bourgeon au printemps suite à la levée de dormance par des conditions de 

froid et de photopériode. Dans ce cadre, D. Conde avait précédemment constaté une hypométhylation 

par une technique d’immunofluorescence avec des anticorps anti-5-méthylcytosine sur des coupes 

fines d’apex caulinaires de peuplier lors de la reprise de croissance (Conde et al., 2013). De plus, il avait 

observé l’induction concomitante de l’expression d’une déméthylase (DEMETER LIKE 10, PtaDML10). 

Il a alors été entrepris de produire des lignées RNAi chez Populus tremula × Populus alba partiellement 

inhibées pour PtaDML10. Deux lignées ont ainsi été sélectionnées, appelées KD2 et KD5. Ces lignées 

ont ensuite été utilisées afin d’identifier des loci ciblés par PtaDML10 lors de la reprise de croissance 

suite à la levée de dormance. 

 

 Objectifs. L’objectif premier était de quantifier l’évolution de la méthylation globale de l’ADN 

du MAC de peuplier pendant la période de levée dormance pour confirmer les données 

d’immunofluorescence. Pour ce faire nous avons utilisé une approche HPLC bien maitrisée dans 

l’équipe depuis plusieurs années (Causevic et al., 2005; Gourcilleau et al., 2010; Trap-Gentil et al., 2011; 

Zhu et al., 2013). Le deuxième objectif a consisté en la mise en place d’une approche épigénomique 

par séquençage bisulfite du génome entier (WGBS) dont nous venions de faire la mise au point chez le 

peuplier et notamment les analyses bioinformatiques développées dans le chapitre 3 de ma thèse. 

 

 Implication. J’ai ainsi participé à la quantification de la méthylation globale de l’ADN par la 

méthode HPLC (avec A. Delaunay du LBLGC) et j’ai co-réalisé l’analyse bioinformatique des données 

obtenues par WGBS (réalisé par Fasteris, une plateforme de services de séquençages NGS en Suisse 

sous le contrôle de S. Maury du LBLGC) sur les trois lignées testées : WT (une lignée contrôle), KD2 et 

KD5 (deux lignées partiellement inhibées pour PtaDML10). Pour finir, j’ai été impliquée dans la 

relecture du manuscrit soumis à Plant, Cell & Environment le 28 Avril 2017 et pour lequel je suis 3ème 

auteur. 
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 Résultats et discussion. Quatre résultats majeurs ont été mis en évidence dans cette étude : 

1. La levée de dormance du bourgeon apical est précédée par une réduction de la méthylation 

globale de l’ADN au niveau du MAC du peuplier en accord avec les données 

d’immunofluorescence (Conde et al., 2013).  

2. L’expression de PtaDML10 est induite pendant la période de l’écodormance et pendant le 

débourrement du bourgeon au niveau du MAC du peuplier. L’activation de PtaDML10 et la 

levée de la dormance apicale sont étroitement liées à l’induction par une période de froid. Il y 

a donc une corrélation entre la méthylation globale et l’activation de PtaDML10 dans le 

bourgeon lors de la levée de dormance. 

3. Les lignées PtaDML10 RNAi (KD2 et KD5) présentent un retard de débourrement du 

bourgeon par rapport à la lignée contrôle démontrant l’implication de cette DEMETER LIKE 

dans le contrôle de la reprise de croissance suite à la levée de dormance. 

4. L’analyse comparée en RNA-seq et WGBS a permis de montrer que des gènes favorisant la 

reprise de croissance ou son ralentissement sont des cibles de la déméthylation par PtaDML10 

lors du débourrement du bourgeon. 

 

 Conclusion Ce travail souligne l’importance des mécanismes de déméthylation par les DML 

dans le contrôle de différents stades de transition du développement chez les plantes en relation avec 

l’environnement, ici la levée de dormance chez un arbre comme cela avait été montré par exemple 

dans le cas de la maturation du fruit de tomate (Liu et al., 2015) 

A titre personnel, cette collaboration m’a permis de valoriser des compétences techniques et 

analytiques notamment en bioinformatique et statistique sur une approche corrélative assez similaire 

à celle développée dans le chapitre 3 de ma thèse. Durant cette période, j’ai ainsi été amenée à 

travailler, échanger en anglais, collaborer dans un contexte internationale avec différentes personnes 

ce qui a été très enrichissant. Ce travail m’a également permis de compléter ma vision de mon sujet 

de recherche en étudiant un autre exemple de l’effet de la méthylation / déméthylation sur la plasticité 

phénotypique en réponse à un environnement changeant. Enfin, les deux lignées RNAi de peupliers 

DML ainsi qu’une lignée surexprimant une DML de Castanea sativa (Conde et al., soumis) de nos 

collaborateurs (I. Allona, Espagne) sont désormais disponibles au LBLGC avec les lignées RNAi DDM1 

(collaboration S. Strauss, USA) pour poursuivre nos études, avec cette collection unique, afin d’élucider 

l’impact de la méthylation de l’ADN sur la plasticité phénotypique du peuplier (Thèse M. Dia Sow, 2016-

2019 au LBLGC). 
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Abstract 

Annual dormancy‐growth cycle is a developmental and physiological process essential for the 

survival  of  temperate  and  boreal  forests.    Seasonal  control  of  shoot  growth  in  woody 

perennials requires specific genetic programs  integrated with  the environmental signals. The 

environmental‐controlled mechanisms  that  regulate  the  shift  between  winter  dormancy  to 

growth  promoting  genetic  program  are  still  unknown.  Here,  we  show  that  dynamics  in 

genomic DNA methylation (gDNA) levels regulate dormancy‐growth cycle in poplar. We proved 

that the reactivation of cell division in the apical shoot that lead bud break process in spring, is 

preceded by a progressive  reduction of gDNA methylation  in apex  tissue. We also  identified 

that the induction in apex tissue of a chilling‐dependent poplar DEMETER‐LIKE 10 (PtaDML10) 

DNA  demethylase  precedes  shoot  growth  reactivation.  Transgenic  poplars  showing  down‐

regulation  of  PtaDML8/10  caused  delayed  bud  break.  Genome  wide  transcriptome  and 

methylome analysis and data mining revealed the gene targets of active DML‐dependent DNA 

demethylation genetically associated to bud break.  These data point to a chilling dependent‐

DEMETER‐like  DNA  demethylase  controlling  the  genetic  shift  from  winter  dormancy  to  a 

condition that promotes shoot apical vegetative growth in poplar. 

Significance Statement 

Perennial plant development must be synchronized with the environment to safeguard 

growth  over  multiple  seasons.  Therefore,  perennial  plants  need  environmental 

sensitive molecular switches to shift between winter dormancy to a growth promoting 

genetic program. We  show  that DEMETER  reprograming occurs  in  two  simultaneous 

processes: 1) by enabling the reactivation of key genes controlling protein homeostasis 

checkpoints, along with  the activation of blue  light and L1 specific cell signaling, and 

overall  meristem  activity;  and  2)  by  downregulating  several  genes  that  are  highly 
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expressed during bud dormancy,  including genes involved in resetting cellular osmotic 

conditions and nuclear‐cytoplasm export. This work reveals the crosstalk between the 

environmentally‐controlled  active DNA  demethylation  and  the  genetic  reprograming 

occurring during dormancy to growth transition in poplar. 

Introduction 

Temperate and boreal perennials are distributed around  the world  in  those regions  in which 

four seasons are well defined based on their specific weather conditions along the year. Hence 

these tree species have developed complex molecular mechanism to adapt their annual cycle 

with the specific environmental conditions  in each season, to guarantee their survival, sexual 

reproduction and seed set in adult trees. Winter dormancy is the strategy used by perennials 

in  temperate and boreal  regions  to avoid  cold damage. During winter dormancy,  growth  is 

inactivated  in  all meristems  of  the  tree,  i.e.,  the  shoot  apical meristem  (SAM),  the  axiliary 

meristem, and the stem vascular cambium. Winter dormancy begins in autumn with an initial 

stage of ecodormancy, when the growth of the SAM and vascular cambium is arrested by short 

days  (SD)  and  cold  temperature. During  this  period,  the  tree  forms  autumn  apical  buds  to 

protect  the SAM and  simultaneously develops moderate cold  tolerance. The  second  stage  is 

the endodormancy, when  trees acquire maximum adaptation  to  the  cold. These  two  states, 

ecodormancy  and  endodormancy,  were  described  by  (1).  During  this  period,  a  chilling 

requirement needs to be fulfilled for growth to resume. Once the chilling period is fulfilled, the 

trees enter  in the ecodormancy again, allowing bud break and the recovery of active growth 

under growth‐promoting environmental conditions of spring. Annual cycle of temperate trees 

has been reviewed in (2).  

Efforts are being focus on elucidating the winter dormancy control, since it determines several 

economically  important  traits  in perennials, among  them  tree  annual  growth  rate  and  fruit 
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development.  The  main  molecular  players  in  dormancy  regulation  identified  so  far  are: 

FLOWERING LOCUS T (FT) mediating the photoperiod signaling that leads to growth cessation 

at dormancy entry  (2–4) and FD‐LIKE1  (FDL1) and ABA  INSENSITIVE 3  (ABI3) controlling bud 

maturation  and  cold  acclimation  in  poplar  (5).  Maintenance  of  dormancy  require  the 

CENTRORADIALIS‐LIKE1 (CENL1) in poplar (6) and the regulation of the chromatin function by 

histone modifications associated to  the  function of DAM genes  in peach  (7, 8). At dormancy 

exit, EARLY BUD‐BREAK1 (EBB1) is needed to promotes bud burst in poplar (9, 10).  

Energy fluxes through the TCA cycle link the metabolic status of plants to the DNA methylation 

status  (11). Cellular dynamics  in NAD+/NADH  ratio affects methylation  status of plants  (12). 

The reduction of cellular metabolism during the dormancy leads to a higher NAD+/NADH ratio 

that potentially would promote DNA methylation (11). According to this, in chestnut (Castanea 

sativa),  the  bud  formation  during  winter  dormancy  and  bud  break  during  spring  are 

accompanied  by  an  increment  and  a  decrease,  respectively,  of  gDNA  methylation  (13). 

Similarly  in  apple  (Malus  x  domestica)  the  transition  from  dormant  bud  to  fruit  set  is 

accompanied by a progressive decrease of gDNA methylation  (14). It has been proposed that 

the  mechanisms  of winter  dormancy  in  trees  and  vernalization  in  herbaceous  plants  show 

similarities  (8, 15). According  to  this, DNA hypomethylation  resulted  in early  flowering or  a 

reduced vernalization requirement to promote flowering in annual plants and to bolt tolerance 

in sugar beet (16–18). 

DNA methylation  refers  to  the  addition  of  a methyl  group  in  the  fifth  position  of  cytosine 

(5mC)  and  promotes  changes  in  gene  expression  (19).  DNA  methylation  occurs  and  is 

maintained  by  three DNA methyltransferases  in  plants  that  recognize  different methylation 

contexts  (CG,  CHG  and  CHH,  where  H  =  A,  C  or  T)  (20).  An  important  feature  of  DNA 

methylation  is  its  reversibility,  which  can  occur  passively  after  de  novo  synthesis  of 

unmethylated strands during DNA replication, or actively through the actions of enzymes that 
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remove the methylated bases. In Arabidopsis there are four DEMETER‐LIKE DNA demethylases 

(DMLs)  (21). Active demethylation by DMLs enables  the expression of genes  in  response  to 

biotic and abiotic stresses in Arabidopsis (22, 23). Moreover, DMLs have been associated with 

developmental  transitions  during  fruit  ripening  in  tomato  and  nodule  development  in 

Medicago truncatula (24, 25).  

Here,  we  addressed  the  role  of  genomic  DNA  methylation  during  dormancy‐growth  cycle 

regulation  in poplar. We showed that the reactivation of shoot apical growth  is preceded by 

reduced genomic DNA methylation  in apex  tissue while DEMETER‐LIKE DNA demethylase 10 

(PtaDML10)  is  induced  at  the  apex  after  a  chilling  fulfilment  during  ecodormancy.  Our 

functional analysis showed that an active DML‐dependent DNA demethylation is necessary for 

poplar  bud  break.  Through  genome  wide  transcriptome  and  methylome  analysis  and  data 

mining,  we  identified  the  gene  targets  for  the  active  DML‐dependent  DNA  demethylation 

genetically  associated  to  bud  break.  These  data  point  to  DEMETER‐mediated  DNA 

demethylation  in  controlling  environmentally‐induced  developmental  stage  transition  that 

shift from winter dormancy to a condition that promotes shoot apical vegetative growth.  

Results and Discussion 

Bud  break  is  preceded  by  a  reduced  genomic  DNA  methylation  in  poplar  apex  while 

PtaDML10 is induced during ecodormancy and bud break 

To understand the temporal pattern of genomic DNA (gDNA) methylation during the transition 

from  dormancy  to  growth, we  profiled DNA methylation  by  high‐resolution HPLC  in  poplar 

trees SAM growing under natural conditions, weekly from January to the time of bud break in 

April, (Fig. 1A). In this profile, a stage of gDNA hypermethylation in February was followed by a 

period of marked hypomethylation, with minimum levels detected on March 24. Subsequently, 

bud  break  (stages  1,  2  and  3  of  apical  bud  development,  Fig.  1  A  and  B),  coincided  with 
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increased 5mC  levels.  Similar  pattern of 5mC  confer plasticity  in environmentally‐controlled 

responses  such  as  vernalization  in  sugar  beet  (19).  Thus,  this  particular  gDNA  methylation 

pattern  is  a  common  readout  generated by  the physiological  state of  the  shoot  apical  cells 

during poplar dormancy and sugar beet vernalization. 

To  elucidate  whether  the  decrease  in  gDNA  methylation  precedes  or  follows  cell  cycle 

reactivation, we examined  the expression of D‐type cyclin PtaCYCD6:1,   a marker of growth 

reactivation in poplar apical meristem (26). PtaCYCD6:1 mRNA levels rose from March 17 until 

the  last time point April 14 (bud stage 3, based on the scale established  in   (27, 28) (Fig. 1B) 

indicating  that most  likely  this decrease  in gDNA methylation  level  is produced by an active 

DNA demethylation mechanism, because  it occurs previously  to the reactivation of cell cycle 

that lead bud break. 

This  scenario  led us  to  identify poplar DNA demethylases,  through phylogenetic and protein 

sequence analysis.   We  identified  three putative DMLs  genes  in poplar, PtaDML6, PtaDML8 

and PtaDML10, containing all domains and amino acids conserved in DMLs, essential for active 

5mC  excision  (Fig.  S1).  To  elucidate  if  one  of  these  poplar  DMLs  could  be  involved  in  the 

reduction of gDNA methylation that precedes bud break, we analysed their annual expression 

pattern (monthly)  in stems, and their expression pattern during winter dormancy (weekly)  in 

stems and apices. Annual expression patterns of the three genes in poplar stems revealed that 

only PtaDML8 and PtaDML10 showed highest  levels during vegetative growth, with PtaDML8 

expression  peaking  in  June  during  the  highest  growth  period  and  PtaDML10  expression 

peaking at  the  time of bud break  (April)  (Fig. 1C and Fig. S2A).  In  the expression profile  for 

poplar stems and apices, PtaDML10  induction was observed  in  late winter dormancy  (end of 

February)  with  maximum  expression  levels  produced  at  bud  break  (April  1  and  9),  while 

PtaDML8 expression remained constant in stems and apices (Fig. 1 D and E and Fig. S2 B and 

C).  These  observations  are  consistent  with  previous  transcriptome  analyses  indicating  the 
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increased  PtaDML10  expression  during  dormancy  release,  the  transition  from  endo‐  to 

ecodormancy that precedes the bud break, in poplar (29). 

Additionally, PtaDML10 mRNA was  localized by FISH in poplar apices. The fluorescence signal 

was detected  in  the L1  layer and central SAM, and also  in  the  tips of  leaf primordia at bud 

break (April 14) (Fig. 1F). This spatio‐temporal localization is similar to that reported for EARLY 

BUD‐BREAK 1 (EBB1), a putative APETALA2/ethylene responsive transcription factor  in poplar 

(30).  EBB1  overexpression  causes  early  bud  break  in  poplar,  and  activates  CYCD3  genes  in 

Japanese pear, whereas  its down‐regulation delays  this process  in poplar  (30, 31). Relatively 

higher expression of EBB1  in L1  indicates  the  importance of  this  layer  in  the  reactivation of 

SAM growth in spring.  

In  order  to  dissect  whether  the  activation  of  PtaDML10  and  the  reduction  of  gDNA 

methylation occur during endo‐ or ecodormancy stages, cuttings were taken from trees grown 

in their natural environment in both conditions, a set of cuttings taken from trees that had not 

fulfilled the chilling requirement (endodormant cuttings) and a set of cuttings from trees that 

did fulfil the chilling requirement (ecodormant cuttings). Both sets were transferred to growth 

promoting‐conditions,  long  day  (LD)  at  22°C,  in  a  growth  chamber  and  phenological 

observations were made at 0, 6 and 12 days after  transfer  (Fig. 1G). 85% of  the ecodormant 

apical buds on day 12 reached stages 1 or 2 (27, 28), indicating the initiation of bud break (Fig. 

1G).  The  gDNA  methylation  level  in  the  ecodormant  apical  buds  was  higher  than  in  the 

prechilling  ones,  but  decreased  significantly  12  days  after  transfer  to  growth‐promoting 

environment, when bud break process began (Fig. 1H). However, the gDNA methylation levels 

in  endodormant  apical  buds  did  not  show  changes  during  the  same  period  (Fig.  1H). 

Accordingly,  PtaDML10  RNA  levels  remained  very  low  in  endodormant  apices,  while  it 

expression was  gradually  induced  in  ecodormant  apices,  reaching  the maximum expression 

when the bud break began (after 12 days under growth‐promoting environment) (Fig. 1I). The 
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resumption  of  growth  in  the  ecodormant  samples  after  12  days  was  indicated  by  the 

expression  of  PtaCYCD6  (Fig.  1J).  In  summary,  the  results  of  this  experiment  showed:  in 

endodormant  apical  buds  there  is  not  initiation  of  bud  break  after  12  days  under  growth 

promoting‐conditions,  there  are  neither  changes  in  gDNA  methylation  nor  induction  of 

PtaDML10 during this period. In contrast, ecodormant apical buds initiated bud break after 12 

days  under  growth‐promoting  environment,  and  this  process  is  accompanied  by  both,  a 

significant reduction of gDNA methylation level and a huge induction of PtaDML10 expression.  

All  together  indicate  that dormancy  release  is necessary  for PtaDML10  induction during  the 

process of bud break, and suggest that it could be implicated in the gDNA demethylation that 

precedes bud break. 

Collectively,  the  expression  pattern  suggests  that  PtaDML8  would  play  a  role  during  the 

vegetative growth period, particularly in stem tissues, and that PtaDML10 could be implicated 

in the gDNA methylation reduction observed in apical buds previous to the reactivation of cell 

division that leads to the bud break process. Induction of PtaDML10 occurs four weeks earlier 

than PtaCYCD6:1,  together with  the higher  induction of PtaDML10 mRNA  in L1 at  this  time, 

suggesting its role in the reestablishment of growth after winter dormancy.  

Active DML‐dependent DNA demethylation is required for bud break  

Functional  studies were performed by  generating PtaDML8/10  knock‐down plants  (KD)  (Fig. 

S3).  RT‐PCR  analyses  showed  that  both  DML  genes  were  downregulated  in  the  transgenic 

plants  due  to  the  high  similarity  existing  between  PtaDML8  and  PtaDML10.  We  examined 

phenological variables in two lines showing low‐level PtaDMLs expression, KD2 and KD5. When 

grown under LD and 22°C conditions,  in vitro or glasshouse cultured  transgenic plants were 

phenotypically similar to WT plants. Moreover, these lines showed no differences compared to 

WT  in cessation of growth elongation and bud  formation when  transferred  from LD  to short 

day  (SD)  conditions  (Fig.  2  A  and  B).  These  observations  rule  out  a  role  of  these  DMLs  in 
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dormancy entry. WT and KD plants were subjected to 0, 4 and 8 week of SD conditions at 4°C 

and bud burst was monitored in LD conditions at 22°C using the scale shown in Fig. 2C (27, 28). 

Without chilling,  t=0,  there was no bud break,  indicating  that  these  two DMLs do not affect 

dormancy release. More significant differences in bud burst were observed after 4 weeks (Fig. 

2D). Thus,  lower  levels of DMLs expression  led to a significant delay in growth reactivation  in 

the transgenic trees after dormancy, pointing to a role of these DMLs in bud break phenology. 

In addition, through HPLC of genomic DNA from dissected apices, 5mC levels 4 and 2% higher 

were detected in KD2 and KD5, respectively than in WT (Fig. 2E).  

This  loss of  function  studies  confirmed  that  active 5mC demethylation  is necessary  for bud 

break.   Even  though PtaDML8/10 knock‐down plants have  reduced expression of PtaDML10 

and  PtaDML8,  the  earlier  described  spatio‐temporal  expression  patterns  suggest  that 

PtaDML10 mainly participates  in the chilling‐dependent genomic DNA demethylation needed 

for successful bud break after winter dormancy. 

Target genes of the active DML‐dependent DNA demethylation during bud break 

The delayed bud break phenology observed in our PtaDML8/10 KD lines led us to hypothesize 

that DMLs downregulation causes  inefficient reactivation of growth promoting genes or/and, 

that these lines were unable to turn off genes required for dormancy maintenance. To identify 

genes demethylated by PtaDMLs  in poplar apices, WT, KD2 and KD5  lines were subjected to 

whole genome bisulfite sequencing and genome wide RNA sequencing transcriptome analysis. 

These data and the experimental flow through are provided in Fig. 3 and Dataset S1‐3.  

We  expected  that  the  growth‐promoting  gene  targets  of  the  active  DML‐dependent  DNA 

demethylation  would  be  highly  expressed  in  young  proliferating  aerial  tissues  and  induced 

during bud break.   Thus, among  the DEGs  that were hypermethylated  in  the  three contexts 

either in their promoter or transcribed regions, and downregulated in KD plants compared to 
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WT, we selected those that were relatively more expressed in young leaves and SAM. Among 

them, we pulled out  the genes  induced at  the  time of bud break based on our weekly RNA 

sequencing  profiles  in  poplar  apices  growing  under  natural  conditions  from  Jan  13  to  bud 

break  on  Apr  14  available  in  geneAtlas  (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) 

(Dataset S4 and S5). As shown  in Fig. 4 A‐C, of the 19 and 60 genes  identified respectively  in 

the two sets, almost 75% grouped in the categories of four gene ontology biological processes 

related  to  cell  metabolism:  protein  translation,  chloroplast  metabolism  and  light  reaction, 

secretory pathway and mitochondrial metabolism. An open question for further studies will be 

to explore  the role  in bud break of  the 7 genes ascribed here  to chromatin remodelling and 

transcription regulation biological process. Remarkably, among  these genes we  found poplar 

homologues  to  Arabidopsis  genes  with  a  pivotal  role  in  meristem  development  and 

maintenance,  like  SHOOTMERISTEMLESS  (32),  ULTRAPETALA  1  (33)  or  KNOTTED1‐like 

homeobox  gene  6  (34),  indicating  the  active DML‐dependent DNA  demethylation  promotes 

reactivation of meristem activity.  

To identify the genes required for dormancy maintenance repressed by active DML‐dependent 

DNA  demethylation, we  selected  from  the  sets  of DEGs  that  were  hypermethylated  in  the 

promoter or  transcribed  region,  and upregulated  in KD plants  compared  to WT,  those  that 

were suppressed during bud break in our RNAseq time series deposited in geneAtlas (Dataset 

S4 and S5). As shown  in Fig. 4 D‐F, of the 3 and 41 genes  identified, respectively, more  than 

38% were unknown genes,  indicating a  lack of detailed knowledge about  the regulation and 

maintenance of the dormant state.  This may only be studied in perennial plants.   

Target genes of the active DML‐dependent DNA demethylation and bud break phenology are 

genetically associated in poplar 

A genome wide single nucleotide polymorphisms (SNPs) has been associated with phenotypic 

variation  in  several  traits,  including  bud  break,  in  a  collection  of  544  Populus  trichocarpa 
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individuals spanning much of natural latitudinal range of this specie (35). To identify common 

candidates  controlling  bud  break,  we  merged  our  list  of  the  active  DML‐dependent  DNA 

demethylation  targets  and  the  list  of  genes  showing  SNPs  that  correlates  with  bud  flush 

phenotypic variation in Evans et al. work (35).  We found 15 genes associated with bud break, 

9  of  them were  identified  as  growth‐promoting  gene  targets  of  the  active DML‐dependent 

DNA  demethylation  showing  a  marked  activation  during  the  process  of  bud  break  in  our 

temporal  RNAseq  dataset,  with  the  exception  of  KNAT6  which  mRNA  expression  pattern 

remained unaltered during the winter  (Fig. 5 A‐H, Dataset S6).   Among them, we  identified 6 

genes participating  in pathways controlling protein homeostasis of the plant cell: One poplar 

homolog  to  Arabidopsis  CLP  PROTEASE  5  (CLPP5)  that  encodes  a  subunit  of  chloroplast 

protease complex ClpPR involved in chloroplast biogenesis and thylakoid protein homeostasis 

(36).  One  poplar  homolog  to  Arabidopsis  and  Maize  gene  that  encodes  a  plastidial  RidA 

(Reactive  Intermediate  Deaminase  A)  required  to  the  hydrolysis  of  the  reactive  and  toxic 

intermediates generated  from  the  serine and  threonine metabolism  in  the  chloroplast  (37). 

Moreover, the disruption of RidA impaired photosynthesis and growth in Arabidopsis (37). One 

poplar homolog to Arabidopsis TRANSLOCASE OF THE INNER MITOCHONDRIAL MEMBRANE 13 

(TIM13),  a  member  of  the  protein  import  apparatus  needed  for  protein  mitochondria 

homeostasis (38).  Additionally, we found two poplar homologs to Arabidopsis genes encoding 

ribosomal subunits S8e and L19e required for protein translation (39) and one poplar homolog 

to  Arabidopsis  gene  that  encodes  a  member  of  the  ubiquitin‐dependent  protein  catabolic 

process  (40).  Jointly, these data  indicate  that  the active DML‐dependent DNA demethylation 

could  promote  plant  cell  growth  and  bud  break  by  the  activation  of  key  regulators  of  the 

cellular  protein  homeostasis.    In  addition  to  this,  we  identified  3  target  genes,  genetically 

associated  to  bud  break,  that  participate  in  shoot  meristem  growth  control:  One  poplar 

homolog  to  Arabidopsis  NON‐PHOTOTROPIC  HYPOCOTYL  3  (NPH3),  a  blue  light  signaling 

transducer essential for shoot phototropism, leaf flattening and positioning in Arabidopsis (41‐
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43).  One  poplar  homolog  to  PROTODERMAL  FACTOR  1  (PDF1),  a  L1  layer  secreted  protein 

suggested  to play a  role  in L1 cell  specification  (44). One poplar homolog  to KNOTTED1‐like 

homeobox  gene  6    (KNAT6)  required  for  shoot  meristem  activity  and  organ  boundary 

formation  (27).  Accordingly,  these  data  show  that  the  active  DML‐dependent  DNA 

demethylation  drives  bud  break  by  activating  blue  light  and  L1  specific  cell  signalling,  and 

overall meristem activity.  

Genetically  associated  with  bud  break,  we  also  identified  6  downregulated  target  genes, 

showing a decreasing pattern of mRNA accumulation in our temporal RNAseq dataset (Fig.5 I‐

K, Dataset S6).   Two of them having unknown function  in Arabidopsis and Poplar. Within the 

remaining 4 genes,  it  is remarkable the identification of three poplar homolog to Arabidopsis 

and  human  proteins  involved  in  regulation  of  ion  homeostasis.    SALT  OVERLY  SENSITIVE  2 

(SOS2) a serine‐threonin protein kinase that regulate sodium ion homeostasis (45), TWO PORE 

CHANNEL  1  (TCP1)  a  nonselective  cation  channel  on  the  vacuole  membrane  (46)  and  the 

homolog  to  the  ORGANIC  ANION  TRASPORTING  POLIPEPTIDE  (OATP)  from  humans  (47) 

Moreover,  a  poplar  homolog  to  the  Arabidopsis  PAUSED  (PSD)  importin  β‐family  of 

nucleocytoplasmic  transport  receptors  involved  in  exporting  from  the  nucleus  to  the 

cytoplasm  tRNAs, and others RNAs and proteins  (48). Therefore,  the active DML‐dependent 

DNA  demethylation  could  play  a  role  in  shifting  from  a  winter  osmotic  stress  to  a  regular 

growth  promoting  condition,  and  moreover  readjusting  the  nuclear‐cytoplasm  trafficking 

needed to promote bud break.  

In apple, Kumar et al.  (2016)  (14)  found  that  reduced genomic DNA methylation during bud 

break affects  the expression of  genes  involved  in many  cellular metabolic processes. Taken 

together  these  observations  suggest  a  conserved  mechanism  controlling  growth‐dormancy 

cycles  in  deciduous  trees.  Although  a  role  for  DEMETER‐LIKE  genes  in  Arabidopsis  embryo 

development has been  long established  (49), mutants  in Arabidopsis DMLs  show  little or no 
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ulterior developmental alterations (50,51,52), suggesting that active DNA demethylation is not 

critical  for  normal  development  in  this  species.  The  participation  of  these  genes  in 

postembryonic  development  has  recently  emerged  in  crops.  Thus,  it  has  been  shown  that 

active 5mC demethylation by DEMETER proteins is required for transcriptional reprogramming 

during  tomato  fruit  maturation  (30).    Further,  symbiotic  organogenesis  uses  DEMETER‐

dependent  epigenetic  regulation  to  reprogram  gene  expression  in  specific  host  cells  in 

Medicago  truncatula  (23),  and,  as  observed  here,  this  mechanism  restores  sensitivity  to 

growth‐promoting  stimuli  for bud break  in poplar. To date,  the molecular  regulation of bud 

break  is  poorly  understood.  So  far,  only  a  molecular  cascade  triggered  by  EBB1  has  been 

implicated in the regulation of this process (10, 30). However, no overlap was found when we 

crossed  the  active  DML‐dependent  DNA  demethylation  direct  target  genes  of  with  known 

direct  targets  of  EBB1  (30).  Hence,  it  seems  that  DEMETER  and  EBB1  mechanisms  act  via 

separate pathways to control bud break. 

Conclusion 

Our  data  shows  that  a  active  DNA  demethylation  driven  mainly  by  a  chilling‐dependent 

PtaDML10 activity is necessary for bud break and occurs as two simultaneous processes: 1) by 

enabling the reactivation of key genes controlling protein homeostasis checkpoints, along with 

the activation of blue light and L1 specific cell signalling, and overall meristem activity; and 2) a 

process  whereby  those  genes  that  are  more  highly  expressed  during  bud  dormancy  are 

downregulated,  including  the  resetting  cellular  osmotic  conditions  and  nuclear‐cytoplasm 

export.  Collectively,  these  results  show  that  an  active  DML‐dependent  DNA  demethylation 

could  act  as molecular  switch  shifting  from winter  dormancy  to  a  condition  that  promotes 

shoot apical vegetative growth.  
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Materials and Methods 

 A  detailed  description  of  the materials  and methods  used  in  the  paper  are  provided  in  SI 

Materials  and Methods. The  following  items are  included: phylogenetic  analyses  to  identify 

poplar DML proteins; plant material and growth conditions; RT‐PCR expression analysis; probe 

synthesis and fluorescence in situ hybridization (FISH); generating binary vector constructs and 

plant  transformation;  RNA  sequencing  in  shoot  apices;  DNA  methylation  analysis  and 

methylome analysis through whole genome bisulfite sequencing (WGBS). 
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 Figure legends 

Figure  1.    Analysis  of  global  DNA  methylation  patterns  and  DNA  demethylase  mRNA 

expression  from  dormancy  to  bud  break  in  poplar  stem  and  apices  (A)  DNA  methylation 

levels  (mean  values  +/‐  SE,  n=4)  in  apical meristems  quantified  by HPLC  in  poplar  growing 

under natural conditions  from  Jan 13 weekly  to budburst on Apr 14. Each biological  sample 

consists of a pool of n=28 dissected apices. Two  independent hydrolyses were performed  in 

each  biological  replicate  and  two  HPLC  analyses  were  carried  out  for  each  hydrolysis. 
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Significant differences at each time point were analysed by ANOVA and TUKEY test. Points with 

different  letters  showed  significant  differences  (P<0.01).  Numbers  indicate  the  different 

developmental stages of the apical bud during the period of this experiment according to the 

bud burst stages defined by UPOV (1981). (B) Normalized expression of PtaCYCD6 obtained by 

RNA sequencing  in poplar apices growing under natural conditions from Jan 13 to bud break 

on Apr 14. Figures and numbers shown inside the PtaCYCD6 profile indicate the developmental 

stage of apices as described  in (A). (C,D) Quantitative RT‐PCR analysis of DML10  in 2‐year‐old 

poplar branches: (C) over the year and (D) during winter dormancy from Oct 31 weekly to bud 

break on Apr 9. Plotted values and error bars are  fold‐change means ± SD recorded  in  three 

technical  replicates.  (E)  Normalized  expression  of  PtaDML10  was  determined  by  RNA 

sequencing in poplar apices growing under natural conditions from Jan 13 to bud break on Apr 

14. Numbers shown inside the PtaDML10 profile indicate the developmental stage of apices as 

described  in  (A).  (F)  Fluorescence  immunodetection  of  PtaDML10  in  20  µm WT  apical  bud 

sections collected at bud break on Apr 14 from poplar trees growing under natural conditions. 

(G) Phenological observation of dormant apices of cuttings  taken  from poplar  trees growing 

under natural conditions before and after fulfilling the chilling requirement and transferred to 

LD  and  22°C  conditions. After  12  days  in  conditions  of  LD,  22°C, most  postchilling  cuttings 

started  bud  break,  while  the  apices  of  prechilling  cuttings  remained  at  stage  0.  Prechilling 

cuttings  are  indicated  in white  and postchilling  cuttings  in blue.  (H) DNA methylation  levels 

(mean values +/‐ SE, n=8)  in dormant apical meristems quantified by HPLC in dormant apices 

of pre‐ and postchilling cuttings grown under natural conditions and after 6 and 12 days of 

exposure  to  LD,  22°C.  Two  independent  hydrolyses  were  performed  for  each  biological 

replicate and two HPLC analyses were carried out for each hydrolysis. Significant differences at 

each time point were analysed by ANOVA and TUKEY test. Points with different letters showed 

significant differences (P<0.05).  (I,J) Quantitative RT‐PCR analysis of PtaDML10 and PtaCYCD6 

in dormant apices of pre‐ and postchilling cuttings grown under the same conditions as in (G). 
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Plotted  values  and  error  bars  are  fold‐change  means  ±  SD  recorded  in  three  technical 

replicates. Two biological  samples were analysed at each point  consisting of a pool of n=15 

dissected apices.  

Figure 2.   An active DML‐dependent DNA demethylation  is necessary  for bud break  (A,B) 

Growth cessation and bud set in response to SDs, 19°C. WT, KD2 and KD5 plants were grown in 

conditions  of  LD16h,  22°C  for  4 weeks  and  then  height  and  bud  scores were monitored  in 

response to SDs, 19°C. Mean heights (cm) ± SE and mean bud scores are represented for the 

wild type (n = 24), KD2 (n = 23) and KD5 (n = 25). (C) Apex stages during bud break. The scale 

used  to  monitor  growth  reactivation  after  inducing  apical  bud  formation  and  fulfilling  the 

chilling requirement was developed by (22). (D) Timing of bud burst after dormancy. Timing of 

bud burst was examined in response to LD and warm temperature after dormancy  induction. 

WT, KD2 and KD5 plants were treated as shown in (A,B). Following a shift to SD and 4°C, plants 

were  transfer  to LD and 22°C at  three different  times:  t=0,  t=4wk and  t=8wk. Here we show 

apical growth reactivation monitored in the 4wk experiment. Mean bud burst scores ± SE were 

measured for the wild type (n = 7), KD2 (n = 7) and KD5 (n = 7). Significant differences between 

KDs  and  WT  were  analysed  using  the  Wilcoxon  Rank  Sum  test  in  R:  *  P<0.05.  (E)  DNA 

methylation level in apices of WT, KD2 and KD5. DNA methylation levels (mean values +/‐ SE, 

n=4)  in  dormant  apical  meristems  quantified  by  HPLC  in  WT,  KD2  and  KD5.  Shoot  apical 

meristems were collected at the time point close to bud burst. Each biological sample consists 

of  a  pool  of  n=15  dissected  apices.  Two  independent  hydrolyses were  performed  for  each 

biological replicate and two HPLC analyses for each hydrolysis. Significant differences between 

KDs and WT were assessed by the Student's t‐test: ** P<0.01; *** P<0.001. 

Figure  3.  Analysis  pipeline  and  identification  of  DEGs  with  hypermethylated  DMR  in  the 

promoter  or  transcribed  region  in  KD  lines  versus  WT.  (A)  Flowchart  of  RNA‐seq  analysis 

pipeline. Transcriptome comparisons revealed 2151 differentially expressed genes (DEG) in KD 
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lines  compared  to  WT,  among  which  764  were  upregulated  and  1387  downregulated.  (B) 

Flowchart  of  WGBS  analysis  pipeline.  (C)  Flowchart  of  the  identification  of  DEGs  with 

hypermethylated DMR  in KDs vs. WT. The  identification of DEGs with hypermethylated DMR 

either  in their promoter or transcribed region was performed  in KD2 vs. WT and KD5 vs. WT. 

Next, common DEGs in both datasets were identified. (D, E) Methylation contexts in DEGs with 

hypermethylated DMR  in  the promoter are  shown  in  a Venn diagram. A  set of 83  common 

DEGs,  55  down‐  (D)  and  28  up‐regulated  (E),  with  hypermethylated  DMR  in  the  promoter 

region were detected mostly in CG and CHG contexts. (F, G) Methylation contexts in DEGs with 

hypermethylated DMR in the transcribed region are shown in a Venn diagram. We found 524 

DEGs, 254 down‐ (F) and 270 up‐regulated (G), with hypermethylated DMR common to both 

transgenic lines located mainly in a CG context. 

Figure 4. Gene targets of active DML‐dependent DNA demethylation during bud break.  (A) 

Graphical model showing the  inefficient reactivation of growth promoting genes  in KD plants 

during bud break. (B,C) Biological processes for DEG genes hypermethylated in their promoter 

region  (B) or  in  their  transcribed region  (C) and downregulated  in KD  lines compared to WT, 

primarily  expressed  in  young  leaves  or  SAM  and  induced  during  bud  break.  (D)  Graphical 

model  showing  the  inefficient  repression of dormancy genes  in KD plants during bud break. 

(E,F)  Biological  processes  of DEG  genes  hypermethylated  in  their  promoter  region  (E)  or  in 

their transcribed region (F), upregulated in KD lines compared to WT and repressed during bud 

break. 

Figure 5. Normalized expression pattern of DMLs target genes genetically associated to bud 

break.  (A)  TRANSLOCASE  OF  THE  INNER  MITOCHONDRIAL  MEMBRANE  13  (PtaTIM13),  (B) 

Reactive  Intermediate  Deaminase  A  (PtaRIDA),  (C,D)  Ribosomal  S8e  and  L19e  family  genes 

(PtaRPS8e  and  PtaRPL19e),  (E)  CLP  PROTEASE  5  (PtaCLPP5),  (F)  A  gene  that  encodes  a 

ubiquitin‐dependent protein catabolic process  (PtaUDP),  (G) NON‐PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 
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3  (PtaNPH3),  (H)  PROTODERMAL  FACTOR  1  (PtaPDF1),  (I)  ORGANIC  ANION  TRASPORTING 

POLIPEPTIDE (OATP), (J) SALT OVERLY SENSITIVE 2 (SOS2), (K) TWO PORE CHANNEL 1 (TCP1) , 

(L) PAUSED (PSD).  

Figure 1 

 

Figure 2 
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Figure 3 

 

Figure 4 
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Figure 5 

 

SI Materials and Methods 

Phylogenetic analyses to identify poplar DML proteins  

Arabidopsis  DML  protein  sequences  were  retrieved  through  the  TAIR10  website 

(www.arabidopsis.org).  These  sequences  were  used  as  queries  to  BLAST  the  Populus 

trichocarpa  proteome  (Phytozome  v11,  https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)  and 

identify homologue proteins in this organism. These protein were aligned using MAFFT (E‐INS‐i 

algorithm) (1) and edited in Jalview 2.8 (2). The best evolutionary model of the alignment was 

highlighted using ProtTest 2.4 (3). The maximum likelihood tree was inferred using the RAxML 

tool (4) with 100 bootstrap replicates and visualized at the iTOL website http://itol.embl.de (5).  

Bootstrap values were generated with 100 replicates. 

The  conserved  regions  of  Arabidopsis  and  poplar  DMLs  were  assembled  at  the  PROSITE 

website (http://prosite.expasy.org/mydomains/). 
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Plant material and growth conditions 

To explore 5mC profiles  from winter dormancy  to bud break, 28 apical buds were collected 

weekly from 7 hybrid poplar trees (Populus tremula x alba INRA clone 717 1B4) at the Centre 

for  Plant  Biotechnology  and  Genomics  (CBGP)  in  Pozuelo  de  Alarcón,  Madrid  (3°49´W, 

40°24´N) over the period January 13 to April 14, 2015. Each week, genomic DNA was extracted 

from the 28 dissected apices for HPLC. 

Annual expression patterns  for poplar PaDML8 and PaDML10 were determined  in 2‐year‐old 

poplar  branches  (Populus  alba)  growing  under  natural  conditions  in  Madrid  (Spain).  The 

expression profiles of PtaDML8 and PtaDML10  throughout winter were measured  in 2‐year‐

old poplar branches and apical buds of hybrid poplar (Populus tremula x alba  INRA clone 717 

1B4) at CBGP.  

To  examine  PtaDML10  induction  in  pre‐chilling  and  post‐chilling  conditions,  cuttings  were 

collected  from  five  6‐year‐old  hybrid  poplars  growing  under  natural  conditions.  In  a  first 

experiment, cuttings were harvested on December 11, when the buds were in a dormant state 

and  the  chilling  requirement  had  not  been  fulfilled  (endodormant  cuttings).  In  a  second 

experiment,  cuttings  were  collected  on  March  7,  when  the  chilling  requirement  had  been 

fulfilled but buds were still  in an ecodormant state. Thirty‐six cuttings  (approximately 12 cm 

long) per tree were collected for each experiment. 120 cuttings were placed vertically in empty 

blue pipette  tip  racks  filled with water  to  cover  the bottom 5  cm of  the  cuttings. Each box 

contained 15 cuttings (three cuttings of each selected tree). Cuttings in racks were transferred 

to the growth chamber under LD conditions (16 h  light/) at 22°C. Apical buds were scored as 

six developmental stages of bud burst (stage 0 to stage 5) according to (6, 7). 

For phenological assays, plantlets of  in vitro‐cultivated wild  type and  two PtaDML8‐10 RNAi 

lines, KD2 and KD5, were transferred to 3.5 L pots containing blond peat, pH 4.5. Before any 
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photoperiod  treatment,  the plants were grown  in a chamber under controlled LD conditions 

(16h light, 21°C, 65% relative humidity and 150 µmol m‐2 s‐1 light intensity). After 4 weeks, the 

plants were transferred to SD conditions (8h  light, 19°C, 65% relative humidity and 150 µmol 

m‐2 s‐1 light intensity) for 12 weeks to induce apical bud formation. Bud formation progression 

was  scored  as  stage  3  (fully  grown  apex)  to  0  (fully  formed  apical  bud)  according  to  (8). 

Dormant plants were kept under the conditions SD, 100 µmol m‐2 s‐1 light intensity and 4°C for 

0,  4  and  8  weeks.  Monitoring  of  bud  burst  after  dormancy  induction  and  chilling  was 

conducted in LD conditions at 22°C. Regrowth was scored for the six developmental stages of 

bud burst  (stage 0  to  stage 5) according  to  (6, 7). Significant differences  in apex  state were 

identified through pairwise comparisons between KD and WT plants using the Wilcoxon Rank 

Sum test after Shapiro‐Wilk confirmation of the non‐normal distribution of data. All statistical 

tests were run in R (www.r‐project.org).  

We repeated  the phenological experiment to  induce winter dormancy  induction and release 

(with 4 weeks of chilling requirement) in WT, KD2 and KD5 plants. When growth resumed, the 

topmost  (apical)  bud  of  each  plant  was  collected  when  the  first  visual  changes  in  bud 

development were evident. Buds with morphological changes  indicating  initial  stages of bud 

break were removed, so all apical buds were collected at stage 0. We collected 30 apical buds 

from 30 plants for each of the WT, KD2 and KD5 genotypes; 15 were used for RNA extraction 

and  sequencing,  and  15  for  genomic DNA  extraction  for HPLC  and whole  genome  bisulfite 

sequencing analyses. 

RT‐PCR expression analysis 

Total RNA extraction, single‐stranded cDNA synthesis, primer design, real‐time PCRs and data 

analysis  were  performed  as  described  previously  (9).  The  gene‐specific  primers  used  are 

described in Fig S4A. 
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Probe synthesis and fluorescence in situ hybridization (FISH) 

Apical  buds  for  this  experiment  were  harvested  on  April  14,  2015.  A  271  base  pair  (bp) 

fragment of  the 5´ portion of  the untranslated  terminal region  (UTR) of PtaDML10 DNA was 

cloned into pGem‐T (Promega, Madison, WI, USA). The probe was in vitro transcribed to obtain 

digoxigenin‐UTP  (DIG)  labelled RNA probes using T7 and Sp6 RNA polymerases  for  the sense 

and the anti‐sense mRNA probes, respectively (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).  

Apices were fixed and preserved as previously described in  (10) before embedding in paraffin 

wax. The  specimens were washed  twice  in PBS  (30 min each) and dehydrated  in a  series of 

30%, 50%, 70% (1 h each) and 95% ethanol overnight. Specimens were then washed  in 100% 

ethanol for 12 h. Ethanol was then replaced with a mixture of 50% histoclear (HC)‐50% ethanol 

overnight and 100% HC for 12 h (twice). Vials containing the apices were filled up to a quarter 

of their volume with paraplast and incubated at 42°C for 12 h. Next, another quarter volume 

was  added,  followed  by  incubation  at  60°C  overnight.  Paraplast  in  HC  was  replaced  with 

melted paraffin wax (60°C), and this was replenished every 12 h for 5 days. Finally, the apices 

were placed  in moulds and after  solidification at  room  temperature  they were  kept at  4°C. 

Sections of 15‐20 µm were obtained in a microtome Leica 2055 (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) and  the paraffin removed  in HC  for 15 min and  then  in 100% ethanol  for 15 min. 

Finally, the sections were rehydrated in a series of 96% and 70% ethanol for 10 min each and, 

finally, in PBS for 15 min.  

After deparaffination, dehydration and rehydration, as previously described, bud sections were 

treated with 2% cellulase and proteinase K (1 µg ml‐1) at 37°C, for 1 hour each. Next, 30 ng µl ‐1 

of  either  the  sense  or  the  antisense  probe  diluted  in  the  hybridization  mixture  (50% 

formamide(v/v), 10% dextrane sulphate (w/v), 10 mM Pipes, 1 mM EDTA, 300 mM NaCl, 1000 

ng  µl  ‐1  tRNA)  were  applied  to  the  sections  and  these  incubated  at  50°C  overnight.  After 

hybridization,  the  slides were washed  in 1X  saline  sodium citrate buffer  (SSC)  for 30 min at 
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50°C. DIG detection and fluorescence visualization were carried out with a primary anti‐DIG 

(Sigma) antibody diluted 1/3000 in 3% BSA in PBS for 1 h at room temperature, and a 

secondary anti‐mouse 546 (ALEXA, Molecular Probes) antibody, applied 1/25 in 3% BSA in PBS 

for 1 h at room temperature in the dark. Images were acquired using a Leica TCS‐SP8 confocal 

microscope under the laser excitation line of 561 nm. Gain and offset conditions were 

maintained in all captures for comparison. Images were acquired using a Leica TCS‐SP8 

confocal microscope.  

Generating binary vector constructs and plant transformation 

A 419 bp fragment of Poplar DML10 was amplified from Populus alba winter stem cDNA using 

gene specific primers with attB sites (Fig S4B). We followed the protocol described in (11) for 

RNAi fragment insertion in the hybrid poplar genome. Plantlets were generated in kanamycin‐

containing selection medium and independently transformed individuals (lines) were screened 

by reverse transcription (RT)‐PCR to down‐regulate PtaDME10 expression. 

RNA sequencing in shoot apices  

Expression profiles were examined by RNA sequencing (RNA‐Seq) in dormant apical bud at the 

same time point, just before growth resumption after winter dormancy induction and release 

in PtaDML10 KD2, PtaDML10 KD5 and wild‐type hybrid poplars. Before RNA extraction, apices 

were dissected under a stereomicroscope to remove the leaflets surrounding the shoot apical 

meristem. RNA extraction was performed according to an earlier published protocol (9). 

Libraries were prepared using 1 µg of RNA in the NEBNext® Ultra™ Directional RNA Library 

Prep Kit following the supplier's instructions (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). 

Sequencing was done with an Illumina NextSeq500 in high‐throughput mode (2×150 cycles) at 

the  Interdisciplinary  Center  for  Biotechnology  Research  at  the  University  of  Florida 

(Gainesville, FL, USA).  
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Pre‐processing and assembly of sequence data were conducted using the web‐based platform 

Galaxy at https://usegalaxy.org/  (12–14), which  includes  tools  to  remove  reads containing N 

blurs, adapter sequences, and sequences shorter than 15 nucleotides. Quality control of reads 

was  carried  out with  the  FastQC  Galaxy  tool.  Removal  of  rRNA,  if  needed,  was  performed 

locally with the SortMeRNA tool. The TopHat Galaxy tool was used to map clean reads to the 

Populus tremula x P. alba INRA clone 717‐1B4 genome using the default settings. We used the 

summarizeOverlaps  function  (packages Genomic Alignments of R)  to  generate  the matrix of 

read  count  for  each  gene  from  BAM  files.  Differentially  expressed  genes  (DEG)  lists  were 

obtained using the function exactTest (edgeR package of R). For DEG analyses, PtaDML10 KD2 

and PtaDML10 KD5 transcriptomes were considered as biological replicates when compared to 

WT, using a FDR < 0.05. Using this strategy, we tried to identify only genes that are consistently 

differentially regulated between PtaDML10 KD transgenic lines, detecting the biological impact 

of the transgene in down‐stream regulation. Raw data for the RNAseq were deposited in Gene 

Expression Omnibus at NCBI under GEO accession number GSE87445.  

DNA methylation analysis 

Genomic DNA methylation  levels were quantified by HPLC  in poplar apices dissected under a 

stereomicroscope  to  remove  the  leaflets  surrounding  the  shoot  apical  meristem.  Genomic 

DNA was purified from poplar samples and prepared for HPLC using a published method  (15, 

16)  via RNase A digestion, phenol/chloroform extraction, and ethanol precipitation. Purified 

DNA  was  hydrolyzed  into  nucleosides  using  DNase  I  (700  U,  Roche  Diagnostics,  Meylan, 

France), phosphodiesterase I (0.05 U, SerLabo Technologies, Entraigues sur la Sorgue, France), 

and  alkaline  phosphatase  type  III  (0.5  U,  Sigma‐Aldrich,  Saint‐Quentin  Fallavier,  France) 

successively.  Percentage  genomic  methylation  was  determined  by  HPLC  using  a  GeminiTM 

column  (150  9  4.6  mm,  5  lm,  Phenomenex,  Le  Pecq,  France)  and  isocratic  mobile  phase 

composed of 0.5 % methanol (v/v) and 5 mM acetic acid in water according to the methods of 
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(16).  Controls  for  this  procedure  were  co‐migration  with  commercial  standards  (Sigma‐

Aldrich),  confirmation  by  enzyme  restriction  analysis  (15),  and  tests  for  RNA  contamination 

through  HPLC  detection  of  ribonucleosides.  The  methylcytosine  percentage  was  calculated 

following the previously described method (17).  

Methylome analysis through whole genome bisulfite sequencing (WGBS) 

gDNA extracted from apices of WT, KD2 and KD5 specimens just before bud break was sent to 

the Fasteris DNA sequencing service (https://www.fasteris.com) for sequencing after bisulfite 

treatment using the Hiseq 2500 platform. Unmethylated  lambda DNA was added to the total 

DNA before bisulfite treatment to calculate the conversion rate, which was estimated as 94.16, 

93.90 and 90.91 for WT, KD2 and KD5, respectively. The Galaxy platform of the University of 

Perpignan's  server was  used  for  quality  control  of  reads  and  to  obtain  the  read  alignment 

against  the Populus  tremula x alba  INRA clone 717‐1B4 genome using Bismark mapper  (18). 

Before mapping, the last nucleotide of all reads was trimmed because of its lower sequencing 

quality (<28). In total, 19.02%, 19.04% and 18.36% of reads were mapped against the 717‐1B4 

genome in WT, KD2 and KD5, respectively. To identify differentially methylated regions (DMR) 

in KD2  vs. WT  and KD5  vs. WT,  the methylkit  (19) package of R was used with a minimum 

difference of 15% in methylation level (R studio software, University of Perpignan's server). We 

calculated the methylation status for cytosines with a minimum sequence depth of 10. A total 

of 14616377 (10.24%), 16559883 (11.61%) and 15097166 (10.58%) cytosines (% of cytosines in 

the genome) were evaluable  in WT, KD2 and KD5, respectively. Raw data  for whole genome 

bisulfite  sequencing  were  deposited  in  Gene  Expression  Omnibus  at  NCBI,  under  GEO 

accession number GSE87445. 

To  identify which DEG with hypermethylated DMR  in  their promoter or  transcribed  regions 

showed  relatively  higher  expression  in  young  leaves  and  SAM,  we  first  crossed  them  with 

genes identified in previously published transcriptome analysis performed in the roots, young 
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and  mature  leaves,  nodes  and  internodes  of  Populus  trichocarpa  reference  genotype 

Nisqually‐1. The expression patterns of the genes in the different tissues from this report were 

examined  in  the  public  database  www.popgenie.org,  and  those  mainly  expressed  in  young 

leaves were  separated. We  also  identified  genes with  the Arabidopsis  homologue  primarily 

expressed  in  SAM  by  crossing  DEG  with  the  expression  browser  tool  selecting 

AtGenExpress_Plus‐Extended  Tissue  Series  at  Arabidopsis  eFP  Browser 

(http://www.bar.utoronto.ca/). To  identify which of  those  genes  are  induced or  suppressed 

during  bud  break,  we  used  expression  data  generated  by  RNA‐seq  in  the  experiment 

conducted  in  poplar  apices  from  January  13  to  April  14.    These  data  are  available  at  the 

phytozome11 website (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). 
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Supplemental information 

Figure  S1.  Phylogenetic  tree  analyses  of  DML  proteins  from  Arabidopsis  and  poplar.  (A) 

Maximum  likelihood tree obtained using the RAxML tool with 100 bootstrap replicates. (Only 

bootstraps higher than 70 are shown). Arabidopsis protein sequences of DMLs were retrieved 

using  the TAIR10 website  (www.arabidopsis.org). These  sequences were used  as queries  to 

BLAST  the  Populus  trichocarpa  proteome  (Phytozome  v10.3,  www.phytozome.net)  and 

identify homolog proteins in this organism. These proteins were aligned using MAFFT (E‐INS‐i 

algorithm)  and  edited  in  Jalview  2.8.  The  best  evolutionary  model  of  the  alignment  was 

highlighted using ProtTest 2.4. The maximum likelihood tree was inferred with the RAxML tool 

(Stamatakis,  2006)  and  visualized  in  the  iTOL  website  http://itol.embl.de.  Bootstrap  values 

were  generated  with  100  replicates.  (B)  Scheme  showing  5mC  DNA  glycosylase  conserved 
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domains  in  Arabidopsis  and  poplar.  Domains  were  assembled  in  the  PROSITE  website 

(http://prosite.expasy.org/mydomains/).  PtDML6,  PtDML8  and  PtDML10  conserve  all  the 

domains  required  for  5mC  DNA  glycosylase  activity.  Orange  oval  represents  the  lysine‐rich 

domain. Green rectangles represent the motifs of the DNA glycosylase domain. Blue pentagon 

represents the c‐terminal domain. (C) MAFF alignment of the 5mC DNA glycosylase domain of 

Arabidopsis and poplar. Black boxes indicate identical aminoacids. Black asterisk indicates the 

non‐conserved  linker  sequence  between  the  two  motifs  of  the  DNA  glycosylase  domain. 

Arrows indicate the position of the aminoacids necessary for the 5mC demethylation activity of 

AtROS1,  AtDME  and  AtDML2‐3  (green:  required  for  base  5mC  excision,  blue:  required  for 

preference  for  5mC  over  T  mismatches,  red:  involved  in  control  of  context  preference  for 

5mC). Red boxes  indicate HhH‐GPD and  [4Fe–4S] motifs. PtaDML6, PtaDML8 and PtaDML10 

show all the aminoacids that have been described to be essential for DMLs activity. 

Figure  S2.  PtaDML8  mRNA  expression  from  dormancy  to  bud  break  in  poplar.  (A,B) 

Quantitative RT‐PCR analysis of DML8 in poplar 2‐year‐old branches: (A) along the year and (B) 

during winter dormancy from Oct 31 weekly to bud break on Apr 9. Plotted values and error 

bar  are  fold‐change  means  ±  SD  recorded  in  three  technical  replicates.  (C)  Normalized 

expression of PtaDML8 was determined by RNA  sequencing  in poplar  apices  growing under 

natural conditions from Jan 13 to bud break on Apr 14.   

Figure S3. Characterization of PtaDML10 RNAi transgenic  lines. Quantitative RT‐PCR analysis 

of  PtaDML8  and  PtaDML10  in  WT  plantlet  leaves.    Samples  were  collected  from  plantlets 

growth in a greenhouse for 5 weeks in conditions of LD, 22ºC. Plotted values and error bars are 

the fold‐change means ± SD recorded in three technical replicates.  

Figure S4. (A) The gene‐specific primers used for the analyses of their expression by real‐time 

PCR.  (B)  Primers  used  for  amplify  the  DNA  fragment  used  to  generate  RNA  probe  for 
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PtaDML10 mRNA  FISH  (C)  Primers with  attB  sites  used  to  generate  the  RNAi  fragment  for 

downregulated PtaDML10 gene expression.  
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Anne-Laure LE GAC 

 
Méthylation de l’ADN et plasticité phénotypique en réponse à des 

variations de disponibilité en eau chez le peuplier 
 

Face à la rapidité des changements climatiques, les arbres doivent faire preuve de plasticité 

phénotypique. Les mécanismes épigénétiques font partie des pistes de recherche actuelles pour 

expliquer la plasticité phénotypique. 

Cette thèse visait à évaluer le rôle de la méthylation de l’ADN dans la plasticité phénotypique 

d’un organisme pérenne séquencé, le peuplier, en réponse à des variations de disponibilité en eau 

du sol. Les travaux, combinant écophysiologie et épigénomique, se sont focalisés sur le méristème 

apical caulinaire, centre de la morphogenèse de la tige feuillée. 

Trois résultats majeurs sont issus de cette thèse : i) Chaque état hydrique est associé à un 

méthylome et un transcriptome spécifiques, ii) Certaines régions différentiellement méthylées sont 

conservées dans le temps et entre contextes environnementaux, iii) Des lignées RNAi 

hypométhylées soumises à différents contextes hydriques présentent une réponse modifiée. 

Les résultats acquis lors de cette thèse appuient une contribution de la méthylation de l’ADN 

à la plasticité phénotypique et suggèrent un rôle des mécanismes épigénétiques dans la mémoire 

d’un stress chez les arbres. 

 

Mots clés : épigénétique, gènes différentiellement exprimés (DEG), méristème apical caulinaire, 

méthylation de l’ADN, Populus spp., RNAi PtDDM1, plasticité phénotypique, disponibilité en eau, 

environnement, région différentiellement méthylée (DMR) 

 
 

DNA methylation and phenotypic plasticity towards  
water availability variations in poplar 

 
Due to rapid climate changes, trees must exhibit phenotypic plasticity. Epigenetic mechanisms are 

part of current research to explain phenotypic plasticity. 

This thesis aimed to evaluate the role of DNA methylation in phenotypic plasticity of a 

perennial sequenced organism, poplar, in response to variations in soil water availability. 

The work, combining ecophysiology and epigenomics, focused on the shoot apical meristem, 

the center of morphogenesis of the leafy stem. 

Three major results emerge from this thesis: (i) Each hydric state is associated with a specific 

methylome and transcriptome, (ii) Some differentially methylated regions are conserved in time and 

between environmental contexts, (iii) Hypomethylated RNAi lines subjected to different contexts 

show a modified response. 

The results obtained during this thesis support a contribution of DNA methylation to 

phenotypic plasticity and suggest a role of epigenetic mechanisms in stress memory in trees. 

 

Keywords: epigenetics, differentially expressed gene (DEG), environment, differentially methylated 

region (DMR), DNA methylation, shoot apical meristem, Populus spp., PtDDM1 RNAi, phenotypic 

plasticity, water availability. 
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