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1- INTRODUCTION 

Le pin maritime (Pinus pinaster Ait.) et l'eucalyptus sont deux espèces forestières utilisées en 
culture intensive pour fournir principalement de la pâte à papier et du bois d'œuvre. En France, le 
pin maritime couvre 1,5 million d'hectares dont 1 million dans le massif forestier Aquitain. C'est le 
premier résineux français en terme de productivité avec 8,3 millions de m3 de bois produit par 
hectare et par an. Le genre Eucalyptus est à considérer à l'échelle planétaire : celui-ci est largement 
utilisé pour le reboisement industriel et on compte aujourd'hui plus de 10 millions d'hectares 
d'eucalyptus répartis à travers le monde, essentiellement dans les régions chaudes. L'Eucalyptus 
gunnii utilisé dans cette étude n'est cultivé qu'en France où l'AFOCEL l'a introduit pour sa résistance 
au froid. Hormis le sud de la France où il existe des projets de développements industriels sur cette 
espèce, le poids économique de l'Eucalyptus gunnii dans le monde est nul. 

Depuis plusieurs années, l'INRA et l'AFOCEL (pour le pin maritime), le CIRAD et l'AFOCEL (pour 
l'eucalyptus) ont entrepris des programmes d'amélioration génétique sur ces deux espèces. A la 
demande des sylviculteurs et des industriels du bois, ces programmes avaient pour but principal 
d'augmenter le rendement en bois. Aujourd'hui, les efforts de la sélection portent encore sur le 
volume du fût mais aussi sur la qualité du bois. En effet, le souci actuel des industriels du bois vient 
de l'utilisation d'une matière première hétérogène dans sa composition chimique et ses propriétés 
mécaniques, propriétés qui dépendent des caractéristiques anatomiques et ultrastructurales du bois. 
Cette hétérogénéité s'observe aussi bien entre arbres au sein d'une même espèce (variabilité 
naturelle intraspécifique) qu'à l'intérieur d'un même arbre où elle est généralement très élevée. 

La plus évidente des variations des propriétés du bois au sein d'un arbre est l'alternance du bois 
initial et du bois final observée dans les zones tempérées. Cette variation est réglée par les facteurs 
climatiques. Une autre source majeure de variation des propriétés du bois est le bois de réaction. Le 
dictionnaire de l'International Association of Wood Anatomists (IA W A, 1964) définit le bois de 
réaction comme un " bois qui présente des caractères anatomiques plus ou moins distinctifs ; il se 
forme typiquement dans les portions de tiges penchées ou courbées et dans les branches ; le végétal 
s'efforce de reprendre une position normale en réagissant de la sorte. ". On distingue deux types de 
bois de réaction (figure 1) : 

► Le bois de compression qui est " un bois de réaction typiquement formé à la partie inférieure des 
branches et des tiges penchées ou recourbées des conifères" (IA WA, 1964). Sur une coupe 
transversale d'un tronc contenant du bois de compression, la moelle est excentrée du côté de la 
face supérieure. Le bois de compression est plus lignifié que le bois normal ( environ 30% de 
lignines en plus). La lignine étant principalement constituée de 2 types de monomères chez les 
gymnospermes, H et G (figure 2), on note une plus grande proportion de monomères H dans le 
bois de compression (LAPIERRE et al, 1987 ; ROLANDO et al, 1992). Au niveau ultrastructural, 
les trachéides sont plus courtes longitudinalement, plus arrondies transversalement et présentent 
d'importants méats intercellulaires. La paroi pectocellulosique des cellules du bois de 
compression est plus épaisse que celle des cellules du bois normal. La face externe de la couche 
S2 (figure 3) possède des épaississements et des cavités spiralées, et l'angle des microfibrilles de 
cellulose (AMF) par rapport à l'axe de la cellule est élevé : 30 à 50° (LOW, 1964). La couche S3 
est absente. En ce qui concerne les propriétés technologiques, le bois de compression est plus 
dense que le bois normal. Son retrait longitudinal, c'est-à-dire la diminution dans le sens des 
fibres d'un volume de bois lors du séchage, est très important: 3% contre 0,1 à 0,3% pour le bois 
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normal (WOOTEN, 1968). Enfin, le bois de compression se caractérise phénotypiquement par sa 
couleur brun-rouge. 

► Le bois de tension qui est " un bois de réaction typiquement formé à la partie supérieure des 
branches et des tiges penchées ou recourbées des dicotylédones. " (IA W A, 1964). Le bois de 
tension contient moins de lignines que le bois normal. La proportion de monomères G est plus 
faible dans le bois de tension, d'où un rapport SIG supérieur à celui du bois normal. Les 
vaisseaux sont moins nombreux et plus petits que ceux du bois normal. Le bois de tension est 
parfois caractérisé par la présence de fibres particulières appelées fibres G : une partie ou la 
totalité de la paroi secondaire de ces fibres est presque exclusivement composée de cellulose 
cristalline. L'AMF dans la paroi des cellules est très faible ( < 5°). Le bois de tension a un retrait 
longitudinal important (1 % ), retrait cependant inférieur à celui observé pour le bois de 
compression. Grâce à une plus grande teneur en cellulose (due à la paroi de cellulose cristalline 
des fibres G) et une extraction plus facile des lignines, le bois de tension offre un meilleur 
rendement en pâte à papier que le bois normal (ONA et al, 1995). 

On a ici deux définitions complémentaires du bois de réaction, l'une fonctionnelle, fondée sur 
l'aptitude mécanique de ce bois à réorienter les axes, l'autre structurale, fondée sur des critères 
anatomiques. Plus directement reliée à la fonction de réorientation du bois de réaction, la mesure de 
la Déformation Longitudinale de Maturation (DLM) permet de déterminer de façon simple et 
quantitative le type de bois à la surface d'un arbre. Intervenant après la différenciation, la maturation 
permet à une cellule de bois de devenir fonctionnelle. Lors de la maturation de ses cellules, la 
dernière couche de bois formée tend à se rétracter sur elle-même. Cette déformation longitudinale 
de maturation (négative) ne s'exprime pas dans l'arbre sur pied : elle est empêchée par la très forte 
adhésion du bois formé en périphérie au bois sous-jacent antérieurement formé et donc rigide . Il en 
résulte alors un état de tension dans la nouvelle couche de bois formée et un état de compression 
dans le bois central (figure 4). Dans le bois de tension, la DLM est plus intense (valeurs encore plus 
négatives) : le bois de tension, situé sur la face supérieure des axes inclinés, "tire" pour réorienter 
l'axe. Dans le bois de compression, les cellules sont au contraire comprimées : la DLM est donc 
positive. Le bois de compression, situé sur la face inférieure des axes inclinés, " pousse " pour 
réorienter l'axe. L'estimation de la DLM à la périphérie de l'arbre (on mesure en fait une 
Déformation Résiduelle Longitudinale de Maturation, notée DRLM, puisqu'une petite partie de la 
déformation s'est exprimée lors de la mise en place des cellules) permet non seulement de 
distinguer le bois de réaction du bois normal mais aussi d'évaluer quantitativement le type de bois, 
montrant ainsi un continuum entre bois normal et bois de réaction. De plus, de nombreux auteurs 
ont relié cette DRLM aux caractéristiques chimiques et anatomiques du bois précédemment 
décrites, et cela pour différentes espèces : eucalyptus (BAILLERES et al, 1995) et pin maritime 
(COMBES et al, 1996). 

S'il est bénéfique et nécessaire au bon développement de l'arbre, le bois de réaction est perçu par 
les industriels comme un défaut majeur. La présence de bois de réaction au sein de bois normal 
induit une hétérogénéité des propriétés mécaniques et physiques, notamment celle du retrait 
longitudinal. Cette hétérogénéité se traduit par des déformations et des ruptures des pièces usinées 
au cours des étapes de transformation. A cause de sa densité élevée, le bois de compression est un 
bois très dur, cassant et difficile à travailler. Au niveau de la qualité papetière, la plus faible teneur 
en cellulose du bois de compression (environ 30% de cellulose en moins par rapport au bois normal) 
entraîne une baisse du rendement en pâte à papier (LADELL et al, 1967) ainsi qu'une moins bonne 
qualité du papier produit, celui-ci étant moins résistant (WATSON et DADSWELL, 1957). 

Bien qu'abondamment caractérisé au niveau anatomique, cellulaire et chimique, le bois de réaction a 
été très peu étudié au niveau moléculaire, en particulier au niveau protéique. Ce stage de DEA a 
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donc pour but de trouver et d'identifier des protéines caractéristiques du bois de réaction. Il s'intègre 
dans un vaste programme de recherche visant à étudier la qualité du bois au niveau de son 
déterminisme génétique (variabilité, héritabilité, recherche de QTL) et de son contrôle moléculaire 
(gènes et protéines impliquées dans la qualité). Le pin maritime (un conifère) et l'Eucalyptus gunnii 
(une dicotylédone) ont été utilisés pour caractériser respectivement le protoxylème associé au bois 
de compression et au bois de tension. L'étude protéique a été réalisée grâce à la technique de 
l'électrophorèse bidimensionnelle (O'FARRELL, 1975) qui permet de séparer les protéines totales 
en fonction de leur point isoélectrique, pl (1ère dimension) et de leur masse (2ème dimension) 
(figure 5). La quantité des protéines sera déterminée grâce à un analyseur d'image. Dans un premier 
temps, les valeurs de DRLM seront comparées aux caractéristiques chimiques du bois (taux de 
lignines et taux de cellulose) pour vérifier ici la relation entre DRLM et type de bois. Dans un 
second temps, les quantités des protéines seront comparées aux valeurs de DRLM afin de déceler 
des protéines spécifiques du bois normal ou du bois de réaction. 

2- MATERIEL ET METHODES 

2-1 MATERIEL VEGETAL 

Deux arbres situés sur le domaine expérimental de l'INRA de Pierroton ont été utilisés pour cette 
étude : un pin maritime âgé de 22 ans, et un Eucalyptus gunnii adulte. Ces deux arbres ont été 
choisis pour leur forme courbée qui laissait prévoir la présence de bois de réaction (photos 1 et 2). 
Un pin maritime plus jeune, appelé pin À, situé au même endroit et lui aussi courbé, a également été 
utilisé. 

2-2 METHODE D'ECHANTILLONNAGE 

Sur le tronc de chaque arbre ont été déterminés plusieurs niveaux : 4 pour le pin et 3 pour 
l'eucalyptus (figure 6). A chaque niveau, des prélèvements et des mesures ont été réalisés sur 2 ou 
sur les 4 points cardinaux de l'arbre, après écorçage et suppression du phloème et du cambium : 

.:;;;;;i récupération de protoxylème (xylème en différenciation) en grattant à l'aide d'un couteau la 
surface du bois. Ce tissu était immédiatement placé dans de l'azote liquide avant d'être stocké à 
-80°C au laboratoire. Le protoxylème a été utilisé pour l'étude protéique . 

.:;;;;;i mesure au même endroit de la Déformation Résiduelle Longitudinale de Maturation (DRLM) 
afin de caractériser le type de bois présent à l'endroit du prélèvement du protoxylème . 

.:;;;;;i prélèvement, au même endroit, d'un cube de bois à l'aide d'un ciseau à bois et stockage dans de 
l'alcool. L'objectif était de réaliser des analyses chimiques du bois (taux de lignines de Klason et 
de cellulose de Kurschner et Hoffner). 
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* prélèvement de xylème en 
formation et de blocs de bois à 
chaque point de mesure 

Photo 2 
eucalyptus utilisé pour cette étude 
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EUCALYPTUS 

* eucalyptus adulte, tronc fortement 
courbé 

* mesures de DRLM effectuées à 
3 niveaux ; 4 points de mesure par 
niveau 

* prélèvement de xylème en 
formation et de blocs de bois à 
chaque point de mesure 

fig. 6 : méthode d'échantillonnage sur le pin maritime et l'Eucalyptus gunnii 



Des mesures complémentaires de DRLM et des prélèvements de blocs de bois comme définis 
ci-dessus ont également été effectués à un niveau supplémentaire sur le pin maritime courbé (niveau 5) 
ainsi que sur le pin maritime À. Pour !'Eucalyptus gunnii, une mesure de DRLM et un prélèvement 
ont été réalisés en supplément, entre le niveau 1 et le niveau 2 (bloc de bois appelé ES dans le 
tableau 2). 

2-3 MESURE DE LA DRLM 

La méthode utilisée pour la mesure des DRLM est celle des deux rainures ou "méthode Wap's ". 
Cette méthode consiste à mesurer la déformation longitudinale résultant du sciage manuel de deux 
rainures de part et d'autre des pointes d'un capteur extensométrique relié à une centrale 
d'acquisition (figure 7). 

Après écorçage, les deux pointes du capteur sont légèrement enfoncées dans le bois, butée abaissée. 
La droite (DD') passant par les pointes doit être parallèle au fil du bois (figure 8). Après avoir relevé 
la butée et effectué la mise à zéro sur la base de mesure, on scie la première rainure 
perpendiculairement à (DD') et située à d=5 mm de la pointe du capteur. Lorsque la valeur sur la 
centrale d'acquisition se stabilise, on procède au sciage de la deuxième rainure de la même façon 
que la première. La valeur relevée, exprimée en microdéformations (µdef), correspond soit à une 
augmentation de l'écartement des pointes (valeur positive de la DRLM ~ bois de compression) soit 
à une diminution de l'écartement des pointes (valeur négative de la DRLM ~ bois de tension ou 
bois normal selon l'intensité de la DRLM). Ces mesures ont été réalisées avec Henri Baillères du 
CIRAD-Forêt (Montpellier) . 

Pour plus de renseignements sur le principe mécanique et théorique de cette méthode de mesure de 
la DRLM, on pourra se rapporter à FOURNIER et al (1994b) et BAILLERES (1994) . 

2-4 ANALYSES CHIMIQUES DU BOIS 

Les analyses chimiques effectuées sur les blocs de bois de pin et d 'eucalyptus ont été gérées par 
Henri Baillères et réalisées par Georges Piombo (CIRAD-Forêt, Montpellier). 

2-4-1 Dosage des lignines (méthode de Klason) 

Le principe de cette méthode est l'hydrolyse et la solubilisation par un acide fort (acide 
sulfurique à 72%) des carbohydrates de la paroi. Le résidu insoluble restant est par 
définition de la lignine (EFFLAND, 1977). 
Les blocs de bois sont d'abord broyés puis soumis à la séquence de solvants toluène
éthanol 2: 1 ➔ éthanol ➔ eau afin d'éliminer essentiellement les résines et les tanins. Les 
résidus pariétaux sont ensuite séchés à l'état anhydre puis soumis à l'hydrolyse acide. Cette 
étape présente deux phases : 

1) H2SO4 72% pendant 2h à 20°C 
2) Chauffage sous reflux pendant 3h après dilution de l'acide à 0,5 N 

Le résidu insoluble (exprimé en % du résidu pariétal) obtenu après filtration, lavage et séchage 
correspond à la lignine de Klason. 
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2-4-2 Dosage de la cellulose (méthode de Kurschner et Hoffner) 

Les blocs de bois sont d'abord broyés puis soumis à un mélange d'acide nitrique et d'alcool, 
porté à douce ébullition au bain-marie sous réfrigérant à reflux, afin de dissoudre les matières 
grasses, les hémicelluloses et les lignines. Le mélange est ensuite mis à décanter. Le liquide 
surnageant est éliminé et le résidu insoluble est soumis au même traitement que 
précédemment. L'opération est répétée une seconde fois puis le mélange est filtré sous vide, le 
résidu (c'est-à-dire la cellulose) lavé à l'eau chaude et séché à poids constant à 100° C. Le taux 
de cellulose est exprimé en g pour 100 g de matériel végétal hors extraits. 

2-5 ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE ANALYTIQUE 

L'électrophorèse bidimensionnelle de protéines a été effectuée sur les 14 échantillons de 
protoxylème de pin maritime et sur les 12 échantillons de protoxylème d'eucalyptus. Pour le pin 
maritime, les électrophorèses bidimensionnelles ont été répétées une fois, sauf pour deux 
échantillons. Il n'y a pas eu de répétition pour les échantillons d'Eucalyptus gunnii. Au total, 38 gels 
d'électrophorèse bidimensionnelle (gels 2-D) ont donc été réalisés (26 pour le pin maritime et 12 
pour l'Eucalyptus gunnii). Un nombre de gels équivalent a également été réalisé pour les différentes 
mises au point de la technique. 

La méthode employée pour l'extraction des protéines totales du xylème en différenciation a été la 
même que celle utilisée sur les aiguilles et les bourgeons par BARHMAN et al (1997). Seule l'étape 
de resolubilisation des protéines a été modifiée : 30 µl de tampon par mg de culot protéique ont été 
utilisés au lieu de 15 µl par mg de culot. L'isoélectrofocalisation (IEF, séparation des protéines selon 
leur point isoélectrique, pl, : 1ère dimension) et l'électrophorèse résolutive (SDS-PAGE, séparation 
des protéines selon leur masse moléculaire relative, Mr, : ime dimension) ont été effectuées selon la 
méthode décrite par COSTA et al (1998a). Ici, les deux modifications sont : 

- l'utilisation d'une solution d'acrylamide à 40 % (rapport acrylamide-bis acrylamide 37,5/1) du 
commerce (INTERCHIM, France) pour la préparation des gels de résolution, à la place d'une 
solution d'acrylamide à 30 % (rapport acrylamide-bis acrylamide 36,5/1) habituellement préparée 
au laboratoire à partir d'acrylamide en poudre. 

- le dépôt de 40 µl d'extrait protéique sur le gel d'isoélectrofocalisation au lieu de 20 µl. 

Les protéines des gels 2-D ont été colorées au nitrate d'argent selon le protocole de DAMERY AL et 
al (1987), mais avec une température des bains de révélation de 4° C selon COSTA et al (1998a). 

2-6 ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE PREPARATIVE 

L'électrophorèse bidimensionnelle préparative permet la récupération des spots protéiques après 
migration dans les deux dimensions. Elle n'a été réalisée que pour le pin maritime. 

Utilisant le même appareillage, l'électrophorèse bidimensionnelle préparative diffère peu de 
l'électrophorèse bidimensionnelle analytique : 
- une quantité plus grande d'extrait protéique ( 400 µl) est déposée sur des gels d'isoélectro

focalisation plus gros (3 mm de diamètre). 
- les gels de résolution sont plus épais (1,5 mm) et surmontés d'un gel de concentration. 
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les protéines des gels 2-D sont colorées à l'aide d'une solution de Noir Amido selon le protocole 
de CHEN et al (l 993) . Cette coloration est environ 5 fois moins sensible que la coloration au 
nitrate d'argent : certains spots visibles après coloration au nitrate d'argent ne le sont plus après 
coloration au Noir Amido. 

Les spots protéiques visibles sont récupérés directement sur les gels colorés à l'aide d'un scalpel et 
d'une pince, puis stockés à -80° C avant d'être microséquencés. 60 gels préparatifs ont été réalisés 
afin d'obtenir suffisamment de matériel pour le microséquençage. 

Ce stage de DEA a également été l'occasion de rédiger un protocole très détaillé d'une vingtaine de 
pages sur l'électrophorèse analytique et préparative. Celui-ci uniquement envoyé aux 2 rapporteurs 
de ce mémoire de DEA est disponible sur demande auprès de Christophe Plomion. 

2-7 MICROSEQUENCAGE INTERNE DES SPOTS PROTEIQUES 

Le microséquençage interne des spots protéiques a été réalisé par Jacques d'Alayer du Laboratoire 
de Microséquençage des Protéines de l'Institut Pasteur à Paris. 

Les protéines, fixées sur le gel d'acrylamide, sont d'abord digérées in situ soit par l'endoprotéase 
Lys C, soit par la trypsine (KAWASAKI et al, 1990). L'endoprotéase Lys C coupe les protéines au 
niveau des résidus de lysine, tandis que la trypsine clive les protéines au niveau des résidus 
d'arginine et de lysine. La trypsine est utilisée pour les protéines de faible poids moléculaire, 
donnant ainsi plus de peptides. L'endoprotéase Lys C est utilisée pour les protéines de haut poids 
moléculaire plutôt que la trypsine qui donnerait trop de peptides. De plus, la trypsine et 
l'endoprotéase Lys C sont les deux seules enzymes qui digèrent bien les protéines fixées sur gel 
d'acrylamide. Les peptides issus de la digestion sont ensuite séparés par HPLC en phase inverse 
selon le protocole de KAWASAKI et SUSUKI (1990). Enfin, une séquence d'environ 15 acides 
aminés est obtenue à partir d'un des peptides par la réaction récurrente d'Edman. 

2-8 CARACTERISATION DES PROTEINES 

Chaque séquence obtenue a été comparée à 5 banques de données de biomolécules disponibles sur 
Internet : 

« OWL » version 30.2, 250 514 séquences, dernière mise à jour le 11 juin 1998. Cette banque de 
données non redondante est la compilation de 4 banques de données protéiques : SWISSPROT, 
PIR, la traduction de GenBank et NRL-3D Brookhaven. 

- « Non-redundant Nucleotide Sequence Databases » (2 501 073 séquences) qui contient la base de 
données non redondante GenBank ainsi que les bases de données EMBL, DDBJ et PDB. 

« dbSTS » version 98.07 (54 841 séquences), dernière mise à jour le 19 juillet 1998. Cette 
banque regroupe les STS (Sequence Tagged Site) ou séquences génomiques ciblées. 

- « dbEST » version 98 .07 (1 718 327 séquences), dernière mise à jour le 23 juillet 1998. Cette 
banque contient les EST (Expressed Sequence Tags), séquences anonymes ou de fonction 
connue, issues des projets de séquençage systématique des ADNc. 

la base de données EST Pinus taeda (http://www.cbc.urnn.edu/ResearchProjects/Pine/). 
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photo 3 : gel 2-D de protoxylème de pin maritime et localisation des 137 spots analysés 
(voir l'annexe 1 pour le code des spots) 



Les programmes BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) et FASTA (PEARSON et LIPMAN, 1988) ont 
été utilisés pour la recherche d'homologies entre nos séquences d'environ 15 acides aminés et les 
séquences des banques précédemment décrites. 

Récemment, COSTA et al (1998a et 1998b) ont obtenu des microséquences sur une quarantaine de 
spots à partir de gels 2-D d'aiguilles de pin maritime. Un gel 2-D d'aiguilles ainsi que la localisation 
sur ce gel des spots analysés et identifiés ou non par microséquençage ou spectrométrie de masse sont 
visibles à l'URL suivante : http://www.pierroton.inra.fr/genetics/2D/microsequenced.htm1. Un grand 
nombre de spots protéiques sur les gels 2-D de protoxylème et les gels 2-D d'aiguilles présentaient 
des similitudes de pl et de masse moléculaire apparente (Mr). Pour vérifier ces similitudes, nous 
avons réalisé un gel 2-D dans lequel ont comigré à la fois les protéines de protoxylème et les 
protéines d'aiguilles. Lorsqu'un spot sur gel 2-D de protoxylème et le spot situé au même endroit sur 
gel 2-D d'aiguilles (c'est-à-dire ayant le même pl et la même Mr) se confondaient sur le gel 2-D de 
comigration, nous avons admis que les deux spots correspondaient et qu'ils avaient la même 
identité. Les données obtenues par COSTA et al (1998a et 1998b) ont ainsi été utilisées pour 
identifier indirectement quelques protéines de protoxylème. 

Par ailleurs, grâce au gel 2-D de comigration, la spécificité tissulaire pour toutes les protéines a 
également été étudiée en superposant un gel 2-D d'aiguilles ou un gel 2-D protoxylème au gel 2-D de 
comigratjon. Les protéines présentes sur le gel 2-D de comigration mais absentes sur le gel 2-D 
d'aiguilles ont été considérées comme spécifiques du protoxylème et vice-versa. 

2-9 ANALYSE STATISTIQUE DES GELS 2-D DE PROTOXYLEME 

Les gels 2-D ont été scannés et analysés grâce au logiciel Biolmage 2-D Analyser, version 6.0.3 
(Biolmage Products, Millipore/Biosearch, Ann Arbor, MI). Les analyses statistiques ont été réalisées à 
l'aide du logiciel Splus. La quantité de 137 spots protéiques de protoxylème de pin maritime (photo 3) et 
de 140 spots protéiques de protoxylème d'Eucalyptus gunnii (photo 4) a été étudiée. Ces spots 
répartis sur toute la surface des gels ont été choisis parmi les 600 et 800 spots protéiques observés 
en moyenne chez le pin maritime et !'Eucalyptus gunnii respectivement. 

L'intensité intégrée d'un spot, c'est-à-dire la somme des valeurs des pixels à l'intérieur du contour du 
spot ajustées au bruit de fond, détermine la quantité relative de la protéine correspondante. La 
variation de l'intensité intégrée d'un même spot entre différents gels, c'est-à-dire entre les différents 
prélèvements, peut donc être attribuée à la variation de la quantité de la protéine à travers ces 
différents prélèvements. Cependant, il faut tenir compte des différences de coloration entre gels. En 
effet, l'étape de coloration au nitrate d'argent est la cause principale des variations expérimentales 
pour la quantification des spots protéiques, et tend à affecter tous les spots d'un gel de la même 
manière (BURSTIN et al, 1993). Il est donc nécessaire de s'affranchir de cette source de variation 
pour pouvoir comparer la quantité des protéines entre les différentes conditions ou prélèvements. 
Une correction linéaire a donc été appliquée à chacun des spots étudiés selon la méthode décrite par 
BURSTIN et al (1993). L'intensité intégrée de chaque spot i d'un gel j (Yij) a ainsi été corrigée par 
un facteur propre au gel j (Kj), défini comme le rapport entre la moyenne de l'intensité intégrée de 
tous les spots i pris sur tous les gels j (Y..) et la moyenne de tous les spots i du gel j (Y.j) -

Formule de correction : 
A 

YïJ·=Y.xK . 
1J J avec K.=Y/Y. J .. .J 
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photo 4 : gel 2-D de protoxylème d'Eucalyptus gunnii et localisation des 140 spots analysés 
(voir l'annexe 2 pour le code des spots} 



Après correction de l'intensité intégrée, l'effet DRLM chez le pin maritime a été testé selon le 
modèle suivant: 

/\ 

yijkl = µ + Dk + aixDRLMj + Eijkl [ 1 ] 

où DRLMj est la valeur de DRLM de l'échantillon j répété 1 fois (1 à 2 répétitions par gel). Nous 
avons ajusté l'effet Dk, c'est-à-dire l'effet date k (k=l à 5) de la réalisation et numérisation des gels, 
au modèle, car malgré la correction réalisée précédemment, un effet global sur chaque groupe de 
gels lors de la coloration ou lors de la numérisation a été précédemment vérifié sur quelques spots. 
L'effet DRLM sur la quantité de la protéine a été considéré comme significatif au seuil de 5 %. Pour 
déterminer la part explicative de la DRLM sur la quantité des protéines, le coefficient de 
détermination du modèle (R2) a été calculé dans le modèle linéaire suivant : 

/\ 

où DRLMj est la valeur de DRLM de l'échantillon j . La DRLM est ici le seul régresseur. 

Pour l 'Eucalyptus gunnii, comme on ne disposait pas de répétitions et que tous les gels ont été 
réalisés le même jour, l'effet DRLM a été testé selon le modèle linéaire suivant : 

/\ 

Yij = µ + aixDRLMj + Eij [ 3] 

où DRLMj est la valeur de DRLM de l'échantillon j. L'effet DRLM sur la quantité de la protéine a 
été considéré comme significatif au seuil de 5 %. Le coefficient de détermination du modèle (R2) a 
été calculé pour les protéines dont la quantité variait avec la DRLM. 

2-10 ANALYSE STATISTIQUE DE GROUPES ("CLUSTERING") 

Les profils de variation de la DRLM, du taux de lignines et de la quantité des 137 protéines de 
protoxylème de pin maritime ont été comparés en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson et 
l'analyse statistique de groupes (MYERS et al, 1997). 

2-10-1 Analyse de groupes 

A cause de l'incompatibilité des unités de mesures, les variables ont été d'abord centrées et 
réduites. Pour chaque couple de variables VNj (V=DRLM, taux de lignines ou quantité de 
protéine), la distance euclidienne d(ViVj) a été calculée selon la formule ci-dessous : 

A partir de la matrice de distances (139 x 139) ainsi construite, les variables ont été 
regroupées en goupes ou "clusters" suivant un algorithme basé sur des distances moyennes 
entre groupes de variables (initialement, chaque variable formait un groupe). Cette analyse est 
représentée graphiquement par un dendrogramme. Si deux variables présentent des profils de 
variation semblables, la distance entre ces deux variables sera faible : les deux variables seront 
alors proches dans le dendrogramme. Si au contraire ces deux variables présentent des profils 
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d'expression différents, leur distance sera élevée : elles seront alors éloignées dans le 
dendrogramme. La représentation suivante montre l'évolution de la distance entre deux 
variables selon la similarité des profils d'expression de ces deux variables : 

Vi et Vi varient dans le même sens 
et exactement dans les mêmes 

proportions 

< 

'-----vi 
Vi et Vi varient dans le même sens 

mais pas dans les mêmes 
proportions 

X 
Yi et Vi varient en sens contraire 

< < 

Le dendrogramme ne permet pas cependant de bien différencier les cas intermédiaires. 

2-10-2 Analyse de corrélations 

Ici, les données brutes ont été utilisées. Pour chaque couple de variables ViVj, le coefficient de 
corrélation a été calculé (r(ViVj)) afin de former une matrice de corrélation (139 x 139). Cette 
matrice a été ordonnée en fonction du résultat de l'analyse de groupes. Une représentation 
graphique de cette matrice permet, comme le dendrogramme, de comparer les profils de 
variation entre les variables. Elle permet en plus de dire si deux variables sont éloignées à 
cause d'une variation contraire ou si elles sont éloignées à cause d'une variation dans le même 
sens mais pas dans les mêmes proportions. Grâce à la représentation graphique, on peut 
facilement comparer les groupes entre eux et bien caractériser leur profil de variation. 

3- RESULTATS 

3-1 COMPARAISON DES PROFILS DES GELS 2-D D'AIGUILLES ET DE PROTOXYLEME 
DE PIN MARITIME 

L'identité de protéines de protoxylème(X pour« xylem », suivi du numéro d'analyse) et d'aiguilles 
(N pour « needles », suivi du numéro d'analyse) ayant les mêmes pl et Mr et confondues sur le gel 
de comigration a été validé par le microséquençage de 4 spots présumés identiques dans les 2 tissus. 
Pour chacune de ces 4 protéines, nous avons retrouvé la même identité (en bleu dans l'annexe 1) : il 
s'agit de l'actine (X9=N53), d'une HSP de faible poids moléculaire (X47=N98), d'une HSP de 
70 kDa (Xl=N164) et de la caféoyl Coenzyme A O-méthyltransférase (X46=N125). Ces résultats 
montrent donc que l'on peut identifier de façon quasi certaine des protéines de gels 2-D de 
protoxylème à partir de protéines de gels 2-D d'aiguilles déjà identifiées. 
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Le gel 2-D de comigration a été également utilisé pour déterminer ou non la spécificité tissulaire 
pour les protéines de protoxylème. Ainsi, 29,5 % des protéines sont spécifiques au xylème, la 
majeure partie des protéines de protoxylème étant retrouvée dans les aiguilles. Ce résultat est en 
accord avec ceux de BAHRMAN et PETIT (1995) qui avaient comparé des gels 2-D d'aiguilles, de 
pollen et de bourgeons de pin maritime, et qui avaient trouvé que la majeure partie des protéines 
révélées par l'électrophorèse bidimensionnelle était commune. 

3-2 DESCRIPTION DES PROTEINES IDENTIFIEES DANS LE PROTOXYLEME DE PIN 
MARITIME 

Sur les 137 protéines étudiées, 33 protéines ont pu être identifiées (tableau de l'annexe 1). Parmi ces 
33 protéines, 25 ont été identifiées directement par microséquençage et recherche d'homologies dans 
les banques de données (en rouge et en bleu). Les 8 protéines restantes ont été identifiées 
indirectement à partir de protéines de gels 2-D d'aiguilles déjà identifiées (en vert) . Les 33 protéines 
identifiées peuvent être classées en 5 grands groupes : 

3-2-1 Enzymes de la voie de biosynthèse des lignines et enzymes associées 

X46 est similaire à la caféoyl Coenzyme A O-méthyltransférase (CCoA-OMT) qui transforme 
le caféoyl-Coenzyme A en féruloyl Coenzyme A, un précurseur des monomères de lignines. 
X18 est similaire à l'acide caféique O-méthyltransférase (C-OMT) qui convertit l'acide 
caféique en acide férulique et l'acide 5-hydroxyférulique en acide sinapique, les deux acides 
produits étant également des précurseurs des monomères de lignines. Ces deux enzymes sont 
des méthyltransférases, c'est-à-dire qu'elles ajoutent un radical méthyle à leur substrat. Le 
radical méthyle provient de la S-adénosylméthionine (SAM), coenzyme produit par la SAM 
synthétase à partir d'ATP et de méthionine. 5 protéines (Xl 1, X12, X15, X21 et X30) sont 
similaires à des SAM synthétases. 

3-2-2 Protéines induites lors de stress 

Les protéines X47 et X97 sont similaires à des Heat Shock Protein (HSP) de faible poids 
moléculaire. Ces protéines sont synthétisées en grande quantité lors d'une élévation de 
température, d'où leur nom. Cette famille de protéines se divise en plusieurs classes selon la 
localisation cellulaire de ses membres. X47 et X97 appartiennent à la classe 1 car elles sont 
cytosoliques. La protéine X61 correspond à une protéine de Pinus taeda induite lors d'un 
stress hydrique et elle-même homologue à une protéine de tomate induite par l'ABA et 
exprimée dans la maturation des fruits (PADMANABHAN et al, 1997). Une autre protéine, 
X43, correspond également à une protéine de Pinus taeda mais induite par l'auxine. La 
protéine X41 est une isoflavone réductase, un enzyme-clé dans la synthèse des isoflavonoïdes. 
L'isoflavone réductase est impliquée dans la synthèse d'une phytoalexine en réponse à 
l'attaque de pathogènes. 

3-3-3 Protéines chaperonnes 

Plusieurs protéines sont similaires à des protéines dites chaperonnes. Ces protéines assurent 
un repliement correct des autres protéines. La protéine disulfide isomérase (XlO et X59) 
permet la formation des ponts disulfures S-S à l'intérieur des protéines. Les HSP 70 kDa (Xl, 
X2 et X3), d'autres Heat Shock Protein mais de poids moléculaire élevé, se lient aux régions 
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Identification• p/ Mr (kDa) mlcroséquences Internes b slmllarité aiguille c protéine similaire' Identité similarité E.C. 

X1 5,3 75 SINPOEAVAYGA, EQVFSTYSONQP elYSA!B C (N164) HSP70 kOa 12/12 el 12112 12112 et 12/12 

X2 5,3 75 SINPOEAVAYGAAVQ el EQVFSTYSONOPGVL C(N165) HSP 70k0a 15/15 el 15/15 15/15 et 15/15 

X3 5,4 75 TAGOTHLGGEOFON C(N166) HSP 70k0a 14/14 14/14 

X6 5,4 56 ATSOLLLVQSOLYTVEEGFV C (N167) UOP-glucose pyrophosphorylase 17/20 20/20 2.7.7.9 

X9 5,5 41 OLYGN C(N53) actine 5/5 5/5 

X10 5,6 38 OLGERYGVSGFPTl.K C(N168) protéine dlsulfide isomérase 14/15 15/15 5.3.4.1 

X11 5,6 44 YLOENTIFH el TNMVMVFGE C(N127) SAM synthétase 9/9 el 9/9 9/9 el 9/9 

X12 5,8 51 VLVNIEQQSPDIAQG s SAM synthétase 14/15 14/15 

X15 5,9 45 VLVNIEQQSPDIAQG C (N155) SAM synthétase 14115 14115 2.5.1.6 

X21 6,1 45 LCOQISOAVLOACLT s SAM synthétase 14/15 15/15 

X30 6,3 46 RPEEIGAGOQGHMFG el NFOFRPGMMTINLOL s SAM synlhétase 15/15 et 12/15 15/15 el 15/15 

X16 5,9 37 IIAEYIWIGGSGMOI C(N46) glutamine synthétase 13/15 15/15 6.3.1.2 

X17 5,9 36 IIAEYIWIGGSGMOI C (N171) glutamlne synlhélase 13/15 15/15 6.3.1.2 

X18 5,9 35 HVGGOMFOSVPSGOA C(N177) acide caféique O-méthyltransférase 11/15 15/15 2.1 .1.68 

X33 6,2 38 QEMERLSTACQEGGF el LVOEHHPCLYROFIH s ACC oxydase 7/15 el 11/15 12/15 el 14/15 

X41 6,1 32 LPANTLSFNELVALW C(N75) isoflavone réductase 12/15 14/15 1.3.1.-

X43 5,5 35 EYGSIOVLEFGEFPV C (N170) 
EST de Pinus laeda 

12/15 el 12/15 14/15 el 14/15 
·auxin-induced protein• 

X45 5 31 TWVWHATDFSOGELK C(N173) protéine se liant aux protéines Ran 12/15 13/15 . 
X46 5,2 30 VGGLI C(N125) caréoyl CoA O-mélhyltransférase 5/5 5/5 2.1.1.104 

X47 5,7 18 ASMENGV C(N98) 
HSP de faible poids moléculaire 

7/7 717 
(classe 1) 

X48 5,8 26 OVFGHMGLNOKEIVA C (N175) ascorbate peroxidase 13/15 14/15 1.11.1 .11 

X59 4,9 61 NHOPPIVLAK C (N178) protéine disullide isomérase 9/10 9/10 5.3.4.1 

EST de Pinus /aeda ·water-stress 

X61 5,1 33 HKIEEEVAAAAAVGG C (N172) 
inducible protein : lp3-1. 14/15 15/15 

protéine de maturation des lruils 'ABA 13/15 15/15 
stress rioeninq proteln' 

X74 6,1 32 LIDVOVPWGGHAGI C(N159) malate déshydrog6nase 15/15 15/15 1.1 .1.37 

X54 5,7 GLAIAAISSNSAYlli OALPCVLSPOPLNFA et . 24 
AYGAVCTPEFYLFK 

C (N109) gène ne A (facteur de transcription) 10/14 13/14 

X19 5,9 34 AVVESLPENGLLVGG s non identifié 
X44 5 34 VSEEEVGFL TGGAOP C(N169) non Identifié 
X60 4,9 59 EYFDGTLPQFRRSE C (N152) non ldenfffié 

• numéro du spot sur gel 2-D de protoxylème (voir photo 5) 

b ~ : microséquence n'ayant pas permis l'identification 

° C : protéine commune avec les aiguilles, S : protéine spécifique du protoxylème. Entre parenthèses : numéro du spot sur gel 2-D d'aiguilles 

den gras: protéines dont la quantité varie avec la DRLM (voir annexe 1) 

• masse calculée à partir de la séquence homologue 
1 
espèce où a été trouvée la séquence homologue 

9 dans la banque OWL. • : dans la banque EMBL. •• : dans la banque EMBLNEW 

voie métabolique Mr attendue (kOa) • 

71,067 

métabolisme de l'amidon el du 51,585 
saccharose, svnlhèse de la cellulose 

41,749 

biosynthèse et dégradation des 
39,663 

glycoprotéines 

catabolisme de la mélhionine 43,119 

métabolisme de l'azote 39,48 

biosynthèse des lignines 41,816 

synthèse de l'éthylène 34,134 

métabolisme des lsoflavonoïdes 35 

24,695 

biosynthèse des lignines 26,289 

17,454 

métabolisme de l'ascorbale et de 
27,43 

l'aldarale 
biosynthèse el dégradation des 

57,032 
glycoprotéines 

14,361 
13,115 

Cycle de Krebs 43,133 

tableau 1 microséquences du proto.xylème de pin maritime 

espèce t accession" 

Arabidopsis thaliana Y17053 

Pyrus pyrilolia AB013353 • 

Pinus conforta P24902 

Nicol/ana tabacum Y11209 

Pinus banksiana P50300 

Pinus sylvestris X74429 

Plnus radiata U70873 

Picea glauca L42466 

Pyrus communis AF071477 •• 

Pinus taeda 
AA556564 .. A 

A55641o•• 

Arabldopsis thaliana U62742 

Popufus kifakamlensls AB000408 

Arabidapsis thaliana P19036 

Arabidopsis thaliana X80036" 

Zea mays P52588 

Pinus taeda U52865 
Lycapersicum esculentum 008655 

Medicago saliva AF020273 

Azospirillum brasl/ense Y12363 



hydrophobes exposées. La peptidylprolyl cis-trans isomérase (X69) catalyse l'isomérisation 
cis-trans des liaisons entre la proline et un autre acide aminé. 

3-2-4 Enzymes détruisant les radicaux oxygénés 

Les radicaux oxygénés sont des composés normalement produits par les cellules, mais ils sont 
toxiques et doivent être rapidement éliminés. La Cu/Zn superoxide dismutase (Xlül) détruit 
les radicaux 0 2-. L'ascorbate peroxydase (X48) détruit les péroxydes d'hydrogène (H20 2) . 

3-2-5 Autres protéines 

La protéine présente uniquement pour des DRLM positives (X33) est similaire à l'ACC 
oxydase, la dernière enzyme dans la voie de biosynthèse de l'éthylène. Cet enzyme (appelé 
aussi Ethylene Forming Enzyme, EFE) convertit l'acide 1-aminocyclopropane 1-carboxylique 
(ACC) en éthylène. La malate déshydrogénase (X74) intervient dans le cycle de Krebs. 
L'UDP-glucose pyrophosphorylase (X6) catalyse la formation d'UDP-glucose à partir d'UTP 
et de glucose. Cet enzyme est impliqué dans le métabolisme de l'amidon et du saccharose et 
fournit également le substrat pour la synthèse de la cellulose. 4 protéines sont similaires à la 
glutamine synthase (X13, X14, X16 et Xl 7), enzyme qui assure l'incorporation de l'ion 
ammonium au glutamate pour former la glutamine. X45 est une protéine se liant aux protéines 
Ran ("Ran binding protein" en anglais). Cette protéine permet le transport de protéines du 
cytoplasme vers le noyau. X9 correspond à de l'actine, protéine produite durant la division 
cellulaire et l'élongation des cellules. X7 est similaire à la sous-unité ~ de l'ATP synthétase. 
L'ATP synthétase est un complexe transmembranaire assurant la synthèse d'ATP et impliqué 
dans les transports d'ions à travers les membranes. X102 est une protéase ATP-dépendante : 
elle participe à la dégradation des protéines dénaturées dans le chloroplaste. La protéine X51 
est homologue à la triose phosphate isomérase, un enzyme de la glycolyse. Enfin, X54 
présente des homologies avec un facteur de transcription bactérien qui contrôle 
l'agglomération et la colonisation des bactéries à la surface des racines de blé (PEREG-GERK 
et al, 1998). 

Les microséquences réalisées à partir de 28 protéines de protoxylème de pin mant1me sont 
présentées dans le tableau 1. La photo 5 montre la localisation des protéines microséquencées et 
identifiées. Sur ces 28 protéines, 3 protéines n'ont pu être identifiées après comparaison de leurs 
microséquences avec les banques de données. Parmi les 25 protéines identifiées, 12 protéines (soit 
48 %) sont homologues avec des protéines déjà connues de conifères, dont 11 homologues avec des 
protéines d'espèces appartenant au genre Pinus. Les 13 autres protéines présentent des homologies 
avec des protéines d'angiospermes. Une seule protéine est analogue à une protéine bactérienne. Enfin, 
5 protéines identifiées sont spécifiques du xylème : X12, X21 et X30, qui sont des SAM synthétases, 
X33 qui est l'ACC oxydase et X19, une protéine non identifiée. 

3-3 RELATION ENTRE LA DRLM, LE TAUX DE LIGNINES ET LE TAUX DE CELLULOSE 

Les valeurs de DRLM, les taux de cellulose et les taux de lignines correspondants sont donnés chez 
le pin maritime (pin courbé et pin À) et !'Eucalyptus gunnii dans les tableaux 2 et 3 respectivement. 
Les relations entre la DRLM et ces deux caractéristiques du bois chez les deux espèces sont 
représentées dans les figures 9 et 10. 
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3-3-1 Pin maritime 

On observe une relation significative au seuil de 5 % et positive entre le taux de lignines et la 
DRLM. Le taux de lignines est élevé pour des valeurs de DRLM positives, c'est-à-dire 
lorsqu'on a du bois de compression. De plus, la DRLM explique environ 76 % de la variation 
du taux de lignines. Contrairement au taux de lignines, on observe une relation négative entre 
le taux de cellulose et la DRLM. Cependant, à cause du faible nombre de points mesurés, cette 
relation n'est significative qu'au seuil de 6,2 %. 

3-3-2 Eucalyptus gunnii 

Chez cette espèce, 3 mesures de DRLM sont positives. Une DRLM positive signifie la 
présence de bois de compression. Hors ce type de bois n'existe pas chez les eucalyptus : les 
valeurs positives mesurées ici sont des artefacts. On peut expliquer ces valeurs positives par le 
fait que le lieu de mesure de ces valeurs se situait à proximité de zones de bois très tendu. 
Dans ces zones, les forces de tension déjà relâchées par des mesures de DRLM ont comprimé 
le bois qu'elles entouraient. Cette interprétation est plausible car en plus, le diamètre du tronc 
était faible. Ces 3 valeurs n'ont pas été retenues pour la suite de cette étude. 

Après avoir éliminé ces valeurs, on remarque une relation positive significative au seuil de 
5 % entre la DRLM et le taux de lignines. Plus la DRLM diminue, c'est-à-dire plus le bois 
devient tendu, plus le taux de lignines diminue. La DRLM explique plus de 94 % de la 
variation du taux de lignines. Par contre, aucune relation significative n'est observée entre la 
DRLM et le taux de cellulose. Cette absence de corrélation est certainement due au faible 
nombre de points mesurés. 

Toutes ces relations vont dans le sens des résultats déjà connus et décrits dans la littérature pour les 
gymnospermes et les angiospermes. 

3-4 RELATION ENTRE LA DRLM ET LA QUANTITE DE PROTEINES 

3-4-1 Pin maritime 

Sur les 137 protéines analysées (photo 3), 26 varient de façon significative au seuil de 5 % 
avec la DRLM, soit environ 19 % (voir la partie supérieure du tableau de l'annexe 1). Parmi 
ces 26 protéines, 16 ont été microséquencées . 14 protéines sur les 16 ont été identifiées par 
homologies de séquence avec les banques de données ( en rouge) dont 2 protéines aussi 
identifiées chez les aiguilles (en bleu). Les 2 protéines microséquencées restantes n'ont pu être 
identifiées. 21 protéines varient de façon positive avec la DRLM (81 % ), dont les 5 SAM 
synthétases, une protéine disulfide isomérase, la malate déshydrogénase, le facteur de 
transcription bactérien (flcA), une glutamine synthase et les deux enzymes de la voie de 
biosynthèse des lignines (CCoA-OMT et C-OMT). 4 protéines varient de façon négative avec 
la DRLM (15 %), dont une HSP de faible poids moléculaire. Enfin, 1 protéine n'est présente 
que pour des valeurs positives de DRLM : il s'agit de l'ACC oxydase. Le coefficient de 
détermination des protéines variant avec la DRLM est compris entre 0,044 et 0,826. Enfin, 4 
protéines montrent un effet date de la réalisation et de la numérisation des gels significatif au 
seuil de 1 %. Cet effet est attribué au fait que 3 échantillons sur les 4 correspondant aux 
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génotype 
bloc DRLM taux de cellulose taux de lignines 

de bois a (en µdef) (en g pour 1 O0g) (en % du résidu pariétal) 

1-1 -921 nd nd 
1-2 279 28,90 28,16 
1-3 -564 nd nd 
1-4 -907 33,85 22,00 
2-1 -950 nd nd 
2-2 -1200 33,07 24,44 

pin courbé 2-3 64 nd nd 
2-4 -793 nd 23,08 
3-1 -1064 nd nd 
3-2 -1036 nd 23,99 
3-3 -836 nd nd 
3-4 -693 nd nd 
4-1 -250 nd 27,71 
4-4 -643 nd 22,66 
5-X 50 nd 28,67 

pin À. X-X 336 22,57 31,45 

X-X -564 30,46 25,98 

tableau 2 : valeurs de DRLM, taux de cellulose et taux de lignines chez le pin 
maritime (nd: dosage non effectué) 
a 1er chiffre : niveau de prélèvement sur l'arbre, 2ème chiffre : point 
cardinal de l'arbre (voir fig. 6). X : niveau ou point cardinal non 
déterminé 
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fig. 9 : relation entre la DRLM, le taux de cellulose et le taux de lignines chez le pin 
maritime. p(F) : probabilité du test F. R2 : coefficient de détermination 



valeurs positives de la DRLM ont été utilisés le même jour pour la réalisation des gels et la 
numérisation. 

Parmi les protéines ne variant pas avec la DRLM (voir la partie inférieure du tableau de 
l'annexe 1), 12 ont été microséquencées. Sur ces 12 protéines, 11 ont été identifiées par 
homologies de séquence avec les banques de données (en rouge) dont 2 protéines également 
identifiées chez les aiguilles (en bleu). La protéine microséquencée restante n'a pu être 
identifiée. Enfin, 8 protéines ont été identifiées de façon indirecte à partir des protéines 
d'aiguilles connues (en vert). Certaines protéines ne variant pas avec la DRLM présentent un 
effet attribué à la date de réalisation et de numérisation des gels. 

3-4-2 Eucalyptus gunnii 

Sur les 140 protéines de protoxylème d'eucalyptus analysées (photo 4), 12 protéines varient de 
façon significative au seuil de 5 % avec la DRLM, soit environ 8,6 % (partie supérieure du 
tableau de l'annexe 2). Parmi ces protéines, 7 (58 %) varient de façon positive avec la DRLM 
et 5 (42 %) varient de façon négative avec la DRLM. Le coefficient de détermination des 
protéines variant avec la DRLM est compris entre 0,47 et 0,66. La plupart des protéines de 
protoxylème d'Eucalyptus gunnii (128 protéines soit 91,4 %) ne montre aucune variation 
vis-à-vis de la DRLM (partie inférieure du tableau de l'annexe 2). 

3-5 ETUDES DES VARIATIONS SIMULTANEES DES QUANTITES DES 137 PROTEINES, 
DU TAUX DE LIGNINES ET DE LA DRLM CHEZ LE PIN MARITIME 

Afin de pouvoir analyser conjointement les 137 protéines et les 2 caractères quantitatifs mesurant la 
nature du bois, deux analyses complémentaires ont été réalisées. Un dendrogramme ainsi qu'une 
représentation graphique de la matrice de corrélation (figures 11 et 12 respectivement) ont ainsi 
permis de regrouper les variables présentant un profil d'expression similaire. La représentation 
graphique de la matrice est symétrique de part et d'autre de la bissectrice. Un dégradé de couleur 
dans le rouge et le vert permet une analyse visuelle : plus la corrélation positive est forte, plus on se 
déplace vers le rouge foncé. Au contraire, plus la corrélation négative est élevée, plus on se déplace 
vers le vert foncé. Cependant, étant donné l'effectif analysé, seules les valeurs de corrélations 
supérieures en valeur absolue à 0,388 sont significatives, c'est-à-dire les couleurs rouge foncé ou 
vert foncé. 

Les variables étant dans le même ordre, il est facile de comparer le dendrogramme et la figure 12. 
Sept groupes se distinguent dans le dendrogramme ainsi que dans la figure 12 où ces groupes se 
situent sur la bissectrice et se distinguent par une couleur rouge foncée. Les profils de variations des 
variables intra-groupe sont semblables : ils varient dans le même sens et dans des proportions 
similaires. Par ailleurs, les variables d'un groupe se comportent de façon semblabe par rapport aux 
variables extra-groupe. A titre d'exemple, la DRLM, le taux de lignines et la quantité de l'ACC 
oxydase forment un groupe isolé (groupe n°4). Suivant la définition de groupe qui vient d'être 
énoncée, cela signifie que ces 3 variables varient dans le même sens, et dans des proportions très 
similaires. De plus, ces 3 variables se comportent globalement de la même façon face à toutes les 
autres variables. 

Proches du groupe 4, les groupes 5, 6 et 7 rassemblent les autres protéines variant positivement avec 
la DRLM (figure 12). Ces protéines ne sont pas localisées dans le groupe 4 (figure 11), car elles ne 
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bloc de DRLM taux de cellulose taux de lignines 
bois a (en µdef) (en g pour 100g) (en% du résidu pariétal) 

1-1 -1164 29,64 17,88 

1-2 -1150 nd nd 

1-3 -1679 28,57 14,00 

1-4 236 nd nd 

2-1 -2007 31,78 9,20 

2-2 -693 31,65 18,52 

2-3 -1214 nd nd 

2-4 407 30.59 18.42 

3-1 -1800 nd nd 

3-2 -1136 nd nd 

3-3 171 nd 15,68 

3-4 -79 nd 24.08 

ES -1379 nd 14,08 

tableau 3 : valeurs de DRLM, taux de cellulose et taux de lignines chez 11Eucalyptus 
gunnii {nd: dosage non effectué. Souligné: artefact de mesure) 
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varient pas dans les mêmes proportions que la DRLM. Par ailleurs, la figure 12 montre que les 
groupes 4, 5, 6 et 7 peuvent être rassemblés en un seul groupe. Ainsi, toutes les variables de ce 
grand groupe varient entre elles dans le même sens, mais dans des proportions plus ou moins 
différentes. Il faut noter que l'on y retrouve un grand nombre de protéines n'ayant pas été reliées à la 
DRLM. Il faudra des expériences complémentaires pour voir si ces protéines présentent une liaison 
avec la DRLM ... Parmi ces protéines on note par exemple la présence de 3 glutamine synthases 
(GS), proches de la GS variant avec la DRLM ! 

Les 4 protéines dont la quantité diminue avec la DRLM se situent dans un groupe marginal 
(groupe n°1), à gauche de l'arbre et très éloigné de la DRLM. Ceci n'est pas surprenant, car nous 
avons déjà montré qu'elles variaient en sens inverse de la DRLM (corrélation négative). Ces 
4 protéines (une HSP de faible poids moléculaire et 3 protéines non identifiées) ont entre elles un 
profil d'expression très similaire et varient dans des proportions presque identiques. 

Enfin, la figure 12 montre que les groupes "1, 2, 3, 4+5+6+7" sont globalement corrélés de façon 
négative. Ceci signifie qu'en dehors des groupes, la couleur verte prédomine. 

4- DISCUSSION Il 

4-1 RELATION ENTRE DRLM ET CARACTERISTIQUES CHIMIQUES DU BOIS 

Dans un premier temps, nous avons comparé les valeurs de DRLM aux données chimiques du bois. 
Nous avons observé chez le pin maritime que plus la DRLM augmentait, c'est-à-dire plus on allait 
vers un bois de compression, plus le taux de lignines augmentait. Ce résultat a déjà été décrit dans la 
littérature pour d'autres conifères (TThffiLL, 1986), dont le pin maritime (COMBES et al, 1996). 
Dans notre étude, la probabilité du test F associé au modèle linéaire taux de cellulose en fonction de 
la DRLM est proche de 5 %. La tendance d'une diminution du taux de cellulose lorsque la DRLM 
augmente est admise chez d'autres conifères (SUGIY AMA et al, 1993). Il est donc fort probable que 
le pin maritime ait un comportement similairei mais le faible nombre d'échantillons étudiés permet 
de mettre en évidence une relation significative qu'au seuil de 6,2 %. 

Chez !'Eucalyptus gunnii, le taux de lignines décroît proportionnellement à la DRLM, c'est-à-dire 
que plus le bois devient tendu, moins il y a de lignines. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus 
sur d'autres espèces d'Eucalyptus (BAILLERES, 1994). A cause du faible nombre de mesures, nous 
n'avons pas retrouvé la relation DRLM-cellulose, à savoir que la cellulose augmente lorsque la 
DRLM diminue chez les angiospermes (OKUY AMA et al, 1992 ; SUGIY AMA et al, 1993). 

La DRLM a été reliée à d'autres caractéristiques du bois de réaction, comme par exemple l'angle des 
microfibrilles de celluloses ou la composition monomérique des lignines (BAILLERES et al, 1995 ; 
COMBES et al, 1996). Les mesures de DRLM, reliées aux analyses chimiques, nous ont donc 
permis ici de déterminer sans équivoque et de façon quantitative le type de bois présent au niveau de 
chaque prélèvement, sur chacune des deux espèces. D'autres mesures (dosage des monomères H, G 
et S par thioacidolyse) sont en cours et compléteront ces observations. 
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4-2 RELATION DRLM ET QUANTITE DE PROTEINES PROTOXYLEMIENNES 

Nous avons comparé dans un second temps le type de bois, déterminé par la variation 
quantitative de la DRLM, aux quantités des protéines du protoxylème, le tissu à l'origine du bois. 
Nous avons ainsi détecté des protéines dont la quantité augmentait ou au contraire diminuait au 
fur et à mesure que l'on passait d'un bois normal à un bois de réaction. 

4-2-1 Pin maritime 

Chez le pin maritime, certaines protéines réagissant à la DRLM ont pu être identifiées. Parmi les 
protéines dont la quantité augmente avec la DRLM, une protéine se détache nettement des autres 
par le fait qu'elle n'est détectable que pour des DRLM positives (bois de compression) : il s'agit 
de l'ACC oxydase, l'enzyme qui catalyse la synthèse de l'éthylène à partir de l'ACC (figure 13). 
SAVIDGE et al (1983) ont montré que l'ACC s'accumulait seulement sur la face inférieure des 
branches de Pinus contorta, face où l'on trouve du bois de compression. LEOPOLD et al (1972) 
ont observé une augmentation significative du taux d'éthylène dans des branches de Pinus 
strobus artificiellement inclinées. On suppose depuis longtemps l'action de l'éthylène sur le 
gravitropisme des plantes (KAUFMAN et al, 1995) et sur la formation du bois de compression 
(TIMELL, 1986) dont le rôle est précisément de réorienter les axes inclinés. La formation du bois 
de compression a longtemps été associée à une accumulation d'auxines, mais cette hypothèse est 
fortement remise en cause. WILSON et al (1989) ont montré une différence significative de la 
concentration en acide 3-indole acétique (AIA) entre la face supérieure et la face inférieure de 
branches de Pseudotsuga menziesii artificiellement inclinées vers le bas, avec une teneur en AIA 
plus forte sur la face supérieure. Or le bois de compression n'est formé que sur la face inférieure 
de ces branches. Par ailleurs, sur des pousses âgées d'un an de Pinus sylvestris, SUNDBERG et 
al (1994) ont montré que l'application d'inhibiteurs du transport polarisé del' AIA entraînait une 
baisse de la concentration en AIA non seulement en dessous du lieu d'application des inhibiteurs, 
mais aussi au-dessus où il ont observé en plus la formation de bois de compression. Cependant, 
ces auteurs pensent qu'une accumulation d' AIA très localisée, par exemple dans des cellules de 
la zone cambiale où il serait synthétisé (LITTLE et W AREING, 1981) mais non exporté (à cause 
des inhibiteurs), pourrait induire la formation de bois de compression. Cette hypothèse permet 
d'expliquer que l'application d'AIA exogène induit la formation de bois de compression 
(TIMELL, 1986). L'AIA exogène, en saturant les transporteurs de l'AIA des cellules cambiales, 
favoriserait l'accumulation d'auxines dans ces cellules, et donc la production de bois de 
compression. 

Chez le pin maritime étudié ici , le spot protéique correspondant à l'ACC oxydase n'est détecté 
que dans le protoxylème associé au bois de compression. Ce résultat confirme une nouvelle fois 
l'implication de l'éthylène dans le gravitropisme et dans la formation du bois de compression. De 
plus, ce résultat suggère que la synthèse d'éthylène s'effectue dans le protoxylème associé au bois 
de compression mais pas dans celui associé au bois normal. Cependant, l'éthylène n'est 
certainement pas la seule phytohormone à intervenir dans la formation du bois de compression et 
une interaction entre l'éthylène et d'autres phytohormones, en particulier les auxines, est 
probablement à l'origine du bois de compression. 

Parmi toutes les protéines identifiées, 5 se sont avéré être des SAM synthétases, et toutes 
voyaient leur quantité augmenter avec la DRLM. La SAM synthétase catalyse la formation du 
SAM, un coenzyme qui cède son groupement méthyle dans de nombreuses réactions 
métaboliques. A partir d'une banque d'ADNc réalisée à partir des ARNm du xylème en 
différenciation de Pinus taeda, ALLONA et al (1998) ont obtenu un nombre important de 
séquences EST correspondant à des méthionine synthases et à des glycine hydroxyméthyltransférases, 
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suggérant l'importance des réactions de méthylations dans le xylème en différenciation. Tout 
comme ces auteurs, l'abondance des SAM synthétases dans le protoxylème associé au bois de 
compression traduit certainement une demande cellulaire importante en coenzymes SAM pour 
des réactions de méthylation, en particulier les réactions de méthylation intervenant dans la voie 
de biosynthèse des lignines. En effet, de telles méthylations sont assurées par la C-OMT et la 
CCoA-OMT, deux protéines dont on a vu qu'elles étaient reliées à la DRLM. Chez Arabidopsis 
thaliana, PELEMAN et al (1989) ont montré qu'une SAM synthétase spécifique des tiges et des 
racines était préférentiellement exprimée dans les tissus vasculaires. Ces auteurs suggèrent 
également le rôle de cette SAM synthétase dans la biosynthèse des lignines. Nous avons montré 
que 3 des 5 SAM synthétases identifiées dans cette étude sont spécifiques du xylème (tableau 1). 
Ces résultats laissent supposer que ces 3 SAM synthétases sont problablement impliquées dans la 
biosynthèse des lignines. 

Le coenzyme SAM est également un précurseur de l'éthylène: il est converti en ACC grâce à 
l' ACC synthase. L'ACC est ensuite transformé en éthylène grâce à l'ACC oxydase (figure 13). 
L'augmentation des SAM synthétases peut donc être aussi reliée à une production d'éthylène dans 
le protoxylème associé au bois de compression. 

L'augmentation de la quantité des deux enzymes de la voie de biosynthèse des lignines, la 
C-OMT et la CCoA-OMT, dans le protoxylème associé au bois de compression peut être 
directement reliée à la lignification plus importante de ce type de bois . ZHANG et al (1997) ont 
montré chez Pinus taeda que l'activité in vitro de la C-OMT et de la 4-coumarate CoA ligase 
( 4CL), une autre enzyme de la voie de biosynthèse des lignines, était plus élevée dans le xylème 
de bois de compression que dans le xylème de bois normal. Ces auteurs ont également observé 
un plus grand nombre d'ARNm pour C-OMT dans le xylème de bois de compression. Ce résultat 
est ici confirmé au niveau protéique. 

La 4CL est une enzyme qui agit sur 3 substrats différents, le coumarate, le caféate et le ferulate, 
chez les gymnospermes pour donner respectivement le coumaroyl CoA, le caféoyl CoA et le 
féruloyl CoA (figure 14). ZHANG et al (1997) ont étudié in vitro la spécificité de la 4CL envers 
ses 3 substrats dans le xylème de bois normal et le xylème de bois de compression de Pinus 
taeda. Ils ont montré que la spécificité in vitro de l'enzyme envers ses 3 substrats était altérée 
dans le xylème de bois de compression, la 4CL utilisant plus de coumarate mais moins de caféate 
que dans le xylème de bois normal. Ils suggèrent qu'un tel mécanisme est responsable de 
l'augmentation du taux d'unités H dans le bois de compression, les unités H dérivant du 
coumarate. La 4CL dans le xylème en compression incorpore in vitro moins de caféate et produit 
donc in vitro moins de caféoyl CoA. On pourrait s'attendre alors à une baisse de l'activité et/ou de 
la quantité de la CCoA-OMT, le caféoyl CoA étant le substrat de la CCoA-OMT (figure 14). Or 
nous avons montré que la quantité de cette enzyme augmentait dans le protoxylème du bois de 
compression du pin maritime. Cependant, le caféoyl CoA est peut-être fourni par la coumaroyl 
CoA 3-hydroxylase (CCoA-3H) à partir du coumaroyl CoA. L'activité de cette enzyme a été 
demontrée dans des cultures de cellules de persil, après addition d'un éliciteur fongique 
(KNEUSEL et al, 1989) mais elle n'a pas été décrite chez les arbres. La CCoA-OMT et la CCoA-3H 
font partie d'une voie d'hydroxylation et de méthylation agissant sur les acides activés par le CoA 
(coumaroyl CoA, caféoyl CoA, 5-hydroxyferuloyl CoA et sinapoyl CoA), située en aval et 
parallèle à la voie d'hydroxylation et de méthylation considérée comme classique, agissant sur les 
acides non activés (coumararte, caféate, ferulate, 5-hydroxyferulate et sinapate). Ces deux 
enzymes sont activées à la suite de stress dus à l'attaque de pathogènes (KNEUSEL et al, 1989 ; 
KUHNL et al, 1989; PAKUSH et al, 1989). Nous montrons ici le rôle de la CCoA-OMT dans la 
formation du bois de compression, bois particulier induit en réponse à un stress gravitationnel. 
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En conclusion, tous ces résultats suggèrent une augmentation de l'activité des enzymes de la voie 
de biosynthèse des lignines dans le bois de compression, assurant ainsi une synthèse plus grande 
de lignines mais préférentielle envers les unités H. 

Pour les autres protéines reliées à la DRLM, l'interprétation physiologique est plus difficile. Les 
HSP étant des protéines induites en général lors de stress, nous observons ici que la quantité 
d'une HSP de faible poids moléculaire diminue lorsque la DRLM augmente. Ceci semble en 
contradiction avec la règle générale si on considère que le bois de compression est le résultat d'un 
stress gravitationnel. L'augmentation de la malate déshydrogénase et de la glutamine synthase 
dans le protoxylème associé au bois de compression peut être interpretée par une augmentation 
générale du métabolisme primaire cellulaire, d'autant plus qu'on observe dans le bois de 
compression une croissance plus importante. Enfin, il est délicat de proposer une interprétation 
sur l'augmentation de la quantité de l'ascorbate peroxidase, de la protéine disulfide isomérase et 
du facteur de transcription bactérien dans le protoxylème associé au bois de compression. 

4-2-2 Eucalyptus gunnii 

Aucune protéine de protoxylème d'Eucalyptus gunnii n'a été caractérisée, si bien qu'aucune 
protéine reliée ou non à la DRLM n'a été identifiée. On peut cependant comparer la proportion de 
protéines qui augmentent avec le bois de réaction par rapport aux protéines variant avec la 
DRLM entre les deux espèces, dans le lot de protéines analysées ici. Chez le pin maritime, 85 % 
des protéines associées à la DRLM augmentent lorsque la DRLM augmente (bois de 
compression). Chez l'Eucalyptus gunnii, 42 % des protéines associées à la DRLM diminuent 
lorsque la DRLM augmente, ce qui revient à dire que 42 % des protéines augmentent lorsque la 
DRLM diminue (bois de tension). Cette différence a-t-elle une signification biologique ? 
Peut-elle expliquer les différences observées entre le bois de tension et le bois de compression, 
comme par exemple la moindre quantité de lignines dans le bois de tension par rapport au bois de 
compression? 

4-3 STIMULATION DE LA PRODUCTION DE BOIS DE COMPRESSION CHEZ LE 
PIN MARITIME 

Dans notre étude, le protoxylème associé au bois de compression a été récupéré sur un arbre adulte 
tordu dont on supposait qu'il formait du bois de réaction. Cependant, nous avons pu remarquer que 
ce n'était pas dans les zones les plus flexueuses que les DRLM étaient les plus positives. En fait, au 
moment des prélèvements, l'arbre adulte a pu très bien atteindre une position d'équilibre et ne plus 
former de bois de réaction dans les parties courbées du tronc. Il nous est donc apparu essentiel de 
mener des expériences complémentaires afin d'obtenir facilement et en grande quantité du bois de 
compression et ainsi de s'affranchir de prélèvements hasardeux. Nous avons expérimenté deux 
situations provoquant l'apparition de bois de réaction et inspecté visuellement sa présence (couleur 
brun-rouge du tronc dans la partie en compression). 

4-3-1 Expérience 1 : flexion d'arbres adultes à l'aide de câbles (figure 15) 

Les arbres ont été fléchis le 11 mai 1998 à l'aide de câbles en acier. L'intensité de la flexion était 
de 350 µdef (mesurée à lm30). Le matériel génétique était constitué de 4 clones d'origine corse 
âgés de 12 ans. Les observations ont été réalisées au-dessus et en dessous du point de fixation du 
câble, sur les parties inférieures et supérieures du fût, et ont été étalées dans le temps ( 48 heures, 
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1 semaine, 1 mois et 2 mois après la torsion). Nous avons également profité de ces observations 
pour récolter 4 échantillons de protoxylème à chacune de ces dates. 

Comme on pouvait s'y attendre, le bois de compression était visible sur la face inférieure du 
tronc (niveaux 2 et 4), et ce, à partir de la troisième observation (au bout d'un mois). Un écorçage 
complet de l'arbre à la quatrième observation a confirmé ce résultat et a mis en évidence une 
couleur brun-rouge sur toute la face inférieure, comme si il y avait eu une "coulée" de bois de 
réaction. 

4-3-2 Expérience 2 : accrochage d'arbres ieunes sur un tuteur incliné (figure 16) 

Il s'agissait ici d'induire la formation de bois de compression chez des jeunes plants âgés de 3 
ans et d'essayer d'apporter des éléments de réponse quant au lieu de la synthèse du ou des 
composés biochimiques (vraisemblablement des phytohormones : éthylène et/ou auxines que 
nous appellerons facteur X par la suite) déclenchant la formation du bois de compression. Nous 
avons pour cela adopté le protocole décrit par FOURNIER et al (1994a) avec de légères 
modifications : 

croissance en lumière continue afin d'obtenir une croissance en diamètre importante, 

et fixation des axes principaux sur un tuteur incliné à 45°. 

La présence de bois de compression (notée P dans le tableau 4) c'est faite par inspection visuelle 
sur les deux faces du tronc, après écorçage sur toute sa longueur. Les observations ont été étalées 
sur 2 mois . Quatre groupes de plants ont été constitués : 

le groupe 1 était constitué de plants entiers sur lesquels le bois de compression était visible sur 
la face inférieure du tronc au bout d'un mois de stress gravitationnel. Les témoins droits n'ont 
pas formé de bois de réaction (noté par un A dans le tableau 4) . 

les groupes 2 et 3 avaient pour but de voir si la présence de bourgeons (lieux de synthèse des 
auxines) était nécessaire à la formation du bois de réaction. Pour cela les bourgeons ont été 
supprimés. Les résultats montrent là aussi l'apparition de bois de compression au bout d'un 
mois. Il semble que le signal initial dû à une modification de la gravité ne soit pas perçu par 
ces structures. Ce sont néanmoins les premières à réagir en se réorientant vers le haut sur un 
plant entier lié au tuteur. Les cellules cambiales sont peut-être de bons candidats pour leur 
sensibilité à la gravité. Par ailleurs, il semblerait que les cellules cambiales soient capables de 
synthétiser des auxines (LITTLE et W AREING, 1981). Cependant, on ne peut pas tout à fait 
exclure une synthèse du facteur X au niveau des bourgeons et une redistribution dans la 
plante. Ainsi, un résidu de facteur X dans la plante pourrait alors entraîner la formation de 
bois de réaction même en l'absence de bourgeons. 

le groupe 4 visait à tester cette dernière hypothèse en essayant d'épuiser ou de purger le 
facteur X résiduel en ne tuteurant les plants "ébourgeonnés" qu'au bout d'une semaine. Mais 
là encore le bois de compression est observé à la face inférieure du tronc au bout d'un mois de 
stress . 

Ces résultats confirment que la formation du bois de réaction est due à un stress gravitationnel et 
non à un stress mécanique. Ils tendent aussi à écarter les bourgeons comme lieu de perception du 
signal causé par une modification de la gravité et il est vraisemblable que les cellules cambiales 
soient réceptives à ce signal. 
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Tableau 4 : observation du bois de compression sur les différents groupes à 
différents temps 

GROUPE TRAITEMENT PRELEVEMENT 
24h 1 mois 2 mois 

1. plants entiers • témoin droit A A A 

• arbre tuteuré A p p 

2. plants sans branches latérales • arbre tuteuré A p p 

3. plants sans branches latérales et • arbre tuteuré A p p 
sans bourgeon apical 

14. idem groupe 3 mais tuteurés • arbre tuteuré A p non 
après une semaine inspecté 

4-4 PLACE DE L'ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE (EBD) DANS LES ETUDES 
D'EXPRESSION 

De nombreuses techniques de biologie moléculaire permettent de mettre en évidence une expression 
différentielle des gènes ou des protéines. Au niveau des transcripts de l'ADN, les ARNm 
différentiellement exprimés peuvent être identifiés par criblage différentiel (hybridation 
soustractive) de banques d'ADNc (ex : ALLONA et al, 1998), par tri d'ARNm ("differential 
display", ex : LIANG et al, 1997), par séquençage systématique <l'EST (Expressed Sequences 
Tagged), par l'application de la technique AFLP sur ARNm (BACHEM et al, 1996) et plus 
récemment par la technique des puces à ADN ou CHIPS (FODOR, 1997). Cette dernière technique 
permet d'étudier simultanément l'expression de centaines voire de milliers de transcripts. Ces 
techniques donnent une idée du niveau d'expression des ARNm. Or une fois synthétisés, les ARNm 
subissent des phénomènes de régulation dits post-transcriptionnels et il n'y a pas forcément de 
corrélation entre l'abondance de tel ou tel ARNm et la protéine correspondante ( outil utilisé in fine 
par la cellule) . Cette observation va en faveur d'études d'expression au niveau des protéines. La 
combinaison de la technique de séparation des protéines en deux dimensions, de techniques 
d'analyses d'images sophistiquées et de quantifications des taches protéiques, ainsi que la possibilité 
de caractériser les protéines par microséquençage ou spectrométrie de masse (HUMPHER Y-SMITH 
et al, 1997) permet aujourd'hui une étude détaillée du protéome (PROTein complement of a 
genOME, WILKINS et al, 1997). 

Par rapport aux autres techniques d'étude d'expression des gènes basées sur l'ARN, l'EBD est 
relativement plus facile à mettre en oeuvre, donne une quantification précise des spots protéiques et 
permet l'observation simultanée de l'expression de divers gènes. L'analyse de groupes appliquée ici 
est une bonne illustration des capacités de l'EBD pour comparer les variations d'expression d'un 
grand nombre de gènes lors de l'application d'un stress. En regroupant les différents spots protéiques 
par leur profil de variation et avec l'information apportée par la caractérisation des protéines, nous 
espérons mieux comprendre l'expression différentielle de gènes lors de la réponse moléculaire de la 
plante face au stress étudié. 

Les progrès récents dans l'EBD ont introduit l'IPG (Irnmobilized pH Gradient) pour remplacer l'IEF 
en première dimension. Cette nouvelle technique permet de stabiliser le gradient de pH lors de 
l'éléctrophorèse (absence de dérive cathodique) et de charger d'importantes quantités de protéines 
(DAMERY AL et al, 1993). Nul doute qu'une des prochaines étapes du développement de l'EBD au 
laboratoire de Pierroton sera de passer à ce nouveau procédé caractérisé par sa haute répétabilité. 
Néanmoins, LOPEZ et al (1997) avaient montré que l'IEF pouvait être aussi répétable que l'IPG, 
chacune des techniques ayant ses propres avantages et inconvénients. 
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5- CONCLUSION ET PERSPECTIVES Il 

Ce stage de DEA s'est focalisé sur la recherche de protéines différentiellement exprimées entre le 
protoxylème associé au bois normal et le protoxylème associé au bois de réaction. L'idée de départ 
était de se dire que comme ces 2 types de bois ont des propriétés physiques et chimiques différentes, 
il est vraisemblable que ces différences résultent d'une expression différentielle des gènes et/ou des 
protéines du protoxylème, cette différence d'expression étant provoquée par un stress gravitationnel. 
Nous avons pu vérifier cette hypothèse et nous avons caractérisé quelques protéines répondant au 
stress. Des enzymes intervenant dans la biosynthèse de l'éthylène ont notamment été identifiés 
(SAM synthétase, ACC-oxydase). Il faudra dans l'avenir valider l'expression différentielle de ces 
protéines dans des expériences complémentaires et continuer à les caractériser. Une telle étude est 
en cours (voir paragraphe 4-3) . Aussi pour compléter ces analyses au niveau de l'ARNm, la 
technique AFLP-ADNc éprouvée à l'INRA d'Orléans sur le modèle "peuplier/bois de tension" 
pourrait être utilisée. Par ailleurs, des ADNc différentiellement exprimés entre bois normal et bois 
de compression ont été très récemment décrits chez le pin radiata et le pin teada. Leurs séquences 
sont disponibles dans les banques de biomolécules et les banques de clones aux Etats-Unis. Des 
études d'expression utilisant les techniques de RT-PCR ou d'hybridation (Northem) peuvent être là 
aussi envisagées. 

La comparaison des protéines de xylème et d'aiguille, montre que 30 % environ des spots sont 
spécifiques au xylème. Le xylème secondaire (bois) est un tissu extrêmement différencié et il n'est 
pas surprenant que le xylème en voie de différenciation (protoxylème) exprime toute une kyrielle de 
gènes spécifiques. Un effort de séquençage orienté vers ces protéines devrait certainement apporter 
de nouveaux éléments quant aux processus biochimiques et moléculaires à l'origine de la génèse du 
bois. 

L'effort de séquençage nécessaire à la poursuite de ce programme impliquera de passer à d'autres 
techniques de caractérisation des spots protéiques moins onéreuses et nécessitant peu de matériel. A 
titre d'exemple, le séquençage de 15 acides aminés d'une protéine de masse moléculaire moyenne 
(50 kDa) est réalisé à partir d'une vingtaine de spots récupérés sur 20 gels préparatifs, pour un coût 
HT de 4000 FF. L'avènement du séquençage utilisant la spectrométrie de masse (HUMPHER Y et 
al, 1997) permettra certainement de remplir les futurs objectifs à moindre frais . 

Finalement mais pas des moindres, les gènes correspondant aux protéines différentiellemment 
exprimées pourraient peut-être servir dans le cadre de la Sélection Assistée par Marqueurs (SAM). 
L'utilisation de marqueurs moléculaires comme critère indirect de sélection a un interêt certain pour 
la qualité du bois, caractère souvent coûteux à mesurer. A titre d'exemple, le coût HT d'une mesure 
du taux de lignines avoisine les 300 FF. Il faudra pour cela vérifier que ces gènes sont impliqués 
dans le contrôle de telle ou telle caractéristisque chimique et/ou physiologique du bois. Dans un 
premier temps, une famille de plein-frères de pin maritime âgée de 16 ans pourrait être utilisée pour 
localiser ces gènes et vérifier si leur polymorphisme explique une partie de la variation des 
caractères liés à la qualité (taux des lignines, taux des monomères H et G, taux de cellulose et des 
hémicelluloses , propriétés papetières). Dans un second temps, il faudrait vérifier si un déséquilibre 
de liaison entre allèle au gène candidat a priori impliqué dans le contrôle du caractère et allèle au 
QTL (gène majeur) du caractère peut être détecté au sein de la population. 
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ANNEXES 

annexe 1 : les 137 spots analysés chez le pin maritime 

annexe 2 : les 140 spots analysés chez l' Eucalyptus gunnii 

annexe 3 : poster présenté au Workshop « Wood and wood fibers: properties and genetics 
improvement », Atlanta, GA, USA, 19-22 juillet 1998. Titre: « Differential 
expression of xylem proteins between normal and compression wood in Maritime 
pine (Pinus pinaster) ». 
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annexe 1 les 137 spots analysés chez le pin maritime 
spot analvsé effet manio :i elfet DRLM ' R'' similarité aiauilles •l identilication ~ orotéine similaire 1 comoorlement face il la DRLM ' 

1313 0,000 0,000 0 826 s X33 ACC oxvdase orésenl uniauemenl pour des DRLM>O 
630 0 009 0 000 0458 C/N159l X74 malale dëshvdrooénase ,,, 
244 0 011 0 006 0063 CIN127l X1 1 SAM svnthélase ,,, 
247 0 043 0 001 0196 s X12 SAM svnlhélase ,,, 
253 0153 0 012 0125 s X21 SAM svnlhélase ,,, 
264 0184 0 004 0228 s X30 SAM svnthétase ,,, 
707 0257 0 001 0337 CIN155) X15 SAM svnlhétase ,,, 
293 0 321 0 001 0273 C/N168) X10 nroteine disu llide lsom érase ,,, 
337 0053 0 011 0148 C/N171l X17 alu tamine svnlhélse ,,, 
486 0053 0 046 0 095 C /N175) X48 ascorbale neroxidase ,,, 
502 0017 0 001 0464 C/N109l X54 aêne lie A (facte ur de transcriotionl ,,, 
586 002 0 005 0241 C IN1771 X18 acide ca léinue 0 -méthvltranslér.:ise ,,, 
324 0 524 0 03 0 181 C /N169l X44 ,,, 
587 0 007 0 016 0 181 s X19 ,,, 
433 0 004 0 000 0 368 C/N125l X46 catéovl CoA O-méthvltransférase ,,, 
561 0506 0021 0,224 CIN98) X47 HSP de faible ooids moléculaire /classe 1l ... 
493 0 135 0 027 0 080 C ... 
531 0 027 0 026 0 121 s ... 
564 0 43 0 023 0221 C ... 
104 028 0 031 0 119 s ,,, 
256 0 017 0 03 0 044 C (N34) ,,, 
257 0171 0 01 0120 C ,,, 
357 0 741 0 046 0 137 C ,,, 
410 0072 0 003 0425 C/N70) ,,, 
473 0017 0 005 0 326 s ,,, 
507 0 073 0 013 0 191 C (N1771 ,,, 
49 0,651 0,983 C/N165l X2 HSP 70 kDo 
71 0 704 0238 CIN1781 X59 oroléine disu lfide isomérase 
134 0 543 0 557 C /N167l X6 UOP-alucose ovroohosohorvlase 

332 0,08 0,161 C (N170) X43 
EST de Pi11us lüeda "auxin-induced protein" 

Accession : AA556564 el AA556410 
338 0052 0093 C IN46l X16 a lutamine svn lhase 

EST de Pînus taeda "water-stress inducible 

366 0,019 0,17 C (N172) X61 prnlein : lp3-I" . Accession : U52865 
p,o téine de nrntur:tlion des lruils "ABA stress 

rioenina orolein~. Accession : 008655 
401 0 057 0052 C IN173) X45 oroteine se lianl nux orolëines Ron 
417 0 004 0 449 C /N75l X41 iso fl ovone réduclase 
755 0 826 0178 CIN166) X3 HSP 70 kDo 
72 0 335 0082 C/N152) X60 
48 0947 0747 CIN164l Xl HSP 70 kDa 

294 0 822 0 888 C/N53l X9 actine 
39 0,072 0 576 CIN91 XI02 orot ê.:ise ATP~dêoend,::nte 
50 0 24 0 287 C /N1) X69 neptidvlprolvl cis -h .Jns isomêr.:1r,e 
136 0.411 0,788 CIN153) X7 ATP svn1 hé1Dse SOltS-Ulli!é n 
298 0083 0,278 CIN47) X 14 a 1ut:imine ::>vnlh:ise 
335 0 004 0 772 C /N48l X13 alulnmine si:n lhnse 
525 0 067 0 458 C IN139) X51 lliose nhosnh~le isomét';:1se 
553 0 013 0542 CtN95l X101 C uiZn supe,oxide dismul:ise 
563 0 961 006 C IN144) X97 HSP de faible ooids moléculo.ire (cl.:isse 1 \ 

2 0 376 0 764 C 
3 0232 0 866 C 

41 0017 0161 C 
46 006 0 894 C 
55 0.615 0 534 C(N6l 
81 0229 0 863 C 
83 0 995 0 901 C 
92 0025 0,075 C 
95 0 01 0731 C 
101 0,225 0 584 C (N161 
105 0 093 0 827 C 
141 0031 0164 C 
151 0046 0 357 C 
152 0 308 0 327 C 
169 0 249 0 819 C 
172 0055 0,703 C 
174 0042 0617 C 
178 0017 0,376 C 
191 0 003 0 129 C 
211 009 0131 C 
214 0 507 0056 s 
215 0205 0 656 C IN371 
219 O 008 0 439 C 
222 0059 0 806 nd 
228 0939 0901 C 
239 0053 0467 CIN59l 
248 004 0 448 s 
267 0 037 0 985 C 
302 0,001 0 694 C 
307 0151 0 896 C IN44) 
308 0218 0171 C 
312 0 052 0 516 C 
316 0 47 0242 C 
347 0 001 0372 CIN42) 
351 0079 0 909 C 
354 0 294 027 C 
365 0 074 0 363 s 
367 0123 0 701 CIN601 
372 O 000 0 995 s 





annexe 1 (suite) 
390 0126 023 C IN158\ 
394 0 045 0 124 C 
397 0165 0081 C/N174\ 
413 0068 0268 C 
419 0 133 0728 C 
422 0 179 0 921 C 
438 0 034 0133 C 
440 0 003 0 86 C 
441 0 066 0 823 C /N69\ 
444 0049 0276 C 
446 0 008 0 985 
450 0121 0293 CIN86\ 
469 0043 0 791 C/N133\ 
474 0 039 0236 C 
475 0169 0461 C 
478 0 004 0707 C 
479 0 066 0362 C 
481 0 698 0 64 C 
482 0 04 0 08 C 
483 0 077 0 184 C 
484 0089 0137 C 
491 0015 0 737 C/N83\ 
494 0051 0 307 C 
495 0 282 0 697 C 
498 0021 0 85 C IN113l 
501 006 0067 C /N 110\ 
503 0 188 0 832 C 
505 0 255 0 751 s 
506 0055 0054 s 
510 0 036 0277 C 
526 0 042 0 561 C 
527 0 355 0253 C 
530 0 898 0247 s 
532 0 723 0632 C 
534 0 023 0 818 C 
539 0 003 0 074 C /N105\ 
541 028 0 822 C 
547 0 001 0601 C 
554 0 000 0 693 C 
560 077 0 079 C IN97l 
595 0 27 0 928 C 
634 045 0 596 C 
650 0107 0 777 C 
693 0 349 0 329 C 
701 0 049 0189 C 
760 0349 0192 s 
763 0203 0242 CIN36\ 
775 0193 0 364 C/N108\ 
790 0 313 0103 C IN4\ 
800 0074 0158 s 
803 0 000 0 834 s 
1335 0 756 0253 s 

"valeur de Pr(F) . En qras et en italique : effet de la date de réalisation et de numérisation des qels siqnificatif au seuil de 1 % (modèle [ 1 ]) . 
"valeur de Pr(F). En qras et en italique: effet 0RLM siqnificatif au seuil de 5% (modèle [ 1 ]). 
"coefficient de détermination du modèle [ 2 ) 
"C : spots communs avec les aiquilles (le numéro entre parenthèses renvoie au numéro du spot sur qel 2-0 d'aiquilles), S : spots spécifiques du protoxylème, 

nd : non déterminé. 
0 numéro des spots de protoxylème identifiés (voir photo 5) 
1 en vert : spots iclenlifiés par similarité cle fvlr et cle pl à pmtir de qeln 2-0 d'aiquilles. En bleu: spots séquencés à partir de qels 2-0 d'aiquilles et de qels 2-0 

de protoxylème. En rouqe: spots séquencés à partir de qels 2-0 cle protoxylème (· : non identifié). 
u,., : la quantité de la protéine auçimente avec la 0RLM, --. : la quantité de la protéine diminue avec la 0RLM. 





annexe 2 les 140 spots analysés chez !'Eucalyptus gunnii 

spot analysé effet DRLM' R" comportement face à la DRLM' 

80 0,024 0,541 ,. 
82 0,027 0,528 ,. 
83 0,008 0,657 ,. 
90 0,034 0,496 ,. 

222 0,009 0,649 ,. 
572 0,017 0,582 ,. 
624 0,050 0,658 ,. 
175 0,040 0,475 " 321 0,034 0,497 " 447 0,012 0,615 " 522 0,026 0,533 " 657 0025 0,535 " 27 0,375 
30 0,170 
32 0,793 
35 0,965 
36 0,568 
38 0,892 
50 0,097 
54 0,464 
60 0,090 
61 0,751 
63 0,622 
65 0,450 
68 0,141 
76 0,841 
92 0,434 
96 0,503 
97 0,447 
103 0,477 
104 0,797 
106 0,120 
108 0,559 
109 0,383 
113 0,751 
119 0,427 
134 0,915 
137 0,516 
148 0,617 
150 0,916 
153 0,603 
157 0,948 
158 0,737 
166 0,870 
179 0,102 
186 0,191 
194 0,721 
198 0,570 
200 0,067 
203 0,213 
211 0,321 
223 0,561 
228 0,709 
235 0,541 
237 0,366 
244 0,960 
248 0,279 
254 0,310 
260 0,727 
271 0,110 
272 0,696 
277 0,677 
278 0,387 
279 0,068 
281 0,628 
301 0,688 
307 0,056 
315 0,713 
322 0,700 
323 0,214 

"valeur de Pr(F). En gras et en italique : effet DRLM significatif au seuil de 5% 

b coefficient de détermination du modèle [ 3 ] 

spot anlysé effet DRLM' R" 
329 0,189 
331 0 ,972 
335 0,223 
336 0,198 
355 0,527 
356 0,799 
360 0,714 
361 0,436 
362 0,073 
372 0 ,762 
381 0,845 
390 0,128 
392 0,780 
416 0,098 
423 0,486 
426 0,366 
428 0,996 
429 0,959 
436 0,936 
439 0,665 
451 0,355 
455 0,928 
462 0,882 
463 0,775 
465 0,164 
470 0,618 
478 0,721 
485 0,279 
486 0,454 
492 0,676 
503 0,344 
504 0,783 
508 0,646 
510 0,372 
524 0,681 
527 0,286 
530 0,082 
534 0,450 
539 0,580 
549 0,052 
552 0,602 
557 0,365 
565 0,631 
567 0,630 
574 0,838 
583 0,528 
586 0,983 
591 0,214 
599 0,964 
604 0,982 
605 0,272 
612 0,515 
616 0,090 
618 0,454 
622 0,074 
623 0,962 
628 0,892 
637 0,900 
645 0,371 
648 0,751 
656 0,515 
660 0,598 
672 0,685 
673 0,773 
681 0,436 
741 0,699 
743 0,784 
745 0,957 
762 0,072 
766 0,520 

0
.,, : la quantité de la protéine augmente avec la DRLM, -. : la quantité de la protéine diminue avec la DRLM. 

comportement face à la DRLM 0 





DIFFERENTIAL EXPRESSION OF XYLEM PROTEINS BETWEEN NORMAL AND COMPRESSION WOOD IN MARITIME PINE (PJNUS PINASTER) 
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1N1RODUCTION 

OiJlèrmctt ln wood quallty within I single ltcc i, • ccmrDCfl fc:atln. Jndccd, whcn a tn:c I■ not growing vcrtically. rcactim wood 
(aho C"allcd co~rc11ioo wood i'1 gymtoBpcnn and lcnllon wDOd in angioapcnn) li ntaki.ly produced in rcaction to cxtcmid Mffca 
(&Jnùtion, wtnd, obllaclc. ,.). Rcadioo. and regular wood diffcr in ltmU of chcmic:al, phy1ie1I and anatmiica.1 propC11it1 (f1G. 1), 
Dur lNtri,g hypothe1i1 i1 that lhc&c d.iffcRnccs rcflm. a di:fI'crcntial gcnc or protein cxprcsricn in xylan dlritg ÎII dill'tmilia.ion in 
wood. ln lhi1 study, we look.cd foc PROTEINS th:at arc DJFFî.Rl:.NTI.ALLY EXPRESSED in xylcm collccttd fiun NORMAL 
and fh:m COMPR~ION WOOD in Maritime pÎD.c. Thil c:cnifcr spccics Ir widcly wcd in inttruivc mooospeciflc ltand.! and 
covcn rmrc than 4 miUiCll hc-ctaru in 1oulhwesL SJropc (Fnmce, JIiiy, Spain, Pa1Ugal). A bn::cding programme for- aoulhwc!tcm 
Fnm:c bcgan in the urly 1960a and hu now mach cd Il thl'd gcncntioo. 

MAl"F,lU,\ l, ANU M•:TIIOOS 

• 14 tanples of dtffa-mdlllna I)ian ~ takm Oum • crookcd 22-year old tree :11 fotr heightJ up lhc ùu and at feu 
potitiom .-oond the bUtk. tŒTUponding to doc nortl1, 50\Jlh. tHl Wld WCfl (FIG. 2). 

- Growth tb'alns (GS) Ill. the 1km l'W'O.cc, 11 wdl u llpdn and cd1"'C11e contait of a~U wood piccct wcrc mculred foc 
each 1 ■rc,k . A &lroll8 lin~ rtlationship bdwcen OS IU1d ligrun c<dcnt wm: obaavcd (FIG. J), and wc furthc:r uscd OS to 
qumtitali\•cly das1ily wr xylem prote in &lff'C)lc1 fitm normal to co,q,mirim wood. 

nonœl wood 

(uppcr , ide ofa atan) 

compression wood 
(oodcr 1tdeofulcnt) 

1lan occcnlricity 

FIG. 1 

higha- lignSI content wilh highcr proporticri afH lllir.., 
ttighcr mcan microf1bril miglc 
ltM'Cf cctlul01c cootcnl 
h1gha'1pccific gruvily 
higha- lcngitudilal ihrink.ege 
lowcr polp yîcld 
> 0gn,wlh,u>in 

FIG. 2 Q ,, 
1 

Exnmple ofdifferentially eiq11essedpro1oins 
(prumce : 1b1cncc variiuim) 

FIG. 4 

1\\to-dimallimal potyeaylamidc sel clectrq>horc1il (ID-PAGE) wu lllcd lo ICpanlC total prottin, mm the l4 xylcm tmnplca. 
Od1 wa-c rcplicllcd tmcc. An avcngc of 700 protcin 1pot, ~ rncaled by lilvcr &Wning. Wc coocatrw.cd Dtl' 1naJy1i9 on 135 
ipCU d.iltributcd lh-o.tghoti. lhc gclr. Thdr uncwa w-crc cstiml1~d wit.h • COOl'utc:r-u1isted sy1tcm fer IJ>ol quardficatim. Som,: 
spots wcrc chanKttriud by miaœc~cocil,g. Thcsc spot, corrcspondcd to ~ein1 that. 'M-tte dilfm:rtially cq,rcu ed bctwccn 
normal ■1d ccmprcuioo wood as well u ab~dantly aprc,sed IJ('dtint. 

U ESlll ,TS AND OIS CtlSSJO N 

A ltatilllical modcl : Y11s µ + O~+GJ1. , wu dc1igncd lo dcltcl protcin VSÎDlion:s w::c.rding to mcdwùcel 1tœs:a n rcvcalcd by lhc 
growth 1tnin (GS values). 
[Yi,. is U,, lnlcn1ity af,pot i (F l•lll) in sel k (k=l-7), btlooging to one ofthti' û=l-4) cla,, of OS]. Fr<m the 135 lludied 
pn,t.eln,, 18 (13") rupmdini! to OS tlfctt (P<O.Ol), Le. U,,~ ""'""lllllm vaied amxding to GS, whilc 117 (77%) ,pou w= not 
affectcdby tht1n«hanic1I RMa. Bricfly: 
- 14 prottil•w~chind.aizcdby U1tTClliC oflrd.cnt ityv.ith OS 
- 3 dCCTCUcd il lJUll1ily with OS 
• l spOC (FIG. 4) wu cithcr lotaUy absent whtn OS wu <O ~lltly nomul wood} and hlghty 1ccurnilatcd Vr'htn GS wm >O 
(compra1icn wood). 

Modlflcatioo oflhc unwnt of pr-o~in cwld n:sul ftom thanscs in the 1bundantc of tonuponding mRNA molcw.lca « clsc 1hm 
changes in thcirtran1lltim c!Iklcncy or post-tnductimal rcgulal..lm. 81& wc cin net di1tinguish bctwCG1 U)Clc p011ibililit:1. 

Mimilccp1cnccs wcrt obtaitcd frun 1omc epotl (lhcir toutim in 20 gch i, indiutcd in li'IG , 5). The unlno acid 1tqucntts wcrc 
corq)ucdlo the 1cquct1cc1 ofillc.matimal d11llbucs and funa..lc111 could be aaigncd fer olmœt. 111 ofthcm. 

- Exarr.,lt ofup•l'tfi.'\ llnl ed pr lWNm corm:m di11.1lfldc itcrnen1c (NIO), COMT (H18) .-KI C-CaA-01\IT (#-16), two llgnl!i:celion 
gmcs. This qgcslJ lhat blœydhcsi1 of lignin wu lfftttctl dlrÙlg rud.ioo wood focmalim. This mult wu apcctcd a,d fJts well 
with lhe rdllliM cstablished bdWctn os and lisnin cortcnl (1cc HG. :J). 

- Ex:asrq,lcs of l1m\lt•rl"'~1iJ -:111,1 pro4Lim; tonecm two low molcculm- wcighl HSP (#47, U97), 
• .i, "'"'o -~~11Unilud prolt.-fm wu obtcrVcd fa- l ,pot (#33). From 3 mit:ro5cqJtncca of 15 lfflino acid1 cach, obltliocd f(J" tJ1ll 

protcin, ooc llhowcd &tron,g hmiology with an eUa)'len rarmlna au)me. 11t.i1 rnay indicac the impatancc of lhi.s phwit hotmooc in 
rcadion wood fmnlf.im. 
Other apoll wctt equally cxprustd 91. diffm:rth:ting xylcm sarc:,led irom both nonnal and comprcuion wood, e.g. : aatorllnte 
pcroxiduc (1148), boflavooc Rductase (~1). SAM ~nlhctasc (#11), acti,, (#9), wal.cr stn:&1 intl.lciblc l)fotciru (#61), HSP 70kD 
(#1,2.3), ran bind"8 pmèn (114S). sl1'omine ,ynlhae (#Il, 14, 16.17), A'IP ,ynU...e p .. ub l.alit (117), UDP-gklme 
pyrq,h01phocyluc (116). trio&c: phœphasc ÎIIOfflU1Llc (#151), pcplidylprolyl ci1.tnn1 iaomcrasc (#69), and two othcr diiulfldc 
isa:ncrue prceu1er (/159, Hf.l.>)} One 1pd. (#-13) was ahlmantJy cqn11ed in both nama.l end con;nnioo wood bLi. rou!d net be 
idcnlifled. Thil may indicatc I navel pro~a\ spocinca.lly a\voivcd i, wood formalion. 

CONCl,USIO N ,\Nil PUlSPEC:11 VES 

Using 20-PAGF., WC wcrc able lo dctm protc:iru dt& diffcn:ntially nc:rumuJatcd in xylcm to!lccted fn:m nottnal and CCIT'l)IUSÎon 
wood. The funttiat cf &œnc of lhan wu dcscribcd a,d ncw ooca .-e 1.11dcr 11naty1ia. 0\11' mulla af10 ihowcd thll ltlCac lfi)tein, 
t.ould afîccl chrmic:al and phy, iu.l wood propcrtict. The cm-cspmdins amc1 ofthctt pman, coold provide 111cfi.il candidate acr1ct 
fer marttr- ■ 111:ded 1~m1 or "t>Od quaUty. This re1c■1d1 i1 part of ■ &ropcan Utûon foodcd prtjcct aiming Il improving 
,c~on cffitia1cy of wood qu1lity traiu (FAJR CT98!3953). W,: 9'!0 tJ1anka foodlnga lh>m the Aquitaine Rcgion, INRA and 
CIRAD. 
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RESUME 

Dans cette étude, nous avons recherché des protéines spécifiques du bois de réaction chez un 

résineux, Pinus pinaster, et chez un feuillu, Eucalyptus gunnii. Pour chaque espèce, nous avons 

effectué des prélèvements de xylème en différenciation (protoxylème), ainsi que des prélèvements 

de blocs de bois sur un arbre naturellement courbé. La Déformation Résiduelle Longitudinale de 

Maturation (DRLM), mesurée au niveau de chaque prélèvement, et les analyses chimiques (taux de 

lignines et taux de cellulose) effectuées sur les blocs de bois nous ont permis de caractériser sans 

ambiguité le type de bois présent à la surface des arbres. La technique de l'électrophorè~e 

bidimensionnelle a été utilisée pour séparer et étudier de façon quantitative les protéines de 

protoxylème. Nous avons étudié la variation de la quantité de 137 protéines du protox.ylème de pin 

maritime et de 140 protéines du protoxylème d' Eucalyptus gunnii, en fonction de la valeur de la 

DRLM. Des protéines impliquées dans la formation du bois de réaction ont été ainsi détectées. Chez 

le pin maritime, 19 % des protéines analysées sont reliées à la DRLM, dont 81 % de façon positive. 

Chez l' Eucalyptus gunnii, 8,6 % des protéines analysées sont reliées à la DRLM, dont 42 % de 

façon négative. Chez le pin maritime, certaines protéines reliées à la DRLM ont été caractérisées et 

identifiées par rnicroséquençage, en particulier l' ACC /oxydase, l'enzyme assurant la synthèse de 

l'éthylène, deux enzymes de la voie de biosynthèse des lignines, CCoA-OMT et C-OMT, ainsi que 

plusieus SAM synthétases qui catalysent la formation du coenzyme SAM à partir de la méthionine. 

Cette étude s ' intègre dans un programme de recherche visant à étudier la qualité du bois au niveau 

de son déterminisme génétique (variabilité, héritabilité, recherche de QTL) et de son contrôle 

moléculaire (gènes et protéines impliquées dans la qualité). 

CIRAD-Dist 
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BAILLARGUET ABSTRACT 

In this study, we investigated for specific proteins of wood reaction from the differentiating xylem 

of two species, a softwood tree, Pinus pinaster, and a hardwood tree, Eucalyptus gunnii. For each 

species, we harvested the differentiating xylem and wood samples from one naturally bent tree. At 

each harvest location, the nature of wood was unambiguously assessed by measuring the growth 

strain (GS) and the lignin and cellulose contents of the wood samples. Two-dimensional 

electrophoresis was performed to separate the protein mixture and to estimate the quantity of the 

protein spots of differentiating xylem. The quantities of 137 and 140 protein spots from the 

immature xylem of maritime pine and Eucalyptus gunnii respectively, were compared to the values 

of GS. Such analysis allowed us to detect protein implicated in the synthesis of reaction wood. For 

the maritime pine, 19 % of the analysed proteins were related to GS from which 81 % increased as 

the GS increased. For Eucalyptus gunni, 8,6 % of the analysed proteins were related to the GS , and 

42 % of this proteins were increased as GS decreased. Sorne GS related proteins were characterised 

in maritime pine. These are ACC oxydase which fo1ms ethylene, 2 enzymes of the lignin 

biosynthetic pathway, CCoA-OMT and C-OMT, and five SAM synthetases which catalyse the 

formation of the coenzyme SAM from methionin. This study takes place in a research program that 

attempts to investigate the genetic determinism of wood quality (variability, heritability, QTL 

detection) and its molecular control (genes and proteins implied in quality). 


