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Le débourrement constitue un caractere adaptatif clé des essences ligneuses en milieu
tempéré. En effet, au méme titre que la phénologie du bourgeon apical et sa dormance, la date
de débourrement est une étape importante du rythme biologique de I’arbre contribuant a une
synchronie vis-a-vis des conditions du milieu et a la protection contre certains prédateurs, tels
que les insectes défoliateurs. Sous I’effet du réchauffement climatique, le suivi de la date de
débourrement au cours des derni¢res années, dans des parcs réservés a ces études, a montré un
démarrage de plus en plus précoce de la croissance chez les ligneux forestiers. Les
conséquences de ces changements climatiques vont au-dela de la simple question relative a la
longueur de saison de végétation, et mettent également en jeu la distribution et la survie méme
de ces especes. La capacité d’adaptation de ces dernicres est, en grande partie, conditionnée
par les niveaux de diversité génétique présents dans les populations naturelles, mais aussi par
la plasticité phénotypique des individus. En un mot, la diversité¢ génétique des chénes leur
permettra t’elle de s’adapter a ces nouvelles conditions ou allons nous assister a des
dépérissement massifs ?

Ainsi, les programmes de recherches visant a décrire la diversité génétique des
populations de chénes se sont récemment orientés vers 1’étude de la diversité fonctionnelle et
adaptative d’un certain nombre de caractéres complexes (débourrement, anoxie racinaire...).
Auparavant, les études ont largement été consacrées a décrire le niveau et 1’organisation de la
diversité génétique neutre et a identifier les mécanismes évolutifs qui la maintiennent a travers
leur histoire. Un second volet des recherches menées sur les chénes concerne 1’étude de la
différenciation entre especes, focalisée, en Europe, sur le complexe formé par le chéne sessile
(Quercus petraea) et le chéne pédonculé (Quercus robur) et, au-dela, sur 1’évolution
génomique (cartographie génétique, synténie) au sein de la famille des fagacées. La these
présentée s’inscrit pleinement dans la continuité¢ des ces recherches et vise a localiser les
régions génomiques (genes, QTL) responsables de la variation de la date du débourrement
chez les chénes. Elle associe génétique des populations, quantitative et moléculaire, pour
localiser ces régions et pour construire des outils d’évaluation de la diversité pour ce caractere
dans les populations naturelles. En effet, les méthodes classiquement utilisées pour décrire
I’architecture génétique d’un caractére complexe (QTL) ne permettent que de détecter les
régions polymorphes dans le croisement utilisé pour la cartographie. La principale question
posée dans le cadre de cette thése peut donc s’énoncer de la manicre suivante « Comment
détecter également les régions responsables de la différenciation entre populations et non

seulement de la variation intra population ? » La stratégie employée dans cette these, pour
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tenter de répondre a cette question, associe des approches génétiques et moléculaires
complémentaires.

Le chapitre A sera consacré a la synthése bibliographique des connaissances actuelles
sur le débourrement des arbres forestiers mais aussi sur les caractéristiques des chénes blancs
européens qui ont constitué¢ le matériel expérimental de cette thése. Dans un premier temps,
nous verrons que la phénologie des essences forestieres s’inscrit dans un cycle annuel de
croissance, particulier aux arbres forestiers. Les bases écophysiologiques de ce phénomene
seront ensuite présentées. Enfin, nous aborderons la variabilité du phénomene sous I’influence
des facteurs abiotiques, principalement climatiques, et biotiques, tels que les pressions
d’insectes défoliateurs et formulerons quelques hypotheses quant aux mécanismes adaptatifs
sous jacents. La seconde partie de ce chapitre abordera les connaissances liées a la génétique
du caractére avec, en premier lieu, son déterminisme génétique. Nous ferons ensuite la
synthése des bases moléculaires connues a ce jour, en comparant la levée de dormance du
bourgeon a la levée de dormance des graines puis en abordant certains processus
physiologiques tels que le stress oxydatif, le métabolisme et la régulation du cycle cellulaire.
Dans un dernier temps, nous verrons, dans quelle mesure, une approche de type géne candidat
pourrait étre susceptible de nous mener vers la mise au point de marqueurs diagnostics de la
date de débourrement. La derni¢re partie de cette synthése bibliographique présentera les
principales caractéristiques du complexe d’espéces représenté par les chénes blancs
européens, d’un point de vue taxonomique, écologique, sylvicole, reproductif,
morphologique, moléculaire et enfin historique sous I’angle de la diversité génétique actuelle.

Les objectifs de la thése seront clairement détaillés dans un chapitre qui présentera une
vision synthétique de la stratégie employée pour mener a bien notre étude. Les chapitres
suivants B, C et D seront consacrés a la présentation et a la discussion des résultats issus des
différentes expériences mises en place dans le cadre de la these.

Ainsi, le chapitre B s’attachera a présenter I’analyse transcriptomique menée afin
d’identifier un certain nombre de geénes candidats (GC) pour le débourrement, sur la base de
criteres d’expression. Les résultats seront discutés a la fois dans le cadre de la stratégie
globale de la thése mais également sous I’angle de la compréhension du processus de
débourrement. Quels sont les processus fonctionnels régulés au cours du débourrement ? Peut
on extraire des genes candidat expressionnels de ces expériences ? Les méthodes employées
sont elles en accord avec l’objectif fixé ? Nous tenterons de répondre a ces différentes
questions. Le chapitre C sera consacré a la détection des QTL impliqués dans le débourrement

chez le chéne et a la comparaison de leur localisation avec les QTL identifiés chez le






chataignier. La encore, les questions concernent a la fois la stratégie de la thése dans son
ensemble mais aussi la question plus large de 1’évolution de caracteéres adaptatifs. Quels
aspects techniques ressortent de [’utilisation de marqueurs dérivés des EST pour la
cartographie comparée ? Quel est I’apport de la colocalisation entre GC et QTL dans le cadre
de notre approche ? Les régions génomiques impliquées dans le contréle du caractere de
débourrement sont elles conservées entre les deux especes ? En dernier lieu, le chapitre D
présentera et discutera les résultats issus des études de diversité et d’association mises en
place dans le cadre de cette these, avec le méme souci d’intégration vis-a-vis de la démarche
dans son ensemble. La démarche conduite dans cette partie expérimentale était elle en mesure
de répondre a nos objectifs ? Pouvons nous préciser non plus les QTL, mais les génes, voire le
polymorphisme, responsables de la variabilité du caractere de débourrement ?

Le dernier chapitre E se proposera d’effectuer une synthése des différentes parties
expérimentales a la fois au regard de la stratégie mais aussi des méthodes employées, en
tentant de répondre a la question: la stratégie et les méthodes employées ont-elles été
pertinentes pour identifier les régions génomiques impliquées dans la variation du caractere
de débourrement ? L’ensemble du travail réalisé sera également mis en perspective pour
tenter de faire ressortir des pistes d’améliorations et des perspectives a ces recherches.

Les annexes présenteront les articles rédigés au cours de cette thése et soumis a

publication, ou en cours de rédaction.






A. Synthese bibliographique

Bonjour!

Comme un diable au fond de sa boite,
le bourgeon s'est tenu caché...
mais dans sa prison trop étroite
il baille et voudrait respirer.

Il entend des chants, des bruits d'ailes,
il a soif de grand jour et d'air...

il voudrait savoir les nouvelles,

il fait craquer son corset vert.
Puis, d'un geste brusque, il déchire
son habit étroit et trop court
« enfin, se dit-il, je respire,
je vis, je suis libre... bonjour ! »

Paul Géraldy (1885-1983)
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Figure 1 : Reproduction partielle de I’article de René Antoine Ferchault de Réaumur paru en
1735 dans les Mémoires de I’ Académie Royale des Sciences. (Source : http://gallica.bnf.ft/).




@ La phénologie des essences forestiéres en zone tempérée

Du point de vue historique, la phénologie moderne des plantes a vue le jour grace aux
travaux du suédois Carl Linnaeus, également connu sous le nom de Carl von Linné (1707-
1778), qui contribua a faire de la botanique une science distincte, jusque la rattachée a la
médecine. Il publia en 1735 la premicre édition de sa classification des choses vivantes, le
Systema Naturae, dans lequel la taxonomie des plantes était exclusivement basée sur le
nombre et 1’arrangement des organes reproducteurs. Il créa également des calendriers de
floraison pour différentes régions de Su¢de en prenant soin de noter les conditions climatiques
précises des emplacements considérés. En 1735 également, René Antoine Ferchault de
Réaumur (1683-1757) soutint dans une publication (Réaumur, 1735) que les blés deviennent
matures lorsqu’une certaine somme de température journaliere au dessus d’un seuil,
accumulée depuis une date fixe, atteint une valeur prescrite (Figure 1). Ce principe constitue
la base des modeles phénologiques fondés sur le principe des sommes de température, encore
trés utilisés aujourd’hui.

La phénologie peut étre définie comme « I’étude de la répartition temporelle des
phénomenes biologiques récurrents, des causes de leur périodicité au regard des forces
biotiques et abiotiques, et des inter-relations entre les phases au sein d’une méme espece ou
entre especes différentes » (Lieth, 1974). Ces phénomenes périodiques permettent de
distinguer des états phénologiques qui constituent les stades du cycle de vie d’un organisme.
Ces phénomenes cycliques annuels s’observent aussi bien dans le régne animal (migrations,
éclosions, levée de diapause...), que dans le réegne végétal (débourrement, floraison...). Chez
les plantes, ces stades varient selon qu’il s’agisse :

- de fougeres, préles, lycopodes et groupes associ€s ;

- de Gymnospermes ;

- d’Angiospermes.
Les différents types d’organes reproducteurs sont a l’origine de 1’existence de stades
phénologiques différents entre ces trois groupes. La synthése bibliographique se limitera a
I’étude des stades phénologiques des arbres forestiers sous climat tempéré, et plus
particulierement a ceux de 1’appareil végétatif. La phénologie de la reproduction ne sera pas
abordée. Les exemples seront indifféremment extraits d’études portant sur les Gymnospermes
(coniferes) ou les Angiospermes (feuillus) avec une attention particuliere sur les chénes et le

caractere de débourrement (éclosion des bourgeons au printemps).



Polle

Ecallle da pratectinn

/ Jeuns faulle
l\ . | lll‘i Meéraiime apical
Vo ER——

Figure 2 A : Dessin d’une coupe longitudinale de bourgeon apical d’érable a la loupe
binoculaire (x 60).

Figure 2 B : Photographies représentant une coupe longitudinale dans un bourgeon de chéne
au stade quiescent puis durant le débourrement (Echelle : 50um). (Tiré de notre étude).



1.1. Croissance, dormance et variation saisonniere

Le cycle végétatif annuel des essences forestieres sous climat tempéré peut se résumer
a une phase de dormance hivernale suivie, ou précédée, d’une période de croissance estivale.
Deux mécanismes antagonistes sont au cceur de ce cycle : la dormance et la croissance. La
dormance est une stratégie de survie qui permet a la plante de subsister durant des périodes
défavorables a la croissance. La croissance, elle, prend place lors de périodes favorables
(saison de végétation). Chez les arbres, 1’activité des bourgeons détermine non seulement la
saison de végétation mais aussi le port et I’architecture de I’arbre. En ce sens, la dormance
possede également une fonction morphogénétique mais que nous ne traiterons pas ici (Rohde

et al., 2000).

1.1.1. L’activité du bourgeon, moteur de la croissance

Etymologiquement, le mot bourgeon vient de burjon, terme de botanique d’origine
latine qui entre dans la langue frangaise en 1160. Le bourgeon est I’organe central au sein
duquel les phases de dormance et de croissance se manifestent et déterminent une croissance
périodique du végétal. Le bourgeon peut étre défini comme un axe court portant une série tres
dense de primordiaux foliaires produit par le méristéme apical sous-jacent (Figure 2 A). Le
méristeme apical est formé durant I’embryogenese. Il constitue la partie centrale du bourgeon
ou I’activité doit étre régulée. On peut y distinguer une zone centrale, composée de cellules
indéterminées, et une zone périphérique, source de cellules pour les organes en formation,
comme les jeunes feuilles (Figure 2 B). L’anatomie de cette structure principale peut
fortement varier entre especes mais également au sein d’une méme espece en fonction de
I’age, de la position sur le rameau ou des conditions physiologiques (Brown, 1971). Deux
types de bourgeons sont a distinguer : les bourgeons apicaux et les bourgeons axillaires. Les
bourgeons axillaires proviennent du méristeme apical et, le plus souvent, n’ont pas d’activité
d’élongation durant I’année ou ils sont formés (Richards et Larson, 1981). Les bourgeons
apicaux, eux, vont libérer une portion de tige feuillée, ou unité de croissance, au printemps,
qui va s’allonger progressivement durant quelques dizaines de jours. Lorsque plusieurs unités
de croissance forment la pousse annuelle, on parle de croissance polycyclique.

A I’échelle cellulaire, la croissance du bourgeon peut étre décomposée en deux étapes:
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- une premiere phase de prolifération cellulaire et d’organogenéese qui a lieu dans
le méristéme ;
- une phase d’élongation cellulaire qui prend place immédiatement sous le
méristeme.

Le laps de temps entre la formation d’un organe et son ¢longation définit le type de croissance
de I’arbre. Lorsque la croissance suit directement la formation des primordiaux, on parle de
croissance indéterminée. A 1’opposé, la croissance est dite déterminée lorsqu’une période de
dormance s’intercale entre la formation du bourgeon et son élongation. Il n’est pas toujours
aisé de définir une essence comme appartenant a I'une des deux catégories. En particulier,
pour un grand nombre d’especes, le type de croissance change graduellement avec 1’age,
passant d’une croissance indéterminée a une croissance déterminée, comme c’est le cas chez
les épicéas et sapins (Jablanczy, 1971). Cette gradation s’observe ¢galement au sein du méme
arbre au cours de la saison de végétation. En effet, les bourgeons en croissance durant la
saison de végétation peuvent avoir été¢ formés I’année précédente ou la méme année. A la fin
de la saison de végétation, la croissance des entrenceuds cesse et les primordiaux foliaires en
périphérie du méristetme vont se développer en écailles la plupart du temps. L’apparition de
ces structures de protection n’empéche en rien la poursuite de I’organogencse des
primordiaux foliaires, bourgeons axillaires et stipules' chez les arbres & croissance
déterminée. Cependant, toute activité mitotique cesse lorsque le bourgeon rentre en dormance.
Un laps de temps de quelques semaines peut se produire entre 1’arrét de croissance et I’entrée

en dormance.

1.1.2. La dormance, élément clé de la phénologie

En P’absence de mobilité, la dormance est le mécanisme principal par lequel les
végétaux survivent aux conditions environnementales défavorables et synchronisent ainsi leur
croissance avec I’environnement. Chez les arbres forestiers, les méristémes qui formeront les
unités de croissance au printemps suivant sont contenus dans les bourgeons écailleux qui
constituent donc les organes dormants. La structure méme de ces bourgeons permet de
préserver les tissus des dégats causés par le gel par la formation d’écailles a la périphérie et
I’apparition de poils a la périphérie des écailles pour une meilleure imperméabilité de la

structure. De nombreux termes et définitions ont été utilisés pour décrire la dormance mais ce

! Stipule : appendice le plus souvent foliacé ou membraneux, inséré au point ou le pétiole se relie a la tige.
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Figure 3 : Diagramme représentant les signaux et saisons correspondant aux trois types de
dormance associés aux bourgeons apicaux et axillaires chez le chéne (modifié d’apres
Horvath et al., 2003).



phénomene ne connaitra pas de définition idéale avant qu’il ne soit enticrement disséqué et
compris. Nous utiliserons ici la définition faite par Lang (1987), basée sur la définition
suivante: « La dormance est 1’arrét temporaire de croissance visible de toute structure de la
plante contenant un méristeéme ». A partir de cette définition, Lang a divisé la dormance en
trois catégories :

- D’écodormance : D’arrét d’activité est imposé par des facteurs
environnementaux et la croissance est possible lorsque les conditions
redeviennent favorables ;

- la paradormance : I’arrét de croissance est provoqué par un autre organe de la
plante, distinct et ¢loigné du tissu dormant ;

- I’endodormance : I’arrét de croissance est lié¢ a des facteurs endogenes au tissu
dormant et la croissance est impossible, méme en présence de conditions
favorables.

Ces trois types de dormance se déclinent tout au long de la saison et selon le facteur a
I’origine du phénomene (Figure 3). Ainsi, on parle de paradormance apicale si le facteur a
I’origine de la dormance est le méristeéme apical, ou encore d’endodormance photopériodique
si la photopériode est le facteur déclenchant de I’endodormance. Ce systéme est de nature
pragmatique puisqu’il se base sur une terminologie descriptive et physiologique et, de ce fait,
a beaucoup été utilisé. Du point de vue cellulaire, la dormance est liée a un arrét des divisions
cellulaires au sein du méristeme apical. Devitt et Stafstrom (1995) ont émis 1’hypothése que
les cellules de bourgeon dormant étaient arrétées en trois stades du cycle cellulaire : au cours
de la phase G1, a la transition entre les phases G1 et S, ou encore entre les phases S et G2. Par
la suite, Gutierrez et al. (2002) ont montré que, dans la plupart des cas, les cellules contenues

dans les bourgeons végétatifs sont arrétées en phase G1 du cycle cellulaire, avant la phase S.

1.1.3. Le cycle annuel des arbres forestiers en zone tempérée

Vers la fin de la période active de croissance et de photosynthése, les arbres forestiers
se préparent a la saison hivernale et a la saison de végétation suivante par la formation de
bourgeons écailleux (phase de bourgeonnement) aux environs des mois d’Aoft et Septembre.
Comme on I’a évoqué précédemment, les organes de I’année suivante sont préformés dans le
bourgeon avant I’entrée en phase d’endodormance (cf. Fig. 3). Cette phase de dormance au

sein de structures protectrices est indispensable a la préservation des tissus exposés, sans cela,
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au gel (Levins, 1969). L’année suivante, au cours du printemps, apres que I’endodormance ait
été levée par les températures froides, le développement des feuilles, fleurs et bourgeons
apicaux est a nouveau possible sous certaines conditions de température et de photopériode,
c’est la phase d’écodormance. Du point de vue du développement, I’occurrence de ces
différentes étapes est loin d’étre triviale. En effet, le débourrement des ébauches foliaires doit
avoir lieu le plus tot possible, afin de maximiser ’activité photosynthétique et, dans le méme
temps, les feuilles doivent étre protégées des gelées tardives qui les endommageraient et donc
réduiraient les capacités de photosynthése, comme cela est le cas chez le chéne (Ducousso et
al., 1996). 11 en est de méme pour la croissance de la tige. Une fois le débourrement réalisé,
’arbre va croitre durant quelques semaines puis connaitre a nouveau une période de cessation
d’activité avant de réaliser une seconde pousse. Sous nos climats tempérés, cette seconde
pousse a lieu en Juin pour les essences de feuillus (pousse de la Saint Jean). Sur des individus
jeunes, la méme succession peut se reproduire en Aolt et parfois méme en Septembre.

D’autres especes ne réalisent qu’un seul cycle dans I’année.

Au final, comme la longueur de la saison de végétation est définie par I’intervalle entre
la date de débourrement et la date de bourgeonnement, ces deux événements phénologiques
ont une importance capitale pour la productivité d’une essence forestie¢re. Nous verrons dans
les chapitres suivants que la survie, I’abondance et la distribution des essences peuvent
¢galement étre affectées par des modifications de phénologie, et en particulier de la date de

débourrement.
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Figure 4 : Relation entre le nombre de jours froids avec une température moyenne < 5°C du
1¥ Novembre a la date de débourrement et les degré jours < 5°C regus du 1% Février a la date
de débourrement, pour quatorze enregistrements des dates de débourrement chez Picea
sitchensis en Grande Bretagne (enregistrements A a N). La courbe est décrite par I’équation
suivante :
Degré jours < 5°C = 67,4 + 4401,8 exp (-0,042 x jours froids < 5°C)

Le graphe en haut a droite montre la relation médiocre obtenue en utilisant la date de
débourrement plutét que le nombre de jours froids en abscisse. (tiré de Cannell et Smith,
1983).



1.2. Bases écophysiologiques et variation de débourrement

Le développement cyclique et annuel des plantes n’est pas une préoccupation récente
des scientifiques. En effet, dés 1735, le biologiste frangais de Réaumur a posé les bases du
mod¢le des sommes de température par I’observation des degrés de chaleur moyens au cours
des années 1734 et 1735, et leur effet sur la maturité des blés (Réaumur, 1735). Apres avoir
observé que les blés étaient plus tardifs en 1735 qu’en 1734, de Réaumur a calculé le degré de
chaleur moyen des mois d’Avril, Mai et Juin de ces deux années la en sommant la plus petite
température du matin et la plus grande température de I’aprés-midi puis en divisant cette
somme par deux. Il obtint ainsi le degré de chaleur moyen d’une journée qu’il cumula d’Avril
a Juin. Ainsi, la somme des degrés de chaleur était de 1260 en 1734 contre 1015 en 1735,
« d’ou il suit que cette derniere année a di étre plus tardive que ’autre, comme elle 1’a été. »,

conclut de Réaumur.

1.2.1. Effets des variables climatiques sur le débourrement

Comme on vient de le voir, les travaux de de Réaumur ont mis en évidence I’influence
des conditions météorologiques sur la phénologie des espeéces en zone tempérée. Depuis, de
nombreux travaux d’expérimentations et de simulations de la phénologie des arbres forestiers
ont permis de mettre en évidence les relations existantes entre la croissance du bourgeon et les
conditions météorologiques, méme si certains résultats sont encore contradictoires. Ainsi,
Sarvas (1974) suggere qu’aussitot que la dormance est levée, les arbres réagissent aux
températures favorables par le développement ontogénétique”. Sur le méme principe, Cannell
et Smith (1983) démontrent que la date de débourrement de branches latérales de jeunes
plants de Picea sitchensis peut étre modélisée en prenant en compte les sommes de degré
jours® (> 5°C) et les températures froides hivernales (< 5°C) (Figure 4). Dans cette étude, les
auteurs montrent que, dans les conditions climatiques hivernales britanniques, 140 jours avec
une température moyenne < 5°C sont nécessaires a la levée de dormance. Ils concluent
¢galement que la photopériode n’a qu’un effet négligeable sur la date de débourrement chez

Picea sitchensis. Enfin, Cannell et Smith mettent [’accent sur I’imprécision de ces modeles

2 Ontogénétique : développement biologique de I’individu depuis la conception jusqu’a 1’age adulte.
3 Degré jour : écart, pour un jour donné, entre la température moyenne observée durant la journée et une valeur
de température seuil. Pour une période donnée, c’est la somme, jour par jour, de ces écarts.
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qui ignorent les autres variables environnementales, telles que la température du sol ou
I’amplitude des températures diurnes. Pour Murray et al. (1989), il apparait évident que la
somme de température nécessaire au débourrement décroit a mesure que la durée des périodes
précédentes de températures froides augmente. Ce principe est illustré sur la Figure 4, ou ’on
voit trés bien que si le nombre de jours froids augmente (axe des abscisses), le nombre de
degré jours requis pour mener au débourrement diminue proportionnellement (axe des
ordonnées). Cette observation conduit Murray a définir une sorte de somme minimale de
température nécessaire au débourrement, lorsque la dormance des bourgeons d’une essence
donnée a été enticrement levée (Campbell et Sugano, 1979; Cannell et Smith, 1983, 1986). De
cette maniere, si les bourgeons ne sont pas entierement sortis de dormance a la fin de I’hiver,
une somme de degré jours plus importante sera nécessaire pour mener au débourrement.
Falusi et Calamassi (1990) montrent le role prépondérant du froid dans le contrdle de la
dormance chez le hétre (Fagus sylvatica L.). Ils observent également que la photopériode
semble interagir avec la température mais considérent ce parametre comme négligeable dans
le contrdle de la dormance chez le hétre.

Dés 1967 et a partir d’expériences menées en laboratoire, Worral et Mergen (1967)
avaient trouvé que la longueur du jour a un effet sur la levée de dormance mais prétendaient
que ce n’était pas le cas en conditions naturelles. D’autres auteurs avancent, au contraire, que
les conditions de lumiére affectent la phénologie des espéces ligneuses, tels Wareing (1956) et
Vegis (1964) qui insistent sur I’importance de la longueur du jour dans le contrdle de la levée
de dormance. Farmer (1968) suggere, quant a lui, que la photopériode agit sur la totalité¢ du
cycle de la dormance. Campbell et Sugano (1979) observent que le débourrement est
influencé a la fois par les températures a la sortie de I’hiver mais aussi par des effets
d’interaction entre la photopériode et les températures froides durant la phase de dormance.
Ces auteurs notent également une certaine variation entre les données mesurées et modélisées,
qu’ils attribuent a la non prise en compte dans le modele de certaines variables affectant le
débourrement. Heide (1993b) démontre que le froid et une photopériode longue sont
nécessaires a la levée de dormance et au débourrement chez le hétre (Fagus sylvatica L.),
contrairement aux résultats obtenus sur la méme essence par Falusi et Calamassi (1990). I1
montre également qu’il existe de fortes variations de comportement entre plusieurs essences

originaires de I’hémisphere Nord incluses dans son étude (Heide, 1993a).
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1.2.2. Modeéles prédictifs de la date de débourrement

Plus récemment, Chuine et Cour (1999) ont étudiés les effets, en conditions naturelles,
des températures de 1’été¢ précédant la dormance et des températures froides automnales et
hivernales sur le débourrement de quatre essences européennes sous climat méditerranéen:
Platanus acerifolia, Castanea sativa, Quercus pubescens et Vitis vinifera. La photopériode
n’était pas prise en compte dans cette expérience puisque les sites comparés subissaient le
méme régime photopériodique. Les auteurs concluent que les températures estivales de la
saison précédente n’ont aucune influence sur le débourrement, qui est principalement
déterminé par les conditions thermiques depuis la sortie d’endormance hivernale jusqu’au
débourrement, et, dans une moindre mesure, par les températures froides qui précédent cette
période. L’étude révele également que des essences telles que P. acerifolia ou Q. pubescens
sont peu influencées par les températures froides. Les auteurs avancent deux explications a
cela. D’une part, un besoin élevé en températures froides retarderait d’autant le débourrement
alors que ces essences rencontrent peu de gelées tardives dans leur aire géographique
d’origine. D’autre part, une forte demande en températures froides serait difficilement
satisfaite sous un climat ou les températures automnales descendent rarement en dessous de
10°C, classiquement considérée comme la limite supérieure de température froide effective.
L’étude de Hunter et Lechowicz (1992) aboutissait aux mémes conclusions quant aux
déterminants de la date de débourrement. Les températures froides hivernales et la somme de
températures printanieres suffisent, selon eux, a modéliser avec précision les dates de
débourrement. La prise en compte de la photopériode ne semble pas améliorer
significativement la précision de ces modeles. Kramer (1994) observe méme une perte de
pouvoir prédictif des modeles de débourrement, appliqué a Fagus sylvatica, lorsque la
photosensibilité est incluse comme parametre.

La date de débourrement des essences forestieres sous climat tempéré peut donc étre
modélisée grace a trois paramétres majeurs, a savoir les températures chaudes printaniéres, les
températures froides hivernales et la photopériode. Mais il n’existe pas de consensus quant a
I’influence relative de ces différents facteurs sur la date de débourrement. De plus, de
nombreux autres facteurs ne sont pas pris en compte ou sont encore inconnus. Cependant, la
température a elle seule (températures froides hivernales et/ou températures chaudes
printani¢res) permet de modéliser avec une bonne précision (variations observées de 1’ordre

de quelques jours) la date de débourrement de la plupart des essences foresticres de la zone
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tempérée (Chuine et Cour, 1999). On peut donc considérer, en premicre approche, que le
régime thermique précédent le débourrement (périodes hivernale et printaniére) est le

principal facteur environnemental déterminant la date de débourrement.

1.2.3. Les hormones impliquées dans la dormance

De nombreuses études physiologiques ou écologiques (pour une revue, voir Rohde et
al., 2000) ont mis en évidence 1’action des hormones végétales dans le contrdle des différents
types de dormance. Ce sont principalement I’acide abscissique et les gibbérellines qui sont
impliqués dans le contrdle de ’endodormance. Nous ne traiterons pas, dans cette partie, de
I’auxine et des cytokinines impliquées dans la paradormance imposée aux bourgeons
axillaires par le bourgeon apical®.

Historiquement, la découverte de I’acide abscissique dans les années 1960 est
étroitement liée aux recherches mendes sur la dormance des bourgeons. En effet, la
découverte de la « dormine » au sein de bourgeons dormants d’Acer pseudoplatanus, puis
extraite a partir de feuilles, a permis son isolation et sa caractérisation. Sans équivoque,
I’acide abscissique (ABA) joue un role important dans la dormance des bourgeons mais aussi
le développement et la dormance des graines, comme dans de nombreuses réponses
adaptatives a des stress environnementaux (Rohde er al., 2000). Mais, malgré un grand
nombre d’études consacrées aux changements saisonniers des concentrations d’acide
abscissique dans les bourgeons (Or et al., 2000; Rinne ef al., 1994; Weber et Nooden, 1973)
ou dans les graines (Feurtado et al., 2004; Nicolas et al., 1996; Pukacka et Wojkiewicz,
2002), le role de ’ABA en tant qu’inducteur de la dormance reste a confirmer. Les études
menées sur les bourgeons ont montré que la concentration en ABA suit un cycle saisonnier
avec un maximum durant la phase d’endodormance.

Les gibbérellines furent isolées pour la premicre fois en 1926 sur le champignon
Gibberella fujikuroi par le scientifique japonais Eiichi Kurosawa. L’action de ces hormones
sur la dormance et la croissance a principalement ét¢ étudiée chez les graines (Debeaujon et
Koornneef, 2000; Jacobsen et al., 2002; Schmitz et al., 2001; Yamauchi et al., 2004), ou la
germination est corrélée a une forte accumulation de gibbérellines (Jacobsen et al., 2002), la
voie de biosyntheése de ces derniéres étant activée lors de I’imbibition de la graine (Calvo et

al., 2004; Yamauchi et al., 2004). Chez les bourgeons, I’application de gibbérellines durant la

* Phénomeéne de dominance apicale.

17






période de sortie de dormance stimule trés fortement la croissance chez Fagus sylvatica
(Falusi et Calamassi, 2003). Chez des cultivars de poirier japonais, la concentration en
gibbérellines augmente tres rapidement apres que les bourgeons aient recus une certaine dose
de températures froides (Tamura et al., 2002), ce qui tendrait a prouver que la levée de
dormance des bourgeons, comme la levée de dormance des graines, est associée a une
augmentation de concentration en gibbérellines, qui ont un effet positif sur la croissance. Plus
récemment, Steber et McCourt (2001) ont suggéré que les brassinostéroides jouent un role
dans la stimulation de la germination de la graine chez Arabidopsis thaliana. Dans le méme
temps, les résultats obtenus par Leubner-Metzger (2001) sur la germination de la graine de
tabac indiquent que les brassinostéroides et les gibbérellines favorisent la germination de la

graine a I’aide de voies de transduction du signal et de mécanismes différents.

D’un coté, I’acide abscissique et, de 1’autre, les gibbérellines et brassinostéroides
agissent de manicre antagoniste sur la dormance des graines et, vraisemblablement, sur la
dormance des bourgeons, méme si le role exact de ces hormones dans le maintien de la

dormance et le déclenchement du débourrement reste a élucider.
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1.3. Variabilité du débourrement et changements climatiques

La date de débourrement est donc un caractere adaptatif majeur a considérer chez les
arbres forestiers. En effet, ce stade phénologique joue un rdle critique dans I’initiation de la
saison de végétation, dont la longueur détermine en grande partie la croissance annuelle de
I’arbre. Au-dela de la productivité, la date de débourrement conditionne également les dégats
dus aux gelées tardives qui peuvent étre infligés a I’arbre et, par la méme, causer un retard de
croissance, des défauts de croissance de la tige, voire menacer sa distribution ou sa survie
(Chuine et Beaubien, 2001). C’est pourquoi, I’é¢tude des stades phénologiques clés
(débourrement, bourgeonnement, floraison...), mesurés depuis de nombreuses années sur
diverses especes, a connu un regain d’intérét ces dernicres années dans le cadre des

recherches sur les conséquences probables des changements climatiques passé€s et a venir.

1.3.1. Variabilité géographique de la date de débourrement

L’installation et le suivi de tests de provenances mesurés, entre autres caracteres, pour
la date de débourrement, a permis depuis de nombreuses années de décrire et d’analyser les
variations de comportement, entre especes ou au sein de la méme espeéce chez les essences
forestieres. Ainsi Steiner (1979) étudie les relations entre les dates de débourrement de
plusieurs essences de pins (P. banksiana, P. flexilis, P. strobiformis, P. nigra, P. ponderosa,
P. resinosa, P. strobus, P. sylvestris et P. virginiana) et les facteurs géographiques et
climatiques. Chez toutes les essences, excepté chez P. resinosa, il note que les différences
observées sont fortement corrélées avec la latitude, la longitude mais aussi la proximité a
I’océan des provenances considérées. Les populations du Nord et des régions continentales
sont plus précoces que les populations du Sud et des régions cotieres. Il existe également de
fortes corrélations entre ces variations de date et les isothermes des températures moyennes du
mois de janvier sur I’ensemble de ’aire de répartition des essences. De son coté, Worrall
(1983) installe plusieurs provenances d’Abies amabilis et Abies lasiocarpa a différentes
altitudes s’étageant de 430 a 1400 metres. Dans chaque plantation, les provenances de haute
altitude débourrent plus tot. Selon Worrall (1983), les différences de dates de débourrement
entre essences et entre provenances sont dues a la fois aux différences de sommes de
température et de seuil de température pris en compte. Chez A. lasiocarpa, ces deux

parametres sont faibles et I’essence débourre tres tot. Chez A. amabilis, les seuils de
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températures efficaces sont significativement plus faibles pour les provenances de haute
altitude. Entre les plantations, le débourrement est décalé d’environ 1 jour pour une élévation
supplémentaire de 20 m.

Pour le chéne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl.), le comportement de 50
populations, originaires de 1’ouest de ’aire de répartition européenne, a été étudié dans quatre
tests de provenances (Ducousso ef al., 1996) installés en France. Les variations géographiques
observées de date de débourrement sont clinales et reliées a 1’altitude et a la latitude. En effet,
les populations du Sud et de plateau sont plus précoces que celles du Nord et de plaine. La
figure SA présente la corrélation observée entre la note de débourrement et 1’altitude de la
population testée, pour les 50 provenances étudiées par Ducousso ef al. (1996) ainsi que 40
autres provenances mesurées depuis (Ducousso, communication personnelle). Le cline
altitudinal observé va dans le méme sens que celui reporté par Worrall (1983) chez Abies, a
savoir que les populations d’altitude sont plus précoces que les populations de plaine. En
revanche, le cline latitudinal observé (figure 5B) est inverse a celui trouvé sur plusieurs
essences de pins par Steiner (1979), sur la plupart des coniferes par Wright (1976) mais aussi
sur chéne rouge (Ducousso et al., 1997; Schlarbaum et Bagley, 1981). Il est, par ailleurs,
parallele a celui observé sur noyer (Germain, 1992).

Les variations géographiques de la date de débourrement répondent donc a des clines a
la fois latitudinaux et altitudinaux. L’origine de ces tendances n’est pas évidente a définir a
priori mais reflétent trés certainement des adaptations aux conditions de température, voire

climatiques en général, et aux insectes défoliateurs.

1.3.2. Hypotheses explicatives

Les différences de comportement, décrites précédemment, ne sont donc pas le fait du
hasard mais sont associées a des gradients climatiques ou géographiques. Par ailleurs, ces
différences clinales s’observent a différents niveaux au sein d’une espeéce et chez différentes
especes. L’ensemble de ces résultats constituent des évidences indirectes mais fortes de
I’action de la sélection naturelle sur le débourrement (Howe ez al., 2003).

Les pressions de sélection pour la date de débourrement, exercées sur une essence
forestiere telle que le chéne sessile, sont essentiellement de deux ordres: abiotiques
(climatiques) et biotiques (insectes défoliateurs). En effet, le chéne sessile est sensible aux

gelées tardives de printemps qui causent des dégats irréversibles aux tissus (Ducousso et al.,
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1996). La susceptibilité¢ aux dégats de gel est fortement corrélée a la date de débourrement et
les individus les plus précoces sont les plus touchés. Inversement, les individus plus tardifs
sont moins sensibles a ce type de dommages climatiques. Ces résultats confirment ceux
obtenus par Liepe (1993) en chambre de croissance, sous conditions controlées. La sélection
naturelle aura certainement favorisé les génotypes tardifs qui ne souffrent pas de dégats dus
au gel. A I’opposé, les provenances précoces seraient favorisées par la sélection en conditions
climatiques plus clémentes afin d’optimiser la longueur de la saison de végétation. La
sélection favorisant les génotypes tardifs peu sensibles aux dégats de gel est donc contre
balancée par la sélection favorisant des génotypes précoces, qui auront un avantage sélectif
pour la croissance en conditions favorables.

Quelques explications peuvent étre avancées quant aux clines observés dans le cas des
especes autres que le chéne pour lesquelles les provenances septentrionales sont plus précoces
que les provenances méridionales, quelle que soit la latitude du lieu d’installation des tests. La
sélection aurait favorisé les génotypes précoces au Nord leur conférant ainsi un avantage pour
la longueur de la saison de végétation, nécessairement limitée par les conditions climatiques a
ces latitudes. Les provenances du Sud seraient plus sensibles au gel et la sélection aurait donc
favorisé les génotypes tardifs, leur permettant de minimiser les risques liés au gel.

Les différences de date de débourrement peuvent également résultées des pressions de
sélection exercées par les insectes défoliateurs. Crawley et Akhteruzzaman (1988) ont montré
que les différences de phénologie au sein de populations de chéne pédonculé (Quercus robur
L.) ménent a des différences substantielles de la structure de la communauté des insectes
herbivores associés. Les attaques de certains insectes défoliateurs se produisent a des stades
bien particuliers du débourrement de 1’arbre. Méme si I’arbre ne meure pas de la défoliation,
sa croissance est réduite et sa fitness en est réduite. Il en résulte donc que les arbres qui ne
présentent pas le stade de sensibilité aux défoliateurs seront favorisés. Parallelement, le stade
phénologique de I’hote au moment de 1I’émergence de la population d’insectes affecte a la fois
les performances mais également la colonisation de 1’espece hote (Tikkanen et Tiitto, 2003).
A ce titre, les variations de phénologie peuvent étre considérées comme un mécanisme actif
de lutte contre les populations d’insectes défoliateurs (Tikkanen et Tiitto, 2003; Tuomi ef al.,
1989). Ainsi, chez le pin Douglas, des taux de croissance élevés et un débourrement tardif
favorisent la résistance de 1’arbre aux attaques de vers défoliateurs du bourgeon (Chen ef al.,
2001). C’est pourquoi les variations des cohortes d’insectes et de leur abondance a travers
I’aire de distribution naturelle des essences forestieres est potentiellement a I’origine d’un

gradient phénologique, au méme titre que les conditions climatiques. On notera, par ailleurs,
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Figure 6 : Réseau de stations IPG réparties au long de 28 latitudes de la Scandinavie a la
Macédoine et de 37 longitudes de I’Irlande a la Finlande au Nord et du Portugal a la
Macédoine au Sud. Le réseau compte 57 jardins et couvre différentes régions climatiques de
climat froid a chaud et depuis les fagades maritimes aux zones continentales de I’Europe.
(Source : http://www.agrar.hu-berlin.de/pflanzenbau/agrarmet/ipg_2.html)




que les changements climatiques, en particulier les printemps plus chauds, peuvent perturber
la synchronie de phénologie entre I’hdte et I’insecte comme cela a été observé entre le chéne
pédonculé (Quercus robur L.) et un papillon défoliateur (Operophtera brumata) (Visser et
Holleman, 2001). Les pressions de sélection exercées par les insectes défoliateurs peuvent
étre a l’origine de la forte variabilité de date de débourrement observée chez le chéne
favorisant ainsi ’apparition de génotypes qui ne présentent pas le stade de sensibilité aux

défoliateurs.

1.3.3. Impact des changements climatiques sur la date de débourrement

La communauté scientifique dans son ensemble a abouti a un consensus concernant les
changements climatiques globaux : sans contexte, le climat se réchauffe. Ce réchauffement
résulte en grande partie des émissions de gaz carbonique (CO;) imputables aux activités
humaines telles que les processus industriels, la combustion des énergies fossiles ou
I’utilisation des espaces naturelles par la déforestation. Alors que le climat terrestre dans son
ensemble s’est réchauffé d’environ 0,6°C au cours des 100 derniéres années, la décennie des
années 90 aura été la plus chaude de tout le XX*™ siécle, et peut étre méme du millénaire, et
les années 1998, 2001 et 2002 ont été les plus chaudes jamais enregistrées. Les projections
envisagent une augmentation de température comprise entre 1,4°C et 5,8°C d’ici a 2100
(IPCC, 2001).

Bien que la survie des essences forestieres ne semble pas menacer a cours terme par
les changements climatiques, il est certain que ces derniers vont fortement affecter la
productivité, I’abondance et la distribution des especes ligneuses (Chuine et Beaubien, 2001).
L’impact des changements climatiques, observés au siecle précédent, sur la phénologie a déja
¢té mesuré sur diverses especes végétales (Penuelas et Filella, 2001; Walther ez al., 2002).
De¢s a présent, la floraison de Populus tremuloides au Canada occidental a été avancé de 26

éme

jours tout au long du XX siecle (Beaubien et Freeland, 2000). En Europe, la longueur de la
saison de végétation s’est accrue d’environ 10,8 jours depuis les années 1960 (Menzel et
Fabian, 1999). Ces résultats ont été obtenus a partir de 1’analyse des observations faites au
sein des Jardins Phénologiques Internationaux (IPG), qui couvrent une grande partie de
I’Europe. Ces jardins contiennent a la fois des arbres et des arbustes (Figure 6) mesurés pour
une dizaine de stades phénologiques particuliers dont le débourrement du bourgeon. Les

auteurs montrent également, a 1’aide de simulations basées sur des mod¢eles phénologiques,
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Figure 7 : La phénologie comme une fonction du type de couverture végétal, de la latitude et
de la température a la surface terrestre pour I’Europe et 1’Asie. Données obtenues a partir de
I’analyse de données satellitaires (tiré de Zhang et al., 2004).
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Figure 8 : Relation entre le nombre de degré jours jusqu’au débourrement et le nombre de
jours froids accumulés pour les foréts en Europe. TDD représente le nombre de degré jours en
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que le débourrement pourrait étre avancé jusqu’a 6 jours, en fonction de 1’espece, pour une
augmentation de la température hivernale de I’air de 1 °C (Menzel et Fabian, 1999). Pour les
Etats-Unis, White ef al. (1999) ont mesuré une augmentation de la saison de croissance de 5
jours entre 1900 et 1987 alors que la température moyenne annuelle augmentait de 1°C dans
le méme temps.

L’augmentation apparente de longueur de la saison de végétation est en accord avec
les résultats obtenus par analyse de données satellitaires. Ces études se basent sur I’indice de
végétation normalisé (NDVI) qui permet de déterminer les stades phénologiques de couverts
végétaux a partir d’images satellites. Ainsi, Myneni et al. (1997) ont mesuré une avancée de 8
t+ 3 jours de la reprise de croissance printaniere et un retard de 4 + 2 jours de la fin de la
saison de végétation entre 1981 et 1991. L’étude menée par Zhang et al. (2004), a I’échelle du
globe, confirme la dépendance de la phénologie a I’égard de la température et de la latitude
(Figure 7). Par ailleurs, ils observent également que les couverts forestiers sont les plus
sensibles aux variations de température et mesurent une variation de longueur de saison de
végétation de 6,3 jours/°C pour les foréts européennes. Enfin, les auteurs ont testé, a 1’échelle
du continent européen, la fiabilité avec laquelle le débourrement pouvait étre prédit a partir du
nombre de jours froids et de I’accumulation de degrés-jours. La relation obtenue est donnée a
la figure 8 et le modele permet d’expliquer 94% de la variation de thermopériode. Bien que
I’inférence des stades phénologiques d’apres les données satellites nécessite d’étre améliorée
afin de mieux correspondre aux observations faites au sol (Badeck et al., 2004), ces modeles
constituent de formidables outils de prévision des changements de phénologie en réponse aux

changements climatiques.

La date de débourrement est donc un caractere clé de la phénologie des essences
forestieres telles que les chénes blancs européens. Elle s’inscrit dans le cycle annuel
d’alternance de phases de croissance et de dormance, qui assure a 1’arbre une synchronie vis-
a-vis des conditions de milieux, et notamment la phase hivernale trés défavorable a la
croissance. Le caractere est a la fois sous I’influence de facteurs biotiques (populations
d’insectes défoliateurs) et abiotiques (conditions climatiques) et peut étre modélisé en
premicre approche a I’aide de la température. Mais au-dela des modeles prédictifs, la
nécessité est grande de disséquer les mécanismes moléculaires contrdlant le phénomene de

débourrement afin de mieux comprendre 1’effet du climat sur ce caractere.
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@ Le débourrement : du phénotype aux génes

Les valeurs de débourrement présentent une variation phénotypique continue de type
loi normale caractéristique d’un caractere dit quantitatif, ou complexe, placé sous la
dépendance d’un grand nombre de geénes et de facteurs environnementaux. La valeur
phénotypique (P) peut ainsi se décomposer en une valeur génotypique (G), sous le contrdle
d’un certain nombre de geénes, et d’une valeur environnementale (E) induite par les facteurs
du milieu. Si on néglige les effets d’interaction entre composantes, I’équation P = G + E
résume ce principe. La génétique quantitative, grace a la modélisation mathématique de la
transmission génétique des caractéres complexes, vise a caractériser les effets des facteurs
génétiques impliqués dans 1’expression de caracteres complexes. Ainsi, a travers 1’estimation
de parametres statistiques tels que 1’héritabilité, 1’écart-type phénotypique ou le coefficient de
corrélation génétique, nous pouvons estimer I’importance relative des facteurs génétiques ou
environnementaux sur le contrdle du caractére. Cependant, cette approche ne suffit pas a
connaitre le nombre et 1’effet des différents geénes sur I’expression du caractere, la localisation
de ces genes sur les chromosomes ainsi que leur fonction physiologique. Dans un premier
temps, ['utilisation de marqueurs moléculaires qui ségrégent dans une descendance issue d’un
croisement controlé permet la construction de cartes génétiques, qui sont un agencement
linéaire de locus le long d’un chromosome, et dont les positions relatives ont été déterminées
a partir des taux de recombinaison (unité de distance : le centimorgan). A partir de ces cartes,
la décomposition génétique des caracteres quantitatifs en composantes mendéliennes permet
de déterminer le nombre de locus en cause, leur position sur le génome et leurs effets. Cette
détermination est obtenue par la recherche systématique d’associations statistiques entre les
variants alléliques aux marqueurs cartographiés et la variation du caractere.

Cependant, cette approche ne permet pas 1’identification directe des genes impliqués
dans la variabilit¢ du caractére mais seulement des zones chromosomiques (QTL
Quantitative Trait Locus, Geldermann, 1975) qui les contiennent. Le développement d’outils
moléculaires de diagnostic pour le caractére de date de débourrement passe donc par une
identification des genes responsables de la variation génétique observée. Pour répondre a cela,
une stratégie complémentaire au clonage positionnel ou a la mutagenése d’insertion est
I’approche geéne candidat. Le concept de génes candidat, qui a vu le jour dans le domaine de la
génétique humaine est le suivant : un géne candidat est un géne qui se trouve dans une région

génomique impliqué dans une maladie donnée, et dont le produit protéique suggere qu’il soit
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le déterminant génétique de la maladie. Une acceptation plus large du terme a vu le jour et le
concept de gene candidat peut reposer sur des données d’expression, de fonction ou de
position sur des cartes génétiques. Le degré d’implication du géne désigné comme tel dans la
variation génétique observée du caractére peut étre estimé a 1’aide d’études d’associations
mais la validation sensu stricto ne peut se faire qu’a 1’aide d’expériences de transformation

génétique ou de complémentation fonctionnelle.
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2.1. Déterminisme génétique du caractere de débourrement

La date de débourrement pour un individu donné est donc déterminée, en proportions
variables, par le génotype et I’environnement. Les outils statistiques de la génétique
quantitative ont permis d’estimer la proportion de variabilité phénotypique imputable aux
effets génétiques (héritabilité du caractere). Grace a la détection de QTL, des locus contrdlant
cette variabilité génétique ainsi que leur position respective sur le génome et leurs effets ont
¢té décrits. L’ensemble de ces résultats permet de mieux appréhender le déterminisme

génétique de la date de débourrement.

2.1.1. Un controle génétique moderé a fort

Sur le plan évolutif mais aussi sélectif (au sein de programmes d’amélioration), la
question du contrdle génétique des caracteres, du moins la composante additive de la variance
génétique, est centrale puisqu’elle détermine 1’intensité de la réponse du caractere a la
sélection. De ce point de vue, la date de débourrement chez le chéne, et les arbres forestiers en
général, est intéressante puisque soumise a un controle génétique modéré a fort chez toutes les
especes étudiées a ce jour.

En effet, dés 1978, Eriksson ef al. (1978) avaient observé que le débourrement chez
Picea Abies était soumis au contrdle de multiples geénes. Plus récemment, des essais clonaux
au champ de peupliers ont permis de montrer que la date de débourrement est parmi les
caracteéres mesurés les plus héritables puisque 98% de la variation phénotypique totale peut
étre due a des facteurs génétiques, et seulement 2% a des facteurs environnementaux ou autres
(Bradshaw et Stettler, 1995). Ce résultat a été confirmé ensuite par Frewen et al. (2000) qui
estiment 1’héritabilité clonale moyenne a 94% pour le débourrement chez Populus. Chez le
sapin de Douglas (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco var. menziesii), 1’héritabilité
individuelle ou familiale de la date de débourrement est comprise entre 0,44 et 0,95 (pour une
revue, voir Jermstad et al., 2001). Les valeurs sont trés similaires chez Salix puisque
I’héritabilité clonale moyenne est estimée entre 0,43 et 0,72 (Tsarouhas et al., 2003). Chez le
pin noir (Pinus nigra), ’héritabilité au sens large pour la date de débourrement a été estimée a
0,69 (Matziris, 1994).

Concernant le chéne pédonculé (Quercus robur), Jensen (1993) a obtenu une valeur

élevée de I’héritabilité avec h’=0,87 mais I’auteur précise que les valeurs d’héritabilité de
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cette étude sont a prendre avec précaution et doivent étre comparées a des estimations
obtenues dans des conditions similaires (mémes provenance, age, traitement ...). Ces valeurs
sont effectivement beaucoup plus élevées que celles obtenues par Ducousso (communication
personnelle) avec une héritabilité estimée a 0,3 chez le chéne sessile et 0,47 chez le chéne
pédonculé. Enfin, dans D’étude de Scotti-Saintagne (2004), le caractere de date de
débourrement possede une héritabilité estimée entre 0,15 et 0,51, selon le caractére mesuré et
le modele utilisé (variance de dominance nulle ou égale a !4 de la variance additive).

Quelle que soit I’espece étudiée, le caractere de débourrement présente donc des
héritabilités moyennes (= 0,3-0,5) a fortes (= 0,5-0,8). Par comparaison a d’autres caracteres
phénotypiques pour lesquelles des estimations d’héritabilité sont disponibles chez les arbres,
le débourrement est le caractére le plus héritable, avec la densité du bois. Ces résultats
plaident en faveur d’un contrdle génétique modéré a fort du caractere, qui se trouve donc sous

le controle d’un certain nombre de genes a effet majeur.

2.1.2. Principes et limites de la cartographie génétique et [’approche QTL

La décomposition génétique d’un caractére en composantes mendéliennes comme
méthode permettant de déterminer le nombre de locus mis en cause, leur position sur le
génome et leurs effets, requiert I’existence d’une carte génétique de I’espece considérée. Une
carte génétique est une représentation, a 1’aide de marqueurs génétiques, des chromosomes
d’une espece. Les marqueurs utilis€s peuvent é&tre morphologiques, biochimiques ou
moléculaires et doivent étre polymorphes et présenter une ségrégation de type mendélienne.
La plupart des marqueurs utilisés actuellement sont moléculaires et il en existe de nombreux
soit dominants (AFLP, RAPD, ISSR), soit co-dominants et locus spécifiques (RFLP, SSR,
ESTP).

La premicre étape de la cartographie consiste en la sélection des parents du croisement
et la création de la descendance en ségrégation. Les parents sont choisis de sorte a maximiser
les chances d’obtenir du polymorphisme moléculaire. La caractérisation moléculaire des
individus issus du croisement va ensuite permettre le calcul des fréquences de recombinaisons
entre marqueurs. Ce phénomene de recombinaison, aussi appelé « crossing-over », apparait au
cours de la prophase de la premicre division méiotique par €change de matériel génétique
entre les chromosomes homologues maternels et paternels. C’est au sein de 1’équipe du

généticien Thomas Hunt Morgan (1866-1945) que 1’idée apparu de lier le concept de
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recombinaison génétique avec la distance physique séparant deux locus. Cette fréquence est
effectivement d’autant plus élevée que la distance entre les deux marqueurs sur le
chromosome est grande. Une fois la ségrégation mendélienne des marqueurs vérifice, la
construction de la carte génétique consiste donc a détecter les liaisons entre marqueurs et a
réunir les marqueurs au sein de groupes de liaison, représentatifs des chromosomes au niveau
physique. Les marqueurs sont ensuite ordonnés au sein de chaque groupe et les distances entre
eux estimées en centiMorgan.

A partir de cet agencement de marqueurs le long d’un groupe de liaison, il est possible
d’estimer le nombre, la position et les effets des locus controlant le caractére considéré
(Tanksley, 1993). Le principe de la détection de QTL est relativement simple. Il s’agit en effet
de rechercher de maniére systématique les marqueurs dont les alleles en ségrégation dans la
descendance montre une liaison statistique significative avec la valeur phénotypique du
caractere mesuré sur ces mémes individus. Si le principe est simple, en revanche les méthodes
statistiques de détection des QTL sont complexes et évoluent rapidement (Doerge, 2002). La
détection des QTL peut aboutir, dans certains cas, au clonage du géne impliqué. C’est
actuellement le cas de quelques dizaines de geénes, que ce soit dans le régne animal ou végétal
(Glazier et al., 2002; Paran et Zamir, 2003). Cependant, dans le cas des arbres forestiers, les
effectifs souvent limités (= 200 individus) des populations de cartographie ne permettent pas
d’estimer de facon précise la position des QTL ou de réaliser leur cartographie fine. Chez les
essences de coniferes, c’est aussi la taille du génome qui empéche la mise en pratique du
clonage positionnel. Au-dela de ces limitations portant sur le clonage du géne impliqué dans
la variation du caracteére phénotypique, de trés nombreux parameétres influencent la détection
des QTL et doivent étre pris en compte lors de I’interprétation des résultats. Nous retiendrons
principalement 1’héritabilité et I’effectif de la descendance. En effet, plus I’effectif de la
population sera faible, plus la puissance de détection des QTL sera faible, leur localisation
imprécise et leurs effets surestimés (Beavis, 1995). Parallelement, si I’héritabilité est faible, il
est nécessaire de répéter plusieurs fois la recherche des QTL dans des environnements
contrastés afin d’obtenir une estimation fiable des effets et du nombre minimal de QTL
impliqués, ou de multiplier végétativement les individus de la population de cartographie.

Malgré les limites inhérentes a la technique de détection des QTL et celles
particulieres liées aux arbres forestiers, 1’approche QTL permet de connaitre le nombre
minimal ainsi que les effets des locus mis en cause dans le déterminisme génétique d’un
caractere tel que le débourrement et cette approche a largement été utilisée chez les arbres

forestiers.
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Tableau 1 : Synthése des études de détection de QTL pour le débourrement menées chez les arbres forestiers.

Espéce h? Effectif et Nombre de QTL Variance Référence
type de détectés phénotypique
descendance expliquée
Pseudotsuga menziesii 78-190 (F») 4,1/caractére/année 1,2-11,6% Jermstad et al.,
deux sites (4 années différentes) 2001a
Salix  viminalis x S.]0,43-0,72 92 (Fy) 1,5/caractére/deux 12-24% Tsahouras et al.,
schwerinii ages 2003
Populus trichocarpa x P. | 0,98 55 (Fy) 5 28,7-51,5% Bradshaw et
deltoides répétitions Settler, 1995
Populus trichocarpa x P. | 0,94 346 (F») 9 5,9-16,8% Frewen et al.,
deltoides 2000
Quercus robur L. 0,15-0,51 89-220 (Fy) 12/trois sites 3,1-10,7% Saintagne et al.,
répétitions 2003
Castanea sativa 153 (F)) 7/année 3,2-12,2% Casasoli er al.,
(trois années) 2004




2.1.3. Les QTL de débourrement chez les arbres forestiers

Deux revues récentes (Sewell et Neale, 2000; van Buijtenen, 2001) ont fait le point des
principaux résultats de détection de QTL obtenus chez les arbres forestiers. Outre le
débourrement, ou plus généralement les caracteres liés a la phénologie, les arbres forestiers
ont été étudiés pour la croissance (Plomion et al., 1996; Tsarouhas et al., 2002), la qualité du
bois (Sewell et al., 2000), la multiplication végétative (Grattapaglia et al., 1995) ou encore
I’efficience d’utilisation de I’eau (Brendel er al., 2002). Les résultats de détection de QTL
effectuée chez les arbres forestiers sur le caractére de débourrement sont synthétisés dans le
tableau 1.

Concernant le débourrement, la premicre remarque est que le nombre de QTL détecté
est faible alors méme que 1’héritabilité estimée pour le caractere est forte. Or, on sait que la
puissance d’analyse sera d’autant plus forte que I’héritabilité est forte (Beavis, 1995). Le
maximum observé est de 13 pour le chéne pédonculé mais 1’étude a été faite sur trois sites et 8
sont communs a I’ensemble des trois. Les contributions des QTL a la variance phénotypique
varient en fonction des études puisque les valeurs s’échelonnent de 1,2% dans le cas d’un
QTL détecté sur Pseudotsuga menziesii a 51,5% dans le cas d’un QTL détecté sur le
croisement Populus trichocarpa x P. deltoides. 11 faut cependant noter que cette derniére
étude a été conduite sur 55 individus et que les effectifs faibles entrainent une surestimation
des effets des QTL (Beavis, 1995). La deuxiéme valeur la plus élevée de variance
phénotypique expliquée est trouvée chez le croisement Salix viminalis x S. schwerinii, ou
I’effectif est de 92 individus. Donc, en tenant compte de I’effectif de la descendance, les
contributions des QTL a la variance phénotypique demeurent faibles pour I’ensemble de ces
¢tudes. Par ailleurs, comparés aux QTL détectés pour d’autres caracteres, les QTL impliqués
dans le débourrement sont plus stables entre dges et environnements différents (Casasoli,
2004).

Dans le cas particulier du chéne, la recherche de QTL controlant le caractere de
débourrement a été effectucée au sein de ’'UMR Biogeco dans le cadre de la theése de Caroline
Scotti-Saintagne (2003; 2004). La population de cartographie utilisée était constituée de 278
descendants plein fréres avec un parent femelle (3P) originaire du site de Pierroton, et un
parent male (A4) originaire d’Arcachon. Ces individus ont été propagés végétativement et
installés sur trois sites expérimentaux, mesurés durant trois années. Ce dispositif a permis la

recherche et la localisation des QTL pour le débourrement, ainsi que pour des caracteres de
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croissance, non présentés ici. A travers les trois sites expérimentaux, 32 QTL indépendants
ont été¢ détectés, qui représentent au moins 12 génes ou régions chromosomiques uniques
contrélant le caracteére. Ces derniers expliquent 3,1 a 10,7% de la variance phénotypique
clonale observée. Les auteurs concluent que le débourrement est sous le contrdle de plusieurs
QTL a effets faible a modéré, mais qui contribuent a une forte variance génétique additive.
Afin d’atténuer les limites discutées au paragraphe précédent, concernant la détection
des QTL chez les arbres forestiers, une solution serait d’effectuer la détection sur plusieurs
années et dans plusieurs environnements ou encore de comparer les résultats obtenus pour le
méme caractere chez des especes phylogénétiquement proches. C’est cette dernicre stratégie
qui a été employée chez les Fagacées en comparant les QTL détectés chez le chéne pédonculé
(Quercus robur L.) et le chataignier (Castanea sativa), dans le cadre de la thése de Manuela
Casasoli (2004) effectuée au sein de ’'UMR Biogeco. Une partie du travail a été effectuée en
collaboration et les résultats seront présentés dans le chapitre C ainsi que dans I’article en

Annexe Il de cette these.

Mais au-dela de ces recherches sur le déterminisme génétique de la date de
débourrement, 1’exploitation des connaissances physiologiques a travers 1’analyse de mutants,
les études d’expression ou 1’approche géne candidat permettent d’aller vers une meilleure

compréhension des mécanismes moléculaires mis en ceuvre au cours du débourrement.
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2.2. Les bases moléculaires du débourrement

Les études physiologiques et écologiques menées sur le débourrement ont permis
d’accumuler une somme importante d’informations (cf. § 1) exploitées au niveau moléculaire,
notamment par le biais d’analyse de mutants ou d’expériences de transformation sur des
plantes modeles. Avant toute chose, nous commencerons par présenter les résultats issus
d’études portant sur la dormance et la germination des graines qui peuvent étre exploités, dans
une certaine mesure, pour 1’é¢tude du phénomene de débourrement. Nous réaliserons ensuite
une syntheése des résultats disponibles sur la levée de dormance du bourgeon, particulicrement

concernant les transcrits relatifs au stress oxydatif, au métabolisme et au cycle cellulaire.

2.2.1. Dormance de la graine et dormance du bourgeon : des phénomenes

similaires ?

Des 1956, Wareing (1956) avait émis I’hypotheése que la dormance de la graine et du
bourgeon avaient des caractéristiques communes. Plusieurs raisons motivaient et motivent
encore cette hypothese : i/ dans les deux cas une période de températures froides hivernales
est requise pour la levée de dormance, ii/ les hormones ont une influence similaire sur la
stimulation ou I’inhibition des deux processus, et iii/ 1’acide abscissique et les gibbérellines
sont intimement liés aux deux phénomenes. Méme s’il apparait que les études relatives aux
graines ne peuvent étre directement extrapolées aux bourgeons, les génes impliqués dans la
dormance ou sa levée chez les graines sont des candidats de premier intérét a tester sur les
bourgeons (Rohde et al., 2000).

Aalen et al. (1994) ont ainsi identifiés des transcrits spécifiquement exprimés au cours
de la dormance de la graine chez I’orge (Hordeum vulgare) présents a la fois dans la couche a
aleurone et dans I’embryon. D’autres auteurs ont isolé¢ des transcrits différentiellement
exprimés, au sein d’embryons de caryopses de folle avoine (Avena fatua), entre les graines
dormantes et non dormantes (Johnson ef al., 1995). Certains transcrits peuvent également &tre
spécifiquement exprimés au moment de la levée de dormance, comme ceux identifiés par
Bailey et al. (1996) au cours de la levée de dormance et la germination de graines de Trollius
ledebouri. Des travaux similaires menés sur Pseudotsuga menziesii ont abouti a 1’isolation et
la caractérisation de trois transcrits dont 1’expression est stimulée au cours de la levée de

dormance de graines soumises a un traitement de stratification (Jarvis et al., 1996). Des études
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Tableau 2 : Geénes impliqués dans la dormance ou la germination de la graine.

Nom du géne Organisme N° Nombre Implications Références
d’accession d’homologues
protéiques
TrEMBL
Gibberellin  3B- | 4. thaliana 137126 24 GA4, GA4H et GA20ox catalysent les dernieres | Chiang et al., 1995
hydroxylase AF070937 ¢tapes dans la voie de biosynthése des gibbérellines | Yamaguchi ef al.,
GA4 et GA4H actives (GA1 et GA4) et sont surexprimés lors de la | 1998
germination de graine d’Arabidopsis. Par ailleurs, il | Israelsson ef al.,

Gibberellin  20- | C.maxima  AJ308480 82 semblerait que I’étape de 20-oxydation soit plus | 2004
oxidase limitante que celle de 3B-hydroxylation dans la | Calvo et al., 2004
GA200x syntheése des gibbérellines actives. Perez-Flores et al.,

2003
Abscisic acid | 4. thaliana  AJ002473 6 Le niveau d’expression d’ABI3 est corrélé a la phase | Giraudat, 1992
insensitive 3 de dormance des graines et son rdle potentiel pourrait | Rohde ef al., 1999
ABI3 se situer au niveau post-transcriptionnel. Zeng et al., 2003
Brassinosteroid | A. thaliana AF017056 9 BRI1 et DET2 sont impliqués dans la voie de | Liand Chory, 1997
insensitive 1 perception et de transduction du signal des hormones | Li ef al., 1996
BRI1 brassinosteroiques et semblent jouer un role dans la | Steber and McCourt,
Steroid A. thaliana  U53860 5 stimulation de la germination des graines d’4. | 2001
reductase thaliana.
DET2
Dof affecting | A. thaliana AJ224122 1 DAGI1 et DAG2 agissent de mani¢re antagoniste et | Yanagisawa, 2002
germination AJ237810 semblent contrdler la germination de la graine chez | Gualberti et al.,

DAGI1 et DAG2

Arabidopsis en régulant les mémes genes.
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plus récentes ont également permis de mieux caractériser au niveau moléculaire 1’implication
des gibbérellines et de I’acide abscissique ainsi que le rdle central du cycle cellulaire dans la
germination des graines (Calvo et al, 2004; Feurtado et al., 2004; He et Gan, 2004;
Pawlowski et al., 2004). La revue proposée par Koornneef et al. (2002) fait le point des
¢tudes menées sur la dormance et la germination de la graine, principalement sur Arabidopsis
thaliana mais aussi sur quelques céréales ou Solanacées telles que le tabac ou la tomate. Les
résultats présentés dans cette revue proviennent de recherches réalisées a 1’aide de mutants ou
par suivi d’expression de genes au cours de la dormance et de la germination. Le tableau 2
présente une liste de génes dont le role dans le débourrement pourrait étre testé au regard de
leur implication dans la germination de la graine.

A coté des nombreuses études menées sur la levée de dormance et la germination des
graines, certains auteurs se sont intéressés a la levée de dormance et au débourrement des

bourgeons.

2.2.2. Stress oxydatif et métabolisme au cours du débourrement

Le contraste est grand entre la somme d’études consacrées a la germination des
graines et celles relatives au débourrement. Outre les aspects hormonaux précédemment
abordés, les premicres études moléculaires conduites sur le débourrement 1’ont été sur des
bourgeons axillaires en « forcant » le débourrement soit par décapitation du bourgeon
terminal afin de lever la dominance apicale, soit par application de substances chimiques.

Ainsi, les recherches menées par Wang, dans les années 80 et 90, se sont intéressées
aux conséquences métaboliques du débourrement de branches latérales de pommier (Malus
domestica) provoqué par application de thidiazuron, régulateur de croissance de la famille des
diphénylurée ayant une activité¢ de type cytokinine. Les auteurs observent une augmentation
d’activité de la superoxyde dismutase corrélée au débourrement induit par le thiadiazuron
(Wang et al., 1991c). L’activité de la catalase augmente au cours de la levée de dormance et
décroit lorsque le bourgeon se met a croitre (Wang et al., 1991d). L’activité de la peroxydase
est ¢levée durant la dormance, décroit lors de la réhydratation du bourgeon, puis augmente au
moment du débourrement et décroit a nouveau apres I’expansion du bourgeon. L’activité de la
polyphénol oxydase est inverse a celle trouvée pour la peroxydase durant le développement
du bourgeon (Wang et al., 1991d). Les activités enzymatiques relatives a 1’ascorbate et au

glutathione ont également été étudiées (Wang et al., 1991a). D’une maniere générale, le
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débourrement induit par le froid, la chaleur ou le disulfure d’allyle et de propyle est associé a
I’activation des systémes anti-oxydants (Wang et Faust, 1994), menant a 1’élimination des
radicaux libres. Parallelement, les enzymes de la glycolyse (glyceraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), pyruvate kinase (PK), isocitrate déhydrogénase (ICDH)) sont
activées durant le débourrement tandis que [’activité des enzymes du cycle des pentoses
phosphate  (glucose-6-phosphate  déhydrogénase (G6PDH), 6-phosphate  gluconate
déhydrogénase (6-PGDH)) est plus forte dans les bourgeons dormants que dans les bourgeons
non dormants (Wang ef al., 1991Db).

Le phénomene de débourrement est donc associé a des modifications des voies
métaboliques, en particulier du métabolisme des carbohydrates avec la glycolyse ou le cycle
des pentoses phosphates. Un stress oxydatif trés prononcé est également associé a la reprise

d’activité du bourgeon.

2.2.3. La régulation du cycle cellulaire

Au cours des années 90, les recherches sur le débourrement se sont orientées vers
I’activité du cycle cellulaire. Ainsi, Devitt et Stafstrom (1995) ont étudié la régulation du
cycle cellulaire au cours de cycles d’alternances croissance et dormance chez des bourgeons
axillaires de pois (Pisum sativum). Les auteurs ont suivi le niveau d’expression d’un certain
nombre de transcrits relatifs au cycle cellulaire (histones H2A et H4, MAP et cdc2 kinases,
cycline B). Le niveau de chacun de ces transcrits est faible dans les bourgeons dormants,
augmente lorsque la croissance des bourgeons secondaires est stimulée par décapitation du
bourgeon terminal, diminue lorsque les bourgeons cessent de croitre et deviennent dormants
puis augmente a nouveau lorsque les bourgeons se remettent en croissance. Par cytométrie de
flux, les auteurs ont é¢galement montré que les cellules de bourgeons dormants étaient arrétées
en trois points du cycle cellulaire : en cours de phase Gl, aux transitions G1-S et S-G2.
Shimizu et Mori (1998) ont réalisé des études similaires qui suggeérent que la majorité des
cellules sont arrétées en cours de phase G1 dans les bourgeons dormants. Ils ont également
suivi le niveau d’expression de transcrits codants pour les cyclinB, cyclinD et cdc2, qui
passent d’un niveau faible dans les bourgeons dormants a un niveau trés élevé apres
décapitation du bourgeon terminal. D’autres génes, associés a la dormance, ont ét¢é isolés et
caractérisés chez le pois (Madoka et Mori, 2000a, b; Stafstrom et al., 1998) mais leur fonction

reste a déterminer. Récemment, une revue sur les signaux régulant la dormance du bourgeon a
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Figure 9: Mod¢le de transitions des phases G1-S et G2-M du cycle cellulaire chez les plantes.

L’activation de la progression du stade G1 implique I’expression de D-type cyclins (CYCD)
et de leurs sous-unités catalytiques, les cyclin-dependent kinases (CDKA) ainsi que la
dissociation de la protéine inhibitrice de CDK (ICK1) et la phosphorylation du résidu Thr160
(P en violet) de CDKA. CYCD et CDKA sont régulés positivement par de nombreux facteurs
dont I’auxine, la cytokinine, les brassinostéroides (BR), le sucre et I’acide gibbérellique (GA).
ICK1 est induite par I’acide abscissique (ABA). La phosphorylation de CDKA est réalisée par
la CDK-activating kinase (CAK), induite par ’acide gibbérellique. Le complexe actif CDKA-
CYCD hyper-phosphoryle la retinoblastoma protein (RB), ce qui inhibe sa liaison avec le
facteur de transcription E2F et la docking protein (DP), permettant ainsi le remodelage de la
chromatine, I’activation de la transcription, la replication de ’ADN et la transition de phase S.
Le complexe SCF (SKP1 — Cullin — F-box-protein) sert d’intermédiaire pour I’ubiquitination
et la protéolyse (ciseaux sur le schéma) de ICK1 et CYCD, nécessaire pour enclencher la
transition G1-S chez la levure (et potentiellement chez les plantes comme indiqué par le ?).
L’initiation de la transition G2-M nécessite I’induction des A- et B-type cyclins (CYCA/B) et
I’activité des A- et B-type CDKs (CDKA/B). Auxine, cytokinine et gibbérelline sont toutes
impliquées dans I’expression et la stabilité¢ des CYCA/B et CDKA/B. Durant la phase G2, le
résidu Thr160 (P en violet) des CDKs est positivement phosphorylé (+) par CAK, et les
résidus Thr14 ou Tyrl5 (P en vert) des CDKs sont négativement phosphorylés (-) par une
tyrosine kinase. Une cytokinin-regulated tyrosine phosphatase (CDC25) retire le phosphate
inhibiteur et permet a la transition G2-M de se produire. La phase de mitose requiert une
ubiquitin-dependent proteolyse des B-type cyclins. L’anaphase-promoting complex (APC)
régule I’ubiquitination et la protéolyse des CYCA/B. L’auxine apparait comme impliquée
dans la dégradation des cyclines. L’acide jasmonique (JA) inhibe ’activité CDK lors des deux
transitions G1-S et G2-M. (Tiré de Horvath ez al., 2003)



¢été présentée par Horvath ez al. (2003). Outre la présentation d’un modele de transition des
phases G1-S et G2-M (Figure 9), qui met en évidence les déterminants moléculaires de ces
deux étapes clés du cycle cellulaire, les auteurs suggerent que le remodelage de la chromatine
joue un rdle dans la régulation de la dormance du bourgeon. En effet, Law et Suttle (2003) ont
mis en évidence des modifications de méthylation de ’ADN du méristtme au cours de
I’induction et de la levée d’endodormance chez la pomme de terre. Le remodelage de la
chromatine est un indicateur de modification dans la structure et 1’organisation de la
chromatine. Or, durant ces derni¢res années, ce phénomene s’est révélé étre un mécanisme clé
de I’expression des geénes chez les eucaryotes. Ainsi, la régulation de la dormance chez les
bourgeons pourrait étre similaire a la régulation de la floraison chez A. thaliana, ou I’action
du locus FLC (FLOWERING LOCUS C) a été mise en évidence en tant que répresseur de la
floraison. La vernalisation permet la floraison la saison suivante en provoquant une répression
de FLC. Cette répression du locus FLC, nécessaire a la floraison, est maintenue par 1’activité
de genes de vernalisation (VRN) qui mettent en jeu des changements des histones a proximité
du locus FLC (Bastow ef al., 2004; Sung et Amasino, 2004). Un phénomene similaire pourrait
se produire dans le bourgeon lors de 1’application des températures froides hivernales, qui

sont indispensables au débourrement chez un grand nombre d’essences forestieres.

Parallelement a la compréhension fine des processus physiologiques mis en jeu et des
régulateurs du débourrement, une approche complémentaire consiste en la recherche de
marqueurs moléculaires liés a la variation de la date du débourrement. Une telle approche
serait & méme de fournir des éléments d’aide a la description et a la compréhension de la

physiologie du débourrement.
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2.3. Vers la mise au point de marqueurs diagnostic de la date de débourrement

Les études menées sur le débourrement et décrites précédemment se basent
principalement sur 1’analyse de banques de mutants et des niveaux d’expression de transcrits
entre bourgeons (ou graines) dormants et non-dormants. Une approche de tri différentiel a
haute résolution, telle que la méthode SSH (Suppression Subtractive Hybridization,
Diatchenko et al., 1996) pourraient étre la méthode de choix dans le cas ou ’on s’attend a ce
que peu de signaux apparaissent ou a ce que le signal soit faible en intensité (Rohde et al.,
2000), comme ce peut étre le cas pour le débourrement. Intégrée dans le cadre d’une approche
géne candidat et couplée a des études d’association, qui permettent de relier les variations
nucléotidiques au sein des genes candidats aux variations du caractére de débourrement, la
recherche des génes spécifiquement exprimés a un stade donné au cours du processus de
débourrement pourrait aider a la compréhension de ce dernier et a la mise au point de

marqueurs diagnostics du caractére.

2.3.1. Le séquengage d’EST et ’analyse du transcriptome

Le séquengage systématique du génome n’est pas réalisable, en I’état actuel, sur des
especes comme les chénes (0,9 pg/C). Mais si I’on cherche a identifier des génes candidats
influencant un caractére d’intérét, une approche basée sur les ADN complémentaires (ADNCc),
copie des ARN messagers (ARNm), peut se révéler suffisante. En effet, savoir ou et quand un
geéne est transcrit en ARN et traduit en protéine constitue souvent un indice important pour
déterminer sa fonction biologique (Bouchez et Hofte, 1998).

Les ARNm représentent seulement 1 a 3% de la population d’ARN totaux chez les
eucaryotes, sont dépourvus d’introns et de séquences intergéniques, et codent généralement
pour des protéines exprimées dans les différents tissus ou cellules. Le séquencage d’EST
(Expressed Sequence Tag), ou étiquettes de séquences exprimées, constitue une voie parallele
au séquengage systématique des génomes. Cette technique est facilement utilisable et est
largement employée chez la totalité des organismes eucaryotes ou procaryotes. En effet, le
nombre d’EST séquencées était de 25 788 811 au 23 Février 2005, identifiées chez plus de
790 organismes. Parmi ces EST, 36 étaient issues de Quercus petraea et 53 de Quercus robur

(Source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.html). L’un des principaux

avantages du séquencage d’EST est I’accession directe a la partie codante du génome. L’étude
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Figure 10: La méthode SSH permet d’isoler, de maniere spécifique, les fragments d’un
échantillon (tester) comparé a une référence (driver). La premicére étape consiste en une
synthése des ADNc suivi d’une digestion enzymatique (Rsal). Les échantillons sont ensuite
séparés en deux lots (Tester A et B) et ligués a deux types d’adaptateurs différents (violet/vert
et bleu/jaune). Aprés deux hybridations successives en présence de témoin en exces,
I’ensemble des fragments est amplifié par PCR a 1’aide d’amorces localisées sur les
adaptateurs (violet et bleu) mais I’amplification n’est exponentielle que pour les fragments
différentiels et non redondants de I’échantillon (échantillons double brin avec les 2
adaptateurs différents). (Source : http://www.evrogen.com/t6.shtml)




de DP’expression de ces genes peut ensuite se faire grace aux outils de la génomique
fonctionnelle, qui s’intéresse a 1’ensemble des transcrits (transcriptome) et des protéines
(protéome) mais nous ne traiterons pas, dans cette syntheése, des aspects liés au protéome dont
I’étude ne sera pas abordée dans la partie expérimentale de cette thése. Les méthodes récentes
d’analyse d’expression permettent la détection de transcrits en combinant la synthése d’ADNc
et la PCR. Certaines de ces techniques font appel a la fois a I’hybridation de fragments
d’ADNc et a la PCR (ADNc-RDA : Representational Difference Analysis; SSH:
Suppression Subtractive Hybridization), certaines sont basées uniquement sur la PCR
(DDRT-PCR : Differential display; AP-PCR: Arbitrarly Primed PCR; ADNc-AFLP :
Amplified Fragment Lenght Polymorphism), d’autres, enfin, se basent sur I’acquisition en
masse de séquences codantes (réseaux d’ADN, SAGE : Serial Analysis of Gene Expression ;
Northern €lectronique).

Parmi ces différentes méthodes, la SSH (Diatchenko et al., 1996), en particulier,
permet I’amplification sélective de fragments d’ADNc dont ’expression est spécifique d’un
¢tat physiologique particulier tout en évitant d’amplifier les fragments communs (Figure 10).
Cette technique a également 1’énorme avantage de permettre 1’isolation de transcrits rares
(ratio de 1/1000). Elle a été utilisée avec succes dans 1’identification de genes impliqués dans
des processus développementaux. La SSH a ainsi permis 1’identification de geénes impliqués
dans la maturation florale chez Dianthus caryophyllus (Kim et al., 1999; Ok et al., 2003),
I’isolation de transcrits répondant a un stress a 1’ozone chez Pisum sativum (Savenstrand et
al., 2000), I’identification d’un facteur de transcription spécifiquement exprimé au moment de
la sénescence de la feuille chez A. thaliana (Hinderhofer et Zentgraf, 2001), ou encore la
détermination des génes impliqués dans I’association symbiotique entre Eucalyptus globulus
et Pisolithus tinctorius (Voiblet et al., 2001). Malgré le cot et la difficulté de mise en ceuvre,
c’est une technique d’analyse extrémement puissante. A coté de la SSH, une technologie
récente permet I’étude en masse des profils d’expression des genes: les puces a ADN,
appelées « DNA arrays » en Anglais, ou encore « DNA chips ». La méthode consiste a
immobiliser sur un support solide des fragments d’ADN ou des oligonucléotides
correspondant a différents génes ou ADNc connus. L’hybridation est ensuite réalisée entre ces
fragments d’ADN et des sondes préparées a partir de populations d’ARN messagers extraits
de cellules, tissus ou organismes entiers et convertis en ADNc. Le signal d’hybridation pour
chaque spot individuel peut étre quantifié automatiquement par mesure radiographique ou par
fluorescence, selon la technique de marquage utilisée, et refléte en principe I’abondance

relative des ARNm correspondants. Une premiere méthode, appelée « macroarray », utilise
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des filtres de nylons comme support et permet I’étude de milliers, voire dizaine de milliers de
transcrits. La seconde, « microarray », se sert d’une lame de verre comme support et permet
I’analyse simultanée de centaines de milliers de transcrits. Les ADNc utilisés dans le cadre de
I’approche puces a ADN peuvent provenir des méthodes décrites précédemment, telle la SSH.
Yang et al. (1999) ont ainsi pu démontrer que le couplage des deux méthodes permet

I’identification rapide de genes différentiellement exprimés.

2.3.2. L’ approche gene candidat

Un des principaux objectifs de la génétique moléculaire est 1’identification et
I’isolation des geénes qui gouvernent les caractéres d’importance. Deux méthodes classiques
permettent de mener au clonage des geénes d’intérét : le clonage positionnel (Tanksley et al.,
1995) et la mutagenése d’insertion (Bechtold et al, 1993). Or, comme mentionné
précédemment, ces deux techniques sont quasi impossibles & mettre en ceuvre chez les arbres
forestiers, et en particulier les chénes, hormis I’activation tagging. Soit les effectifs des
pedigrees de cartographie sont insuffisants pour mener a bien un travail de cartographie fine,
soit les outils moléculaires ne sont pas développés sur ces especes. L’approche geéne candidat
(GC) constitue donc une stratégie alternative, en particulier dans le domaine de la génétique
des plantes (Byrne et McMullen, 1996; Pflieger ef al., 2001). Il s’agit de proposer des geénes
de fonction connue qui pourrait a priori correspondre aux locus majeurs contrélant le
caractere. Ce peut étre des genes de structure ou de régulation. L hypothese de travail est que
le polymorphisme moléculaire au sein du gene candidat est relié a la variation phénotypique.
Cette approche a été largement utilisée dans le domaine de la génétique humaine et animale
(Rothschild et Soller, 1997; Tabor et al., 2002; Wayne et Mclntyre, 2002) mais aussi en
génétique des plantes depuis les années 90 (Byrne et McMullen, 1996; Pflieger et al., 2001).
La définition d’un geéne candidat différe selon la discipline concernée. Les physiologistes
considérent comme génes candidats tous les genes impliqués dans I’expression d’un caractere,
alors que les généticiens considérent seulement les geénes polymorphes potentiellement
impliqués dans la variation du caractere (Pflieger et al., 2001).

Nous prendrons ici une définition large du concept de genes candidat, basée sur des
présomptions de natures différentes :

- des genes candidats « fonctionnels », proposés sur la base de connaissances sur

les mécanismes moléculaires impliqués. Les orthologues de ces génes

37



Identification GC fonctionnels ou
des GC expressionnels

Co- Polymorphisme Etudes
. ségrégation de séquence des d’associations
Screening entre un marqueur GC

' ] entre sites
Neutralité sclective ? polymorphiques des GC
Déséquilibres de liaison ? et variation du caractére

des GC de GC et un locus
contrélant la

variation du
caractére (QTL)

Validation Cartographie Analyses Transformation
des GC comparée physiologiques génétique

Figure 11 : L’approche geénes candidats (Tiré de Pflieger ef al., 2001).

Tableau 3 : Diversité nucléotidique de régions codantes et non codantes.

Oreanisme Référence Non Codant (Introns +
£ Codant UTR + NTR)
bp | Nb SNP |SNP/bp| bp | Nb SNP |SNP/bp
Soja Zhu et al., 2003 28693 57 1/503 [32160] 140 1/230
Orge Bundock et Henry, 2004 615 10 1/61 | 1548 70 1/22
Arabette Kuittinen et Aguadé, 2000 | 741 5 1/148 | 1088 31 1/35
Mais Guillet-Claude et al., 2004 | — — 1/82 | 373 18 1/21




candidats, disponibles chez une espece, pourront étre également considérés
comme des genes candidats pour le caractére dans 1’espece étudiée ;

- des geénes candidats « expressionnels », différentiellement exprimés au cours
d’un processus développemental (Ok et al., 2003; Vilaine et al., 2003), en
réponse a un stress ou entre deux états physiologiques contrastés (Dubos ef al.,
2003; Savenstrand et al., 2000) ou entre des génotypes contrastés (Wellmer et
al., 2004);

L’approche se déroule ensuite en deux étapes supplémentaires apres 1’identification des genes
candidats (Figure 11) (Pflieger et al., 2001). Tout d’abord, un polymorphisme moléculaire
doit étre révélé pour : i/ au sein d’un pedigree de cartographie, localiser les GC sur une carte
génétique afin d’observer les liaisons génétiques entre les GC et des QTL, ii/ en populations
naturelles, estimer les corrélations statistiques entre les variants alléliques des GC et les
variations du caractére phénotypique, mais aussi iii/ analyser la structuration de la diversité
nucléotidique par 1’étude du polymorphisme de séquence des GC. Cette étape permet de
préciser I'implication potentielle des différents GC dans le déterminisme du caractére
considéré, les deux stratégies employées (pedigree et populations naturelles) étant
complémentaires 1’une de I’autre. Enfin, dans une troisiéme étape, si la co-ségrégation et/ou
une corrélation statistique a été trouvé, des expériences complémentaires doivent étre menées
pour confirmer I’implication du GC dans la variation du caractere. C’est 1’étape finale de
validation qui consistera a étudier la conservation de la position des GC entre especes
proches, mesurer les niveaux d’expression des ARNm du GC et/ou de la protéine et/ou
déterminer 1’activité enzymatique du GC. La cartographie comparée et les analyses
physiologiques fournissent une somme d’arguments pour ou contre 1I’implication du GC dans
le caractére mais ne constituent pas des preuves indubitables du réle joué par le GC. Les
expériences de transformation génétique peuvent démontrer de maniére claire si le GC est le

geéne déterminant la variation phénotypique du caractere.

2.3.3. Utilisation du polymorphisme de type SNP dans les études

d’associations

La recherche de polymorphisme s’avére donc nécessaire a la fois pour cartographier
les génes candidats, et rechercher des liaisons statistiques entre les variations nucléotidiques et

les variations du caractere. Les marqueurs de type SNP (« Single Nucleotide
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Figure 12 : Analyse de liaison versus €tude d’association (Tiré de Cordon et Bell, 2001).
Lorsqu’une mutation fonctionnelle apparait (m), cela se produit au sein d’un haplotype de
variants génétiques déja existants. Dans le cas des analyses de liaison génétiques menées sur
des pedigree, dans lesquelles il y a peu d’opportunités pour que des phénoméenes de
recombinaison se produisent, les régions candidates qui portent la mutation sont trés larges et
peuvent contenir des centaines voire des milliers de génes potentiels. A I’inverse, les études
d’association s’appuient sur des événements de recombinaisons historiques et les régions
candidates sont (théoriquement) extrémement petites dans des populations allogames en
panmixie, recouvrant seulement un gene ou un fragment du geéne. Au cours des générations
successives, alors que la mutation est transmise, la recombinaison va progressivement la
séparer des alleles spécifiques de son haplotype original. Certains variants particuliers de
I’ADN peuvent étre hérités ensemble durant plusieurs générations. Ce type d’association non
aléatoire d’all¢les est connu sous le nom de déséquilibre de liaison.



Polymorphism »), ou polymorphisme d’un seul nucléotide, sont a méme de répondre a ces
deux objectifs. Ils rendent compte de la substitution d’une seule base nucléotidique par une
autre a noyau équivalent (transition) ou a noyau différent (transversion). Le rapport
transition/transversion est trés variable d’une espeéce a 1’autre et n’est pas lié au reégne
d’appartenance. Dans la pratique, le marqueur SNP est bi-allélique, méme si les quatre bases
peuvent étre rencontrées au niveau du site SNP (Brookes, 1999; Vignal et al., 2002). Ces
marqueurs constituent une forme trés abondante de variation dans le génome. Chez ’homme,
la proportion de polymorphismes de type SNP a été estimé a environ 90% du polymorphisme
de ’ADN (Collins et al., 1998), la densité¢ étant d’environ 1 SNP pour 1000 bp. En
comparaison, elle est de 1 SNP / 273 bp chez le soja (Zhu et al., 2003) et 1 SNP /61 bp chez
le pin taeda (Brown et al., 2004) mais ces €tudes ne recouvrent pas la totalité¢ du génome et
sont souvent limitées aux zones codantes du génome. Il existe une grande disparité au sein du
génome, notamment entre zones codantes et non-codantes (Tableau 3). En tant que
marqueurs, ils sont plus stables que les microsatellites et la probabilité qu’ils aient des
conséquences au niveau fonctionnel est plus grande lorsqu’ils apparaissent dans des régions
codantes ou régulatrices de genes, contrairement aux microsatellites le plus souvent situés
dans des régions non codantes du génome (Brumfield ez al., 2003). Enfin, ils bénéficient du
développement de techniques de génotypage a treés haut débit (Syvianen, 2001). Toutes ces
caractéristiques en font des marqueurs de choix pour les études d’associations qui nécessitent
de génotyper un grand nombre d’individus.

Le développement des études d’associations s’est essentiellement réalisé dans le
domaine de la génétique humaine, en particulier pour I’étude du déterminisme des maladies
génétiques complexes (Cardon et Bell, 2001; Long et Langley, 1999). Le principe est
d’estimer les corrélations statistiques entre les variants génétiques et la variation du caractere
a une ¢chelle populationnelle. Les premieres €tudes, désignées comme ¢tudes cas-témoin
(case control studies) concernaient des maladies a déterminisme simple, telle les maladies
lides au systeme immunitaire (Cardon et Bell, 2001). Il existe a présent différentes méthodes
dans le domaine des études d’associations basées soit sur les haplotypes, soit sur les
marqueurs, soit sur le déséquilibre de liaison (Transmission Disequilibrium Test) mais aucun
plan expérimental n’apparait a priori comme idéal (Long et Langley, 1999). L’un des
principaux avantages d’une étude d’association par rapport a une approche QTL est que si
I’on détecte une association significative entre un site polymorphe d’un géne candidat et la
variation phénotypique d’un caractere, les chances de se trouver a proximité du site

fonctionnel, ou d’un site en interaction avec celui ci, sont plus élevées (Figure 12). En effet,
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dans le cas de pedigree, la fenétre de déséquilibre de liaison entre alleles est extrémement
large et il est possible de détecter des QTL liés aux marqueurs méme a des distances de
recombinaison importantes. En revanche, dans le cas de populations naturelles, les
nombreuses générations de recombinaisons ont réduit la fenétre de déséquilibre de liaison
autour des sites fonctionnels. Il est donc essentiel d’estimer la distribution et 1’intensité des
déséquilibres de liaison au sein des régions candidates afin de prédire 1’efficacité des études
d’association ultérieures (Gaut et Long, 2003). Néanmoins, I’ensemble des facteurs évolutifs
(dérive génétique, migrations, subdivisions de populations, sélection naturelle) va également
affecté ou créé du déséquilibre de liaison. C’est pourquoi la structuration de la population
d’association doit étre testée au préalable, a 1’aide d’un ensemble de marqueurs cartographiés
non liés physiquement entre eux, non liés aux geénes candidats, et neutres vis-a-vis du
caracteére. Dans le domaine végétal, les études d’associations ont permis de mettre en
évidence, par exemple, que la variation allélique d’un géne de déhydrine était associée avec la
tolérance au froid au cours de I’émergence de la plantule chez le niébé (Vigna unguiculata
[L.] Walp.), une légumineuse tropicale (Ismail et al., 1999). Chez le mais, Thornsberry (2001)
a montré que les polymorphismes au locus dwarf8 sont associés aux variations de la date de
floraison. Chez Arabidopsis, les génes FRI et FLC contribuent de maniére épistatique a la
variation phénotypique de la date de floraison générant un cline latitudinale pour les

haplotypes a ces deux locus (Caicedo et al., 2004).

Pour conclure sur ces deux premicres parties de la synthése bibliographique, le
processus de débourrement est donc relativement bien décrit d’un point de vue quantitatif
chez différentes especes forestieres. En revanche, les connaissances au niveau moléculaire
sont encore largement incomplétes et I'utilisation de techniques fines de biologie moléculaire,
ainsi que la mise au point de marqueurs diagnostics de la date d’occurrence, devraient
permettre d’aller vers une meilleure compréhension du phénomene. Nous allons a présent
dans cette derniere partie bibliographique faire le point des connaissances actuelles sur les

chénes, objets de la partie expérimentale de cette these.
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® Caractéristiques des chénes blancs européens

La partie expérimentale du travail a été conduite sur le chéne et en particulier sur les
chénes blancs européens, pour plusieurs raisons. Tout d’abord parce que les chénaies sont une
composante essentielle, a la fois économique et écologique, des foréts européennes, et en
particulier de la forét francgaise. En effet, les chénaies couvrent un total de 4,2 millions
d’hectares sur un total de 16,9 M ha, soit environ % de la surface boisée en France. Les
chénes blancs, principalement représentés par le chéne sessile (Quercus petraea (Matt.)
Liebl.) et le chéne pédonculé (Quercus robur), représentent pour plus des ¥ de la surface en
chéne susmentionnée. C’est donc une composante majeure de la filiere bois du fait du volume
et de la valeur des bois produits (entre 30 et 700 euros le m’). La France arrive en téte des
producteurs de bois de chéne au niveau européen. L’utilisation principale du bois concerne la
menuiserie (€bénisterie, tonnellerie, ...). En second lieu, les chénes constituent des
écosystemes en eux-mémes, et hébergent des centaines d’espeéces de plantes, d’insectes et de
microorganismes. En effet, de tous les écosystemes forestiers tempérés, la chénaie est celui
qui accueille la plus grande biodiversité. A ce titre, il est possible que les mécanismes qui
affectent la diversité génétique de caractéres adaptatifs aient une incidence sur les especes
associées aux chénes.

Dans cette partie, nous présenterons d’abord le complexe d’especes que constitue les
chénes blancs européens en abordant la taxonomie, la répartition géographique, 1’écologie
ainsi que la reproduction de ces especes. Ensuite, nous verrons dans quelle mesure le chéne
sessile et le chéne pédonculé peuvent s’hybrider et quelles sont les connaissances concernant
la différenciation, a la fois au niveau phénotypique et moléculaire, entre les deux especes.
Nous ferons aussi le point sur les données de diversité génétique obtenues sur les chénes
blancs européens, en particulier sous I’angle des changements climatiques du Quaternaire et

leurs conséquences sur les especes.
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Figure 13 : Caractéristiques morphologiques des quatre principales especes de chénes blancs
européens. (Tiré de Jacamon, 1984).



3.1. Le complexe d’especes des chénes blancs européens

Les chénes sont des ligneux de taille importante, pouvant atteindre jusqu’a 40 metres
(Q. petraea, Q. robur) et dont le tronc peut atteindre deux metres de diametre chez le chéne
pédonculé (Q. robur). En arbre isolé, le houppier est large et irrégulier et le feuillage n’est pas
tres dense. Ils peuvent atteindre plusieurs centaines d’années. En plus de la reproduction
sexuée, la multiplication peut étre végétative par drageons (Q. pyrenaica ...) et rejets de
souche (Q. robur ...). Les feuilles sont dentées, sinuées-lobées ou entieres mais toujours

caduques (sauf chez le chéne vert (Q. ilex) et le chéne liege (Q. suber)) et alternes.

3.1.1. Taxonomie et aires de répartition

Nous nous référerons dans cette partie a la monographie de Camus (1934-1954) qui
reste encore 1’ouvrage de référence malgré son ancienneté et une nomenclature partiellement
obsoleéte mais qui semble cependant confirmée par les données moléculaires. Les chénes
appartiennent donc au genre Quercus et a la famille des Fagaceae, dont font aussi partie le
chataignier européen (Castanea sativa) et le hétre (Fagus sylvatica). Le genre Quercus est
divisé en deux sous-genres : Cyclobalanopsis et Euquercus. Les chénes blancs européens font
partie du second sous-genre et se placent dans deux sections (le sous-genre Euquercus en
contient sept) : Lepidobalanus et Mesobalanus. Ces deux sections comprennent environs 150
especes qui se retrouvent principalement en Amérique du Nord et en Asie. En Europe, si I’on
excepte quelques especes rares ou limitées a certaines régions méridionales (Q. canariensis et
Q. faginea en Espagne, Q. frainetto en ltalie, Q. cerris et Q. pedunculiflora dans les Balkans),
seules quatre grandes especes (Figure 13) sont présentes, a savoir :

- section Lepidobalanus -

- Quercus robur L. (= Q. pedunculata Ehr.), le chéne pédonculé ;
- Quercus petraea (Matt.) Liebl. (=Q. sessiliflora Salisb. = Q. sessilis Ehr.), le
chéne sessile ou chéne rouvre ;
- Quercus pubescens Willd. (= Q. lanuginosa Lam.), le chéne pubescent.
- section Mesobalanus :

- Quercus pyrenaica Willd. (= Q. toza Bast.), le chéne tauzin.
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Figure 14 : Aires de distribution des chénes pédonculé et sessile. (Tiré de Ducousso et
Bordacs, 2004)



Ces especes forment un complexe caractérisé par de larges possibilités d hybridation que nous
aborderons dans un prochain paragraphe. Deux especes sont largement prédominantes par
leurs aires de répartition, a savoir le chéne pédonculé et le chéne sessile. Le chéne pédonculé
possede I’aire de répartition la plus vaste qui s’étend du Portugal a la Scandinavie et de
I’Irlande jusqu’a I’Oural (Figure 14). L’aire de distribution du chéne sessile est contenue dans
la précédente, limitée a 1’Est a la fronticre ukrainienne (Figure 14). Le chéne pubescent
occupe quant a lui le Sud de I’Europe et le chéne tauzin est limité au Sud-Ouest de 1I’Europe.
Dans la suite du document, nous ne ferons référence qu’aux deux espéces majeures
que sont le chéne sessile et le chéne pédonculé qui ont fait I’objet de la partie expérimentale

de cette these.

3.1.2. Ecologie et sylvigénese des chénes sessile et pédonculé

Les deux especes se caractérisent par une tres large amplitude écologique mais
occupent en moyenne des milieux contrastés, et sont sympatriques dans les zones
intermédiaires (Grandjean et Sigaud, 1987). Deux facteurs principaux différencient les deux
especes : la disponibilité en eau et la richesse du sol (Grandjean et Sigaud, 1987). Le chéne
pédonculé (Q. robur) possede des affinités atlantiques mais accepte les climats continentaux.
C’est préférentiellement un arbre de vallée, mais il peut s’élever jusqu’a 1300 metres en pays
basque, et jusqu’a 600 a 900 metres ailleurs (Lanier, 1994). Il se retrouve sur des sols fertiles
et bien approvisionnés en eau, et méme sur des sols compacts temporairement inondés. Le
chéne pédonculé craint la sécheresse et laisse la place au chéne sessile sur des sols plus
pauvres et bien drainés, voire sableux, ainsi que sur sols acides (Becker et Levy, 1990). Le
chéne sessile (Q. petraea) préfere les climats atlantiques doux. C’est un arbre de collines et de
plateaux qui peut s’élever jusqu’a 1600 metres dans les Pyrénées, 800 a 1000 metres ailleurs
(Lanier, 1994).

Dans les successions forestieres, les chénes sessile et pédonculé sont qualifiés
d’especes post-pionnieres (Rameau, 1990). Pour illustrer ce concept, nous prendrons
I’exemple d’une évolution progressive dans le cas d’une déprise agricole. Une fois la culture
arrétée, la parcelle est colonisée par des especes pionnieres telles que les bouleaux ou les pins.
La composition floristique du jeune peuplement va ensuite évoluer vers une phase transitoire

7 \ . o . . 5
composée d’espéces post-pionnieres puis une phase optimale avec des dryades’. Ces

> Dryades : espéces végétales caractéristiques des milieux arrivés a 1’équilibre écologique.
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successions naturelles sont modifiées par 1’action de I’homme, qui a souvent favorisé les
chénes aux dépends d’espéces d’intérét sylvicole moindre, et a mis en place des peuplements
plus ou moins artificialisés. Dans les conditions naturelles, le chéne pédonculé est un post-
pionner nomade. En France, il se rencontre dans quasiment toutes les formations forestieres
de I’étage collinden car il fait partie des phases pionni¢res ou transitoires. Les seuls
peuplements climaciques se rencontrent sur alluvions récentes des vallées. 11 est alors souvent
en mélange avec le fréne. Ailleurs, I’évolution naturelle des milieux 1’élimine au profit du
chéne sessile. Cette dynamique explique les nombreux dépérissements constatés suite aux
années de sécheresse. Le chéne sessile est un post-pionnier typique qui se rencontre dans les
phases transitoires les plus tardives. C’est la phase précédant la hétraie qui est la formation
climacique de la plupart des foréts de 1’étage collinéen. Le hétre est toutefois absent des
régions a pluviométrie faible (Centre, Est du secteur Ligérien,...) et le climax est alors le

chéne sessile.

3.1.3. Caractéristiques de la reproduction

Les chénes fructifient a un age variable selon les conditions de milieux. En forét, le
chéne sessile commence a se reproduire vers 1’age de 30 a 45 ans (Jones, 1959). Le chéne
pédonculé fructifie beaucoup plus tot et plus régulicrement que le chéne sessile. On peut
considérer que les chénes ne se reproduisent pas avant 15 a 20 ans en conditions pionnieres
(Ducousso et Petit, 1996). Les chénes sessile et pédonculé sont des especes monoiques. Les
inflorescences males sont des chatons pendants a la base des pousses de I’année et qui se
forment avant le développement complet des nouvelles feuilles. Les fleurs femelles, tres
petites, sont situées sur des rameaux axillaires et leur développement est synchronisé avec
celui des fleurs males. Ces espéces sont considérées comme strictement allogames. La
floraison a lieu d’Avril a Mai environ a des latitudes moyennes. La phénologie de la floraison
peut étre tres variable localement en fonction des individus et des conditions de milieu.

La dispersion du pollen est anémophile chez les chénes. La structure particuliere des
fleurs males (chatons) facilite la libération des grains de pollen par le vent (Figure 13). La
dispersion des graines est barochore et zoochore chez le chéne. Le poids élevé des glands les
fait tomber immédiatement sous le houppier. Ils peuvent ensuite étre dispersés par deux
catégories d’animaux : les petits mammiferes (campagnols, mulots, écureuils) et les oiseaux

(essentiellement le geai). Les observations montrent que les petits animaux sont peu efficaces
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pour la dispersion des glands a cause de la forte prédation qu’ils exercent et parce que les
distances parcourues sont de I’ordre de quelques dizaines de métres seulement. Au contraire,
les geais (geai des chénes Garrulus glandarius en Europe) semblent parfaitement spécialisés
dans le transport et la dissémination des glands. Bien que les glands constituent leur nourriture
principale, les geais sont moins destructeurs que les rongeurs. Un seul individu disséminerait
en moyenne plusieurs milliers de glands par saison. Les distances de transport semblent varier

de la centaine de metres jusqu’a plusieurs kilometres.
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Figure 15 : Taux d’hybridation et d’autofécondation chez les chénes sessile et pédonculé.
* Aas (1993) ; © Steinhoff (1993) ; ¢ Kleinschmit et al. (1995) ; ¢ Bacilieri et al. (1995).
(Tiré de Scotti-Saintagne, 2003).



3.2. Hybridation et différenciation des chénes sessile et pédonculé

Linné a défini la notion d’espéce sur des criteres morphologiques. Dans son livre
« The Origin of Species », Charles Darwin parlait des chénes comme des espéces suspectes. A
I’aide de simples criteres morphologiques, les botanistes rencontrent de nombreux
intermédiaires. En effet, les deux espéces peuvent s’hybrider mais il est possible de les

différencier sur le plan phénotypique et, dans une certaine mesure, au niveau moléculaire.

3.2.1. Hybridation

Les deux especes sont allogames, monoiques et les floraisons sont synchrones a
I’intérieur d’un peuplement en mélange (Bacilieri ef al., 1995). Il n’y a donc aucun obstacle
d’ordre phénologique qui s’oppose a I’hybridation. L’hybridation entre le chéne sessile et
pédonculé a été mise en évidence a la fois en conditions contrdlées (Aas, 1993; Kleinschmit et
al., 1995a; Steinhoff, 1993) et en conditions naturelles (Bacilieri et al., 1995; Bacilieri ef al.,
1996; Streiff, 1998). L’hybridation est asymétrique entre les deux espéces avec un sens
préférentiel du pere sessile vers la mere pédonculé, les résultats issus des différentes études
précédemment citées sont résumés a la Figure 15. L’autofécondation apparait comme un
phénomene vraiment trés marginal puisque la valeur maximale observée est de 1,9%. La
morphologie foliaire des hybrides juvéniles est similaire au phénotype maternel et cette
période juvénile peut se prolonger jusqu’a 5 ans (Bacilieri et al., 1995; Kleinschmit et al.,
1995b). Les formes intermédiaires obtenues sont fertiles avec des performances de croissance
proches de celles du chéne pédonculé et supérieures a celles du chéne sessile dans les sept
premicres années. En peuplement mélangé adulte, la proportion d’individus hybrides estimée
sur la base de critéres morphologiques est trés inférieure a la valeur mesurée au stade graine a
I’aide de marqueurs moléculaires. Cela peut signifier que les critéres morphologiques ne sont
effectivement pas de bons marqueurs diagnostics ce qui a été vérifié au stade juvénile mais
pas au stade adulte, faute du matériel adéquat. Une autre possibilité¢ est qu’il existe une
barriere reproductive post-zygotique (stérilité des hybrides) et/ou des pressions de sélection
¢liminant progressivement les hybrides au cours de la vie du peuplement. Les données
disponibles a I’heure actuelle sur la viabilité ou la fertilité¢ des hybrides ne permettent pas de
conclure, méme si les observations suggeérent fortement que les individus issus de croisements

controlés interspécifiques soient fertiles (Roussel, communication personnelle).
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Figure 16: Caracteres morphologiques foliaires différenciant le chéne sessile et le chéne
pédonculé. (Tiré de Scotti-Saintagne, 2003).



Si les individus hybrides restent difficiles a déterminer avec assurance, la
différenciation entre les individus sessiles d’une part et les individus pédonculés de I’autre se

fait plus aisément a 1’aide de critéres morphologiques ou moléculaires.

3.2.2. Différenciation morphologique

Parmi les critéres de différenciation phénotypique, les niches écologiques contrastées
qu’occupent les deux espeéces en sont un que nous avons déja abordé dans le paragraphe 3.1.2.
Nous ne traiterons ici que des criteéres de différenciation morphologiques.

Le chéne pédonculé tire son nom de la forme du gland qui posséde un long pédoncule
le reliant a la branche ou il s’insere. C’est le premier critere de distinction entre les deux
especes puisque le gland du chéne sessile est dépourvu de pédoncule. Les bourgeons sont
ovoides chez les deux especes mais apparaissent souvent pointus chez le chéne sessile, ce
critére ne permet cependant pas de distinguer les deux especes avec certitude. C’est au niveau
de la feuille que I’on rencontre le plus grand nombre de caractéres différenciant les deux
especes (Figure 16). Plusieurs auteurs ont pu mettre en évidence le caractére discriminant de
ces variables par analyse multivariée (Grandjean et Sigaud, 1987; Kremer et al., 2002a). La
distribution est typiquement bi-modale avec une zone de chevauchement de phénotypes
intermédiaires pouvant correspondre soit a des formes hybrides, soit a des individus extrémes
de I'une ou I’autre des deux especes. Kremer et al. (2002a) ont montré que les caracteres les
plus discriminants étaient le nombre de nervures intercalaires, la longueur du pétiole, la forme
de I’oreillette, la largeur du sinus et la pilosité.

La présence de formes intermédiaires et la difficulté de distinguer les deux espéces au
stade juvénile illustrent les limites des marqueurs morphologiques. Les outils de la génétique

permettent d’avoir une approche génétique de cette différenciation.

3.2.3. Différenciation moléculaire

Dés les années 80, la différenciation entre les chénes sessile et pédonculé a été étudiée
a 1’aide de marqueurs moléculaires. Ainsi, ont été testés : les marqueurs de type isozyme,
RAPD (Random Amplified DNA Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region), protéine, AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), microsatellite, ADNc
(ADN complémentaire), ADNr (ADN ribosomique). Malgré des différences de fréquences
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alléliques entre les deux especes pour la plupart des marqueurs, aucun marqueur diagnostic
n’a pu étre mis en évidence. L’étude, réalisée par Bodénes (1997), illustre bien I’homogénéité
génétique entre les deux especes. Sur 2800 fragments RAPD analysés, seuls 2 % présentent
des différences significatives de fréquence entre les deux espeéces. Un résultat similaire a été
trouvé par Cervera et al. (2000) puisque 1,7% des 115 fragments AFLP analysés étaient
différentiellement exprimés. Zoldos (2001) a récemment montré qu’au niveau de 7 séquences
hautement répétées du génome (100 a 700 répétions), les deux espéces présentent exactement
le méme pattern d’hybridation moléculaire.

Il existe cependant des marqueurs discriminants mis en évidence dans certaines
études. Ainsi, dans une étude faite sur 170 marqueurs AFLP, un marqueur présente 71% de
différence de fréquence allélique entre le chéne sessile et le chéne pédonculé (Coart et al.,
2002). De la méme maniere, deux des 155 marqueurs AFLP étudiés par Stéphanie Mariette au
cours de sa thése (Mariette, 2001) possédent un coefficient de différenciation supérieur a
40%. A I’aide des fréquences alléliques, le marqueur le plus discriminant permet de séparer
les espeéces dans 87% des cas. C’est mieux que les 78% d’assignation correcte de I’espece
obtenu en compilant I’information sur 20 locus microsatellites (Muir et al., 2000). D’apres
Saintagne et al. (2004), les caracteres impliqués dans la différenciation entre les chénes sessile
et pédonculé sont sous contrdle polygénique et distribués en clusters tout au long du génome,
avec la présence de certains hot spots de différenciation. Les différences interspécifiques
reposent donc sur la somme de petites différences réparties tout au long du génome a
plusieurs locus et non de fixation d’alleles différents a certains locus particuliers (Saintagne et
al., 2004). Cette derni¢re étude donne par ailleurs une description plus quantitative de la
différenciation interspécifique, en montrant clairement que la distribution de la différenciation
suit une courbe en L, la trés grande majorité des marqueurs ne manifestant aucune différence

de fréquence entre les deux especes.
Dans une derniere partie, nous allons nous intéresser a I’histoire de la colonisation des

chénes en Europe apres la derniere glaciation, en mettant 1’accent sur les conséquences de

cette recolonisation sur la diversité génétique actuelle.
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Figure 17 : Etat de la végétation au dernier maximum glaciaire en Europe (-18 000 ans).
(Source : http://www.esd.ornl.gov/projects/gen/nerc.html).
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3.3. Point de vue historique et diversité génétique actuelle

Les plus vieux fossiles de chéne ont été identifiés avec certitude dans des dépots
datant de I’Oligocéne (-38 millions d’années) mais 1’apparition du genre Quercus pourrait
remonter au début du tertiaire. Au Miocene (-26 millions d’années) et au Pliocéne (-7 millions
d’années) apparaissent des formes trés proches des especes modernes. Il est probable que
celles-ci aient divergées des le Miocéne, c'est-a-dire avant la séparation des continents actuels.
Les nouvelles espeéces apparurent a 1’occasion de changements climatiques de grande

amplitude durant le Tertiaire et resterent confinées a des latitudes méridionales.

3.3.1. Modlfications des milieux en Europe depuis le dernier cycle glaciaire

La distribution actuelle des chénes résulte des alternances climatiques périodiques qui
se sont amplifiées au Quaternaire. Au total, plus de 17 alternances de périodes glaciaires (de
durée variant entre 50 et 100 000 ans) et interglaciaires (de durée variant entre 10 et 20 000
ans) se sont succédées depuis le début du Quaternaire, il y a 2 millions d’années. En
comparaison, la période de stabilité climatique actuelle semble étre tout a fait exceptionnelle.
La derniére période froide en Europe a débuté vers -115000 ans, interrompue par des
périodes de réchauffement de courte durée aux alentours de -105 000, -100 000, -82 000, -
50 000, -40 000 et -30 000 ans, cependant trop bréves pour permettre la migration des arbres
tempérés hors des zones refuges (Birks, 1986). Le maximum glaciaire a eu lieu entre -20 000
et -18 000 ans. L’histoire de la végétation, durant ces phases glaciaires, peut étre reconstituce
a partir de I’étude des pollens fossiles, c’est la paléo-palynologie. La végétation est rare en
dehors des régions couvertes par la calotte glaciaire (Figure 17). Les principales zones refuges
des arbres auraient été la partie Ouest des Balkans, le Sud des Alpes et les massifs italiens
ainsi que le Sud de I’Espagne dans une moindre mesure. A partir de -15000 ans, le
réchauffement climatique est brutal, et des changements de végétation vont se produire
rapidement.

A travers I’Europe, les communautés herbacées se modifient, passant de steppes et
toundras de climat froid et sec a des steppes. La réponse est dans un premier temps plus lente
en ce qui concerne la couverture forestiere. Cependant, des foréts ouvertes composées de
bouleaux et de coniferes boréaux semblent faire leur apparition a travers la Russie occidentale

trés rapidement a la suite du réchauffement (Velichko, 1993). Entre -12 000 et -11 000 ans,
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I’analyse des pollens indique qu’une végétation forestiere (bouleaux, saules) a reconquit
pratiquement toute I’Europe centrale et du Sud a I’exception de 1I’Europe du Nord, colonisée
seulement par quelques bouleaux et pins a la fin de cette période (Huntley, 1988). L’Europe
de I’Est est couverte par des foréts de coniféres. Une nouvelle période froide et seéche apparait
entre -10 800 et -10 000 ans qui provoque la disparition temporaire de la couverture foresticre
précédemment installée et son remplacement par des steppes et toundras (Laval et al., 1991;
Starkel, 1991; Velichko, 1993). Certains auteurs (Bohncke, 1993) pensent que des especes
telles que les pins sont restées présentes, dans une certaine mesure, et que la végétation
présente a cette période n’était pas équivalente a celle présente durant le précédent maximum
glaciaire (-18 000 ans). A partir de -9 000 ans, la forét est & nouveau présente pratiquement
partout en Europe. C’est d’abord (-8 000 ans) une forét ouverte avec de nombreuses clairicres
herbacées (Huntley et Prentice, 1993; Starkel, 1991) puis la forét devient dense avec des
coniféres plus abondants qu’a I’heure actuelle dans sa partie orientale. Jusqu’a -5 000 ans
ensuite, les foréts tempérées décidues mixtes sont en expansion. Elles sont principalement
composées, par ordre d’arrivée le plus fréquent dans les séries polliniques (Birks, 1986), de
Corylus, Ulmus, Quercus, Tilia, Alnus glutinosa, Fraxinus. A partir de -5 000 ans, la forét
dense est en régression au profit de paysages plus ouverts, sous I’action de facteurs naturels
mais aussi de I’homme puisque cette régression coincide avec 1’arrivée des populations du

Néolithique, qui pratiquent la culture sur brilis.

3.3.2. Zones refuges et voie de recolonisation des chénes

En réponse aux modifications du climat, les aires de répartition des espéces animales
et végétales ont subi des fluctuations importantes. En Europe, les possibilités de reflux vers le
Sud ont été limitées par les barrieres physiques naturelles que sont les Alpes et les Pyrénées
(orientées d’Est en Ouest) ainsi que la Méditerranée, entrainant de nombreuses extinctions.
C’est pour cette raison que la flore forestiere européenne serait actuellement beaucoup plus
pauvre que la flore forestiere américaine.

La génétique et la paléobotanique ont été associées pour reconstruire le scénario de la
colonisation de 1I’Europe par les chénes depuis la derniére glaciation. L’exploitation de la
banque européenne de données polliniques a ainsi fait apparaitre que les Chénes caducifoliés
ont été confinés en trois zones géographiques du Sud de I’Europe durant la derniére période

glaciaire (Brewer et al., 2002), a savoir un refuge ibérique, un refuge italien et un refuge
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Figure 18 : Voies de recolonisation empruntées par les chénes blancs européens (en bas).
Cette carte fait la synthése de la carte de distribution géographique des variants d’ADN
chloroplastique chez les chénes blancs (en haut & gauche) et celle de la distribution des
pollens fossiles de chéne en Europe (en haut a droite). (Tiré de Kremer ez al., 2002b).



balkanique. Dés le réchauffement climatique (-15 000 ans), les Chénes ont progressivement
colonisés I’Europe, en marquant un ralentissement entre -11 000 ans et -10 000 ans, pour
finalement occuper la totalité¢ de I’aire actuelle vers -6 000 ans. Par comparaison des données
génétiques et palynologiques, il apparait que les Chénes situés a 1’Ouest d’une ligne
Toulouse-Cologne-Amsterdam sont principalement issus des refuges ibériques les plus
occidentaux (Figure 18). Les iles britanniques ont été exclusivement colonisées a partir des
Chénes issus de cette région. A I’inverse, les chénaies de I’Europe centrale et orientale ont été
constituées par des migrants provenant trés probablement des refuges balkaniques et italiens.
La confrontation des données génétiques et palynologiques a donc permis de reconstituer les
principales voies de migration empruntées par les Chénes (Kremer ef al., 2002b) (Figure 18).
L’analyse des cartes polliniques a montré que les chénes ont progressé a la vitesse moyenne
de 380 metres par an, ce qui est tout simplement stupéfiant si 1’on compare aux
caractéristiques biologiques des chénes. Deux mécanismes de dispersion ont alors été
comparés par simulation informatique. Le premier correspond a une diffusion continue de
I’espece, le second est qualifié¢ de dispersion composite et regroupe la diffusion proprement
dite ainsi qu’une dispersion par « sauts de puces ». L’introduction d’événements de dispersion
rares, mais a longue distance, a un impact considérable sur la vitesse de recolonisation (Le
Corre et al., 1997). 1l se crée ainsi des flots trés en amont du front de migration, qui suivent
leur propre développement démographique pour finalement fusionner quelques générations
plus tard avec le front de migration, ce qui accélere considérablement la propagation de
I’espece. Les geais ou les corvidés peuvent étre a 1’origine de ces dispersions rares a longue
distance méme si on ne peut exclure I’action de I’homme ou des cours d’eau. Au final,
I’hypothese du modele de dispersion composite est confortée par 1’organisation spatiale

actuelle de la diversité de I’ADN chloroplastique (Le Corre et al., 1997).

3.3.3. Colonisation et diversité génétique actuelle

La synthése présentée ici est entierement extraite de I’article publié par Kremer et al.
(2002b). A la fin de I’¢re glaciaire (-18 000 ans), les peuplements de chénes sessile et
pédonculé étaient donc éclatés en trois zones refuges isolées, du moins totalement entre la
péninsule ibérique et les deux autres, et partiellement entre I’Italie et les Balkans. L’isolement
de plus de 100 000 ans, qui précede, abouti sans doute a une différenciation génétique élevée

entre les trois refuges pour I’ensemble des caractéres: geénes « neutres», ADN

51






chloroplastique, caracteres adaptatifs. A mesure que le réchauffement radoucit le climat, les
chénes migrent vers le Nord puis dans des directions différentes selon 1’origine (Figure 18).
Cette progression a été rapide notamment grace aux ¢événements de dispersion a longue
distance, qui génerent des événements de fondation, accentuant ainsi la différenciation
génétique entre les foréts. A mesure que les nouveaux peuplements se mettent en place, les
flux de pollen deviennent de plus en plus intenses, autorisant I’échange de matériel génétique
entre foréts issues de refuges différents. Ces flux de geénes vont progressivement gommés la
différenciation génétique pour tous les caractéres adaptatifs et les marqueurs neutres. En
revanche, les chloroplastes n’étant transmis que par les graines, les flux de génes n’ont aucun
effet sur la structure géographique des variants d’ADN chloroplastique qui restera inchangée
jusqu’a nous. Les peuplements en place sont rapidement soumis aux pressions
environnementales locales ce qui crée une différenciation génétique pour les caracteres
adaptatifs. A I’inverse, la diversité des marqueurs neutres n’est pas affecté par ces pressions
sélectives et tend a s’homogénéiser progressivement en réponse aux flux de pollen, qui
s’accentuent a mesure que 1’espace se couvre de chénes. Ce scénario est surtout valable pour
le chéne pédonculé. La progression du chéne sessile est sans doute soumise aux mémes
processus mais trés largement favorisée par I’hybridation avec le chéne pédonculé. Le
caractere systématique de ’hybridation lui permet d’occuper les mémes foréts que le chéne
pédonculé et aboutit a une organisation de la diversité neutre et adaptative identique a celle du

chéne pédonculé.

Cette synthese bibliographique nous a permis de faire le point des connaissances
accumulées sur le caractere de débourrement, connaissances a la fois sur la génétique et
I’écophysiologie du caractére. Les principaux déterminants climatiques, hormonaux et
moléculaires ont été mis en lumiere sans pour autant qu’une vision intégrative du phénomene
ne voit le jour de manicre claire. La partie expérimentale de cette thése a été mise en place
afin d’apporter des éléments de réponse quant aux déterminants génétiques du débourrement,
mais également pour mettre au point un outil d’évaluation de ce caractere sur la simple base

d’analyses moléculaires relativement faciles a mettre en ceuvre et peu cotliteuses.
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D (stades 1, 2, 3, 4, 5)

Banque “Précoce”
T (stades 1 et 2)
D (stade 0)

Banque “Finale”
T (stades 3, 4, 5)

Transcrits (ARN m gers) D (stade 0)
|
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débourrement

Cartographie génétique
Co-localisation GC <-> QTL

Régions génomiques impliquées dans la variabilité de la date de débourrement

Figure 19 : Synopsis de la stratégie de thése employée.



Dans le contexte du réchauffement climatique global, les forestiers et les aménagistes
s’interrogent sur la capacité d’adaptation des especes longévives a répondre rapidement a ces
changements brutaux. En effet, les mémes variations de température annoncées par les
modeles climatiques vont se produire sur une période beaucoup plus courte qu’au cours du
réchauffement postglaciaire. Ces modifications généreront des pressions de sélection qui
auront un impact direct sur les dates de débourrement des arbres et sur la longueur de leur
saison de végétation et, au-dela, sur la distribution et la survie de ces especes, modifiant par la
méme les équilibres écologiques. Or, ces questions sont souvent abordées sous le seul angle
climatique et environnemental sans considérer la composante génétique. Les deux
composantes majeures de la réponse adaptative concernent le niveau de diversité présent dans
les populations soumises a ces nouvelles pressions de sélection, ainsi que la plasticité
phénotypique des individus. La connaissance du niveau et de I’organisation de la diversité
génétique constitue 1’objectif premier de cette these. La stratégie adoptée (figure 19) consiste
a combiner des informations provenant a la fois : i/ de 1’étude de la variation des caractéres
quantitatifs (date de débourrement) en population naturelle et de leur décomposition en
composantes a hérédité¢ mendélienne (les QTL) au travers de la cartographie génétique, et ii/
de la variation nucléotidique dans des génes candidats identifiés soit dans la littérature soit au

travers d’expériences de génomique menées sur le chéne.

Sur le plan expérimental, la thése se propose de poursuivre trois objectifs :

1. Identifier un certain nombre de genes candidats sur la base de leur profil

d’expression au cours du processus de débourrement (Chapitre B et Annexe I) ;

2. Cartographier ces génes candidats sur les cartes génétiques existantes du chéne
et du chataignier afin d’étudier les colocalisations entre GC et QTL (Chapitre

C et Annexe II);

3. Etudier en populations naturelles les associations statistiques entre variants
alléliques des GC et variation de la date de débourrement (Chapitre D et

Annexe III).

En complément des genes identifiés sur la base de leur profil d’expression, la synthése

bibliographique nous a €galement permis d’identifier des génes candidats fonctionnels inclus
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dans les objectifs 2 et 3. De plus, préalablement aux études d’association, les données de
séquences, issues de 1’étape de recherche de polymorphisme au sein des GC, peuvent étre
exploitées afin d’étudier la structuration de la diversité nucléotidique et de rechercher des
« signatures » de la sélection naturelle au sein des geénes candidats. /n fine, 1’intégration de
I’ensemble des données d’associations, de cartographie génétique et de structuration de la
diversité devrait permettre d’identifier les génes impliqués dans la variation de la date du

débourrement chez les chénes.
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B. Analyse transcriptomique du débourrement chez le
chéne sessile

ARN polymérase

o subunils

i subunit
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La premicre partie expérimentale de cette thése est décrite dans le chapitre B qui suit.
Cette approche transcriptomique visait principalement a identifier un certain nombre de geénes
candidats sur la base de criteres d’expression différentielle au cours du processus de
débourrement réalis€¢ en conditions naturelles. Le second objectif visé était de préciser les
processus fonctionnels fortement régulés au cours du processus, en complément des études
déja menées sur le sujet. Pour ce faire, il a d’abord fallu créer les ressources en étiquettes de
génes exprimés (EST) nécessaires pour mener a bien ce travail. La faible disponibilité de
séquences de chéne dans les bases de données a, en effet, imposée ce choix. Le choix de la
technique s’est porté sur la construction de banques soustractives et suppressives (SSH) afin
d’enrichir préférentiellement en fragments spécifiques d’un stade développemental du
débourrement et s’ offrir la possibilité d’isoler des transcrits faiblement exprimés. L’utilisation
de filtres a haute densité hybridés avec des sondes radioactives spécifiques des différents
stades de débourrement devait ensuite nous permettre de répondre aux deux objectifs fixés
plus haut, la RT-PCR quantitative en temps réel venant compléter 1’étude pour valider les

niveaux d’expression des geénes candidats potentiels.
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Tableau 4 : Caractéristiques des populations échantillonnées dans le cadre de 1’approche
transcriptomique.

Région de Altitude Données climatiques Peuplements
provenance Référence | Température | Pluviositée | Nombre | Superficie
07-NORD- 180-600m | Phalsbourg 8,9°C 806 mm 17 530,91 ha
EST gréseux (377m) (14,2°C) (430 mm)
11-NORD- 190-450m | Mirecourt 9,2°C 747 mm 28 813,96 ha
EST limons et (294m) (14,4°C) (392 mm)
argiles

Stade®  Stade

e 9

'

Sia0e

Sradey s

Figure 20 : Stades développementaux échantillonnés au cours du débourrement.



® Matériel et Méthodes

Dans toute la suite du paragraphe, lors de I'utilisation de kit de biologie moléculaire, le
nom du kit ainsi que du fournisseur sera mentionné. Dans tous les cas, nous avons suivi le

protocole fourni par le fabricant et celui-ci ne sera pas détaillé dans le texte.

1.1. Le matériel végétal

1.1.1. Les populations échantillonnées

Dans cette premiere partie du travail expérimental, nous avons restreint
I’échantillonnage a deux populations de chéne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl.),
originaires du Nord Est de la France (Tableau 4). La classification des populations utilisées
est celle des régions de provenance francaise contenant des peuplements classés, qui seules
peuvent étre utilisées pour le reboisement. La numérotation des deux populations se réfere a
cette classification. C’est la disponibilité en plants qui nous a amené a sélectionner parmi
deux régions de provenance au lieu d’une seule, mais nous pouvons considérer ces deux
régions comme unique du point de vue du débourrement. Ainsi, la variabilité exploitée dans
cette expérience est celle existante a I’intérieur de la population entre les individus, et non la
variabilité existante entre populations géographiques. Environ un millier de plants, agés de 1
an, a donc été installé en pépinicre en février 2002, aprés une année de croissance en

pépiniere.

1.1.2. Les stades de débourrement

Les stades de débourrement échantillonnés dans cette étude sont les stades
morphologiques, classiquement utilisés pour la notation de la phénologie du débourrement. La
figure 20 illustre ces différents stades depuis le stade quiescent (stade 0) jusqu’au
développement des entre-nceuds et 1’élongation de la tige (stade 5). Au stade 0, le bourgeon
est quiescent et aucun signe d’activité extérieure n’est visible ; au stade 1, le bourgeon se
renfle ; au stade 2, il y a ouverture du bourgeon ; au stade 3, les feuilles débutent leur
expansion ; au stade 4, au moins une feuille est complétement sortie du bourgeon ; au stade 5,

les entre-nceuds ont débuté leur élongation. En paralléle, nous avons effectué¢ des coupes

58



Figure 21 : Coupes anatomiques de méristémes de bourgeons de chéne sessile au stade 0 (A et
B) et au stade 2 (C et D). A. Méristeme apical au stade 0 (50um). On ne trouve pas d’activité
mitotique. B. Méristeme apical au stade 0 (10um). On distingue des cellules méristématiques
typiques (fleches) : microvacuolisation, nucléoles, cytoplasme a forte densité, volume
nucléaire important. C. Organisation d’un méristéme apical au stade 2 (50um). Les
primordiaux foliaires sont visibles de chaque coté du méristétme. On observe une activité
mitotique, visible en D. Organisation d’un méristeme apical au stade 2 (10um). Cellules en
division (fleches). Les vacuoles sont plus visibles qu’au stade 0.

Tableau 5 : Matériel échantillonné aux différents stades de débourrement.

Stade Nombre Quantité

Stade 0 (21 Février) 70 Individus 1,69
Stade Obis (25 Mars) 70 individus 0,99

Stade 1 (3-6 Avril) 70 Individus 3,69
Stade 2 (5-15 Awvril) 32 Individus 3,69
Stade 3 (15-20 Avril) 69 Individus 9,59
Stade 4 (20-24 Avril) 13 Individus 29
Stade 5 (24-26 Avril) 67 Individus 31,19




anatomiques de certains stades de débourrement présentés a la figure 21. Pour ces coupes
observées en microscopie optique, les échantillons ont été fixés durant 4 heures a 4°C dans un
tampon phosphaté (pH=7,2 / 10mM) contenant 2,5% de glutaraldéhyde puis traités toute la
nuit a 0°C dans un tampon phosphaté contenant 1% de tétroxyde d’osmium. Apres trois
ringages a I’eau distillée, les bourgeons ont été fixés 1 h a 4°C a ’obscurité dans une solution
aqueuse d’acétate d’uranyle a 2%. Les échantillons ont alors été progressivement déshydratés
a température ambiante dans une série de bains contenant des concentrations croissantes
d’éthanol puis inclus dans de I’Araldite (résine Epoxy). Des sections de lum faites au
microtome ont été colorées au bleu de toluidine et observées sous microscope optique Leica
DMLB (Leica Corporate, Solms, Deutschland) a I’aide du logiciel d’analyse SIS (Kodak,
New-York, USA). Ces coupes nous ont permis de confirmer 1’état quiescent des bourgeons
récoltés au stade 0. En effet, les cellules du méristéme apical ne présentent pas de figure de
division a ce stade mais au contraire une organisation typique de cellules méristématiques
avec un volume nucléaire important, une micro vacuolisation et un cytoplasme a forte densité.
A Tl’inverse, des coupes de méristetme au stade 2 montrent une activité de division cellulaire
importante ainsi que le développement de primordiaux foliaires autour du méristeme. Nous
n’avons pas pu réaliser de coupes anatomiques des autres stades de débourrement par manque

de matériel végétal approprié ou de temps pour la mise au point de coupes sur ces stades.

1.1.3. La récolte du matériel

Le suivi de la phénologie a été effectué a partir de 1’installation des plants en pépinicre
(21 Février 2002). Durant le débourrement, la récolte des bourgeons terminaux s’est déroulée
tous les jours, dans la matinée, jusqu’au 26 Avril 2002. Seuls les bourgeons terminaux ont été
prélevés afin de ne pas « polluer » I’analyse des niveaux de transcrits par des phénomenes li€s
a la dominance apicale qu’exerce le bourgeon terminal sur les bourgeons axillaires sous-
jacents. Ainsi, chaque plant échantillonné a un stade donné était étiqueté et ne faisait I’objet
que d’une seule récolte. Le tableau 5 présente les quantités de bourgeons ainsi que le nombre
d’individus prélevés pour chacun des stades. Les bourgeons échantillonnés étaient
immédiatement plongés dans I’azote liquide avant d’étre stockés a -80°C. Concernant le stade
0, nous avons échantillonné a deux reprises : une premiere fois au moment de 1’installation
des plants durant la phase de quiescence proprement dite (21 Février) puis une seconde fois au

moment de la reprise d’activité du premier plant (25 Mars). Notre intention était ainsi d’avoir
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une cinétique plus fine au cours de la quiescence, c'est-a-dire durant la phase de quiescence
proprement dite (Stade 0) et juste avant le premier signe visible de reprise de croissance du
bourgeon (Stade Obis). Malheureusement, les quantités de bourgeons récoltés ne nous ont pas
permis de conserver ces deux stades distincts et ils ont été¢ réunis dans la suite des

expérimentations.
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1.2. La construction et I’exploitation des banques SSH

1.2.1. Extraction des ARN totaux et synthese des ADNc

Nous avons extraits les ARN totaux a partir du protocole de Chang et al. (1993), apres
avoir préalablement testé en parallele le kit RNA Easy Plant (Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland). Les ARN extraits avec le kit étaient de faible qualité et difficilement
exploitables pour la suite donc nous avons opté pour ’extraction a I’aide du protocole de
Chang (1993) adapté par Dubos (2003). La seule modification que nous ayons faite a ce
protocole était la quantité de matériel utilisé qui était de 0,25g a 0,5g de matériel frais pour 15
ml de tampon d’extraction, chaque extraction étant répétée trois fois. Les échantillons d’ARN
totaux ont ensuite été¢ digérés a 37°C pendant 1 heure en présence de 10 U de DNase RNase
Free RQ1 (Promega, Madison, USA) et d’inhibiteur de RNase : Rnasin (Promega), et ce afin
d’éliminer les contaminations en ADN génomique. Les protéines et I’ADN génomique
dégradé ont été éliminés par purification sur colonne RNeasy (Qiagen, Hilden, Deutschland).
Les extraits ont ensuite été¢ analysés par électrophorése sur gel d’agarose (1,2%, TBE 0.5X,
0,1% BET) et spectrophotométrie. La quantité et la qualit¢ des ARN extraits ont été
déterminées par la mesure des densités optiques a 260nm et 280nm. Les rapports de ces deux
densités (DO,60/D0Oyg0) étaient compris entre 1,7 et 1,9 ce qui correspond a une qualité
satisfaisante puisque la quantité d’ARN totaux est presque deux fois supérieure a celle des
protéines. Les rendements obtenus variaient entre 12 et 100 pg d’ARN totaux par gramme de
matériel frais en fonction du stade considéré.

La syntheése des ADNc s’est effectuée de deux manicres différentes en fonction de
I’utilisation ultérieure (banques SSH ou PCR quantitative en temps réel). Nous décrirons ici le
protocole utilisé dans le cadre de la construction des banques SSH (Diatchenko ef al., 1996)
ou de la synthése des sondes radioactives, 1’autre étant décrit dans le paragraphe relatif a la
PCR quantitative. Les ADNc ont été synthétisés a partir du kit SMART cDNA Synthesis kit
(BD Biosciences Clontech, Paolo Alto, USA). Ce kit offre I’avantage de pouvoir travailler a
partir de tres petites quantités d’ARN totaux (1 pg) ce qui se révélait intéressant dans notre
cas puisque le matériel végétal était tres limité dans le cas du stade 0 (2,5g au total sur les
stades 0 et Obis). Le désavantage de la méthode est 1’utilisation d’une phase d’amplification
par PCR des ADNc double brin. Elle nécessite une mise au point préalable afin de stopper la
réaction PCR en cours de phase exponentielle d’amplification et donc de conserver les

proportions relatives des différents transcrits dans le mélange. Cinq pL de produit réactionnel
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Figure 22 : Electrophorése de 5pL de produit d’amplification du 2™ brin des ADN
complémentaires des stades de débourrement, aprés 20 cycles. Les stades 0+0bis et 4 ont été

réamplifiés par la suite et la réaction stoppée a 18 cycles au lieu de 20.

Tableau 6 : Populations d’ADNCc utilisées pour la construction des banques SSH.

Banque

Population Tester Population Driver

Quiescente (Q)

Précoce (P)

Finale (F)

Mélange des stades 1, 2, 3, 4
ets

(1/5 de chaque)
Meélange des stades 0 et 0 bis
(1/2 de chaque)
Meélange des stades 0 et 0 bis
(1/2 de chaque)

Meélange des stades 0 et 0 bis
(1/2 de chaque)

Mélange des stades 1 et 2
(1/2 de chaque)
Mélange des stades 3,4 et 5
(1/3 de chaque)




ont ainsi été prélevés apres 15, 17, 19, 21 et 24 cycles. La phase de plateau apparaissait entre
21 et 24 cycles et nous avons opté pour 18 ou 20 cycles selon le stade afin de conserver la
proportionnalité¢ (Figure 22). Les ADNc synthétisés ont été purifiés par une extraction au
chloroforme alcool isoamylique (proportion 24 :1) et précipités a 1’éthanol avant d’étre repris
dans un volume de 30 pL d’eau stérile. Pour finir, les ADNc synthétisés ont été visualisés sur

gel d’agarose (1,2%, TAE 1X, 0,1% BET) pour vérifier leur quantité et leur qualité.

1.2.2. Construction des banques SSH

Nous avons construit 3 banques SSH a partir des populations d’ARN totaux
précédemment extraits. La méthode SSH est basée sur I’amplification sélective de fragments
différentiellement exprimés entre deux conditions. On appelle « tester » la population qui
contient les transcrits spécifiques et «driver » celle qui sert de référence. Les deux
populations sont hybridées et les séquences hybrides sont éliminées. De fait, les ADNc
restants, non hybridés, sont ceux présents dans la population « tester » mais absent de la
population « driver ». Le tableau 6 présente les populations « tester » et « driver » utilisées
pour la construction des banques SSH. La stratégie employée nous a permis d’obtenir une
premiere banque précoce (P) contenant les transcrits spécifiques du début du débourrement
(Stades 1 et 2), une seconde (banque F) spécifique de la fin du débourrement (Stades 3, 4 et 5)
et, enfin, la banque inverse aux deux premieres contenant les transcrits spécifiques du stade
quiescent (banque Q). Pour cela, les populations d’ARN totaux ont ét¢ mélangées et la
synthése des ADNc, a I’aide du kit SMART (BD Biosciences Clontech), s’est faite a partir
des populations d’ARN totaux en mélange, et ce pour conserver la proportionnalité des
transcrits entre les différents stades lors de la phase d’amplification du 2°™ brin par PCR.
Nous avons construit les banques SSH a I’aide du kit Clontech PCR-Select cDNA Subtraction
(BD Biosciences Clontech) en suivant les instructions données par le fournisseur. Les ADNc
sont tout d’abord purifiés sur colonne de chromatographie puis digérés a I’aide de 1’enzyme
Rsa I. Aprées avoir été de nouveau purifiés, les ADNc sont ligués a des adaptateurs et hybridés
deux fois de suite en présence d’un exces d’ADNc du «driver ». Deux PCR successives

permettent ensuite d’amplifier spécifiquement les transcrits de la population « tester ».
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1.2.3. Clonage des banques et préparation des filtres bactériens a haute

densité

Chaque banque d’ADNCc a d’abord €té soumise a une ¢élongation de 30mn a 72°C afin
de rajouter une adénine a I’extrémité de chaque fragment. Les trois préparations d’ADNc
issus de la construction des banques ont été clonés au sein du vecteur plasmidique pCR 4-
TOPO puis le vecteur transformé dans TOP10 E. coli, a ’aide du kit TOPO TA cloning
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Nous avons alors étalé¢ 10 a 100uL de produit de transformation
sur des boites de Pétri contenant un milieu de culture LB Agar ainsi que 50ug/ml
d’ampicilline et 80pg/ml de X-gal. Les boites ont ensuite été incubées toute la nuit a 37°C
pour permettre la croissance des colonies bactériennes. Nous avons, dans un premier temps,
sélectionné 48 colonies par banque qui ont ét¢ amplifiées par PCR dans 50uL de volume
réactionnel puis séquencées, selon le protocole décrit au paragraphe 1.3.3. « Séquengage des
clones différentiellement exprimés ». Cette étape a permis d’estimer le taux de redondance
des différentes banques. Apres cette étape de validation, quelques centaines de clones par
banque ont été prélevés sur grandes boites de Pétri (22 x 22cm) a 1’aide du robot BioPick
(BioRobotics, Woburn, USA), disponible sur le site INRA d’Auzeville (Génopole de
Toulouse). Les clones repiqués ont €té mis en culture, a 37°C toute la nuit, en plaques 384
puits en présence de LB « Freezing » contenant 100pg/ml d’ampicilline et 4,4% de glycérol.
L’ajout de glycérol, en faible proportion, directement dans le milieu de culture, permet la mise
en congélation immédiate des clones apres croissance sans ajout de glycérol. A ce stade,
chaque clone a été nommé conformément au numéro de la plaque 384, sa banque d’origine et
I’identifiant du puit. Ainsi, le clone QSSH2-J18 provient du puit J18 de la plaque 2 de la
banque Q (quiescente).

Chacune des colonies, précédemment individualisée, a alors été placée sur une
membrane de nylon (22 x 22cm) a I’aide du robot MicroGrid II (BioRobotics). Le robot place
directement les colonies sur le filtre, lui-méme installé sur une plaque contenant du LB Agar.
La plaque est alors mise en culture a 37°C jusqu’a ce que les colonies apparaissent, en général
une nuit est nécessaire. Les cellules bactériennes sont alors lysées en placant les filtres durant
4 minutes sur du papier Whatmann imbibé de solution de lyse (0,5M NaOH; 1,5M NacCl).
Apres avoir traités les filtres en bain-marie a 88°C pendant 4mn et dans une solution de
neutralisation (1 M Tris-HCI pH 7,5; 1,5M NaCl) pendant 4mn, I’ADN est fix¢é aux filtres.

Enfin, les filtres sont incubés 30mn a 37°C dans une solution de protéinase K (0,26mg
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Figure 23 : Schéma des filtres bactériens a haute densité. Le filtre est organisé de la méme
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proteinase K/ml; 50 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA; 0,1M NaCl; 1% N-Lauroyl Sarcosine; pH
7,4) et rincés dans le 2XSSC. Deux copies de chaque filtre ont été produites par banque, c'est-
a-dire deux filtres Q, deux filtres P et deux filtres F. Chaque banque était contenue dans un
peu plus de deux plaques 384 et une quatrieme plaque de controle, composée de Desmine et
de milieu LB seul, a été utilisée. La Desmine est une sous unité constitutive des fibres
intermédiaires des muscles du squelette et cardiaque. Elle est par conséquent absente de tous
les tissus végétaux et nous servira de controle positif puisqu’une quantité fixe de transcrit de
Desmine est additionné au mélange réactionnel lors de la synthése des sondes (cf. paragraphe
suivant 1.3.1.). A I’inverse, le milieu LB sert de contréle négatif. Au final, chaque filtre (7 x
10 cm) contenait entre 5000 et 6000 spots correspondant chacun a un clone, chaque clone
étant répété 4 fois par membrane (Figure 23). La totalité¢ de la surface de la membrane était

également pourvue de controles positifs et négatifs provenant de la 4™ plaque 384.
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1.3. Tri différentiel des transcrits et s€quencage des EST

1.3.1. Hybridation des filtres bactériens a haute densité

Les ARN totaux provenant des pool Q (Stade 0+ Obis), P (stades 1 + 2) et F (stades 3
+ 4 + 5) ont été utilisés pour préparer les sondes complexes a I’aide du kit SMART cDNA
Synthesis (BD Biosciences Clontech). Chaque pool d’ADNc a ensuite été purifié au
chloroforme alcool isoamylique, comme décrit précédemment. Le marquage des sondes a été
réalis¢ a I’aide du kit Prime-a-Gene Labeling System (Promega, Madison, USA) en présence
de 30 puCi de [a-"P] dATP, 30 pCi de [0-°P] dCTP aprés que 1 ng d’ADN de Desmine
digéré ait été ajouté au pool d’ADNc. La purification des sondes a été effectuée avec le kit
QIAquick Nucleotide Removal (Qiagen) et I’activité spécifique de chaque sonde estimée
grace a un compteur a scintillation. Les filtres ont d’abord été pré incubés durant 5 a 6 heures
a 65°C sous agitation dans un tampon d’hybridation (5X SSC, 5X Denhardt’s, 0,5% SDS, 1
mg/ml ADN de sperme de saumon dénaturé). Les filtres ont alors été incubés pendant une
nuit 2 65°C dans 20ml de tampon d’hybridation contenant la sonde complexe dénaturée
(10mn en bain-marie a ébullition puis 10mn sur glace). A la suite de I’hybridation, les filtres
ont été lavés en deux étapes : i/ Smn a température ambiante dans une solution de 2X SSC,
0,5% SDS, puis i1/ deux lavages successifs pendant 15mn a 65°C dans la méme solution. Les
filtres ont alors été exposés a un film autoradiographique Imaging screen K (Bio-Rad,
Hercules, USA) durant 3 jours. A la fin de la durée d’exposition, les radiographies ont été
digitalisées a I’aide du systeme Phosphorlmager (Amersham-Biosciences, Buckinghamshire,
UK) avec la résolution maximale de 50pum puis les signaux d’hybridation détectés et
quantifiés grace au logiciel ArrayVision (Imaging Research Inc., St Catharines, Canada). La
quantification de I’intensité du signal pour chaque spot a été réalisée apres soustraction du
bruit de fond local autour du spot. La normalisation des signaux entre les filtres a été calculée
a I’aide des signaux d’intensité des controles. En effet, trois cent quatre vingt huit réplicats
d’ADN de Desmine étaient présents sur la membrane a des endroits spécifiques. Chaque
signal d’intensité de clone a ét¢ normalisé en divisant sa valeur par le ratio entre la valeur
moyenne d’intensité¢ de la Desmine sur le filtre et la valeur moyenne globale sur tous les
filtres. Ce type de filtre peut étre hybridés 4 a 5 fois. Il est alors nécessaire de laver les filtres
pour éliminer la radioactivité résiduelle. Les filtres sont pour cela incubés dans une premiére

solution (0,4 M NaOH) a 45°C durant 30mn sous agitation. Ils sont ensuite incubés dans une
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Figure 24 : Schéma d’hybridation des filtres bactériens a haute densité.



seconde solution (0,1X SSC, 0,1% SDS, 0,2 M TrisHCI pH 7,5) a 45°C pendant 15mn sous
agitation. Ils se conservent enroulés en film plastique et placés a -20°C.

Au final, chaque clone issu des banques SSH était présent 4 fois sur une méme
membrane et chaque membrane était dupliquée, mettant a notre disposition 8 répétitions du
signal d’intensité pour chaque clone avec chacune des sondes (Figure 24). En plus des
hybridations avec les sondes complexes, une derniere hybridation a été réalisée sur chaque
membrane a I’aide d’une sonde polylinker marquée comme précédemment et correspondant
au vecteur seul afin de déterminer la présence ou I’absence d’un clone donné sur la

membrane.

1.3.2. Analyse de variance des données d’expression

L’analyse des données d’hybridation a été effectuée grace au logiciel SAS (Statitical
Analysis System version 6.12, SAS Institute, Cary, NC). Nous avons réalisé une analyse de
variance (ANOVA) afin d’estimer les effets de la sonde, du filtre et de I’interaction entre ces
derniers pour les valeurs d’intensité de chaque clone, a 1’aide de la procédure PROC GLM,

selon le modéle linéaire suivant :

Yijk =u + Fi + PJ + (FXP)U + Cijk

Ou Yij = valeur d’intensité de la Kiéme répétition du clone,

u = moyenne d’intensité de toutes les répétitions,

F; = effet du filtre 1 (i=1-2),

P; = effet de la sonde j (j=1-3),

(FxP);; = effet d’interaction entre le filtre 1 et la sonde j,

eijk = effet résiduel non pris en compte par les effets précédents.

Apres que les clones présentant un effet sonde aient été repérés, nous avons effectué
une comparaison de moyenne entres sondes a 1’aide de 1’option MEANS /SNK, disponible au
sein de la procédure PROC GLM, et ceci afin de classer les niveaux d’intensité de chaque
clone en fonction du stade de débourrement. Ce premier tri nous a permis de sélectionner les
clones différentiellement exprimés (P<0,05) entre, au moins, deux conditions (Q, P et F). Les

clones ainsi sélectionnés ont ét¢ analysés plus finement, et tout d’abord séquencés.
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Figure 25 : Schéma du traitement bioinformatique des EST. (Tiré de Boury, 2003)




1.3.3. Séquencage et traitement bioinformatique des EST

Environ 900 clones différentiellement exprimés au cours du débourrement, ont été
sélectionnés et les inserts de ces clones ont d’abord été amplifiés selon le protocole suivant.
L’amplification des ADN plasmidiques a €té réalisée a I’aide d’une machine GeneAmp PCR
system 9700 (Perkin-Elmer, Wellesley, USA) dans 20uL de volume réactionnel, contenant
0,3 unité de Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1X de tampon PCR (20 mM Tris pH 8.4 / 50
mM KCI /2 mM MgCl,), 0,2uM d’amorces M13 forward (5’-TGACCGGCAGCAAAATG-
3’) et M13 reverse (5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3’), 200uM de chaque dNTP et une
petite quantité de cultures bactériennes. Les conditions PCR étaient de 94°C durant 10mn,
suivi de 40 cycles a 94°C pendant Imn, 55°C pendant 1mn puis 72°C durant Imn. La réaction
se terminait par une phase d’¢longation finale de 10mn a 72°C. Apres avoir été vérifiés sur
gel d’agarose (2%, TBE 0,5X, 0,1% BET), les produits PCR obtenus ont été purifiés grace au
kit QIAquick 96 PCR purification (Qiagen) puis séquencés a I’aide du kit DYEnamic™ ET
Dye Terminator (Amersham Biosciences Inc.) et révélés sur un séquenceur capillaire
Megabace 1000 automated DNA sequencer (Amersham Biosciences Inc.). Les séquences
produites ont été analysées a 1’aide d’outils informatiques fournis par le Centre de
Bioinformatique de Bordeaux afin de créer un jeu de données non redondant d’EST. Ce
traitement s’est déroulé en trois étapes principales. Premic¢rement, un traitement qualitatif des
séquences est effectué, qui €élimine la séquence du vecteur de clonage et la séquence des
adaptateurs ayant servis durant la construction des banques et masque les régions de faible
qualité. Dans un deuxiéme temps, les outils stackPACK™ (Electric Genetics Corporation,
Reston, USA) nous ont permis de réaliser le regroupement (clustering) puis 1’assemblage et
I’alignement de maniére a éliminer la redondance entre EST en regroupant les séquences
correspondant a un méme gene (Figure 25). Enfin, une fonction potentielle a été assignée a
chaque EST grace a la procédure BLAST (Altschul ef al., 1997) : un produit de géne a ainsi
¢té assigné a chaque EST, sur la base des similarités de séquences avec des protéines de
fonction connues présentes dans les bases de données trEMBL et Swiss-Prot a 1’aide de la
procédure BLASTX, en retenant les annotations pour lesquelles les e-value étaient < 107°. Le
jeu de  données complet est disponible via  internet a4  1’adresse

http://cbi.labri.fr/outils/SAM/COMPLETE/index.php sous le nom de projet « Quercus petraca

bud ESTs ». L’ensemble des transcrits a également été déposé dans la base de données EMBL
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(Kulikova ef al., 2004) (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html) sous les numéros d’accessions

CR627501 a CR628310 et CR926157.
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Figure 26 : Schéma d’organisation et d’hybridation des filtres ADNc a haute densité. (Pl =
Plaque).



1.4. Analyse quantitative de [’accumulation des transcrits au cours du débourrement

1.4.1. Les filtres ADNc a haute densité

Les niveaux d’expression des clones intéressants, sélectionnés au cours du tri
précédent a 1’aide des filtres bactériens a haute densité, ont été estimés a chaque stade de
débourrement grace a des filtres ADNc a haute densité. Ces filtres sont plus sensibles que les
filtres bactériens utilisés précédemment et permettent une meilleure estimation des quantités
de transcrits a chaque stade. Afin de produire les filtres ADNc, les ADN plasmidiques de
chacun des quelques 900 clones retenus ont d’abord été amplifiés dans 50uL en suivant le
méme protocole que pour le séquencage des clones, décrits dans le paragraphe précédent. Les
filtres ont été produits par Eurogentec (Liege, Belgique) par dépot des produits PCR (20
ng/ulL) sur membrane de nitrocellulose grace au robot Microgrid (BioRobotics). Chaque
aiguille de 0,4um de diametre dépose 500 nl de produit PCR avec un espacement de 500 um
sur des membranes de 7 x 10 cm saturées en présence de NaOH 0,1M a une densité de 33
clones par cm?. Chacun des 900 clones était répété 3 fois sur 12 filtres identiques qui nous ont
servis pour les hybridations. 156 contrdles (36 d’ADN de desmine, 33 d’ADN de polylinker,
33 de solution d’H,0, 27 d’ADN de nébuline, 27 d’ADN de RAS ou récepteur tyrosine
kinase) ont été installés sur chaque membrane afin de pouvoir normaliser les valeurs
d’intensité entre filtres (Figure 26). Les ARN totaux de chaque stade développemental ont été
utilisés pour construire des sondes radioactives. Le protocole est décrit dans le paragraphe
1.3.1. Quatre filtres identiques ont été hybridés avec la sonde 0, la sonde 1, la sonde 2, la
sonde 3, la sonde 4 et la sonde 5. Les filtres ont ensuite été lavés, exposés et les signaux
digitalisés, comme décrit précédemment. Pour éliminer la radioactivité présente sur les filtres,
ces derniers ont €té incubés a température ambiante dans une solution bouillante (0,1X SSC,
0,5% SDS) durant 15mn. Cette étape a été effectuée deux fois pour s’assurer que la
radioactivité résiduelle était totalement retirée du filtre.

Les valeurs d’intensité normalisées (normalisation par la Desmine) ont été analysées
par ANOVA pour tester les effets de la sonde, du filtre et de I’interaction entre les deux. Le
modele utilisé est indiqué dans le paragraphe 1.3.2. Des comparaisons de moyenne ont aussi
¢été réalisées pour détecter les différences significatives de niveaux d’expression entre sonde
pour chaque cible présente sur le filtre. Les données d’expression ont été organisées selon la
méthode du clustering pour pouvoir les interpréter plus aisément. La méthode permet en effet

le regroupement des genes par profil d’expression similaire grace au calcul de distance
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Tableau 7 : Caractéristiques des fragments amplifiés par PCR quantitative en temps réel.

Nom du clone / Fonction potentielle | Longueur EST Amorces T°C
(longueur hybridation
produit PCR)
01B07 437 bp F. CGATGAGGAGCTCAAGAACT 53¢
S-phase kinase-associated protein 1A (235 bp) R. CCATTGGTTCTCCCTGCGAA
06G05 415bp F. ACAACGGGGCAAGTCCATTAGA 53°
Unknown (Zwh21.1 hypothetical protein) (279 bp) R. CTATATAATCTGAGGCAGCGG
08A01 298 bp F. TCAAATTCAATGTTCTCTGGATGG 53¢
Galactinol synthase (210 bp) R. GAGGTACTTCAATGCTGGCTTCTT
01D04 288 bp F. AGCTTCTTCATTGCTCAGGTAA 53¢
60S ribosomal protein L13 (203 bp) R. CAGGTACAATAGGACGGAGTTTTC
08Cl11 453 bp F. TGAAGCAGGAAGCGTCCAAAGT 53¢
Unknown (T19F6.8 hypothetical protein) (316 bp) R. GCCATTCTAGGTGTTGAAGG
07F12 557 bp F. AAGTCTACGACAGAAACATTA 49°
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (280 bp) R. CTACCAATTGTCTTGCTCCTCTA
08G04 672 bp F. CAGCATTACTTGGCAGGGATAGGA 55°
Unknown (At2g14910 hypothetical protein) (393 bp) R. CAACCGGAAAAGGGATGAAGTGT
07B10 574 bp F. CTACAGCCTCACTCAACCAAGATA 53¢
DOF zinc finger protein DAG2 (360 bp) R. TCCAAAGCTGAAAGATGAGTAGAG
09C04 621 bp F. ACACATGCCATAGAAGTAGAGT 53¢
Pollen specific protein SF21 (410 bp) R. AGCCAGCTCTTGTCACTTAT
07B05 642 bp F. TGTGGTTCAACAGCAGATTT 53°
Late embryogenesis abundant protein Lea5 (380 bp) R. TCTTCTACAGCAGCAACACC
08B04 495 bp F. TTCGTGAGCCTTCGTCTTCTC 55°
Alpha-amylase/subtilisin inhibitor (RASI) (327 bp) R. ACAGTGCCGGACGTCCTCTTCAA
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Figure 27 : Principe de détermination de la courbe standard a partir de la gamme de dilution.



euclidienne, représentative de la similarité entre geénes. Nous avons utilis€¢ le logiciel

EPCLUST, disponible a ’'URL : http://ep.ebi.ac.uk/EP/.

1.4.2. La PCR quantitative en temps réel

Les ARN totaux ont été extraits conformément au protocole décrit en 1.2.1. Ils ont
ensuite été traités a la RNase free DNase I (Promega) et purifiés a 1’aide de colonnes RNeasy
(Qiagen). La qualit¢ et la quantit¢ des ARN ont été évaluées par mesures
spectrophotométriques et sur gel d’agarose. Des aliquots de 2,5ug d’ARN totaux ont été rétro-
transcrits en présence de 200 U de la SuperScript’™” RNase H Reverse Transcriptase
(Invitrogen), additionnée de 2uM d’amorces oligo d(T)22 et 0,7mM de dNTP. Le volume
final de la réaction était de 15uL et la synthése des ADNc simple brin s’est effectué¢ a 37°C
pendant 1 heure. L’activité de la transcriptase inverse a été stoppée par incubation Smn a
95°C. Des dilutions au 1/5™ et au 1/10°™ ont été préparées a 1’aide d’eau distillée, et les
réactions de PCR quantitative ont été réalisées avec 1 ou 2uL de ces ADNc dilués, en
fonction du niveau d’expression du produit ciblé. Nous avons utilisé une série de dilutions du
produit PCR de la cible pour la quantification des quantités de transcrits. Ces échantillons
standards ont été obtenus par amplification des ADNc a I’aide de paires d’amorces
spécifiques des geénes cibles (Tableau 7). Les réactions PCR ont été réalisées en 35 cycles
(45s a 94°C, 45s a la température d’hybridation et 60s a 72°C), aprés une phase de
dénaturation initiale de 10mn a 94°C, et la réaction s’est terminée par une phase d’élongation
de 10mn a 72°C. La taille, la qualité et la quantité des fragments amplifiés ont été contrdlées
par électrophorese sur gel d’agarose. La concentration ainsi que la taille des produits PCR
obtenus a permis le calcul du nombre de molécules en solution par la formule suivante :

([X ng/uL] / [Nb pb] x 660) x 6,023 x 10 =Y molecules/puL
ou 6,023 x 10% est le nombre d’Avogadro, c'est-a-dire le nombre d’entités élémentaires
(molécules dans notre cas) dans une mole de matiere ; 660 est la masse (en ng) d’une mole de
paire de bases. Le calcul du nombre de molécules en solution permet donc de réaliser une
gamme de dilutions, typiquement de 10° molécules/uL a 10* molécules/pL.

Ces dilutions en série, de concentrations connues, permettent de tracer une courbe
standard de la concentration initiale d’un échantillon d’ADNc en fonction du nombre de
cycles pour atteindre un seuil de fluorescence donné, lequel est déterminé statistiquement par

le logiciel d’analyse (Figure 27). Une fois la courbe standard réalisée, il est possible de
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Figure 28 : Disposition des échantillons analysés simultanément durant chaque réaction de
PCR quantitative en temps réel.

Tableau 8 : Conditions PCR des fragments analysés en RT-PCR quantitative en temps réel.

Fragment Temp. Durée [MgCl2] testées Conditions Light Cycler
Hybrid. Hybrid. T°C Hybrid.-Tps Hybrid.-
testées testée [MgCI2]-Tps Elong.
60S 53° S5s 2 mM 53°-5s-2mM-10s
ribosomal
protein
G3PDH 49°-50° 5s 2-2,5mM 49°-55-3mM-10s
Cluster 8 53°-54° 5s 1,5-2-2,5-3-4 mM 54°-55-2,5mM-15s
Lea 5
Cluster 1 53¢ 5s 1,5 mM 53°-5s5-1,5mM-10s
Clone 53¢ 5s 1,5-2 mM 53°-53s-2mM-10s
06G05
Clone 53° 5s 2 mM 53°-55-2mM-10s
08401
Clone 53°-54° 5s 2-2,5-3-3,5-4 mM 53°-5s-2,5mM-10s
08C11
Cluster 24 53¢ 3s-4s-5s 1,5-2-2,5-3 mM 53°-4s-3mM-16s
Clone 53°-54° 3s-4s-5s 1,5-2-2,5-3-3,5-4 mM 53°-4s-3mM-15s
07B10
Clone 54°-55°-56° 5s 2-2,5 mM 55°-5s-2,5mM-16s
08G04 2ul
Cluster 11 54°-55° 5s 2-2,5 mM 55°-5s-3mM-13s




déterminer la concentration de n’importe quel échantillon en reportant le nombre de cycles
atteints a la valeur seuil sur I’axe des ordonnées de la courbe standard. Les échantillons de la
gamme de dilution, ainsi que des échantillons d’eau distillée, ont donc été inclus, en double,
dans chaque réaction de PCR quantitative pour déterminer une courbe standard propre a
chaque réaction. Par ailleurs le niveau d’expression d’un fragment donné a été estimé
simultanément sur trois copies des populations d’ADNCc testées, chaque copie correspondant a
une rétro-transcription indépendante. Le dispositif utilisé dans chaque réaction de PCR
quantitative en temps réel est schématisé a la Figure 28. Pour chaque fragment analysé suivant
ce dispositif, une réaction supplémentaire a été effectuée avec des populations d’ADNCc issues
d’une série d’extractions d’ARN indépendantes de celles utilisées en routine afin de valider
les niveaux de transcrits observés. Les réactions se sont déroulées a 1’aide d’une machine
LightCycler 2000 (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) dans un volume réactionnel
final de 10uL contenant 1uL de LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I, 300nM de
chaque amorce (Tableau 7), 1,5 a 3mM de MgCl, et 1 ou 2uL. d’échantillon d’ADNc. Les
conditions relatives a chaque fragment analys¢ sont présentées dans le Tableau 8. Du point de
vue expérimental, ce travail a débuté au sein du groupe de Marie-Theres Hauser au Centre de
Génétique Appliquée, dirigé par Josef Glossl, au sein de I’Université des Sciences
Agronomiques de Vienne (Autriche). Nous avons travaillé a I’aide d’une machine Rotor-Gene
2000 (Corbett Research, Sydney, Australia) et d’un mix PCR « maison » mis au point par
cette équipe (Karsai ef al., 2002). Malheureusement, il nous a ét¢ impossible de mettre au
point ce mix sur machine LightCycler, la principale raison a cela tenant au fait que le
LightCycler fait appel a des capillaires de verre d’un diamétre infime alors que le Rotor-Gene
permet de travailler en tubes plastique 0,2 ml. Or, la difficulté majeure de mise au point tient
au fait que les composants réactionnels se concentrent autour des parois par des phénomenes
de tension de surface. Le diamétre des tubes plastiques permet d’éliminer ce type de
phénomene par I'utilisation de détergent inclus dans le mix PCR (TRITON X-100, NP40)
mais il semblerait que le diameétre des capillaires (1,5 mm de diameétre extérieur) ne permette
pas d’éliminer ces phénomenes. Une fois chaque fragment analysé, les quantités de transcrits
estimées au cours du débourrement pour chacun des genes ont été relativisées a celles d’un
gene de contrdle, dont 1’expression est relativement stable durant tout le processus étudié.
Apres avoir testé¢ la G3PDH dont les niveaux de transcrits variaient de facon non négligeable

durant le débourrement, nous avons opté pour une protéine ribosomale 60S.
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@ Résultats et Discussion

2.1. L’étape de tri différentiel et les banques d’EST

2.1.1. Sélection des clones différentiellement exprimés

La premicere étape apres la construction des banques a consisté a estimer la redondance

des banques. Les 48 premicres séquences, issues de chaque banque, ont été¢ analysées afin
d’obtenir un jeu de données contenant les transcrits uniques (Contigs + Singletons) et
d’estimer la redondance, calculée comme suit :
Redondance = (Nombre de contigs — Nombre d’EST dans les contigs) / Nombre total d’EST.
Nous avons ainsi obtenu une valeur de redondance de 35% pour la banque quiescente, 24%
pour la banque précoce et 37% pour la banque finale. Ces valeurs sont tout a fait acceptables
et nous ont permis d’envisager 1’utilisation ultérieure des banques.

Au total, plus de 2400 clones ont été installés sur les filtres bactériens mais seuls 1800
ont été analysés par ANOVA, les autres n’ayant pas poussés correctement sur les filtres. C’est
pourquoi, dans un premier temps, nous avons appliqué un critére de présence a chacun des
spots copiés sur les filtres en utilisant le signal d’hybridation obtenu avec la sonde polylinker.
Les clones considérés présents étaient ceux dont le ratio Intensité du spot/Intensité du bruit de
fond > 1. Apres analyse de variance, nous avons retenu les clones présentant un effet sonde
significatif a 5%. Ensuite, tous les clones différentiellement exprimés entre au moins deux
conditions, c'est-a-dire dont les intensités moyennes étaient significativement différentes, a
I’aide de la méthode de Student Newman Keuls (SNK), ont été retenus. Et enfin, parmi ceux
la, nous avons conservé ceux dont le niveau d’expression variait deux fois ou plus entre au
moins deux conditions. La Figure 29 présentent les nuages de points représentant les niveaux
d’expression entre deux conditions. On peut voir que les écarts d’expression les plus marqués
s’observent entre les stades précoce et quiescent et final et quiescent. En effet, 604 et 513
clones sont surexprimés plus de deux fois, respectivement aux stades précoce et final, par
rapport au stade quiescent. Inversement 98 et 109 sont surexprimés (ratio > 2) au stade
quiescent, respectivement par rapport aux stades précoce et final. En revanche, seulement 56
clones sont surexprimés plus de deux fois au stade final par rapport au stade précoce et 103
clones sont en situation inverse. Ce résultat n’est pas surprenant et confirme I’efficacité de la
méthode SSH dans I’isolation de transcrits spécifique d’un stade méme si cette isolation n’est
pas exclusive d’un stade puisque les clones isolés sont exprimés aux différents stades. La

spécificité est quantitative et non qualitative dans ce cas. Par ailleurs, on peut dire que les
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banques ayant le mieux enrichies sont les banques précoce et finale puisque entre 500 et 600
clones sont spécifiques de ces deux stades par rapport au stade quiescent. En revanche, 200
clones seulement semblent spécifiques du stade quiescent ce qui laisse supposer que
I’enrichissement a moins bien fonctionné ici ou qu’il y a moins d’activité transcriptionnelle a
ce stade (on verra que ¢a n’est pas le cas lors de I’analyse des niveaux d’expression a 1’aide
des filtres ADNCc), ou encore que les transcrits exprimés a ce stade n’en sont pas spécifiques.
Enfin, peu de clones sont spécifiques du stade final par rapport au précoce, et inversement, ce

qui n’est pas €tonnant puisque aucune banque n’avait été construite dans ce sens.

2.1.2. Analyse globale et classification fonctionnelle des EST

Au total, 900 clones ont été retenus apres 1’étape de tri différentiel, réalisé a 1’aide des
filtres bactériens puis séquencés. Apres I’élimination des séquences du vecteur et des
séquences de mauvaise qualité, 801 séquences sont disponibles dont 403, 206 et 192
proviennent respectivement des banques Précoce, Finale et Quiescente. Un total de 302 694
nucléotides a été séquencé, contenant 43,8% de nucléotides GC et 2,4% de nucléotides non
assignés. La longueur moyenne d’une EST est de 376 pb, le maximum observé étant de 712
pb et le minimum de 71 pb. Les longueurs les plus représentées sont entre 300 pb et 500 pb
(Figure 30), a ’exception de la banque Quiescente qui contient 35% d’EST dont la longueur
dépasse 500 pb. Ces 801 EST représentent 233 transcrits uniques, dont 137 contigs incluant
705 EST et 96 singletons. Ces chiffres correspondent & une redondance globale de 71%,
nettement supérieure a celles estimées lors de la validation des banques, ce qui indique qu’un
séquencage supplémentaire de clones n’apporterait que peu d’éléments nouveaux en termes
de nouveaux EST. L’ensemble de ces EST a été déposé dans la base de données
nucléotidiques EMBL (Kulikova et al., 2004) sous les numéros d’accession CR627501 a
CR628310.

Un réle fonctionnel a été attribué a chacun des transcrits sur la base de la similarité de
séquences avec des protéines de fonction connue déposées dans GenBank lorsque la
probabilité associée au BLASTX était < 10™'°. Nous nous sommes référés pour cela a la
classification fonctionnelle proposée par le MIPS (Munich Information center for Protein
Sequences). Trente cinqg % des transcrits appartiennent a la catégorie des « Hypothetical
proteins » (8%) ou «No hit proteins » (27%). Parmi les trois banques, la catégorie

prédominante est « Energy » avec 21% des EST, suivie de « Protein synthesis » et « Cell
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rescue, defense and virulence », avec 11% chacune. Les autres catégories contiennent 0,4 a
5% des EST restantes. Mais la comparaison des catégories fonctionnelles entre les trois
banques nous éclairent d’avantage (Figure 31). En effet, la catégorie « Energy », par exemple,
compte pour 2,6% des EST dans la banque Q, alors qu’elle représente 30,9% et 20,4% des
EST, dans les banques P et F respectivement. De la méme manicre, la catégorie « Protein
synthesis » est moins représentée dans la banque Q (5,2%) que dans les banques P (8,4%) et F
(19,9%). Une tendance similaire s’observe pour les EST relatives au cycle cellulaire. A
contrario, la proportion d’EST classifiées dans « Cell rescue/defense » est plus importante
dans la banque Q (16,6%) que dans les banques P et F (14, 1% et 1,5%, respectivement). Ceci
est également le cas pour les EST relatives au métabolisme avec 6,2% dans la banque Q,
contre 4% et 1,5%, respectivement dans les banques P et F. Enfin, les EST annotées en tant
que protéines hypothétiques sont plus nombreuses dans la banque Q (15,5%) que dans les
banques P (7%) et F (3%). Afin de s’assurer que I’annotation obtenue n’était pas liée a la
taille de I’EST considérée, nous avons réalisé une analyse de variance en testant 1’effet de la
classe fonctionnelle (3 classes : protéine annotée, hypothétique et inconnue) sur la longueur
de I’EST. Il existe un effet significatif de la classe fonctionnelle sur la taille de I’EST. En
effet, les EST appartenant a la catégorie « No hit » sont significativement plus courtes que les
deux autres catégories (331 pb en moyenne contre 386 pb pour les protéines annotées et 440
pb pour les protéines hypothétiques). Les EST classées dans la catégorie « No hit » sont donc
sensiblement plus courtes ce qui pourrait expliquer 1’absence de similarités de séquence
convenables.

La surreprésentation des protéines hypothétiques dans la banque Quiescente est un
résultat prometteur pour I’identification de nouvelles séquences potentiellement impliquées
dans le débourrement chez le chéne. Par ailleurs, cette analyse globale montre que les
transcrits sont relativement spécifiques d’une banque. En d’autres termes, la méthode SSH a

isolé avec succes des transcrits spécifiques d’un stade de débourrement.
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2.2. Suivi d’expression de génes au cours du débourrement

2.2.1. Le regroupement des profils d’expression

Les niveaux d’expression des 900 clones d’ADNc sélectionnés apres 1’étape de tri
différentiel ont été estimés a 1’aide des filtres ADNc a haute-densité pour chacun des stades
échantillonnés (six stades). Pour chaque hybridation, un critére de présence a tout d’abord été
appliqué a chaque spot, en retenant uniquement ceux dont le rapport Intensité du spot /
Intensité du bruit de fond était supérieur a 2. Ensuite une analyse de variance a été réalisée
geéne par gene apres normalisation grace a I’intensité¢ de la Desmine sur les filtres. Le plan
d’expérience employé ne permet en aucun cas de comparer les niveaux d’expression entre les
génes pour un méme stade mais seulement les niveaux d’intensité pour un méme géne en
fonction du stade, la disponibilité de 12 répétitions par gene pour chaque stade rendant
I’analyse de variance statistiquement assez puissante.

Quarante trois transcrits uniques ne présentaient pas d’effet sonde et ont donc été
retirés de I’analyse. Les 190 transcrits restants ont été analysés par regroupement hiérarchique
agglomératif et peuvent €tre séparés en trois groupes distincts (Figure 32). Les valeurs
reportées dans la figure 32 sont les logarithmes en base 2 des ratios d’intensité par rapport au
stade 5. Soixante dix genes ont été classés dans le groupe I et apparaissent surexprimés aux
stades 0, 1 et 2 et sont soit induits, soit réprimes aux stades 3 et 4. Ce groupe de geénes ne
présente pas d’expression différentielle entre les stades 0 (quiescent) et 1 (renflement du
bourgeon). Il est principalement constitu¢ de génes dont la fonction est reliée au métabolisme,
en particulier le métabolisme des carbohydrates avec des EST codant potentiellement pour
une galactinol synthase, une glucan endo-1,3-B-glucosidase, une alpha-amylase/subtilisin
inhibitor. Ce groupe contient également en proportion importante des genes relatifs aux
mécanismes de défense et protection cellulaire, tels qu’une catalase isozyme 3, des
déhydrines, des protéines heat-shock ou encore une LEAS. Ensuite, on trouve des genes du
cycle cellulaire ou codant pour des protéines de liaison, ou encore la G3PDH. Le détail des
annotations des transcrits de chaque groupe est donné dans le tableau 2 de I’Annexe 1. A
I’inverse de la majorité¢ des génes du premier groupe, les 55 génes appartenant au groupe II
présentent une expression différentielle entre les stades 0 et 1, et sont, dans la plupart des cas,
réprimés aux stades ultérieures 3 et 4. Au regard des signaux précoces régulant le
débourrement, I’ensemble des génes de ce groupe est particulierement intéressant puisque leur

expression varie fortement entre le stade quiescent (# 0) et le stade début de débourrement (#
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1). Les transcrits relatifs a la synthese protéique et aux mécanismes de défense et protection
cellulaire sont majoritaires dans ce groupe. La plupart des EST présente une forte différence
d’expression entre les stades 0 et 1, comme celles codants potentiellement pour des protéines
ribosomales ou une protéine metallothionein-like de type 3, ou encore une glutathione S-
transferase. Les classes fonctionnelles lies au controle transcriptionnel et a 1’organisation de
la chromatine sont également bien représentées dans le groupe II avec les histones H3 et H4 et
des facteurs de transcription tels que DAG2 ou MONOPTEROS. Enfin, 5 autres catégories
sont représentées par un ou deux membres dans ce groupe (détail : cf. Annexe 1. Tableau 2).
Dans le groupe III, les 65 génes sont réprimés, comparativement au stade 5, durant quasiment
tout le débourrement a quelques exceptions pres. C’est donc au stade 5, et dans une moindre
mesure au stade 4, que ces geénes sont préférentiellement exprimés. Il s’agit principalement de
transcrits relatifs aux voies énergétiques, tels que les protéines M du photosysteme II, des
sous unités de la Rubis-Co, le complexe cytochrome B6-F, une plastocyanine ou encore une
ATPsynthase. Des transcrits codant potentiellement pour des protéines impliquées dans la

syntheése protéique ou la transcription sont également présents dans ce groupe.

2.2.2. Transcrits étudiés en RT-PCR quantitative en temps réel

Nous avons mesuré les niveaux d’accumulation de transcrits au cours du
débourrement pour quelques geénes par la technique de RT-PCR quantitative en temps réel.
Ces genes ont été choisis parmi les plus régulés au cours du phénomene de débourrement et
constituent des génes candidats expressionnels et/ou fonctionnels (cf. § 2.3.2.). Il a fallu, dans
un premier temps, rechercher un géne de contrdle dont 1’expression était suffisamment stable.
Apres le test de quelques EST, nous avons opté pour une protéine ribosomale 60S L13
(Figure 33). L expression de cette protéine est régulée au cours du débourrement mais nous
avons validé le profil d’expression sur des extractions d’ARN indépendantes et considérerons
donc que ce transcrit constitue notre gene de référence. Les niveaux d’accumulation de
transcrits des autres genes testés sont donc présentés relativement a ceux de ce geéne de
référence.

Le tableau 8 (page 71) présente les conditions PCR utilisées pour chaque fragment. Il
illustre le fait que la phase d’optimisation des réactions PCR a été fastidieuse et a nécessité de
tester les concentrations en chlorure de magnésium et en amorces, la température

d’hybridation, la durée de la phase d’hybridation et la durée de la phase d’élongation. Le

76



LEA 5fde™) Galactinal syniese (70" )

sovcces. | I = 2
e il

B0 pr

il |

Y| — o S

DOF ring finger protedn DAGE (4 ¢ ™'} Sephase kinase-associated protein 74 (7 &™)
o 3 0% + ! 4
0% |‘|ﬂ
1.5% ¢ |‘l_| 0% +
1.0% |--l—-
as — ) by [ i
oo L e - | ey el | l |

Podten specitic prodeln SE2175 ™) imblbitor [RASHE 0 ™)

i l—.—l s m.,‘_| 6

0% +
0%
0%
100% -
1.0% ¢
~I=N=) (I
SR ——
oo | oa Lk —
GIPDH [Fe™) AL T4F10 profein (Mypathetical proteing (8« ™)
% 385 -+
+ ) .
0% ] l_{_l 20% | +|
1.5% +
&Y L
I + I’ 1,0% -
M e | | = e -
| r
“ | | | || | | | | — u,l“ | J - L
TI9FE.0 profein (4 ™) InhILT S e™)
10%

ol " |1 it

1,0%

“._.J = L ] | e B

Figure 34 : Niveaux d’accumulation de 10 transcrits au cours du débourrement, estimés par
RT-PCR quantitative en temps réel.



principal obstacle a I’utilisation de cette technique réside dans la présence d’artefacts de
dimeres d’amorces en compétition dans le mélange réactionnel avec le produit PCR
recherché. Cette difficulté¢ a déja été reporté en PCR classique (Brownie et al., 1997) mais
apparait encore plus criante en PCR quantitative (Vandesompele et al., 2002). Une fois cette
mise au point effectuée, les niveaux d’accumulation de transcrits de 10 génes ont été estimés
et les résultats sont présentés a la Figure 34. Neuf répétitions au minimum ont été utilisées
pour chaque geéne afin de s’assurer de la reproductibilité de I’expérience. Les efficiences
s’échelonnent entre 77 et 99%, ce qui correspond a une activité correcte de I’enzyme Tagq
polymérase. Les niveaux d’expression varient de 0 a 108 000 % du niveau d’expression de
notre gene de controle et, dans tous les cas, ces résultats vont dans le méme sens (induction ou
répression) que ceux obtenus en reverse northern méme si les niveaux d’expression dans

I’absolu sont parfois différents.

2.2.3. Les mécanismes moléculaires régulés durant le débourrement

Le suivi d’expression des 190 transcrits uniques différentiellement exprimés au cours
du débourrement nous permet également de mettre en évidence les principaux mécanismes
moléculaires mis en jeu a chaque étape du déroulement de la croissance du bourgeon. En
effet, bien qu’une majorité de transcrits soient exprimés durant la totalité des stades analysés,
un certain nombre sont spécifiques d’un stade particulier, ou tout du moins significativement
induits ou réprimés a un stade donné.

La premicre catégorie fonctionnelle mise en évidence est celle des transcrits relatifs
aux mécanismes de défense et protection cellulaire. En effet, cette catégorie de génes est
majoritaire durant le stade quiescent et en début de débourrement. Si I’on observe le profil
d’expression du transcrit codant potentiellement pour une LEA 5 (Figure 34.1), il apparait
évident qu’un stress hydrique affecte le bourgeon au stade quiescent. En effet, bien que la
fonction biologique précise de ces protéines reste indéterminée (Wise et Tunnacliffe, 2004),
les LEA ont été isolées dans un panel de tissus végétatifs de plantes sous conditions de stress,
en particulier hydrique. En plus des protéines LEA, des transcrits codants pour des protéines
dehydrin-like et heat-shock s’accumulent en début de débourrement, vraisemblablement afin
de protéger les cellules du stress hydrique et/ou thermique. De la méme maniere, les niveaux
de transcrits d’une galactinol synthase augmentent en début de débourrement (Figure 34.2).

La galactinol synthase catalyse la premiere étape dans la voie de biosyntheése des Raffinose
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Family Oligosaccharides (RFO), et elle a déja été¢ décrite comme impliquée dans la tolérance
aux stress hydrique et thermique (Pukacka et Wojkiewicz, 2002; Taji et al., 2002; Zhao et al.,
2003). Les RFO semblent jouer un rdle dans la tolérance a la dessiccation chez les graines. La
conséquence de ces différents mécanismes protecteurs serait que I’intégrité des membranes et
des protéines est maintenue dans les tissus du bourgeon. Par ailleurs, il a ét¢ montré (Bray et
al., 2000) qu'un stress hydrique activait la production d'espéces radicalaires dérivées de
l'oxygeéne (reactive oxygen species, ROS) et augmentait la susceptibilité¢ aux pathogenes.
Dans notre expérience, on peut observer qu’un stress oxydatif prend effectivement place
durant le débourrement, et est neutralisé, entre autres, par 1’activation d’une catalase qui agit
sur I’élimination des radicaux libres. De plus, la régulation du potentiel osmotique par
accumulation de déhydrines, LEA ou de sucres pourrait aussi contribuer a la protection des
cellules contre I’oxydation (Rhodes et Hanson, 1993). En parall¢le, une endochitinase PR4
precursor est induite au cours du stade quiescent et en début de débourrement et pourrait
contribuée a la défense contre les pathogenes fongiques.

Concernant le cycle cellulaire, les niveaux d’expression des histones H3 et H4, ainsi
que des facteurs de transcription DAG2 (Figure 34.3) et MONOPTEROS, augmentent en
début de débourrement. Alors que les niveaux d’expression élevés des histones H3 et H4
reflétent une augmentation de ’activité de division cellulaire en général, I’induction de
certains facteurs de transcription putatifs pourrait apporter des indications quant aux processus
développementaux spécifiquement induits au moment du débourrement. En effet, DAG?2 a été
identifi¢ en tant que facteur de transcription impliqué dans le contrdle maternel de la
germination de la graine chez Arabidopsis (Gualberti et al., 2002). Dans le bourgeon, il
pourrait agir sur la levée de dormance, comme pour la graine, supportant ’hypothese de
I’existence de mécanismes de régulation similaires contrélant la levée de dormance d’un
bourgeon et d’une graine (Rohde ez al., 2000). Nous avons aussi trouvé que I’expression d’un
homologue de MONOPTEROS (MP) est induite durant le débourrement. MP est un facteur de
réponse a l’auxine (Auxin Response Factor, ARF) qui semble agir en tant qu’activateur
transcriptionnel, requis pour le controle de la formation de 1’axe dans I’embryon et dans les
phénomenes d’expansion cellulaire sous la dépendance de I’auxine (Hardtke et Berleth, 1998;
Hardtke et al., 2004). Un rdle similaire pourrait étre attribué a cet homologue MP trouvé dans
les bourgeons de chéne. Par analogie avec son équivalent chez Arabidopsis, ce géne pourrait,
en effet, permettre le transfert des signaux d’auxine, essentiels au développement du bourgeon
durant le développement. L’expression de régulateurs putatifs du cycle cellulaire est

¢galement affectée par le débourrement. En effet, SKPI (Figure 34.4) et pollen specific SF21
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(Figure 34.5) sont fortement induits au stade 4. Ce résultat pourrait indiquer que les
phénomenes de division et de différenciation cellulaire sont décalés dans le temps au cours du
débourrement, la division cellulaire débutant durant le stade quiescent tandis que la
différenciation apparaitrait principalement au stade 4 en parall¢le de la division encore trés
présente.

Du point de vue métabolique, I’activité¢ de glycosyl hydrolases, telles que la glucan
endo-1,3-f-glucosidase et la cyanogenic beta glucosidase precursor, est induite au stade
quiescent et en début de débourrement. Ces enzymes sont toutes deux induites par 1’acide
gibbérellique et jouent un rdle a la fois dans la mobilisation de la paroi des cellules et dans
I’¢longation cellulaire (Hrmova et Fincher, 2001), par I’hydrolyse des liaisons glycosidiques
liant les composants des parois. En contraste, une alpha-amylase/subtilisn inhibitor est trés
fortement exprimée au stade quiescent (Figure 34.6), suggérant que 1’hydrolyse des sucres
stockés ou du glycogéne est réprimée dans le bourgeon quiescent. La répression de
I’expression de ce gene des le stade 1 indiquerait le départ de la mobilisation des réserves de
sucres a ce stade. D’une maniere général, une activation des niveaux d’expression des genes
indispensables a la fourniture d’énergie est observée durant le débourrement, tels que des
transcrits codants potentiellement pour des protéines photosystem II reaction center M,
cytochrome B6-F complex, plastocyanin, oxygen-evolving enhancer protein 2, ATP synthase €
chain. L’expression de la Rubis-Co est également positivement régulée, comme celle de la
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Figure 34.7). L’augmentation du niveau
d’expression de la G3PDH au moment de la levée de dormance a déja été décrite par Wang et

al. (1991b).
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2.3. Sélection de GC

2.3.1. Méthodes combinées

L’emploi de la méthode SSH combinée a I’utilisation de filtres bactériens a haute
densité et des filtres a ADNc nous a permis de générer puis d’isoler un certain nombre de
clones d’ADNc de genes régulés durant le débourrement. Cette démarche stratifiée permet
d’identifier rapidement des génes différentiellement exprimés comme cela a été démontré par
Yang et al. (1999) a I’aide de la SSH et de microarray d’ADNc, ou par Nakata et McConn
(2002), en combinant SSH, SH et tri différentiel en une seule méthode. Dans le cas de notre
expérimentation, 1’utilisation successive de la SSH, des filtres bactériens puis des filtres
ADNCc présente 1’énorme avantage de réduire le nombre de clones différentiellement exprimés
et permettre 1’étude détaillée des clones sélectionnés a I’issu des différentes étapes. La SSH a
d’abord permis I’isolation de transcrits rares ou spécifiques de nos différents stades de
débourrement. Le tri différentiel a 1’aide des filtres bactériens a ensuite réduit le nombre de
clones intéressants de moitié (de 1800 clones a 900 clones) par la sélection de ceux présentant
une expression différentielle significative entre les stades Q, P et F. Enfin, 1’étude
d’expression par filtres ADNc a été conduite pour identifier les geénes fortement régulés au
cours du débourrement. En adoptant cette procédure par étapes, nous avons combiné les
avantages des approches de recherche de geénes globale et ciblée. Pour en revenir a la méthode
SSH, il est précisé¢ dans la publication de Diatchenko qu’elle permet de « générer des
populations d’ADNc hautement enrichies en genes différentiellement exprimés a la fois en
forte et en faible abondance ». C’est ce que nous avons pu vérifer : en effet, 6 des 10 transcrits
analysés en RT-PCR sont fortement différentiellement exprimés entre le stade quiescent (#0)
et le stade renflement du bourgeon (#1), a savoir LEAS, galactinol synthase, DAG?2, alpha-
amylase/subtilisin inhibitor (RASI), At2g14910 et At4g24120 (codant pour la protéine
hypothétique 77/9F6.8). De plus, les transcrits de RASI et LEAS sont respectivement 6 et 1000
fois plus abondant que le géne de contrdle au stade quiescent, alors que DAG2 est 55 fois
moins abondant que le transcrit de la protéine ribosomale 60S utilisée comme controle.

Les expériences de quantification par RT-PCR ont validé les résultats obtenus par
Northern Blot inverse. Cette technique est une méthode puissante pour la validation des
résultats issus d’études d’expression sur filtres (Chtanova et al., 2001; Jones et al., 2002;
Pfaffl et al., 2003). Son utilisation est documentée dans les domaines de la physiologie

animale, I’endocrinologie, I’immunologie, la virologie, la microbiologie (Hopkins, 2002;
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Pfaftl et al., 2003; Pinzani et al., 2004; Schams et al., 2003; Stram et al., 2004) ainsi que chez
les végétaux (Khan et Shih, 2004; Thomas et al., 2004). La PCR quantitative est considérée
comme une méthode de choix pour estimer les niveaux d’expression de transcrits de geénes et
elle est préférée aux méthodes plus traditionnels des filtres (Walker, 2002). Dans notre étude,
bien que nous ayons observé quelques divergences, les différences de niveaux d’expression
sont d’une amplitude comparable a celles observées par Northern inverse. Ces différences
d’expression peuvent étre expliquées en partie par la phase de synthése des ADNc réalisée a
I’aide de deux techniques différentes, et en particulier la phase d’amplification par PCR
utilisée dans le cas des sondes radioactives avec les filtres a haute-densité. En effet, bien que
les réactions PCR d’amplification du second brin aient été arrétées au cours de la phase
exponentielle, quelques transcrits ont pu étre artificiellement favorisés ou défavorisés. De
plus, dans le cas des filtres, certaines différences peuvent provenir d’hybridations croisées
entre génes d’une méme famille multigénique au contraire de la PCR quantitative ou les

amorces sont choisies pour étre spécifiques d’un gene.

2.3.2. Des candidats expressionnels et/ou fonctionnels ?

A ce stade de la partie expérimentale et avant de passer aux étapes ultérieures de
cartographie génétique et d’études d’association, nous avons réalisé la sélection d’un certain
nombre de génes sur la base de critéres d’expression et/ou de fonction potentielle. C’est le cas
des transcrits codants pour la galactinol synthase, DAG2, I’alpha-amylase/subtilisin inhibitor
(RASI), la S-phase kinase —associated protein 14 (SKP1), la pollen specific protein SF21 et
trois protéines hypothétiques Ar2g14910, At2g24120 et Zwh2l.1. Ces derniers ont été
sélectionnés parmi un certain nombre de transcrits trouvés différentiellement exprimés entre
les stades 0 et 1. Certains n’ont été choisis que sur la base de leur profil d’expression, tels
ceux codants pour les protéines hypothétiques A12g14910 et At2g24120 ou la galactinol
synthase, qui présentent une forte surexpression au stade quiescent et une expression nulle
aux stades 1, 2 et 3. A ce titre, ils peuvent constituer des signaux précoces menant ou résultant
de la reprise d’activité du bourgeon. D’autres transcrits présentent un profil d’expression
intéressant mais aussi une fonction potentiellement liée au déclenchement du débourrement.

En effet, le r6le de DAG2 en tant que régulateur de la germination de la graine chez
Arabidopsis (Gualberti et al., 2002) en fait un géne candidat intéressant a double titre : a la

fois fonctionnel et expressionnel. La protéine inhibitrice RASI est €¢galement intéressante d’un
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point de vue fonctionnel puisque 1’enzyme alpha-amylase qu’elle inhibe est impliquée dans
I’hydrolyse des réserves de sucres chez la graine des céréales qui accompagne le
développement de I’embryon, et pourrait, dans le bourgeon, étre impliquée précocement dans
la mobilisation des réserves nécessaires a la reprise de croissance. La protéine hypothétique
Zwh21.1 contient un certain nombre de domaines F-Box, qui constituent des éléments
nécessaires au déroulement du cycle cellulaire. Une fonction présomptive de ces génes dans le
déroulement du débourrement reste, bien entendu, entiérement a démontrer. Certains
transcrits, enfin, constituent surtout des candidats fonctionnels car leur expression ne semble
pas parfaitement corrélé au déroulement du débourrement. En effet, la protéine SKP/ est une
composante du complexe SCF (SKP1-Cullin-F-Box) indispensable au déroulement de la
transition entre phases G1 et S du cycle cellulaire chez la levure, et potentiellement chez les
plantes (Horvath et al., 2003). Ce complexe semble, par ailleurs, réguler un certain nombre
d’aspects du développement floral chez Arabidopsis (Ni et al., 2004). Ces connaissances en
font un geéne candidat pertinent du point de vue fonctionnel. De la méme manicre, la protéine
pollen specific SF21 fait partie de la famille des protéines NRDG, dont la fonction
moléculaire et cellulaire exacte reste a déterminer mais qui sont impliquées dans les
phénomenes de différenciation cellulaire.

L’ensemble de ces génes forme donc un premier groupe de genes candidats issus des
études d’expression. En paralléle, un second groupe de GC est constitué des genes reportés
dans le Tableau 2, intéressants a tester dans le cas du débourrement au regard de leur
implication dans la dormance ou la germination des graines. Une partie de ces GC potentiels a
donc fait I’objet de la seconde partie de cette approche expérimentale qui a consisté a les
cartographier sur les cartes génétiques existantes et a analyser les colocalisations résultantes
avec les QTL cartographiés durant des travaux de thése précédents (Casasoli, 2004; Scotti-

Saintagne, 2003).
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® Conclusions de I’approche transcriptomique

Cette partie expérimentale, consacrée a I’étude du transcriptome, a donc confirmé le
grand intérét d’une approche combinée banques SSH, filtres bactériens puis ADNc a haute
densité et, enfin, RT-PCR quantitative en temps réel pour mettre en évidence les mécanismes
moléculaires fortement régulés au cours du débourrement mais aussi pour sélectionner un
certain nombre de geénes candidats potentiels au regard de leur différentiel d’expression entre
les stades de débourrement, et en particulier entre I’état quiescent et le début de renflement du
bourgeon. L’étude est originale puisque elle constitue une des premicres a suivre le niveau
d’expression de transcrits en conditions naturelles durant la totalité du processus de
débourrement depuis 1’état quiescent jusqu’au début de croissance végétative matérialisée par
I’allongement des entre-nceuds. Les phénomenes de stress hydrique, oxydatif et thermique ont
été mis en évidence dés le stade quiescent et dans les premiers stades du débourrement. Le
processus de division cellulaire est activé lors de la reprise de croissance visible du bourgeon
mais €également des la fin du stade quiescent juste avant le début de renflement du bourgeon.
Dans le méme temps, les niveaux de transcrits de facteurs de transcription, liés a la reprise de
croissance des graines ou a 1’expansion cellulaire sous le contrdle de I’auxine, augmentent
dans les tissus du bourgeon. Par exemple, 1’étude nous a révélé la sur expression du facteur de
transcription DAG2 dans le bourgeon quiescent. Ce résultat est original et intéressant
puisqu’il supporte I’hypothése de mécanismes similaires de levée de dormance d’un bourgeon
et d’une graine, puisque DAG2 est impliqué dans le contréle maternel de la germination de la
graine chez Arabidopsis thaliana.

La construction de banques SSH d’EST de chéne a, par ailleurs, permis 1’isolation de
nombreux transcrits sans équivalent dans les bases de données protéiques ou d’EST. C’est un
résultat prometteur pour 1’identification et la caractérisation de génes impliqués dans la levée
de dormance et le débourrement du bourgeon, puisqu’aucun gene de fonction connue n’a
encore permis de disséquer le fonctionnement de ces deux processus. La caractérisation
fonctionnelle de ces transcrits codant pour des protéines inconnues pourrait permettre une
meilleure compréhension de ces deux phénomenes développementaux majeurs dans la vie de
I’arbre. Mais dans le cadre de cette thése, 1’objectif principal est de localiser les régions
génomiques (genes, QTL) impliquées dans la variabilit¢ phénotypique du caractere de

débourrement. Pour ce faire, les génes candidats définis précédemment vont donc, dans un
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premier temps, €tre cartographiés afin d’étudier leur localisation par rapport a celle des QTL
impliqués dans le débourrement chez deux especes de Fagacées, le chéne et le chataignier. Ce
travail devrait permettre d’affiner la localisation des régions génomiques controlant le
caractere de débourrement. En parallele, ’implication des geénes candidats dans la variabilité
phénotypique observée du caracteére sera analysée par le biais d’études d’association, apres

avoir décrit la structuration de la diversité nucléotidique au sein de ces genes.
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C. Cartographie comparée et colocalisation entre GC

et QIL

00 ESTIT21175  0,0—f— CsCAT16 N N A
A ), AGS n
. quru-GA-OCO11 o0 o 34— ESTCL38
87— EstoLar /68—~ ESTiT21 8.4~ EsTs08A07 6,9~ 1~ ESTS07A )
53 CSCAT8 10,9~ ESTS03E05 A1 ESTCL75 8¢ EHYB/D 05—~ ESTCLO4
/ci1168 QrZAG31Lb L 47 5STONA
it Biven ' 7s STOLA [ EsToLm 206 ESTS02G03 202 19,6~ |~ ESTS07C03
. 25, ESTS02F02 - 239 CsCAT15 . 196 ESTCL83\24,5+] | - QpzAGS8L
o3 et QnzaaH ESTCL10127.6 esteLry/ 283 GecaTat Ll =8 ESTOLS\R2903\[ ]/ ETo07A00 268
344 EMCs13, ’ QrzAG87 QpZAG119 338 EST2T11 QiZAGT3 366 ESTCL31 207
ESTCL6S 2 ESTsosct 363 CsCAT5S TN ESTAE 380~ msarag
. N X 40,2 L27
453 estcls ESTOLS7 Y Qpzacas 408 QizAgi102 42,51 CsCAT14 ESTCL5— 43.8~\\-{/ ESTCL5d _ 41.2 | | quru-GA-1F0241,8 —[[— ESTIT25
:g‘g Eg:,gsgo & AG7°“:; 870 (E]’ZTA GL; o ESTS01EQZ43,9 ESTS01E07 45,0 [~ QpZAG16 /
’ 51270 EMCs2 ~Qzacss ’ 52,0~ EST1T250124
oS 57,2 ESTCL24 5660 ESTS02G03 56,0~ MsQa =y
QpZAGH64 CsCAT15
ESTS08A01=ESTS0BAO7 67,90~ QiZAG39 U
ESTZTSEu
Q7 Cc5 Q8 c7 Q9 c9 Q10 c10 Q11 c3 Q12 Cc12
— ESTOL8O' 0,0=F ESTCL16d n n 0.0~ QrzAG2 _ A -
T EStsoig s [esroso  S87 ESTO07 30 B SRaez 00 _— oo~fi-EsToLz
i 52——ESTCL20
cncers 7.7~ QrzAG111 so| | evcsaz
3 10,8 S
15.0——ESTCLR Y5-I 1 esTs01A080 2 1127] | Gotz
1,1 QpzAGTs 18,9~ |- ESTS07G06 17,0 ESTS08D11
3.2 - QrzAG31S 23,1~ | QrzAG103
28,2~ ESTS07B10 6,0 ESTCL9 23,7~ [~ CsCAT17/2 24,81 ESTS08GOR! g; ES%LQ%H 1.8 ESTCL76
Estcles 2527 16— apzacts ! /00 SLL-ESTSO8H11 : -
EMCs1t 351 : {—ESTSoeBO7 AN [T 342~ |-EsTITI2 31,4~ ESTSO6E10
39,6 QpZAG1/5 EMCs4 39,0k mie-v-af [[*2° SToLT2 X /3533 EsTCL78 378 QrZAG8
: quIL-GA-OAO1 20,0 ESTCL96 42,1\[] Qrzact12
T qur . 423 TTTESTOLTE ga1—1-QzaGe 428 e ESTS08ATS
48,1~ QrZAG108 458 ESTCL8 183——QrzAGT 487~ |- Qizaca 43,0 ESTCL82
55,0~ QIZAGSS 491 qur-GA-Qp7 ’ Ns10-1 488~ [~ QrzaG18L
56,3~ QrZAG49 54477~ QrZAGRE 56,4 ESTOL76
;97— QpzAGED Ksa,a —--QizaGes 58,6~ ESTS06E10
/ 60,5 QIZAG18S 595 QrZAG30
85,40 QpZAG3/62
69,1 —5— QpzaGe 70,1—5— QpzAG110 v
. PEAGTION 1 g——apzactio 04—~ GpzAGI02 ESTITI1
EST2T3 et
76,3~ QiZAG15 EST2T13

88,6~

85






Dans le cadre de cette theése, 1’utilisation de la cartographie comparée doit nous
permettre de préciser si les régions génomiques (QTL, GC) potentiellement impliquées dans
la variation de la date du débourrement sont conservées entre especes différentes au sein de la
famille des Fagacées. En ce sens, un projet de cartographie génétique comparée avait débuté
en 2000 dans le cadre du projet européen CASCADE afin d’aligner les cartes génétiques du
chéne et du chataignier européen. L’utilisation des EST issues de notre travail et des GC
identifiés lors de 1’approche transcriptomique est venue complétée le travail accompli
précédemment.

Quatre objectifs principaux étaient poursuivis dans cette partie expérimentale. Le
premier objectif était de pouvoir relier entierement les cartes génétiques du chéne et du
chataignier en alignant ’ensemble des douze groupes de liaison existants chez les deux
especes, a 1’aide de marqueurs orthologues dérivés des EST. Le projet CASCADE avait
permis, dans un premier temps, d’associer 7 des douze groupes de liaison chez les deux
especes (Barreneche er al, 2004) a l’aide de marqueurs microsatellites qui avaient
précédemment été trouvés transférables d’une espéce a I’autre (Steinkellner ef al., 1997). Le
second objectif était de comparer la position des QTL impliqués dans le débourrement afin de
les valider chez les deux especes. Le troisieme objectif était de cartographier les GC
identifiés. Enfin, le quatriéme objectif était d’analyser les colocalisations entre les geénes
candidats et les QTL pour le débourrement dans le but d’évaluer la pertinence du choix des
GC précédemment sélectionnés. Les deux premiers objectifs, ainsi que les deux suivants dans
une moindre mesure, étaient également inclus dans le travail de thése de Manuela Casasoli
(2004), qui a réalisé la majeure partie du travail expérimental de ce chapitre, avec I’aide
ponctuelle de Caroline Morera-Dutrey, dans le cadre d’un stage de Licence en Sciences de la

vie et de la santé.
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® Matériel et Méthodes

La construction des cartes génétiques originales sur chéne (Quercus robur)
(Barreneche et al., 1998) et chataignier (Castanea sativa) (Casasoli et al., 2001), la
cartographie comparée réalisée a 1’aide de marqueurs microsatellites (Barreneche et al.,
2004), ainsi que les études de recherche de QTL menées sur les deux especes (Casasoli et al.,
2004; Scotti-Saintagne et al., 2004) ne seront pas présentées dans cette partie. Nous nous
focaliserons sur la cartographie comparée réalisée a 1’aide d’EST, la comparaison des QTL

entre chéne et chataignier, ainsi que la colocalisation entre GC et QTL.

1.1. Amplification et cartographie des marqueurs EST

1.1.1. L’amplification des marqueurs deérivés des EST

Au total, une centaine d’EST provenant des banques SSH d’ADNc développées au
cours de I’analyse transcriptomique ont été utilisées dans cette partie du travail expérimental.
Les huit GC, précédemment identifiés, ont été inclus dans 1’analyse ainsi que deux des genes
candidats fonctionnels issus des connaissances disponibles sur la dormance et la germination
des graines (GA 3-B-hydroxylase et GA 20-oxydase). L objectif prioritaire étant d’aligner les
douze groupes de liaison du chéne et ceux du chataignier, le choix des amorces
d’amplification a été réalisé¢ afin de maximiser la probabilité de transfert entre les deux
especes. Dans un premier temps, une centaine de séquences, potentiellement homologues de
protéines de fonctions connues, ont été utilisées pour rechercher des séquences homologues
dans les bases de données, a 1’aide de la procédure BLAST (Altschul et al., 1997).
L’ensemble des séquences homologues pour chaque EST (deux ou trois par EST en général) a
été aligné avec I’EST de chéne correspondante (CLUSTALW,

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) afin d’identifier les régions les plus conservées entre especes.

Des paires d’amorces ont ensuite ¢t¢ dessinées a 1’aide du logiciel Primer3, disponible a

I’URL : http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi. Trois critéres principaux

ont été appliqués pour le choix des paires d’amorces : i/ les amorces €taient sélectionnées dans
une région du fragment d’ADN conservée entre especes, i1/ la taille attendue du fragment était
fixée entre 100 et 450 pb, iii/ la température d’hybridation était comprise entre 55°C et 60°C.

Le critere de taille était dicté par deux contraintes. La premiére est liée aux techniques de
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Tableau 9 : Liste des marqueurs STS (Site Tagged Sequences) dérivés des GC : séquences des amorces, résultats d’amplification et de

cartographie.
Nom de ’EST Numéro Amorce Forward (5°->3°) Amorce Reverse (5°->3°) Taille Taille Groupe de
d’accession attendue observée liaison
(b (b 0o-C

01B07 CR627507 CGATGAGGAGCTCAAGAACT CCATTGGTTCTCCCTGCGAA 235 1400 nd - nd

S-phase kinase-

associated protein 1A

06G05 CR627759 ACAACGGGGCAAGTCCATTAGA CTATATAATCTGAGGCAGCGG 279 279 nd —nd

Unknown (Zwh21.1

hypothetical protein)

08A01 CR627918 TCAAATTCAATGTTCTCTGGATGG GAGGTACTTCAATGCTGGCTTCTT 210 500 3-nd

Galactinol synthase

08C11 CR627947 TGAAGCAGGAAGCGTCCAAAGT GCCATTCTAGGTGTTGAAGG 316 316 2-1

Unknown (T19F6.8

hypothetical protein)

08G04 CR627986 CAGCATTACTTGGCAGGGATAGGA CAACCGGAAAAGGGATGAAGTGT 393 1000 11 -nd

Unknown (At2g14910

hypothetical protein)

07B10 CR627781 CTACAGCCTCACTCAACCAAGATA TCCAAAGCTGAAAGATGAGTAGAG 360 360 8 -nd

DOF zinc finger

protein DAG2

09C04 CR627822 ACACATGCCATAGAAGTAGAGT AGCCAGCTCTTGTCACTTAT 410 2000 nd - nd

Pollen specific protein

SF21

08B04 CR627933 TTCGTGAGCCTTCGTCTTCTC ACAGTGCCGGACGTCCTCTTCAA 327 327 9 -nd

Alpha-

amylase/subtilisin

inhibitor (RASI)

GA 3-B-hydroxylase TCCCTAAGCGTATGTGGTCC CCCTCTCGTGTTGTTTTGGT 347 600 5-nd

GA 20-oxydase TCAGCTCAACCAGACTCATC TTGAAAGTGCCATGAAGGTG 409 500 nd - nd




révélation du polymorphisme employées (SSCP et DGGE) qui sont a leur optimum
d’efficacité pour des fragments compris entre 200 et 600 pb. La seconde est liée a la nature
méme des EST qui ne contiennent pas les éventuels introns présents au niveau de I’ADN
génomique. Il est par conséquent plus prudent d’abaisser la limite supérieure de taille afin de
tenir compte de la présence potentielle d’introns dans les fragments amplifiés. En suivant ces
critéres, 73 paires d’amorces ont été dessinées. Les séquences des amorces ainsi que les tailles
attendues des fragments amplifiés et cartographiés avec succeés sont présentées dans le
Tableau 1 de I’Annexe II. La liste des marqueurs dérivés des GC, préalablement sélectionnés,
est présentée dans le Tableau 9. Les amorces avaient ét¢ précédemment utilisées pour
I’analyse des niveaux d’accumulation de transcrits en RT-PCR quantitative. A partir de cette
étape, les marqueurs obtenus par amplification d’un fragment de géne grace a des amorces
¢tablies sur une EST seront nommés STS (Site Tagged Sequences).

En dehors des génes candidats pour lesquels les conditions de PCR avaient déja été
mises au point (Tableau 10), un protocole de PCR « touchdown » (Don et al., 1991) a été
employé pour les 73 nouvelles paires d’amorces. Le principe de la méthode est que la
température d’hybridation n’est pas constante mais diminue au fur et a mesure des cycles
d’amplification. Cette méthode permet d’étre trés spécifique durant les premiers cycles et
ainsi d’éviter les mésappariements. Dans une deuxiéme phase, la température reste constante.
Cela mene, en général, a une amplification plus efficace. Les réactions ont été faites dans un
volume réactionnel total de 12,5 pL, contenant 1,25 pLL de Tampon 10X PCR (Invitrogen), 2
mM de MgCl,, 200 uM de chaque dNTP, 0,2 uM de chaque amorce, 100 ug/ml de BSA, 5 a
10 ng d’ADN génomique et 0,4 U de Taq polymérase (Invitrogen). Les amplifications ont été
conduites dans une machine GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) avec les conditions
suivantes : 10mn a 94°C, 10 cycles touchdown de 45 s a 94°C, 45 s a la température
d’hybridation décroissant de 0,5°C a chaque cycle, Imn a 72°C, puis 25 ou 30 cycles de 45 s
a 94°C, 45 s a la température d’hybridation, 1mn a 72°C, et une phase d’extension finale de
10mn a 72°C. Les conditions PCR ont donc été optimisées pour obtenir une bande amplifiée
unique. Les températures d’hybridation ainsi que le nombre de cycles utilisés pour chaque
STS sont présentés dans le Tableau 1 de I’Annexe II. La qualité et la taille des produits

d’amplification ont été vérifiés sur gel d’agarose (1,5% ; TBE 0,5X ; 0,1% BET).
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Tableau 10 : Protocole d’amplification PCR des GC.

Nom de ’EST Protocole d’amplification*([MgCI2])
08A01
Galactinol synthase | p 94°_10° // 94°-45°¢ / 53°-45°¢ / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (1,5 mM)
07B10 P 94°-10° // 94°-45¢ / 53°-45¢ / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (1,5 mM)
DAG2

GA 3-B-hydroxylase

M 94°-10° // 94°-1° / 54°-1" / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (2,5 mM)

GA 20-oxydase

M 94°-10’ // 94°-1° / 50°-1°¢ / 72°-1" (40 cycles) // 72°-10° (2 mM)

08B04 P 94°-10" // 94°-45°¢ / 56°-45° / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (2 mM)

RASI

08G04 M 94°-10’ // 94°-1" / 54°-1° / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (3 mM)
At2g14910

01B07 P 94°-10’ // 94°-45°¢ / 56°-45¢ / 72°-1"15"" (35 cycles) // 72°-10’ (1,5 mM)
SKP1

09C04

Pollen specific P 94°-10° // 94°-45°¢ / 53°-45°¢ / 72°-1°30°* (35 cycles) // 72°-10° (1,5 mM)
protein SF21

06G05 P 94°-10° // 94°-45°¢ / 53°-45°¢ / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10" (1,5 mM)
Zwh21.1

08C11 P 94°-10° // 94°-45° / 54°-45°¢ / 72°-1" (35 cycles) // 72°-10° (2 mM)
T19F6.8

* P : machine GeneAmp PCR System 2700 ; M : machine RoboCycler Gradient 96
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Figure 35: Principes des méthodes DGGE et SSCP. Sur le schéma de la DGGE, le point bleu
sur I’ADN indique la position d’une substitution entre les fragments a et b.



1.1.2. La cartographie des STS

Les techniques DGGE (Denaturating Gradient Gel Electrophoresis, (Myers et al.,
1987)) et SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism, (Orita et al., 1989)) ont été
utilisées pour détecter du polymorphisme au sein des marqueurs STS amplifiés (Figure 35).
Les procédures expérimentales suivies sont celles décrites par Temesgen (2001) pour la
méthode DGGE et Plomion (1999) pour la méthode SSCP. Dans un premier temps, les deux
parents ainsi que 6 individus F; de chaque pedigree ont été chargés sur gel SSCP. Si un
polymorphisme était révélé, la technique SSCP était appliquée pour cartographier le fragment.
Sinon, les parents et les mémes 6 individus étaient analysés par DGGE. Dans le cas ou aucun
polymorphisme n’était révélé par I’une ou I’autre des deux techniques, le fragment STS n’a
pas été cartographié. La technique SSCP a été testée en premier lieu car elle est plus efficace a
révéler des mutations et également plus facile a optimiser que la technique DGGE.

Les populations de cartographie analysées sont celles utilisées pour la construction des
cartes de Q. robur (Barreneche et al., 1998) et C. sativa (Casasoli et al., 2001). Cinquante et
un individus supplémentaires ont été génotypés pour les STS polymorphes donc 57 individus
au total ont été génotypés. Cet effectif résulte d’un compromis entre la puissance de détection
d’une liaison génétique et une contrainte technique. En effet, 50 individus sont suffisants pour
détecter une liaison statistique 2 moins de 20 cM dans 90% des cas et dans 100% des cas a
moins de 10 cM (Liu, 1998). Les deux cartes génétiques utilisées €tant saturées et les groupes
de liaison bien définis, tout nouveau marqueur sera quasiment toujours li€ a un autre
marqueur de la carte a moins de 20 cM de distance. Techniquement, deux gels de 28 puits (56
¢chantillons) sont disponibles dans une chambre d’électrophorése ce qui convient a la
migration de 51 individus, les 2 parents et 3 marqueurs de migration. Les logiciels MapMaker
v.2 (Lander ef al., 1987) et JoinMap v.3 (Van Oijen et Voorrips, 2001) ont été utilisés pour
I’analyse de liaison en considérant un seuil de LOD de liaison de 6.0 et la fonction de
Kosambi (1944) pour le calcul des distances génétiques. Pour six STS, le seuil a été abaissé a
4.0 mais le résultat est confirmé par la liaison avec plusieurs marqueurs du groupe et la
présence du méme STS sur le groupe homologue chez 1’autre espece.

Pour finir, les marqueurs STS ont été séquencés chez le chéne et chez le chataignier
pour valider Iamplification du géne correspondant a I’EST de départ et 1’homologie de
séquence entre les deux especes. Le produit amplifié de chaque espece a été séquencé a 1’aide

du kit de séquencage DYEnamic™ ET Dye Terminator (Amersham Biosciences Inc.) sur

&9






séquenceur capillaire automatique MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences Inc.). Les
séquences ont ¢été alignées a D’aide du logiciel ALIGNn, disponible a I'URL:

http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/alignn_in.pl afin d’estimer le pourcentage

d’identité entre les deux séquences.
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1.2. Cartes de liaison consensus et cartographie comparée des QTL

L’objectif final de cette partie est de pouvoir comparer la position des QTL impliqués
dans le débourrement entre le chéne et le chataignier. Or, les deux cartes génétiques utilisées
pour la détection de QTL ne contiennent pas beaucoup de marqueurs communs entre le chéne
et le chataignier. Par ailleurs, la stratégie utilisée pour la construction des cartes (double
pseudo test-cross) implique que la détection des QTL est faite séparément sur les deux cartes
parentales male et femelle. Cependant, comme la carte utilisée pour la détection de QTL
dérive de la carte contenant I’ensemble des marqueurs orthologues, il est possible d’intégrer
toutes les informations (marqueurs orthologues et position des QTL) dans une seule carte chez
chacune des deux especes. Les QTL pourront alors étre comparés entre espéces grace aux
marqueurs orthologues. Trois étapes sont nécessaires pour aboutir a cette comparaison : i/
construire une carte consensus de chaque espece, i1/ projeter les QTL sur cette carte consensus
grace aux marqueurs communs, iii/ comparer la position des QTL sur les cartes des deux

especes grace a des intervalles communs identifiés par les marqueurs orthologues.

1.2.1. Construction des cartes de liaison consensus chez Q. robur et C. sativa

Dans un premier temps, pour chacune des deux especes, une carte consensus a été
construite afin de regrouper les marqueurs et les liaisons entre ces marqueurs, issus des
différentes études de cartographie, dans une seule et méme carte pour chaque espece. Dans
ces deux nouvelles cartes consensus, ont été regroupés certains des marqueurs contenus dans
chacune des cartes parentales utilisées pour la détection de QTL (Casasoli et al., 2004; Scotti-
Saintagne et al., 2004), tous les microsatellites cartographiés précédemment chez les deux
especes (Barreneche e al., 2004) ainsi que la totalité des STS cartographiés dans cette étude.
Pour chaque espece, deux étapes ont été nécessaires afin de construire une carte génétique
consensus unique, a 1’aide des logiciels MapMaker et JoinMap:

- MapMaker a d’abord été utilis€ pour construire une carte jalon de chaque parent dans
chacune des deux espéces. Quatre vingt quatorze individus ont été utilisés chez le chéne et
96 chez le chataignier, dont 57 avaient été génotypés avec les STS. L’ordre des marqueurs
a été optimisé grace a I’option « ripple », qui permet d’obtenir 1’ordre le plus probable des

marqueurs. Les marqueurs positionnés avec un LOD de liaison < 2.0 ont été retirés.
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L’ordre des marqueurs dans ces deux cartes jalons coincide avec celui de la carte QTL, a
quelques exceptions pres pour des marqueurs étroitement 1i€s ;

le logiciel JoinMap a ensuite permis d’intégrer les données de ségrégation des deux cartes
parentales dans une carte consensus. La liaison est rendue possible par 1’utilisation des
marqueurs informatifs chez les deux parents et ségrégant 3:1, 1:2:1 ou 1:1:1:1.
Comme la densité de marqueurs est augmentée par rapport aux cartes parentales et que les
couples de marqueurs 1:1/3 :1 et 1 :1/1 :2 :1 sont peu informatifs pour estimer le taux de
recombinaison (Ritter et al., 1990), ’optimisation de I’ordre des marqueurs est rendue
plus délicate et plusieurs combinaisons peuvent apparaitre avec la méme probabilité
d’occurrence. C’est pourquoi I’option « fixed order » proposée par le logiciel JoinMap a
été utilisée lorsque D’introduction des marqueurs 3:1 et 1:2:1 entrainait de fortes
incohérences (marqueurs inversés a une distance supérieure a 5 ¢cM) par rapport a I’ordre
optimis€¢ de MapMaker et a I’ordre sur la carte de détection des QTL. L’ordre de certains
marqueurs a alors été fixé pour correspondre a ces derniers puis les autres marqueurs ont
¢été intégrés. L option « fixed order » n’a, en revanche, pas été utilisée si I’ordre proposé
par JoinMap correspondait a celui donné par MapMaker pour la construction de la carte
jalon de détection des QTL. Par ailleurs, tous les marqueurs orthologues ont été inclus
dans les deux cartes consensus.

Grace a cette stratégie, la carte consensus contient un certain nombre de marqueurs en

commun avec la carte jalon de détection des QTL, qui vont permettre d’inclure les

informations relatives aux QTL, mais aussi la totalité des marqueurs orthologues entre les

deux especes; deux prérequis indispensables a la comparaison des positions des QTL

controlant le débourrement entre le chéne et le chataignier.

1.2.2. Projection et cartographie comparée des QTL

Grace aux marqueurs communs aux cartes consensus et de détection des QTL, les

QTL ont pu étre positionnés sur la carte consensus de chaque espece. A cette fin, le logiciel

BioMercator (Arcade et al., 2004) a été utilisé. Il permet, en effet, par un processus de

projection homothétique®, de synthétiser des données de marqueurs et de QTL issus de

différentes expériences dans une seule carte génétique. Une carte consensus contenant tous les

% Projection homothétique : projection qui conserve les rapports des distances entre les QTL ou les marqueurs
projetés (cf. homothétie).
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genes, les marqueurs génétiques et la position des QTL a donc €té construite. Concernant les
QTL, la position, mais aussi I’intervalle de confiance sur cette position ont été projetés. De
cette manicre, les 27 et 21 QTL détectés année par année pour le débourrement,
respectivement sur le chéne et le chataignier, ont été projetés sur la carte consensus de chaque
espece. Afin de pouvoir comparer les positions respectives des QTL entre Q. robur et C.
sativa, des intervalles communs aux deux cartes ont été identifiés grace aux marqueurs
orthologues. Un intervalle commun est défini, sur un groupe de liaison, comme la région qui
partage les mémes marqueurs othologues a ses extrémités. Ces intervalles sont comparables
s’ils représentent au minimum 5 ¢cM de longueur. En dessous de cette distance, 1’ordre des
marqueurs est peu fiable pour des marqueurs génotypés sur 57 individus. Lorsque plus d’un
marqueur ¢tait cartographié a D’extrémité d’un intervalle commun, le marqueur le plus
informatif ou génotypé sur le plus grand nombre d’individus a été choisi comme marqueur
limite de I’intervalle. A titre d’exemple, le marqueur EMCs11 génotypé sur 96 individus a été
préféré a ’EST Cons126 génotypée sur 57 individus F; sur le groupe C5. Sur les groupes de
liaison Q12-C12, ’EST 06E10, ségrégant 1 :1 a été préférée a ’EST Cons105, ségrégant 1 :3.
Une fois les intervalles identifiés entre les cartes consensus du chéne et du chataignier, des
QTL uniques ont été¢ définis pour chaque espece. En effet, plusieurs QTL peuvent étre
positionnés dans la méme région génomique, comme des QTL détectés sur deux années
différentes ou des QTL ayant la méme position sur la carte femelle et la carte male. Comme il
peut s’agir du méme QTL détecté plusieurs fois, nous avons considéré qu’il s’agissait d’un
QTL unique lorsque la position la plus probable d’un ensemble de QTL se trouve dans le
méme intervalle identifié par les marqueurs orthologues,. Si la position la plus probable est
contenue entre deux intervalles, le QTL est alors positionné dans I’intervalle contenant les
autres QTL pour le caracteére ou la plus grande longueur de I’intervalle de confiance. Cette
définition du QTL unique est évidemment une définition pratique et subjective qui permet la
comparaison de la position des QTL entre les deux espéces. Cette stratégie nous permet de
conclure que lorsque la position le plus probable est contenue dans le méme intervalle, les
QTL sont colocalisés entre Q. robur et C. sativa. Enfin, la probabilité que les colocalisations
apparaissent au hasard a été calculée selon la formule donnée par Lin ez al. (1995), avec de
légeres modifications décrites par Feltus (2003). Ainsi, sous 1’hypothése de distribution
aléatoire des QTL, la probabilité que la coincidence entre les QTL dans une région donnée du

génome soit due au hasard est égale a :
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i

ou n = nombre d’intervalles comparés ; | = nombre de QTL détectés dans 1’expérience avec le
plus grand nombre de QTL ; s = nombre de QTL détectés dans la seconde expérience ; m =
nombre de QTL « colocalisés » entre les deux expériences. Les expériences correspondent,

dans notre cas, aux deux especes.
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Figure 36 : Pourcentage de STS amplifiés et informatifs chez le chéne et le chataignier par
rapport aux 82 paires d’amorces initialement dessinées.



@ Résultats et Discussion

2.1. L’alignement des douze groupes de liaison grace aux STS

2.1.1. L amplification et la cartographie des STS

Les résultats de I’amplification des STS chez les deux espéces sont trés similaires. En
effet, parmi les 83 paires d’amorce dessinées, respectivement 64/83 (77%) et 62/83 (75%) ont
amplifi¢ une bande unique et bien visible chez le chéne et le chataignier (Figure 36). Seuls
trois STS amplifiés chez le chéne n’ont pas ét¢ amplifiés correctement chez le chataignier et
un seul STS en sens inverse, c'est-a-dire amplifié correctement chez le chataignier mais pas
chez le chéne. Les amorces écartées de 1’étude pour la cartographie sont celles dont le résultat
est un produit d’amplification présentant plusieurs bandes, méme a température d’hybridation
¢levée (65°C), ou celles qui ne fournissent aucune amplification. Seuls les STS amplifiés et
cartographiés avec succes ont été reportés dans le tableau 1 de I’Annexe II. Sur la base de la
séquence EST, les tailles attendues des fragments amplifiés varient entre 115 pb et 454 pb,
alors que les tailles obtenues varient entre 120 pb et 1600 pb (Tableau 9 et Table 1 Annexe
II). Soit la taille correspond a celle attendue pour les deux especes, soit elle correspond a celle
attendue chez une seule des deux espéces, soit la taille ne correspond pas a la taille attendue
chez les deux especes. Parmi les 65 STS correctement amplifiés chez ’'une ou 1’autre des
deux especes, 42% (27/65) résultent en un fragment de taille équivalente a ’EST de départ
chez les deux especes tandis que 37% (24/65) présentent une bande de taille supérieure a celle
attendue chez les deux especes. Ces produits d’amplification, de longueur supérieure a celle
prédite sur la base de la séquence EST, contiennent vraisemblablement des introns. Enfin, 14
STS (21%) amplifient un fragment de taille différente entre le chéne et le chataignier. A ce
stade, on peut déja observer que la structure des genes est bien conservée entre les deux
especes puisqu’il y a concordance, dans la plupart des cas (79%), pour la présence éventuelle
d’introns dans le fragment amplifié.

La technique SSCP a été privilégiée pour la cartographie des fragments STS amplifiés
du fait de sa plus grande efficacité a révéler des mutations mais aussi sa plus grande simplicité
d’optimisation des conditions de migration. Seuls six fragments ont été cartographiés par la
technique DGGE et 15 fragments correctement amplifiés n’ont pas pu étre cartographiés par
absence de polymorphisme ou parce que les conditions de migration en SSCP ou DGGE n’ont

pas pu étre optimisées. Au final donc, 50 fragments issus du séquencage des banques SSH,
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dont 6 sélectionnés en tant que génes candidats pour le débourrement, ont été cartographiés
chez I'une ou ’autre des deux especes. Dans le détail, 43 des 64 STS (67%) amplifiés chez le
chéne sont informatifs dans la famille de pleins fréres de chéne utilisée pour la cartographie,
et 34 des 62 fragments (55%) amplifiés chez le chataignier sont informatifs dans la famille de
pleins freres de chataignier. Les deux techniques de cartographie employées dans cette étude
se montrent donc parfaitement efficaces a révéler des mutations de séquence. L utilisation de
marqueurs STS n’est certainement pas étrangére a ce résultat puisque 1’amplification de
séquences d’introns ou d’extrémités 3’-UTR, comme c’est le cas de 58% des STS chez au
moins une des deux especes, augmente la probabilité de détecter des polymorphismes. Les
exons sont, en effet, moins variables que les deux types de séquences précédemment cités. Par
ailleurs, six de ces marqueurs STS ont été cartographiés avec des valeurs de LOD comprises
entre 4.0 et 6.0 (Table 1 Annexe II) mais la localisation est confirmée par la liaison avec plus
d’un marqueur au sein du méme groupe de liaison. Pour tous les autres marqueurs, la valeur
de LOD était supérieure a 6.0, confirmant par 1a méme qu’un effectif de 57 individus est
suffisant pour pouvoir cartographier de nouveaux marqueurs sur les deux cartes génétiques

saturées de Q. robur et C. sativa.

2.1.2. L’alignement des cartes génétiques du chéne et du chataignier

La figure 37 représente les douze couples de groupes de liaison homologues entre le
chéne et le chataignier. Au total, 55 marqueurs orthologues ont permis de relier les deux
cartes dont 18 microsatellites, précédemment utilisés pour la comparaison des cartes
génétiques de Q. robur et C. sativa (Barreneche et al., 2004), 1 locus isozyme, 1 locus
5SrDNA et 35 STS, dont 27 développés grace aux EST de chéne issues des banques SSH de
notre étude. Les STS dérivés des EST de chéne représentent donc la moitié des marqueurs
orthologues et sont parfois les seuls au sein d’un couple de groupes homologues (Q3-CS ;
Q12-C12). Dans la plupart des cas, I’analyse des séquences des fragments amplifiés chez les
deux espeéces a montré que le produit d’amplification correspondait a la séquence de ’EST et
que I’homologie était respectée entre le chéne et le chataignier (Table 1 Annexe II). Il y a
deux exceptions a cela: les STS 01E07 et Cons129 pour lesquelles moins de 100 paires de
base s’alignent avec ’EST de départ. On peut penser que le reste de la séquence correspond a
un intron ce qui expliquerait ce résultat. Pour cinq fragments, la mauvaise qualité¢ des

séquences n’a pas permis de conclure sur ’homologie. Par ailleurs, 4 STS et 1 locus

96






microsatellite ont été cartographiés chez une famille de chéne interspécifique qui n’est pas
celle utilisée dans ce travail. Mais cette carte a été reliée en partie a la carte du croisement
3PxA4 utilisée dans notre ¢tude (Jauffrés, 2003) et les quatre marqueurs ont ainsi pu étre
positionnés indirectement sur la carte 3PxA4. De plus, deux locus microsatellites
supplémentaires ont été cartographiés chez le chéne dans cette version de la carte. Il s’agit des
locus CsCATI15 (Jauffres, 2003) et EMCs11 (Barreneche, communication personnelle). Une
différence importante avec la premicre étude comparative (Barreneche ef al., 2004) a été
observée dans notre étude. En effet, le groupe de liaison Q7 avait ét¢ initialement associé¢ au
groupe C11 grace au microsatellite EMCsl. Grace aux nouveaux marqueurs orthologues
cartographiés dans notre étude, les groupes Q7 et C11 ne semblent pas étre homologues. Les
nouveaux couples de groupes homologues sont Q6-C11 et Q7-C5 (Figure 37).

Le microsatellite EMCs1 amplifiait plusieurs fragments de différente taille chez le
chataignier (Barreneche et al., 2004). Dans le croisement interspécifique, ce marqueur a été
cartographié sur un groupe de liaison différent du croisement intraspécifique 3PxA4 (Jauffres,
2003). Il semblerait ici que le locus cartographié chez le chéne et le chataignier soit un locus
paralogue, comme cela a déja été¢ montré dans des cas similaires d’amplification de fragments
de différentes tailles (Barreneche et al., 2004). Par ailleurs, deux STS ne semblent pas
positionnés sur des groupes homologues entre les deux especes : les STS Cons90 et Cons19.
Dans les deux cas, les annotations fonctionnelles correspondent a des familles multigéniques.
En effet, le STS Cons19 correspond au géne codant pour une protéine ribosomale L13 pour
laquelle 8 locus ont été cartographiés sur 3 chromosomes différents chez Arabidopsis
(Barakat et al., 2001), ou les génes codant pour les protéines ribosomales semblent organisés
en familles avec plusieurs copies distribuées sur les cinq chromosomes. Chez le chéne et le
chataignier, une seule bande a été amplifiée mais deux locus indépendants ont été
cartographiés chez le chataignier (groupes 2 et 4) et un troisieme locus, indépendant des deux
premiers, a été identifié chez le chéne sur le groupe 9. Nous pourrions étre en présence de
plusieurs membres de la méme famille multigénique. Le STS Cons90 présente deux
fragments d’amplification de taille trés différente chez les deux especes et localisés sur deux
groupes non homologues (Q2 et C7). L’homologie de séquence n’a malheureusement pas pu
étre vérifiée puisque nous n’avons pas obtenu les séquences pour ce fragment. Néanmoins,
nous sommes la aussi vraisemblablement en présence d’une famille multigénique puisque
I’EST de départ code pour une metallothionein-like protein de type 3, qui compte 7 génes

cartographiés a ce jour chez Arabidopsis (Guo et al., 2003).
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Trois résultats principaux ressortent de cet alignement des cartes génétiques du chéne
pédonculé et du chataignier européen. Tout d’abord, les douze groupes de liaison apparaissent
homologues et ne présentent pas de réarrangements chromosomiques majeurs malgré les 60
millions d’années écoulées depuis la divergence des deux especes. Ensuite, a 1’exception de
deux marqueurs (Cons19 et Cons90), la macro synténie’ semble conservée. Enfin, la macro
colinéarité® semble aussi globalement respectée sauf pour cinq marqueurs. Sur ce dernier
point, dans les cinq cas, les marqueurs sont a moins de 5 cM de distance et, a cette distance, la
fiabilité dans 1’ordre des marqueurs n’est pas trés bonne avec 57 individus, comme nous
I’avions déja signalé. Ce résultat provient donc certainement d’erreurs de cartographie.
Cependant, ces résultats demeurent préliminaires d’autant que la densité des marqueurs
orthologues entre les deux especes est encore faible. Si I’on prend I’exemple du riz et du mais,
ce n’est que treés récemment que des auteurs ont mis en évidence des nouvelles duplications et
des micro-réarrangements (Paterson et al., 2004; Salse et al., 2004) grace a I’exploitation de

données de séquence.

2.1.3. Les marqueurs deérivés des EST : un outil de choix pour la cartographie

comparée

La disponibilit¢ de séquences de fragments de genes, tels que les EST, s’est
récemment accrue de manicre fulgurante grace aux développements des programmes de
séquencgage et d’études d’expression sur de nombreuses especes végétales. Les analyses
transcriptomiques représentent un énorme potentiel pour 1’étude de la physiologie et des
processus développementaux chez les plantes, comme nous I’avons montré chez le chéne pour
le caractere de débourrement dans le chapitre B. Par ailleurs, ces études réalisées sur le
transcriptome fournissent également de nombreuses séquences de génes disponibles a travers
les bases de données EST. Dans le cas des espéces non modeles, comme le sont la plupart des
essences foresticres, et en particulier le chéne et le chataignier, ces études sont d’une
importance particuliere pour les études génétiques et moléculaires. Etant donné la forte
conservation de séquence entre les especes, 1'intérét des EST dans le cadre des études de
cartographie comparée est grand et a déja ét¢ mis en évidence chez les coniféres (Brown et

al., 2001). De plus, certaines EST colocalisant avec des QTL contrdlant la qualité du bois ont

7 Synténie : conservation du contenu des génes dans certaines portions du génome d’espéces différentes.
¥ Colindarité : la colinéarité est respectée lorsqu’au moins trois marqueurs orthologues sont dans le méme ordre
chez des espéces différentes.

98






¢té considérées en tant que geénes candidats pour ce caractere (Brown ef al., 2003; Chagne et
al., 2003). Les résultats obtenus dans le cadre de notre étude viennent confirmer a la fois
I’efficacité des marqueurs dérivés des EST pour des études de cartographie comparée mais
aussi, nous le verrons par la suite, leur intérét pour I’identification de génes candidats.

Les résultats de I’amplification des STS montrent clairement qu'une forte proportion
(= 75%) des marqueurs dérivés des EST a amplifié chez le chéne et a été facilement transféré
chez le chataignier. Il s’agit en effet de séquences codantes beaucoup plus conservées entre
especes que les séquences flanquantes de marqueurs microsatellites par exemple. De plus, les
amorces de ces marqueurs ont ¢té préférentiellement choisies dans les régions les plus
conservées de ces EST. Par ailleurs, pres de 60% des STS amplifient un fragment de taille
supérieure a celle attendue sur la base de la séquence de I’EST de départ. Ce résultat peut
s’expliquer par la présence de séquences introniques. Cette présence augmente les chances de
détecter du polymorphisme mais augmente aussi le risque d’amplifier difficilement les STS
du fait de I’efficience moindre de la réaction PCR sur des fragments de grande taille. C’est
pour ces raisons qu’il apparait judicieux de dessiner des amorces amplifiant des fragments de
taille relativement petite (100-400 pb). Par ailleurs, parmi les différentes techniques de
détection de mutations disponibles, nous avons choisi les méthodes SSCP et DGGE pour
plusieurs raisons. D’une part, elles ne nécessitent pas de caractériser au préalable la séquence
du marqueur STS, d’autre part le colt est plus faible que les techniques de génotypage de
SNP et I’équipement pour les mettre en ceuvre est relativement simple et peu cher. De plus,
plusieurs polymorphismes peuvent étre révélés a la fois ce qui permet d’obtenir des
marqueurs co-dominants. A D’aide des méthodes SSCP et DGGE, un polymorphisme
informatif pour la cartographie a été¢ détecté pour 67% (43/64) et 55% (34/62) des EST
correctement amplifiés, respectivement sur le chéne et le chataignier. Ces résultats montrent
clairement que les EST sont une source importante de marqueurs pour les études de
cartographie comparée. A titre de comparaison, la transférabilit¢ des marqueurs
microsatellites était beaucoup plus faible entre les deux especes. En effet, 31% des
microsatellites de chéne avaient pu étre cartographiés chez le chataignier, et 17% des
microsatellites de chataignier avaient pu étre cartographiés chez le chéne (Barreneche ef al.,
2004). Bien que les microsatellites offrent de nombreuses applications ultérieures dans le
domaine de la génétique des populations et aient représenté les premiers points d’ancrage
pour la cartographie comparée chez les Fagacées, les marqueurs dérivés des EST ont été plus

efficaces pour I’alignement des cartes génétiques des différentes especes.
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Tableau 11 : Nombre et valeurs de variance phénotypique expliquée des QTL impliqués dans
le débourrement détectés chez Q. robur (Q) et C. sativa (C).

Débourrement | Q1-C6 Q2-C1 Q3-C8 0Q4-C2 Q5-C4 Q6-C11
Nb QTL 1-3 4-3 1-0 4-1 I-1 2-2
PEV (%) 10,1-7,3 7,1-9,1 5,7-0 5,9-8,5 4,8-10,3 8,0-7,9
Débourrement | Q7-C5 Q8-C7 Q9-C9 Q10-C10 Q11-C3  Q12-C12
Nb QTL 3-1 0-1 4-4 4-0 2-2 1-3
PEV (%) 8,5-6,7 0-4,5 5,9-8,2 8,0-0 8,2-7,6 5,3-5,8




2.2. Le déterminisme génétique du débourrement chez C. sativa et O. robur

Avant de présenter et de discuter les résultats de comparaison des QTL entre le chéne
pédonculé et le chataignier, nous pouvons rappeler quelques limites de 1’approche qui seront
utiles afin d’avoir une lecture et une interprétation éclairées des résultats obtenus. Trois
faiblesses de I’étude limitent en effet les conclusions qui peuvent en étre tirées : i/ les QTL
détectés ne forment pas la totalité des QTL contrdlant le caractere de débourrement chez ces
especes, et les QTL a effet faible ne sont pas détectés ; i1/ la position estimée des QTL est
relativement imprécise, et la plupart des intervalles de confiance recouvrent plus de la moitié
du groupe de liaison ; iii/ la carte consensus sur laquelle les QTL sont projetés contient un
certain nombre de marqueurs qui n’ont pas servi a la détection des QTL. A I’inverse, les
données phénotypiques utilisées pour la détection des QTL ont €té mesurées durant trois
années chez les deux especes et dans différents dispositifs chez le chéne. Les QTL détectés

sont donc des QTL stables qui ne dépendent pas des conditions environnementales.

2.2.1. Comparaison des positions des QTL chez les deux especes

Afin de pouvoir comparer la position des QTL impliqués dans le débourrement entre
le chéne pédonculé et le chataignier européen, la premiere étape a consisté a transférer les
QTL détectés sur la carte consensus de chaque espéce. Les données de QTL avaient été
obtenus par Casasoli (2004) et Scotti-Saintagne (2004). Les résultats de recherche de QTL
contrélant le débourrement sont synthétisés dans le tableau 11. Au sein de chaque couple de
groupes homologues, le nombre total de QTL détectés et la valeur moyenne de variance
phénotypique expliquée (PEV®) sont reportés pour chaque espéce. Le niveau de signification
(o) choisi, qui rend compte du risque de premiere espece (faux positif = risque de détecter un
QTL alors qu’il n’est pas présent), était de o = 0,20 au niveau du génome chez le chataignier.
C’est pourquoi, seuls les QTL détectés avec un risque de premiere espece inférieur ou égal a
cette valeur ont été considérés chez le chéne. Par ailleurs, pour les deux especes nous n’avons
considéré que les QTL détectés avec les données phénotypiques mesurées année par année.
Les QTL détectés durant trois expériences indépendantes (trois années sur le chataignier, trois

années et différents environnements sur le chéne) ont donc été comparés dans cette partie

? PEV : Phenotypic Explained Variance.
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expérimentale. Vingt sept et vingt et un QTL individuels ont été détectés, respectivement chez
le chéne pédonculé et le chataignier européen. Les valeurs moyennes de pourcentage de
variance phénotypique expliquée (PEV) varient entre 4,8% et 10,1% chez le chéne, et entre
4,5 et 10,3% chez le chataignier. Il faut noter que les valeurs de PEV ne sont comparables
qu’a la condition que les deux expériences de détection de QTL aient été réalisées avec le
méme effectif (Beavis, 1995). Malgré le nombre supérieur d’individus dans la descendance de
chéne (278) par rapport a celle de chataignier (186), le nombre moyen d’individus utilisés
pour la cartographie des QTL impliqués dans le débourrement était de 174 et 153,
respectivement pour le chéne et le chataignier. Il est possible, dans ces conditions, de
comparer les valeurs de PEV estimées (Figure 38). Chez les deux espéces, une majorité de
QTL 4 effet faible ou modéré' ont été détectés plutdt que des QTL a effet fort. Le tableau 11
montre que les groupes Q2-C1 et Q9-C9 contiennent des QTL stables pour les deux especes.
A D’inverse, sur certains groupes, on observe de grandes différences comme sur le groupe Q10
qui contient 4 QTL alors que le groupe homologue du chataignier (C10) n’en contient aucun.
La figure 39 présente les deux cartes consensus contenant tous les marqueurs
othologues cartographiés chez les deux especes et certains marqueurs de la carte de détection
des QTL ayant permis la projection de ces QTL sur ces nouvelles cartes. Au bas de la figure,
se trouvent les deux cartes consensus représentées avec les QTL projetés et peu de marqueurs,
ce qui permet d’identifier aisément les intervalles communs entre le chéne pédonculé et le
chataignier européen. Trente quatre intervalles communs ont été identifiés sur les cartes
consensus de Q. robur et C. sativa grace aux marqueurs orthologues. Selon la définition de
QTL unique décrite dans le paragraphe 1.2.2., nous avons identifi¢ 15 et 12 QTL uniques
impliqués dans le débourrement, respectivement chez le chataignier et chez le chéne. A titre
d’exemple, sur le groupe Q2, 4 QTL ont été identifiés qui correspondent a 2 QTL uniques (cf.
figure 39), ’'un correspond aux trois QTL du haut et est situé dans I’intervalle colorié¢ en jaune
et I’autre correspond au QTL du bas et est situé dans I’intervalle colorié en rose. Les trois
QTL identifiés chez le chataignier correspondent & un QTL unique situé dans I’intervalle
jaune. Parmi ces QTL uniques, onze ont été colocalisés entre les deux espéces. En suivant la
formule proposée par Lin (1995), la probabilité d’obtenir ces colocalisations par hasard est p
= 0,0001. Les QTL conservés entre les deux especes ont été positionnés dans les mémes

régions génomiques.

1 Les effets des QTL sont considérés faibles ou modérés si la proportion de la variance phénotypique expliquée
est comprise entre 4 et 12%.

101






Intervalles comparés : 3
QTL Q : 1 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations :

Figure 39

1

Q1

0,0

8,7 —

19,9 ~

34,4 —

45,3 ~
46,0
48,5 —

EST1T21175

— Cons68

|~ quru-GA-0C11

€N

ES

—EMCs13

|- Cons13
I~ 02F02
— QrZAG20

Q1

0,0

o
~

%

I

JJJII

RN NN D RIR) = — & &
ODNPDONNOWWO© O

X

A

©w
o
N

15,3
16,8
17,5

25,2
26,4
28,2

51,2

C6
0,08~ CsCAT16
EST1T21175 2’259/ F10.1517d
2.3 D13-779
5,0 quru-GA-OC11
6,8~ EST1T21
8.0 13-425
ESTCons68 9.9~ 1828-1538d
11,3 T K12-935d
12,671 [~ cF;1 E-Z?_s
15,3~—f SCAT8
oM GGA-153, QrZAG31Lb
¢ E-AAC/M-CAC-108 ‘7 | [\ 118-1599
quU-GA-OC1 1 17 \_ ESTCons13
PHYB/D 20, L G4-1722
\ GroaG7a 22771 [ I843-1169
26,471 > QrzaG20
E-AAC/M-CAT-356 585 TN GsCAT7d
E-AAC/M-CAA-74 <%
E-AAC/M-CTT-204 31,9 $4-820
E-AAC/M-CAC-229 33.8 73-633
R12-400/1
R14-500/3
EMCs13
P-CCA/M-CAA-111
E-AAC/M-CCT-311
J12-2200/3
ESTCons13
ESTSé)ZFOZ
ZAG2
QrzAG20 51,2—— EMCs2
114-550/1
C6
CsCAT16 T
quru-GA-OCO011 o
— —EST1T21 | |3
§
~J |- CsCAT8
~ |~ QrZAG31Lb
-1 > Cons13 i

—~ —02F02
=TT~ QrZAG20

[~ CsCAT7d

—

l— EMCs2

)
+0020.PNq

2002pNnq

Intervalles

comparés : 4

QTL Q : 2 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations : 1

C1
E-AAC/M-CAA-210 N1-600
B14-450/3 0.0
ZAG119d

QpzAG 19¢ 10,951 ESTCons38
QpZAG38d 11.5 1814-1476
QpZAG46d 18, ESTCons106
QpzAG108d 21,3%—/
ESTCons38 23,3\ 1 Dq3 278
QpZAG104 23,7 F_EST2T32
QrzAG87 25,07 > M15-1205
E-AAG/M-CTT-164 27 7j—\ ESTCons135
R9-400/3 29,7 L13-1476
E-AAC/M-CCT-198d34 7~ QpzAG119
ESTCons90 36,27 [~ E T808C11
N2-900/3 39,2~
B14-1000/2 3997 =§ OpZAG36
ESTCons130 20 3/ H\ 1836-820
ESTCons21 H\" ESTCons21
E-AACIM-CTT-118d 44 /_ M7-1292
QrZAG7 47, 17/ QrZAG7
QrZAG58 497 L | 'N5-1156
E-AAG/M-CAC-190 556”4 N P14-558
ESTS08C05 72/ N EsTCons41
B12-800
R-CCAIM-GAA-233

ggi%\%g%sa 68,4~ F10-1230

pZAG3/64 n §
Wi 73,3 1818-910
\ E-AAC/M-CAT-305 76,8 F10-720

P-CAG/M-GCA-87

ACP
Q2 C1
A -
10,9 — |— Cons38
19,0 ~_|- QpZAG119d ’— 18,6 — [~ Cons106
22,8 L/ 08C11 21,4 —{ |-Pal —
235 ~ |—QpZAG36d 237 — [—EST2T32
25,4 — [~ Cons38
28,1 —| [~ QpzAG104 g 27,7 — | Cons135
29,9 -] [ QrzAGs? z o
S 347 < |- apzAGi19 LS
36,2 ~ [ 08CT1 Ig
Z 392~ pPEX -
~ |~ Cons90 g -
219 | |- Goners0 S 399 ]~ QpzAG3s
441 —H~ Cons21 41,8 7| | cons21
| 474 azacr |
50,3 —{—+— QrZAG7 -
52,1 —1 [~ QrZAG58 <
55,3 — |—08C05
57,2 — |— Cons41
60,1 ~ |- 07A08
60,6 =] [> QpzAG3/64
Le marqueur EST2T32 se trouve sur le groupe
= Q2 mais il a été cartographié dans le croisement
interspécifique (voir texte). ||
C

200z2png
200204PNq



. Q3 C8
Intervalles comparés : 2
c R8-900/2 F15-467d
QTL Q : 1 débourrement 00 00
,3 D12-984
QTL C : aucun 84— ESTCons75
11,1+ ES;I'gggm 04
: : . 12,511 -
Colocalisations : aucune 15T Rio1138
16,5 E-AAG/M-CAC-347 18,5~} Re-964
20,6\ ESTS02G03
21,6 1845-451
23,94+ ICsCAT1 5
27,35 |- P-CAG/M-ATA-204 20K 8321304
27,6/ I~ ESTCons104 28’3./_\ CsCAT1
240 |/ N12-1150/2 ’
34,8\ / U1-800/2 31,9 G4-451
36,5\[/ E-AAC/M-CAT-279 33,8 EST2T11
38,7\— / E-AAC/M-CCT-140 36,3 CsCAT5S
40,7\\H 4 E-AAG/M-CAC-235___
40.8\Y QrzAG102 39,3 F3-1517
41,1711~ A1-2300/1
42,2/—\ E-AAC/M-CAA-144
42 AN EAASM CTA133 46 4~ I841-1058d
4613/ P-CAG/M-GCA-38
47,0° \N14-1400/3
52,171\ E-AAC/M-CTT-84
53,3 | | ~N5-450/3
56,6’ct ESTS02G03
. 57 0/ E-AAC/M-CAT-61
Figure 39
Q3 C8
84— [~ Cons75
11,1 Cons104
20,6 02G03
23,9 CsCAT15
26,3 CsCAT41
27,6 Cons104 283 CsCAT1
33,8 EST2T11
36,3 CsCAT5S
P4
S
40,8 — [~ QrzAG102
Cons75 se trouve dans le groupe Q3, mais la
position n’a pas pu étre définie a cause de I’effectif
faible. CsCAT15 se trouve également sur le groupe
56,6 02G03 Q3 mais il a été cartographié dans le croisement

interspécifique (voir texte).

Intervalles comparés : 3

QTL Q : 2 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations : 1

Q4

20,2 —

0,0
3
5,6

— DIAd
— ESTHK
I~ Cons30

— EST1T57u179

42,5

56,0 —

CsCAT14

— MSQ4

a

I'N

Q4 C2
0,0~ Diad y
291 Hg . 0,0 Q14-861
5,6 ESTCons30
8,9 E-AAC/M-CAA-18112, Q12-738
12,9~ E-AAC/M-CAT-167 153 G17-1784
14,771 [~ E-AAC/M-CCT-128 ; 513,813 <F319é£_s§gs
20,2 ESTIT57u179 57 1810-601d
25,0 P-CAG/M-CAA-93 29,1 ESTCons19
32, E6-943
NS A
_ y S
%13\“; J18-3%071 39,5~ L ESTCons30
42,6~ E-AAC/M-CAA-54339, K9-959
a4 8T E—AAC/M—CCT—2102;!4 E%aﬂ T57
45, CsCAT17
56,0{4~ MSQ4 49, CsCAT14
56,4 N5-900/3 50,3 I881-1784
55, QrZAG5b
BE/N DY 650,
69,7 E-AAC/M-CTT-54 66, -
73,2 P14-400/1 66, B10-1599d
88,8 P-CCA/M-CAA-79
101,7—— E-AAG/M-CTA-150
Cc2
N
T ‘ 29,1 — |—Cons19
g 36,2 ~] | EMCs22
39,5 ~J_} Cons30
41,4~ |-ESTITS7 | €
43,2 -1 [~DIA 3
45,7 71 [N cscat17 @IS
g _ 49,0 “T N cscaTi4 WS
" 552 — |—QrzAGSb

|
erN




Intervalles comparés : 3
QTL Q : 1 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations : 1

Figure 39

Q5

00
69 _|

11,1 -7

QpZAG58

|- 07A09
. GA3

14,7

19,6 —
25,6 —

31,4 —

43,2

452 -]

5SrDNA

— Cons112
[— Cons58

— QrZAG73

|- Cons14
I 01E07

67,9

QrZAG39

Q5
0,
1,
14
0,0 QpZAGS8 19,6}
23,81
8,9~ ESTS07A09 24
8.6~ 1~ PHYB/D 26,
11,177 [~ GA3 28 14§
14,7-TT~5SrDNA 29,38
19,6~ ESTCons112 30,
21,3-T T~ E-AAC/M-CCT-357 30,
25,5 ESTCons58 3
29,9~ E-AAG/M-CTT-65 354
31,47~ QrzAG73 36,8
38,
39,
43,241 ESTCons14 0,6
45,211~ ESTS01E07 42’4
48,41~ U1-1000/1 438
43,9
46,6
60,2 E-AAG/M-CTA-67
67,90 QrzZAG39 67.1
76,3
91,1—<
C4
- ~
T
« 19,6 07C03

24,5 ~_1- QpZAG58L
29,3 07A09
35,4 5SrDNA
36,6 \ / Cons58
37,4 I Consii2
42,4 Cons19

43,8 - Cons14
43,9 >_

i
+0020.PNq

[~ 01E07

F ESTS07A09
| A2-1009

ESTCons58
ESTCons112
17-2030
1841-230
K9-2091

\- ESTCons19

ESTCons14

1814-443

B12-1199

B12-1907d

Intervalles comparés : 2
QTL Q : 1 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations : 1

Q6

3,4 Cons61
10,5 Cons127
32,2 — —quru-GA-1F02
36,0 —| —MSQ13d
40,2~ |- Cons48
45,0 — — QpZAG16
52,0 1T251124
54,0 —| [~ Cons128

O

I'N

Q6 Ci1
0,0 P-CCA/M-AAT-224 0,0 T16-1230
3,4~ ESTCons61
4.6~ T~ E-AAC/M-CAA-49
8,4 B20-300/3 7,4 T9-1107d
10,5—TT—ESTCons127
16,4~ 1~ E-AAC/M-CTT-217 16,5\_/ G4-2276
16.67] |~ E-AAG/M-CTA-528 g,e\ / N12 1329510
22,0\ |~ E-AACIM-CTT-532 53 T 1/ No 2001
= 240N\ ¥V
22,87 G2-900/2d 234~ EST1T25
22,9 E-AAC/M-CTT-142 23;777=§ G11-600
24, E20-349
31,0~ N8-550/2 25, /:\ N5-472
34,7—— 020-1400/3 29,1 _\ Q7-406
36,071 [>MSQ13d g,s 7N lglljl 33;1[)76
40,2+~ ESTCons48 4/ N EMCs 1
42,37 |\ s19-2000/2
450" [~ QpzAG16 45,8 M7-779
52,0~ 1725124
52,471 P2-1400/2
54,07 | | “ESTCons128
57.3"T [~ E-AAC/M-CAA-75
64,9—<— R10-1000/2d 65,0——— ESTCons127
Cc11
0,0 Cons127
o
s
26,8 —| [~ EMCst 3
S
o N
s
5
o
pd ¥
=
41,8 EST1T25




Intervalles comparés : 2
QTL Q : 1 débourrement
QTL C : 1 débourrement

Colocalisations : 1
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Intervalles comparés : 4
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Figure 39 : les deux cartes consensus de Q. robur (Q) et C. sativa (C) sont montrées en haut avec
tous les marqueurs utilisés pour la construction de ces cartes. Les noms des groupes se référent a
ceux définis par Barreneche et al. (1998) et Casasoli et al. (2001). Les groupes de liaison du chéne
ont été pris comme référence et ordonnés de Q1 a Q12.

En bas, les mémes couples sont représentés avec peu de marqueurs pour mieux visualiser les
intervalles communs, matérialisés par des couleurs différentes. Les marqueurs EST2T32, EST2T3,
EST1T11, EST2T13 et CsCAT15 n'ont pas été représentés sur les groupes de liaison du chéne
parce qu'’ils ont été cartographiés a I'aide d’'une population de cartographie différente, comme c’est
expliqué dans le texte. Le marqueur cons75, a été cartographié dans le groupe Q3 mais n’a pas été
représenté parce que son introduction perturbe I'ordre des marqueurs. Les marqueurs orthologues
sont représentés en rouge. Les génes candidats pour le débourrement sont identifiés par un fond
coloré violet. Les QTL projetés sont représentés sur la droite des groupes de liaison.






2.2.2. Un déterminisme génétique similaire

Les études de comparaison de QTL ont souvent été utilisées pour rechercher les
régions génomiques, controlant des caractéres quantitatifs, conservées tout au long de
I’évolution (Paterson et al., 1995). Cependant, les échantillonnages hétérogenes, comme les
faibles tailles de populations, qui sont la plupart du temps utilisées dans les expériences de
détection de QTL, peuvent introduire des biais dans les résultats (Barton et Keightley, 2002).
Dans le cas de notre étude comparative, nous avons déja cité les limites importantes a
considérer en introduction du chapitre 2.2. Malgré cela, et parce que des stratégies similaires
d’échantillonnage ont été utilisées chez les deux espéces, nous pouvons tirer certaines
conclusions de cette analyse comparative. Tout d’abord, le déterminisme génétique du
caractere de débourrement est comparable entre les deux especes en termes de nombre de
QTL et de contribution a la variance phénotypique. Les QTL a effet faible ou modéré sont
plus fréquents que ceux a effet fort, et ce résultat parait étre un caractére commun a la
génétique des caractéres adaptatifs. On peut émettre I’hypothése que les QTL stables
correspondent a des geénes impliqués dans les processus de base contrélant le caractere de
débourrement et qui auraient été¢ conservés au cours de 1’évolution. Ces QTL seraient ainsi
presque toujours détectés chez les deux especes. La stabilité des QTL liés au débourrement est
en accord avec les résultats obtenus par Jermstad (2003; 2001) et semble confirmer
I’héritabilité élevée de ce caractére. Par ailleurs, les différences observées peuvent provenir
des dispositifs de détection mais aussi de la biologie des espéces. En effet, seul un sous
ensemble du jeu complet des QTL contrélant le débourrement a été détecté. De plus, les
conditions expérimentales des deux essais, conditions écologiques des tests notamment,
¢taient différentes et indépendantes, ce qui implique que les mécanismes de déclenchement du
processus de débourrement peuvent étre différents dans ces deux cas. En dernier lieu, ces
différences peuvent s’expliquer par le fait que le débourrement soit contrdlé, en partie, par des
mécanismes différents chez le chéne et le chataignier.

La position de ces QTL est remarquablement conservée puisque, parmi les QTL
uniques détectés chez le chéne (15 QTL) ou chez le chataignier (12 QTL), 11 sont colocalisés
avec une forte probabilit¢ (p = 0,001%) d’occurrence. Ce résultat est d’autant plus
remarquable si I’on considere le temps de divergence estimé a 60 millions d’années entre le
chéne et le chataignier mais aussi le fait que d’autres caractéres adaptatifs tels que la

croissance en hauteur et 1’efficience d’utilisation de I’eau (Annexe II) n’apparaissent pas
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conservés. La stabilité plus forte des QTL impliqués dans le débourrement peut, en partie,
expliquer ce résultat. La date de débourrement est probablement un caractére moins complexe
que la discrimination isotopique du carbone ou la croissance du fait d’un nombre plus
restreint de processus physiologiques contribuant a son expression. Comme nous 1’avons vu
en détail dans la synthése bibliographique, la date de débourrement est principalement
influencée par la température, et la photopériode dans une moindre mesure. En contraste, de
nombreux facteurs environnementaux sont susceptibles d’influencer la discrimination
isotopique du carbone et la croissance et donc contribuer a ce que ces caracteres soient sous la
dépendance de nombreux processus physiologiques. Cela implique que les QTL détectés pour
ces caractéres peuvent fortement varier en fonction du facteur environnemental prépondérant
agissant dans tel ou tel expérimentation. La mise en place d’expériences de détection de QTL
en conditions contrélées pourrait aider a valider cette hypothese.

Les résultats obtenus soulevent €galement la question du maintien du polymorphisme
aux meémes locus chez le chéne et le chataignier. En effet, les locus contrdlant le
débourrement étaient hétérozygotes chez les individus parentaux du croisement controlé
utilisé pour la détection des QTL. Bien que le débourrement soit fortement influencé par la
sélection naturelle chez les arbres forestiers, la variabilité intra population est maintenue a des
niveaux ¢levés (Howe et al., 2003). Nos résultats suggerent que les pressions de sélection
agissent sur les mémes régions génomiques par des mécanismes capables de maintenir la
diversité durant de longues périodes d’évolution. C’est le cas de la sélection balancée'' ou de
la sélection disruptive'>. L’une ou I’autre de ces deux types de sélection pourraient provenir,
dans le cas du chéne au moins, d’un phénomeéne de co-évolution entre 1’arbre et les
populations d’insectes défoliateurs, qui peuvent tre responsables du maintien de la variabilité
intra population (Tikkanen et Tiitto, 2003). Si I’on consideére les conditions climatiques, la
sélection favorisant les génotypes tardifs peu coexister avec des pressions sélectives
favorisant des génotypes précoces qui auront un avantage sélectif pour la croissance en
conditions favorables. Il en resulterait une élimination préférentiel des individus a
débourrement « intermédiaire ». Un phénomene de sélection disruptive apparaitrait alors sous
I’action des conditions climatiques. La conservation des positions des QTL n’implique pas
que les geénes responsables du QTL soient les mémes. En effet, chez les Poacées, le gene b1,

responsable du controle du tallage chez le mais, n’a qu’un effet mineur chez le millet (Doust

' Sélection balancée : dans ce cas, la fitness des hétérozygotes est plus grande que celle des homozygotes.
12 Sélection disruptive : dans ce cas, les phénotypes extrémes sont favorisés par rapport aux phénotypes
intermédiaires.
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et al., 2004). D’autres genes, situés dans la méme région génomique, représentent des
meilleurs candidats pour le contrdle du caractére. Donc, malgré la conservation exceptionnelle
des QTL controlant le débourrement chez Q. robur et C. sativa, ce travail ne permet pas
encore de tirer des conclusions quant a la correspondance des locus impliqués dans le

caractere chez les deux especes.
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2.3. Identification de génes candidats pour le débourrement

L’utilisation des marqueurs dérivés des EST dans le cadre de ce travail n’a pas
seulement permis d’obtenir des marqueurs orthologues chez le chéne pédonculé et le
chataignier européen, mais aussi d’identifier, ou de préciser I’intérét d’un certain nombre de
geénes candidats pour le débourrement, au regard de leur localisation par rapport aux QTL
controlant le débourrement. D’une part, les genes candidats potentiels préalablement
identifiés (Chapitre B) ont été inclus dans le travail de cartographie ; d’autre part, les autres
EST cartographiées peuvent également constituer des genes candidats intéressants. En effet,
des EST différentiellement exprimées qui colocalisent avec les QTL impliqués dans le
débourrement et conservés au cours de 1’évolution, représentent potentiellement des geénes
candidats contrdlant une partie de la variation quantitative du caractére. Cependant, comme
nous 1’avons déja mentionné précédemment, le faible pouvoir résolutif de I’étude en termes
de position a la fois des geénes et des QTL, fait que la colocalisation d’un marqueur STS avec
un QTL controlant le débourrement est loin d’étre une preuve suffisante de I’implication du
gene dans le processus physiologique. Inversement, seule une partie des QTL sont détectés
dans 1’étude et I’absence de colocalisation n’exclu pas que I’EST considérée soit impliquée

dans le déterminisme du caractére.

2.3.1. Cartographie des génes candidats expressionnels

Le premier couple a contenir un des genes candidats potentiels est le couple Q2-Cl1.
Pour rappel, le chéne et le chataignier contiennent, respectivement, 4 et 3 QTL contrélant le
débourrement et 1 colocalisation a été observée (Figure 39). Le STS dérivant du GC 08C11 a
¢té cartographié dans le méme intervalle que le QTL conservé entre les deux especes. Les
autres STS d’intérét sont Cons38 (petite sous-unité de la RubisCo), Cons90 (metallothionein
type 3), Consl30 (sous-unité de la glyceraldehyde 3-phosphate déshydrogénase
chloroplastique) et Cons21 (protéine ribosomale S27). Chez le chataignier, deux isozymes : la
peroxydase et la 6-phospho gluconate déshydrogénase ont également été cartographiées sur ce
groupe. La plupart de ces enzymes et protéines voient leur niveau d’expression fortement
varier au moment du débourrement (Rohde et al., 2000) et cela explique peut étre la
localisation de nombreux QTL impliqués dans le débourrement sur ces deux groupes de

liaison. Pour ce qui concerne le STS 08C11, sa localisation au niveau de ce QTL conservé
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renforce son intérét en tant que gene candidat pour le débourrement puisqu’il constituait déja
un GC expressionnel. On peut également revenir a ce stade sur son annotation fonctionnelle
puisque sa fonction potentielle au moment de la phase de sélection de GC expressionnel était
une protéine hypothétique contenant un domaine actif codant pour un transporteur de
tétrapeptides. Cette annotation s’est affinée par la suite et ce transcrit code potentiellement
pour le transporteur YSL1, de la famille des transporteurs d’oligopeptides (OPT). Au méme
titre que les familles de transporteurs ABC ou PTR, cette fonction pourrait lui conférer un role
dans la perception d’un signal menant au débourrement. A ce titre, il peut également étre
considéré comme un GC fonctionnel et donc étre pertinent a titre triple.

Le marqueur dérivé du GC GA3 est localisé sur le couple Q5-C4, qui contient
¢galement, dans Dl’intervalle de confiance du QTL conservé, le STS 07A09 (transporteur
ABC), Cons58 (dormancy-associated protein), Cons112 (Histone H3), le STS 01E07 (auxin
response factor 3), Cons19 (protéine ribosomale L.13) et Cons14 (protéine ribosomale L18).
La présence dans cette région de deux genes codant pour des protéines de réponse a 1’auxine
(Cons58 et 01E07) est tres intéressante puisque 1’auxine et les gibbérellines (GA3 code en
effet pour une enzyme de la voie de biosynthése des gibbérellines) sont des hormones clés du
débourrement et de la croissance cellulaire. Par ailleurs, les transporteurs ABC sont impliqués
dans la perception du signal lumineux, qui joue un role dans le déclenchement du
débourrement chez certaines especes mais aussi dans le bourgeonnement automnal, y compris
chez le chéne. De plus, un homologue du phytochrome B ou D a été localisé entre GA3 et
I’EST codant pour le transporteur ABC (Figure 39). Nous ne 1’avons pas décrit dans notre
étude puisque les recherches doivent se poursuivre afin d’isoler et cartographier les membres
distincts de la famille chez le chéne et le chataignier. Quoi qu’il en soit, la localisation dans le
méme intervalle de ces trois génes a des positions trés proches est tres intéressante puisque le
phytochrome B, les hormones gibbérelliques et les transporteurs ABC interagissent fortement
dans de nombreux processus. La présence d’une histone H3 est également a remarquer
puisque ces derniéres pourraient jouer un role dans le contrdle épigénétique de la dormance
(cf. § 2.2.3. de la Synthése Bibliographique). GA3 constitue donc un geéne candidat a la fois
fonctionnel et positionnel.

Le STS dérivé du GC 08B04, homologue potentiel du géne codant pour une protéine
alpha-amylase/subtilisin inhibitor est localisé sur le groupe Q9 chez le chéne. Le couple
d’homologues Q9-C9 est fortement impliqué dans le débourrement chez les deux especes
avec 2 QTL uniques conservés. En plus de I’EST 08B04, on trouve également, dans les

intervalles de confiance des 2 QTL, Cons 129 (cytokinin-specific binding protein), Cons19
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(protéine ribosomale L13), Cons74 (glutathione S-transferase) et Cons110 (PVR3-like
protein). Cons129 et Cons74 sont potentiellement impliquées dans la dormance par leur
fonction (Horvath et al., 2003; Rohde et al., 2000). Ces colocalisations font de ’EST 08B04
un geéne candidat pertinent du point de vue de sa position, en plus de son profil d’expression et
de sa fonction.

Le dernier GC cartographié, 08G04, se trouve sur le groupe Q11, homologue du
groupe C3. Deux QTL conservés ont été détectés sur ces groupes. Dans le méme intervalle,
on trouve en plus Cons107 (hemoglobin II) et le STS 08D11 (beta-1,3-glucanase), dont les
fonctions n’amenent pas d’information pertinente vis a vis du débourrement. Cependant, le
GC 08G04 constitue lui aussi un candidat positionnel, en plus de son expression différentielle
entre le bourgeon quiescent et le début du débourrement.

Le Cons75, dont fait partie le GC 08A01 est localisé sur le groupe C8 chez le
chataignier. Ce groupe ne contient aucun QTL pour le débourrement chez le chataignier et,
par conséquent, aucune colocalisation n’a été observée mais le chéne contient un QTL pour le
débourrement sur le groupe homologue Q3. De fagon similaire, le couple Q8-C7 contient le
GC 07B10 codant potentiellement pour le facteur de transcription DAG2, et ne contient pas
de QTL chez le chéne. Ces deux résultats ne remettent pas en cause I’intérét de ces GC d’un
point de vue expressionnel et/ou fonctionnel. Enfin, les STS dérivés des EST codant pour les
quatre autres genes candidats, précédemment identifiés, n’ont pu étre cartographiés mais ce

travail est amené a se poursuivre et ces génes seront prochainement cartographiés.

2.3.2. Des clusters de genes informatifs ?

En dehors de I’analyse des couples homologues contenant les genes candidats
identifiés lors de 1’étape précédente (Chapitre B), les autres EST cartographiées peuvent
¢galement constituer des geénes candidats pertinents pour le caractére de débourrement. Au
dela de I’objectif d’identification de GC, des clusters de genes localisés dans la méme région
génomique et impliqués dans des processus physiologiques ou développementaux similaires
peuvent apparaitre, comme I’exemple précédent des groupes Q5 et C4.

En effet, dans I’intervalle d’intérét des groupes Q1 et C6, ont été cartographiés les STS
Cons13 (Histone H4), 02F02 (Histone H3) et un autre locus issu de I’amplification du
phytochrome PHY B/D (Figure 39). Les génes du phytochrome, impliqué chez les plantes

dans la perception de la lumiére, ont déja été localisés avec des QTL impliqués dans le
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débourrement et I’arrét de croissance chez le peuplier (Frewen et al., 2000), ce qui n’apparait
pas étonnant puisque la perception de la diminution de la longueur du jour est essentiel dans
le processus d’arrét de croissance et de début de période de dormance. Dans notre étude,
méme si I’identité des différents locus amplifiés a été vérifiée avec la séquence de départ (85-
95%), issu de Quercus turbinella, I’1dentification des différents locus amplifiés est maintenant
nécessaire pour pouvoir interpréter plus en avant ces résultats. Concernant les histones, des
¢vidences d’ordre a la fois expressionnel et fonctionnel supportent le role de ces protéines
comme geénes candidats du débourrement. Les histones H4 et H3, qui reflétent une
augmentation du niveau de division cellulaire en général, sont différentiellement exprimées au
cours du débourrement (cf. Chapitre B). Chez le pois, les niveaux de transcrits de ’histone
H4, faibles durant le débourrement, augmentent durant la croissance du bourgeon et
décroissent a nouveau ensuite quand les bourgeons stoppent leur croissance (Devitt et
Stafstrom, 1995). Par ailleurs, chez le chataignier, dans cette méme région chromosomique,
en plus des QTL contrdlant le débourrement, des QTL impliqués dans le bourgeonnement ont
¢été localisés. Un résultat intéressant peut étre tiré de 1’étude faite par Casasoli (2004). L’effet
de substitution allélique de ces deux QTL, identifiés sur la carte male (groupe LG6M),
contribue a un débourrement plus tardif et un bourgeonnement plus précoce ou vice-versa. On
peut émettre ’hypothése que ces deux phénomeénes soient sous la dépendance des genes
codant pour les histones, ou du moins que ces genes de régulation de 1’activité mitotique
soient responsables de la présence de ces deux QTL. Ces différents résultats font des histones
des genes candidats pertinents a tester.

Sur les groupes Q4 et C2, un QTL conservé entre les deux especes a été trouvé.
L’intervalle de confiance de ce dernier contient le STS Cons30 (protéine inconnue). Sur les
groupes Q10 et C10, aucun QTL conservé n’a été observé.

Les groupes Q6 et C11 contiennent les STS Cons 127 (early light induced protein) et
Cons 48 (protéine déhydrine de réponse a I’ABA) mais aussi un locus du géne PHY B/D
cartographié sur le chataignier, dans I’intervalle de confiance du QTL conservé entre les deux
especes. La présence d’une déhydrine a proximité de la position la plus probable du QTL
conservé est intéressante puisque ces protéines sont impliquées dans les phénoménes de
protection contre le stress hydrique. Nous avons vu, dans le chapitre B, que le débourrement
¢tait associé a un fort stress hydrique des tissus du bourgeon et que les différentes déhydrines
isolées Etaient toutes différentiellement exprimées.

L’intervalle d’intérét des groupes Q7 et C5 contient les STS Consl09

(metallothionein-like protein), Cons 126 (protéine ribosomale [.24) et 01A03 (protéine
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ribosomale S23). Une remarque intéressante est que les protéines ribosomales .24 et S23,
cartographiés sur ces groupes font partie du groupe d’expression III, identifiés dans ’article
en Annexe I, alors que les protéine ribosomales L13 et L18, cartographiés a proximité sur les
groupes Q5 et C4, font partie du groupe d’expression II. Dans les deux cas, la position proche
sur le génome est associée a un profil d’expression similaire. Les geénes de protéines
ribosomales sont organisés en régions dupliquées en tandem dans le génome et certains de ces
geénes proches sont certainement exprimés de fagon coordonnée.

Le dernier couple d’homologues (Q12-C12) contient, dans I’intervalle d’intérét du
QTL conservé, Cons33 (Defender against cell death), 08A03 (squamosa promoter binding
protein), Consll1l (oxigen-evolving complex related), Consl05 (phosphoenolpyruvate
carboxykinase, PEPCK) et 06E10 (malate dehydrogenase). Il est intéressant de noter la
présence d’un facteur de transcription impliqué dans le développement floral précoce chez
Arabidopsis, ainsi que d’enzymes impliquées dans le cycle de la glycolyse ou le métabolisme
énergétique. Le facteur de transcription hypothétiquement codé par ’EST 08 A03 constitue un

geéne candidat pertinent pour le débourrement.
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® Conclusions de I’approche de cartographie comparée

L’utilisation des marqueurs othologues, dont une majorité d’EST isolées dans le cadre
de I’approche transcriptomique, cartographiés a la fois chez le chéne et chez le chataignier a
permis d’aligner les douze groupes de liaison de ces deux especes. Les EST se sont révélées
étre un puissant outil pour les études de cartographie comparée, comme cela avait été¢ montré
chez les coniferes auparavant (Brown et al., 2001). Cet alignement des cartes consensus a
donc rendu possible la comparaison de la position des QTL impliqués dans le débourrement,
mais aussi la croissance et la discrimination isotopique du carbone 13 (Annexe II). En termes
de nombre de QTL détectés et de variance phénotypique expliquée, le déterminisme génétique
du caractére de débourrement semble bien conservé entre les deux especes, et ce malgré les
limites de 1’approche discutées tout au long du chapitre. La stabilité¢ de ces QTL impliqués
dans le débourrement avait ét¢ démontrée au niveau intraspécifique, aussi bien chez Q. robur
(Scotti-Saintagne et al., 2004) que chez C. sativa (Casasoli et al., 2004), et semble respectée
au niveau interspécifique. Malgré les 60 millions d’années de divergence entre les deux
especes, il semblerait que les mémes régions génomiques sont impliquées dans le contréle du
caractere de débourrement. Bien que les mémes geénes ne soient pas nécessairement impliqués
dans le caractere, cette stabilité des QTL suggere une stabilité du génome des Fagacées,
suggestion renforcée par la similarité du caryotype, de la taille génétique et physique des deux
génomes ainsi que la conservation de la macro synténie et de la macro colinéarité. La
diversification interspécifique au sein des Fagacées entre le chéne et le chataignier ne se serait
donc pas produite par le biais de réarrangements chromosomiques majeurs. Par ailleurs, la
cartographie de geénes candidats pour le caractére de débourrement semble étre une stratégie
pertinente méme si ’identification des GC doit s’appuyer sur d’autres critéres que la simple
position sur les cartes génétiques, étant donné les intervalles de confiance trés larges des QTL
contenant des centaines, voire des milliers de génes potentiels. L’utilisation des EST a
¢galement permis la mise en évidence de clusters de genes proches qui pourraient étre régulés
de manicre coordonnée. Cependant, ces clusters ne sont pas significatifs vu le faible nombre

de genes cartographiés dans notre étude.
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D. Diversité nucléotidigue et études d association de
genes candidats pour le débourrement
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Dans le cadre de I’approche geéne candidat employée dans notre étude, les deux
précédents chapitres ont donc permis la mise en évidence de génes candidats sur la base de
criteres d’expression au cours du débourrement et/ou de fonction potentielle et/ou de position
sur les cartes génétiques du chéne et du chataignier. L’étape suivante de cette approche GC
consiste en 1’étude de la structuration de la diversité, la recherche de signatures moléculaires
de la sélection au sein de ces GC, ainsi que 1’étude des associations entre la variabilité
nucléotidique et la valeur phénotypique de la date de débourrement. Plus généralement,
I’ensemble des données de séquencage et de génotypage sera analysé avec les outils de la
génétique des populations a notre disposition.

L’approche QTL nous a renseigné sur les régions du génome impliquées dans la
variation du caractére de débourrement mais avec une grande imprécision sur la localisation.
En effet, la fenétre de déséquilibre de liaison est trés large au sein des pedigrees de
cartographie et la région controlant une partie du caractére peut contenir jusqu’a des milliers
de genes (cf. Chapitre C). A 'inverse, la fenétre de déséquilibre de liaison autour des sites
fonctionnels est trés réduite dans le cas des populations naturelles du fait des nombreuses
générations de recombinaison qui se sont accumulées au cours du temps. L’approche sous
forme d’étude d’association doit donc nous permettre de détecter directement le gene, voire le
polymorphisme impliqué. Ce chapitre présente la partie expérimentale mise en place, dans le
cadre de cette thése, pour répondre a cet objectif. Le travail expérimental relatif a 1’étude

d’association sur les trois locus SNP a été effectué par Alexandre Jauffres (Jauffres, 2004).
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Figure 40 : Emplacement et caractéristiques (régime climatique, type de sol, altitude) des
différents tests de provenances de chéne.
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Figure 41 : Les populations analysées en études d’association. En violet, le sous échantillon
utilisé pour la recherche des SNP. La note de débourrement moyenne de la population
apparait sous forme d’un rond dont 1’échelle de notation est indiquée en bas a droite de la
figure. Les valeurs en rouge indiquent des populations dont la notation est supérieure a la
moyenne (plutot précoce) ; les populations en bleue sont celles dont la notation est inférieure
a la moyenne (plutot tardive).




® Matériel et Méthodes

La partie expérimentale qui suit présente les résultats issus de I’analyse de la diversité
nucléotidique d’un certain nombre de génes candidats préalablement identifiés (Chapitres B et
C), parmi lesquels deux ont fait 1’objet d’une étude d’association. La liste des principaux
genes candidats pour le débourrement ne se limite en aucun cas a ceux présentés dans cette
partie. Les recherches sont en cours concernant les autres fragments identifiés qui constituent

des GC tout aussi intéressants.

1.1. Du matériel végétal au génotypage des marqueurs SNP

1.1.1. Les populations échantillonnées au sein de l’aire naturelle

L’échantillonnage des populations utilisées dans le cadre des études d’association a été
réalisé au sein de tests de provenances contenant plus d’une centaine de populations de chéne
sessile originaires de 1’ensemble de 1’aire de répartition. Ces tests de provenances ont ¢té
installés sur quatre sites géographiquement et écologiquement distincts (Figure 40) afin de
caractériser les différentes populations pour un certain nombre de parametres relatifs a la
croissance, la phénologie mais aussi I’architecture des arbres. Ces tests ont été¢ mis en place
entre 1989 et 1991 apres récolte des glands sur place, germination en pépiniére puis
plantation. Chaque provenance est représentée en moyenne par 240 arbres plantés au sein de
parcelles unitaires de 24 arbres, elles mémes réparties au sein de blocs écologiquement
homogenes. La récolte du matériel a été effectuée sur le site de la Petite Charnie, a I’exception
de la population provenant de Lapwald, récoltée a Vincence. Nous avons récolté¢ 21
populations originaires de 1’ensemble de I’aire de répartition et contrastées pour la notation
phénotypique du débourrement (Figure 41). Ces différentes provenances peuvent étre réunies
en trois groupes distincts de 7 populations (Tableau 12): un groupe de provenances
allemandes (G1), un groupe de provenances francaises (G2) et un groupe de provenances
contrastées au maximum pour le débourrement. Deux critéres principaux ont orienté
I’échantillonnage : i/ chaque groupe présente une variabilit¢ maximale pour la date de
débourrement, a savoir des populations précoces, intermédiaires et tardives, ii/ les deux
premiers groupes réunissent des populations issues d’une méme zone géographique ce qui

limite énormément 1’impact de 1’histoire (appartenance a des populations sources différentes,
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Tableau 12 : Caractéristiques des 21 populations ¢échantillonnées. La note stade de
débourrement correspond a la moyenne observée sur tous les arbres d’une méme provenance,
au sein de chaque test de provenances.

Groupe Forét Pays | Long. | Lat Alt. Notation de stade de débourrement
°cg °cg m Charnie | Vierzon | Vincence | Sillegny
1 Sprakensehl D 10,6 52,8 115 0,713 1,112 1,015 1,643
1 Gohrde D 10,9 53,1 90 0,962 1,211 1,016 1,947
1 Luss D 10,3 52,8 110 1,094 1,419 %) 2,004
1 Johanneskreuz D 7,8 49,4 460 1,153 %) 1,127 2,137
1 Lapwald D 10,9 52,2 180 %) 1,536 1,561 2,243
1 Wolfganz D 9,1 50,2 160 1,677 2,101 1,528 2,622
1 Cochem D 7,1 50,1 400 1,862 2,172 2,019 3,22
2 Saint Jean F 6,7 48,8 227 1,016 1,229 1,001 1,509
2 Romersberg F 6,7 48,8 220 1,258 1,747 1,383 2,262
2 Still F 7.3 48,6 688 1,586 1,954 1,606 2,956
2 Haslach F 7,4 48,6 265 1,997 1,812 1,864 2,88
2 Lembach F 7,8 48,9 260 2,243 2,278 2,011 3,206
2 Westhoffen F 7,5 48,6 400 2,767 2,697 2,632 3,213
2 Longchamps F 5,3 47,3 235 2,763 2,829 2,75 3,546
3 Molln D 10,8 53,6 36 0,576 1,184 0,906 1,48
3 Fontainebleau F 2,7 48,4 80 0,839 0,787 0,709 1,16
3 Blakeney GB -2,5 51,8 76 1,227 %) 1,264 1,297
3 Adé F 0 43,1 425 1,741 1,967 1,569 2,594
3 Neuville en Hez F 2,3 49,4 70 2,152 1,868 1,931 3,048
3 Obora cz 19 48,6 %) 3,169 > 2,623 3,712
3 Klostermarienberg A 16,6 47.4 310 3,278 3,802 4,154 4,079




divergences dues a la colonisation) sur la différenciation moléculaire de ces populations. Le
troisieme groupe, quant a lui, inclus un maximum de variabilit¢é pour le caractere de
débourrement, mais de ce fait inclus aussi des populations provenant de régions
géographiques trés éloignées. Cet échantillonnage devrait permettre de structurer les 21
populations, soit par groupes géographiques, soit par classes de précocité du débourrement
lors des analyses des niveaux de différenciation. Un sous ensemble de 9 populations a été
utilisé pour I’étape de recherche des SNP. Ces populations sont signalées par la couleur
violette sur la figure 41. Ce sous échantillon respecte également les deux critéres €dictés
précédemment, a savoir que trois populations sont originaires du Nord Est de la France
(Westhoffen, Haslach, Saint Jean), trois autres sont originaires d’Allemagne (Cochem,
Johanneskreuz, Sprakensehl) et les trois dernicres sont trés contrastées pour le débourrement
(Klostermarienberg (A), La Neuville en Hez (F), Molln (D)). Dans la pratique, quelques
dizaines de bourgeons pour 30 arbres de chaque provenance ont été récoltés sur le site de la
Petite Charnie et conservés a -80°C pour une extraction d’ADN ultérieure. L’étude
phénotypique du stade de débourrement a été réalisée a 1’aide d’une échelle de notation
exactement équivalente a celle utilisée pour la récolte du matériel lors de 1’approche
transcriptomique (cf. Figure 20). Une note moyenne prenant en compte I’ensemble des
bourgeons de I’arbre est attribuée a chaque individu, ainsi évalué pour le débourrement entre
1993 et 1995 sur chacun des sites de tests. Les notes moyennes obtenues pour chaque

population sont présentées dans le tableau 12.

1.1.2. La détection de polymorphisme

L’étape préliminaire aux études d’association est la recherche des SNP au sein des
individus issus de populations naturelles. Pour ce faire, 3 individus originaires de chacune des
9 provenances précédemment décrites, ont été utilisés. L’ADN de ces individus a d’abord été
extraits en tube Eppendorf 1,5 ml. Les échantillons ont tout d’abord été broyés a I’aide
d’azote liquide puis transférés en tube 1,5 ml. Un ml de tampon (NaCl : 1,4M, TrisHCI : 100
mM, EDTA : 20 mM, ATMAB : 2%, DTT : 1,25%, PVP soluble : 1,67%), préalablement
chauffé¢ a 65°C, a été ajouté dans chaque échantillon mis a incuber a 55°C pendant 45mn.
Apres ajout de 500 uL de dichlorométhane puis centrifugation 10mn a 13 000 g, le surnageant
a été transféré dans un nouveau tube. Six cent pL d’isopropanol ont été ajoutés et les

¢chantillons placés 1 heure a -20°C. Le surnageant a été retiré puis les culots séchés et repris
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Tableau 13 : Caractéristiques des GC étudiés au niveau nucléotidique.

Nom du Fonction Taille attendue Origine Groupes de Co-
geéne hypothétique Taille obtenue liaison localisation*
Cl08A01 Galactinol synthase 210 bp Banques SSH Q3&C8
GALA 505 bp Non
CI07B10 Zinc finger protein 360 bp Banques SSH Q8
DAG2 DAG2 360 bp Non
Cl08B04 Alpha- 327 bp
RASI amylase/subtilisin 327 bp Banques SSH Q9 Oui
inhibitor (RASI)
GA 3-f3- Synthesis of active 347 bp Cucurbita maxima Q5
hydroxylase Gibberelllin 652 bp Oui
GA3
Clo8C11 Metal-nicotianamine 316 bp Banques SSH Q2&C1
YSL1 transporter YSL1 316 bp Oui
GA 20- Synthesis of active 409 bp Fagus sylvatica
oxydase Gibberelllin 554 bp
GA20
Cons58 Auxin-repressed 12.5 255 bp Banques SSH Q5
AUX-REP kDa protein 447 bp Oui

* co-localisation avec un QTL de débourrement



dans 80 pL de tampon Tris HCI (10 mM, pH 8). Le lendemain, les échantillons ont été traités
a la RNase (2pg) et incubés 30mn a 37°C. L’ADN a été reprécipité par ajout de 250uL
d’éthanol 95% et 1/20 de volume de NaCl 5M, puis centrifugé Smn a 13 000 g. Apres avoir
¢liminé le surnageant, 1 ml d’éthanol 76% a été ajouté et les échantillons centrifugés S5mn a
13 000 g. Enfin, les culots ont été séchés puis repris dans 100 a 200 pL de tampon Tris HCI1
10mM. La qualité ainsi que la quantité de chaque échantillon ont été estimées par mesure de
la densité optique a 260 et 280nm ainsi que par électrophorese sur gel d’agarose 1,2%. Les
¢chantillons de qualité médiocre (bandes de dégradation visibles, concentration trop faible,
DO360/D02s0<1,6) ont été extraits de nouveau pour assurer une qualité homogene des ADN
des différents individus.

Dans un premier temps, chaque géne candidat sélectionné a été amplifié sur les 27
individus constituant le panel représentatif de 1’ensemble de D’aire naturelle, selon les
conditions PCR décrites dans le tableau 10. Parmi ces genes candidats, six €taient issus des
analyses des niveaux d’expression au cours du débourrement et le septieéme a été identifié lors
de I’approche de cartographie, a savoir Cons58 qui code potentiellement pour une protéine
auxin-repressed. Les informations relatives a ces 7 locus étudiés sont présentées dans le
tableau 13. Pour les six premiers GC, les réactions PCR ont été réalisées dans un volume
réactionnel de 20 pL contenant 2 pL de Tampon 10X PCR (Invitrogen), x mM de MgCl, (cf.
tableau 10), 200 uM de chaque dNTP, 0,2 uM de chaque amorce, 4 a 8§ ng d’ADN génomique
et 0,4 U de Tag polymérase (Invitrogen). Les amplifications ont été conduites dans une
machine GeneAmp PCR System 2700 (Perkin Elmer) avec les conditions suivantes : 10mn a
94°C, 35 ou 40 cycles de 45s ou 1mn a 94°C, 45s ou 1mn a la température d’hybridation, 1mn
a 72°C, et une phase d’extension finale de 10mn a 72°C. Les températures d’hybridation ainsi
que la durée des différentes phases pour chaque fragment sont présentées au tableau 10. Pour
ce qui concerne Cons58, les conditions ont été les suivantes : 10mn a 94°C, 10 cycles de
touchdown de 45s a 94°C, 45s a 58°C avec une température décroissante de 0,5°C a chaque
cycle, Imn a 72°C, suivis de 25 cycles de 45s a 94°C, 45s a 53°C et Imn a 72°C. Une phase
d’élongation finale de 10mn a 72°C a été appliquée. Deux mM de MgCl, ont été utilisés dans
le mélange réactionnel pour Cons58.

Chaque produit PCR a ensuite été cloné a 1’aide du kit TOPO TA cloning (Invitrogen)
puis les inserts amplifiés a 1’aide des amorces M13 forward et reverse (cf. protocole Chapitre
B § 1.2.3. et 1.3.3.). Les clones ont été séquencés a 1’aide du kit DYEnamic™ ET Dye
Terminator (Amersham Biosciences Inc.) et révélés sur un séquenceur capillaire Megabace

1000 automated DNA sequencer (Amersham Biosciences Inc.). Un a trois clones issus de
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Tableau 14 : Reégles de priorités pour la sélection des SNP (Tiré de Tabor ef al., 2002).

Type de variant Position Effet fonctionnel Fréquence Prédiction du risque relatif
dans le sur le phénotype
génome
| Non sens | Séquence codante | Arrét prématuré de la séquence d’acides aminés | Trés faible | Trés élevé
Antisens / Non Séquence codante Changement de la protéine en une autre aux Faible Modéré a trés fort, dépend
synonyme (Non propriétés différentes de la position
conservatif)
Antisens / Non Séquence codante Changement de la protéine en une autre aux Faible Faible a tres élevé, dépend
synonyme propriétés similaires de la position
(Conservatif)
Insertions/délétions | Séquence codante | Modifie le cadre de lecture dans la région codant Faible Tres élevé, dépend de la
(hors cadre) pour la protéine, avec des conséquences tres position
négatives sur la protéine
Insertion/délétions Codant ou non Change la séquence d’acides aminés Faible Faible a tres élevé
(dans le cadre) codant
Sens/Synonyme Séquence codante Ne change pas la séquence des acides aminés dans Modéré Faible a élevé
la protéine mais peut altérer 1’épissage
Promoteur/région Promoteur, 5’ N’affecte pas la séquence protéique mais peut Faible a Faible a élevé
régulatrice UTR, 3° UTR modifier le niveau, la position ou le timing dans modéré
I’expression du géne
Site Extrémité de Peut modifier le motif d’épissage ou I’efficience Faible Faible a élevé
d’épissage/liaison I’exon des introns
intron-exon
Intronique Dans ’intron Pas de fonction connue, mais peut affecter Modéré Tres faible
I’expression ou la stabilité de I’ARNm
Intergénique Régions Pas de fonction connue, mais peut affecter Elevé Tres faible
intergéniques I’expression




chaque fragment ont été séquencés et la séquence de meilleure qualité a été conservée. Les 27
séquences ont été alignées puis les sites polymorphes potentiels identifiés a 1’aide d’une suite
de programmes d’analyses de séquence d’ADN décrite dans ’article de Le Dantec et al.
(2004). Brievement, le programme Phred (Ewing et Green, 1998; Ewing ef al., 1998) est
d’abord utilis€¢ pour identifier chacune des bases de la séquence et lui assigner un score de
qualité. Ensuite, Phrap (http://www.phrap.org) permet d’assembler I’ensemble des séquences
en un contig unique. Enfin, PolyBayes (Marth et al., 1999), a I’aide de méthodes d’inférence
bayésienne, détermine pour chacun des sites au sein de I’alignement, une probabilité pour le
site d’étre polymorphe. Chacun des sites polymorphes, quelle que soit la probabilité associée,
a été inspecté visuellement afin de déterminer la présence ou non d’un polymorphisme de
type SNP ou insertions/délétions. Les alignements ont été visualisés a ’aide du logiciel
Consed (Gordon et al., 1998) sous environnement Unix. Les 7 locus ont ainsi été traités et
I’ensemble des polymorphismes de type SNP ou insertions/délétions présents dans la

séquence a été identifié.

1.1.3. Le génotypage des SNP

Deux des sept locus précédemment décrits ont été 1’objet d’une étude de diversité sur
certains sites SNP dans le cadre du travail de Master d’Alexandre Jauffrés (2004), réalisé au
sein de ’'UMR Biogeco. Il s’agit du GC CI0O8A01 (GALA) codant potentiellement pour
I’enzyme Galactinol synthase et du GC Cl07B10 (DAG2) codant potentiellement pour le
facteur de transcription DAG2. Aprés le choix des locus, 1’étape suivante a consisté en la
sélection des sites SNP a étudier. A cet effet, les informations concernant la position ainsi que
le type de variants alléliques rencontrés peuvent servir a établir une liste des SNP par ordre de
priorité (Tabor et al., 2002). Le tableau 14 reprend les critéres de priorité établis par Tabor et
al. (2002), qui nous serviront dans le choix des sites SNP étudiés. Les niveaux de
différenciation entre populations mesurés au niveau de ces sites polymorphes sont également
une information a prendre en considération dans ce choix.

La technique de génotypage des sites SNP utilisée est basée sur la méthode
d’extension d’amorce. Une amorce spécifique, dont I’extrémité 3’ se termine juste avant le
site polymorphe, est utilisée dans une réaction d’amplification. La base ajoutée est un
didéoxynucléotide marqué a 1’aide d’un fluorochrome, chaque base étant marquée par un

fluorochrome différent. Une fois I’incorporation des bases fluorescentes réalisée, la lecture
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Figure 42 : Lecture d’un polymorphisme de type A/G au site SNP GalalLoc455, a 1’aide du
logiciel SNP Profiler.



peut se faire soit a I’aide d’un séquenceur capillaire soit a I’aide d’un appareil mettant en jeu
la fluorescence polarisée. Une douzaine d’amorces a ainsi été testée mais seulement trois ont
pu étre mises au point, a savoir une amplifiant un site SNP de DAG2 en position 25 (5° CAG
CCT CAC TCA ACC AAG ATA 3’) et deux amplifiant des sites SNP, en positions 395 et
455, au sein du GC codant pour la Galactinol synthase (GALA395 : 5 GAA CAT RTT CAA
AAA GTC CTG AAA 3’ ; GALA455: 5 TAA CAT GGC AAG CAC AAG ATT 3°). Ces
trois sites SNP ont donc été génotypés chez un peu plus de 500 individus issus de 21
populations naturelles.

Sur le plan expérimental, les ADN génomiques des 30 individus récoltés par
provenance ont été extraits en suivant le protocole décrit par Shagai-Maroof et al. (1984)
légérement modifié. Apres évaluation de la qualité et de la quantité des ADN extraits, 24
individus par provenances ont été retenus en prenant soin d’éliminer les échantillons de
mauvaise qualité (cf. § 1.1.2.). Un total de 504 individus a ainsi été arrangé en plaques 96
puits. Chaque individu a, dans un premier temps, été¢ amplifié avec les amorces correspondant
aux fragments GALA et DAG2, et conformément au protocole décrit dans le tableau 10. Les
produits PCR obtenus ont été vérifiés sur gel d’agarose 2% puis purifiés, en suivant les
instructions données par le fournisseur du kit de génotypage MegaBACE SnuPe Genotyping
(Amersham Biosciences Inc.). L’amplification des sites SNP a ensuite été réalisée a I’aide du
méme kit selon les instructions fournies. Apres purification des produits issus de la réaction
de génotypage, la révélation des SNP a été réalisée sur séquenceur MegaBACE (Amersham
Biosciences Inc.). Dans ce cas, la séparation des produits amplifiés est effectuée par la
technique d’électrophorese capillaire. Chacune des quatre bases marquées est lue a 1’aide d’un
laser de longueur d’onde spécifique du ANTP considéré. Les profils obtenus sont révélés a
I’aide du logiciel SNP Profiler, fournis par le fabricant (Amersham Biosciences Inc.). Les
alleles sont ainsi visualisés grace a des pics colorés, localisés et encadrés par un marqueur

d’injection multiple (Figure 42).
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1.2. Outils d’analyse de la diversité et des études d’association

Les analyses de diversité ont porté d’une part sur les données issues du séquencgage des
fragments et, d’autre part, sur les données de génotypage aux sites SNP. Dans toute la suite,
les GC seront nommés relativement a leur fonction hypothétique, tels que décrits dans le

tableau 13.

1.2.1. Analyse des séquences

Apres inspection visuelle de chacune des séquences issues de 1’alignement sous le
logiciel Consed et validation de I’ensemble des sites polymorphes, les données pour chaque
locus ont été transférées et mises en forme dans un format compatible avec les logiciels
utilisés par la suite, grace au logiciel ProSeq v 2.91 (Filatov, 2002). Au final, 26 ou 27
séquences d’individus issus de 9 provenances européennes étaient ainsi disponible pour
chaque fragment analysé, sauf le fragment GA20 pour lequel 21 séquences ont été obtenues.
L’utilisation de produit de clonage a ainsi permis la définition directe des haplotypes présents
(combinaisons multi locus des polymorphismes) sans avoir recours a un algorithme EM
(Long et al., 1995) pour déterminer, entre autres parameétres, les fréquences haplotypiques.

Les parametres descriptifs tels que le nombre de polymorphismes SNP, d’insertions
délétions (INDELS), de mutations synonymes (S) ou non synonymes (NS) ont été¢ déterminés

a I’aide du logiciel DnaSP v 4.00.5 (Rozas et al., 2003, http://www.ub.es/dnasp). La diversité

nucléotidique a été estimée par les parameétres 0,, (Watterson, 1975) et T (Nei, 1987). Le

parameétre TU représente le nombre moyen de différences nucléotidiques observées, par site,

n

entre deux séquences, et son estimateur est calculé comme suit : 7 = z;%ifc T, »ounest
i

n—1

le nombre de séquences analysées, %, est la fréquence dans la population du i*™ (j*")variant

d’ADN et 7, la proportion des différents nucléotides entre le i™ et le j™ variant d’ADN. 0,

représente le nombre moyen de sites polymorphes par nucléotide, et son estimateur est calculé

L oa S /er : :
comme suit: 6, =— zj ,ou S et n sont, respectivement, le nombre de sites polymorphes
n/ =i

et le nombre de nucléotides dans la séquence, et m le nombre d’haplotypes échantillonnés.
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Ces deux parametres ont également été calculés dans DnaSP v 4.00.5 (Rozas et al., 2003),
sans considérer les INDELS dans les calculs de diversité. Le paramétre T a été estimé a trois

niveaux au sein de la séquence : i/ sur ’ensemble de la séquence, ii/ dans les régions non
codantes (introns, 3’ et 5° UTR), iii/ dans les régions codantes subdivisées en régions
synonymes (S) et non synonymes (NS). Le nombre d’haplotypes ainsi que la diversité
haplotypique ont également été calculés a I’aide du logiciel DnaSP (Rozas et al., 2003).
Enfin, les indices de différenciation, au niveau de la séquence et pour chaque site SNP, ont été
estimés a 1’aide du parametre Fgr selon la méthode de Weir et Cockerham (1984) au sein du
logiciel GENEPOP (Raymond et Rousset, 1995). Deux niveaux hiérarchiques ont été
considérés : i/ un premier niveau en comparant les populations par provenances
géographiques, ii/ un second niveau en comparant les populations par groupes de précocité de
débourrement.

Pour estimer si les fragments considérés suivaient ou non le modele neutre de
I’évolution moléculaire (Kimura, 1983), nous avons appliqué le test statistique d’écart a la
neutralité¢ du D de Tajima (1989). La significativité de la valeur de D a été testée a 1’aide de
simulations de coalescence, disponibles dans DnaSP (Rozas et al., 2003). Les simulations ont
¢été réalisées avec un nombre donné de sites en ségrégation pour chaque locus, égal au nombre
de sites effectivement observés sur 1’échantillon, et sans recombinaison, ce qui rend le test
conservatif. Malgré le nombre d’individus limités mais sachant que les niveaux de
différenciation entre ces derniers sont relativement faibles (cf. Tableau 18), le déséquilibre de
liaison a été estimé au sein des locus entre les sites polymorphes (singletons exclus). Les
locus DAG2, GA3 et GA20 ont été retirés de 1’analyse comme ils ne présentaient
respectivement que deux, trois et quatre sites SNP. L’ensemble des séquences disponibles a
¢été utilisé et le calcul du coefficient de corrélation des fréquences alléliques, entre paires de
sites polymorphes, noté¢ R (Hill et Robertson, 1968), a été effectué a 1’aide de DnaSP. La
significativité des associations détectées a €té estimée grace a des tests de Fisher exact en

utilisant la correction de Bonferroni.

1.2.2. Diversité nucléotidique et différenciation entre populations a certains

sites SNP

Les analyses décrites en suivant ont porté sur un ensemble des 504 individus récoltés

parmi 21 provenances (cf. § 1.1.1.). Nous utiliserons dans cette partie des indices de la
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diversité basés sur les fréquences alléliques. L’autre type d’indice est en effet basé sur la
richesse allélique ce qui ne convient pas aux marqueurs SNP qui sont bi alléliques (richesse
allélique attendue = 1 ou 2). L’une des mesures les plus communes de diversité est I’index de
diversité écologique de Simpson (1949) dont dérivent un certain nombre de mesures. La plus
largement utilisée est la diversité génétique de Nei (1973). Pour une population donnée, elle

est définie comme la probabilité pour que deux alleles tirés au hasard avec remise dans la

population sont différents. Si a un locus donné, on trouve m alleles, alors: H, =1— z p.%,
i=l1

ou p; est la fréquence de 1’allele 1 au locus étudié. Comme on s’intéresse dans notre étude a
plusieurs populations, on calculera le diversité génétique moyenne a l’intérieur des sous
populations (Hg est la moyenne des H; sur toutes les sous populations) et la diversité
génétique totale (Ht est la valeur de H; pour la population fictive englobant toutes les sous
populations). Nous estimerons également 1’hétérozygotie observée, notée Hy, qui se définit
comme ¢étant le nombre d’individus hétérozygotes dans la population divisé par le nombre
total d’individus. La structuration de cette diversité intra population peut étre estimée par le
parametre Fjs, plus communément appelé coefficient de consanguinité et définit comme suit :
Fis = 1 — Hyp / Hs. Wright (1969) I’a initialement défini sous le nom de coefficient de
consanguinité mais la consanguinité n’est pas le seul facteur induisant un écart a 1’équilibre de
Hardy-Weinberg (1908). En effet, I’homogamie, la dérive, la sélection et la différenciation
génétique locale y participent également.

L’analyse de la diversité est généralement faite dans plusieurs populations, comme
dans notre étude. Deux niveaux hiérarchiques peuvent alors étre considérés : la diversité entre
populations, généralement appelée différenciation, et la diversité intra population, que nous
avons évoqué précédemment. On peut montrer (Nei, 1973) que la différenciation entre
population s’exprime aussi comme la différence des diversités entre deux niveaux
hiérarchiques : dst = Hr — Hs. La différenciation est alors exprimée sous forme relative (Gsr),
en la rapportant a la diversité totale : Gst = dst/ Hr, d’ott Gst = 1 — Hg / Hr. 1l est intéressant
de noter que la différenciation, contrairement a la diversité, est indépendante de ’unité de
mesure et que les comparaisons entre marqueurs sont donc possibles. Il est a noter que
I’ensemble de ces parametres est calculé par le biais d’estimateurs non biaisés, c'est-a-dire
dont la variance est minimale. Les parameétres Hg, Hr, Hy et Ggr ont ainsi été estimés a 1’aide
du logiciel Fstat v 2.9.3 (Goudet, 2001). Le parametre Fis a été estimé selon la méthode de
Weir et Cockerham (1984) a I’aide du logiciel GENEPOP (Raymond et Rousset, 1995).
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1.2.3. Etudes d’association entre variants alléliques et notes de débourrement

I faut rappeler ici que I’objectif de ces études est de valider I’importance des genes
candidats sélectionnés par 1’étude des corrélations entre les variants alléliques et la variation
phénotypique observée en populations naturelles. Pour évaluer cette corrélation a chaque site
SNP étudié, nous avons procédé a une analyse a deux niveaux distincts :

- d’une part, la corrélation a été testée au niveau individuel, par comparaison du
génotype de chaque individu au site nucléotidique considéré avec la note de
débourrement mesurée sur le site de test de la Petite Charnie. Deux approches
ont été¢ employées pour cela. La premicre a consisté a réaliser une comparaison
de moyennes des stades de débourrement pour les trois classes génotypiques
(11, 12, 22) en testant la significativité des différences observées (test t de
Student) entre chaque couple de classes génotypiques. La seconde approche a
consisté a analyser les interactions possibles (effets d’association) entre les
trois locus. Pour ce faire, nous avons réalisé une analyse de variance en modele
linéaire en testant 1’effet individuel de chaque locus, les interactions deux a
deux et I’effet d’interaction des trois locus. Le modele utilisé peut s’écrire de la

maniére suivante :

Yijm = p + GALA455; + GALA395; + DAG25, + GALA455*GALA395;; +
GALA455*DAG25; + GALA395*DAG25; + GALA455*GALA395*DAG25ik + €ijul

avec Yiju = note de débourrement du Jeme individu,

u = note moyenne de débourrement sur 1I’ensemble des indivdus,

GALAA455; = effet du locus GALAA455 (i=1-3),

GALA395; = effet du locus GALA395 (j=1-3),

DAG25y = effet du locus DAG25 (k=1-3),

GALA455*GALA395;; = effet d’interaction entre les locus GALA455 et
GALA395,

GALA455*DAG25; = effet d’interaction entre les locus GALA455 et DAG25,
GALA395*DAG2S5;, = effet d’interaction entre les locus GALA395 et DAG2S,
GALA455*GALA395*DAG25;; = effet d’interaction entre les trois locus,

eiji = effet résiduel non pris en compte par les effets précédents ;
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- d’autre part, la corrélation a été testée au niveau populationnel. Dans chaque
plantation comparative, nous avons calculé la corrélation entre la note
moyenne de débourrement de tous les arbres d’une provenance (240 individus)
et la fréquence allélique de cette méme provenance au niveau du site SNP.

Ces différentes analyses ont €té réalisées a 1’aide du logiciel SAS (Statitical Analysis

System version 6.12, SAS Institute, Cary, NC).
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Tableau 15 : Longueur des régions analysées et nombre de sites polymorphes.

Locus Codant Non-codant SNP Singletons  INDELS
GALA 210 295 17 8 28 pb
1 pb

RASI 327 0 10 13 3 pb
AUX-REP 1pb (x2)

259 188 7 12 2 pb
YSLI 316 0 8 4 1 pb (x2)
DAG2 360 0 2 4 1 pb (x2)
GA3 347 305 3 9 6 pb
GA20 425 129 4 11 27 pb
Total 2243 917 51 61 12 INDELS

Tableau 16 : Fréquences et nombre de singletons potentiels résultant d’erreur de 1’enzyme
Taq polymérase.

Locus F* Nb Singl. Fo* Nb Singl.
GALA 0,152 1,2 0,303 2,4
RASI 0,104 1,4 0,196 2,6
AUX-REP 0,141 1,7 0,268 3,2
YSL1 0,101 0,4 0,189 0,8
DAG?2 0,115 0,5 0,216 0,9
GA3 0,111 1,0 0,391 3,5
GA20 0,136 1,5 0,332 3,7

*F, : fréquence d’erreurs de Tag, sur les singletons détectés, lors de la PCR sur colonies apres
clonage ; F, : fréquence d’erreurs de Tagq, sur les singletons détectés, cumulée lors de I’amplification
du fragment et de la PCR sur colonies.



@ Résultats et discussion

2.1. Le polymorphisme révélé au sein des geénes candidats

2.1.1. De la difficulté de mettre en évidence des polymorphismes au sein des

séquences

Dans un premier temps, il est intéressant d’estimer la capacité de notre échantillon a
détecter du polymorphisme au sein des génes candidats étudiés, autrement dit la puissance de
détection des sites polymorphes. La probabilité P de détecter deux alleles a un locus SNP
dépend de trois parametres que sont: i/ le nombre de gametes échantillonnés (N), ii/ la
fréquence d’un allele rare dans la population (p), et iii/ 1’organisation de la diversité
génétique. Si I’on suppose I’absence de différenciation entre les populations, alors P =1 — (1
— p)". Dans le cas de notre étude, 26 gamétes en moyenne ont été séquencés, la probabilité de
détection d’un allele présent a la fréquence de 10% était donc de 94%. Inversement, il est
possible de calculer la fréquence minimale qu’un allele doit présenter pour étre détecté dans
90% des cas. La fréquence doit étre au minimum de 8,4% pour que la mutation soit détectée
dans 90% des cas, soit 2,2 individus. La mutation doit donc étre portée par trois individus au
moins. L’échantillon apparait donc satisfaisant pour la détection de sites polymorphes, y
compris ceux résultant d’un événement de mutation rare.

La seconde difficulté a révéler des sites polymorphes « vrais » réside dans des aspects
liés aux techniques employées, et en particulier 1I’étape de clonage. En effet, une tendance a
I’exces de singletons apparait dans la majorité des locus étudiés (Tableau 15). Les séquences
ont été obtenues a partir de produits PCR clonés et ce résultat peut résulter d’erreurs de la Tag
polymérase pendant la phase d’amplification du fragment ou ensuite lors de la PCR sur les
fragments clonés. Cependant, connaissant la fréquence d’erreur de I’enzyme Tag polymérase
de 8x10°° /pb/duplication (Cline ef al., 1996), les erreurs de PCR seraient 4 1’origine de 1 & 4
singletons par fragment (Tableau 16). Ces erreurs de I’enzyme polymérase ne semblent donc
pas expliquer 1’exceés de singletons observé. Par ailleurs, chez le peuplier (Populus tremula
L.), Ingvarsson (2005) a également trouvé un exces de singletons dans les 5 locus de son
¢tude, alors méme que 5 a 10 clones ont été séquences pour chaque individu afin de passer
outre les erreurs dues a I’enzyme polymérase. Il est également indispensable de travailler sur
des produits de séquencgage de trés bonne qualité afin de ne pas « polluer » la lecture des

différentes bases par des erreurs de séquengage. La suite de programmes précédemment
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Figure 43 : Représentation schématique des sites SNP identifiés pour chaque fragment
d’ADN génomique étudié (bas de la figure). L’EST de départ (ou le produit PCR attendu sur
la base des amorces dessinés) est également représentée (milieu de la figure) a la méme
échelle que la protéine potentielle correspondante, issue de I’annotation bioinformatique ou
sur laquelle les amorces ont été dessinées. Les différents sites actifs ou de faible complexité
identifiés sur la protéine sont projetés sur la séquence d’ADN génomique afin d’apprécier
I’effet possible des mutations sur la protéine. La valeur de e-value reportée en haut de la
figure correspond a celle du BLAST effectué avec la séquence d’ADN génomique obtenue.



décrite pour aligner puis identifier les sites polymorphes permet de remédier a cela puisqu’un
score de qualité est attribué a chaque base. Les bases de mauvaise qualité ont ainsi été retirées

de I’analyse.

2.1.2. Les sites polymorphes identifiés au sein des GC

Pour chacun des locus, nous avons obtenu et analysé les séquences de 26 ou 27
individus du panel représentatif de ’aire de distribution naturelle, a I’exception du locus
GA20, pour lequel 21 séquences ont été obtenues, ce qui représente en moyenne 26 individus
par locus. La longueur des régions analysées variait entre 316 et 652 pb (INDELS inclus, cf.
tableau 13). Quatre des 7 locus analysés contenaient des régions introniques non codantes,
représentant entre 129 pb (GA20) et 305 pb (GA3). Au total, 3,16 kb ont donc été étudiés
dont 2,24 kb dans des régions codantes et un peu plus de 0,9 kb dans des régions non codantes
(introns) (cf. tableau 15). Un total de 112 sites SNP, dont 61 singletons13 a été détecté, ainsi
que 12 INDELS couvrant de 1 a 29 bases. Deux des SNP détectés sont tri nucléotidiques dans
notre échantillon. Sur I’ensemble des 7 locus, un site SNP est donc détecté en moyenne toutes
les 28 paires de base. Ce résultat est variable selon les locus, avec un maximum mesuré de 1
SNP/14 pb pour le locus RASI et un minimum de 1 SNP/60 pb pour le locus DAG2. Nous
pouvons étudier plus en détail, locus par locus, la position des différents sites SNP. La figure
43 propose une représentation schématique de chacun des locus amplifié indiquant les régions
codantes (domaine actif ou non) et non codantes déduites de la séquence de la protéine
hypothétique correspondante.

Nous pouvons tout d’abord remarquer que les régions amplifiées se situent
préférentiellement du c6té de la région 3° du gene. C’est le cas des locus amplifiés sur GA3,
GA20, GALA et YSLI. A I’inverse, le locus amplifié¢ sur DAG2 se situe du c6té 5°. Les locus
amplifiés sur RASI et AUX-REP couvrent quasiment la totalité¢ du geéne hypothétique. Dans
ces deux derniers cas, les valeurs de probabilités associées a la procédure BLAST sont les
deux plus faibles observées, respectivement 5x10™ et 9x107°, et la séquence codant pour la
protéine hypothétique est entiecrement contenue dans I’EST. Il est donc fort probable que ces
deux EST codent pour une autre protéine que celle obtenue par recherche de similarités de
séquences. Cependant, nous discuterons des SNP associés a ces deux locus dans ce qui suit en

suivant ce cadre de lecture. Il n’est pas surprenant de voir que la majorité des EST se situe, ou

" Singleton : mutation présente chez un seul individu de I’échantillon.
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Tableau 17 : Patron de variation nucléotidique des 7 locus étudiés.

Polymorphisme SNP
Total Non codant Codant
Total Synonyme | N.synonyme Nb Hd
Locus Provenances N S Ow . D 1 S . S . S n S T haplotypes
(Tajima)

GALA Total 26 25 0,01382 0,01502 0,31757 17 0,01755 8 0,01184 5 0,03905 3 0,00420 18 0,945
France 8 19 0,01543 0,01647 - 14 0,02022 5 0,01173 4 0,04162 1 0,00333 7 0,964
Allemagne 9 16 0,01242 0,01184 - 11 0,01452 5 0,00847 4 0,02998 1 0,00242 7 0,917
Contrasté 8 17 0,01380 0,01624 - 10 0,01792 7 0,01412 4 0,04143 3 0,00647 8 1,000

RASI Total 26 23 0,01860 0,01024 -1,63371** - - 23 0,01024 9 0,01583 14 0,00853 15 0,908
France 9 8 0,00908 0,00660 - - - 8 0,00660 3 0,01036 5 0,00546 5 0,806
Allemagne 8 17 0,02005 0,01606 - - - 17 0,01606 6 0,02047 11 0,01480 6 0,893
Contrasté 8 10 0,01179 0,00961 - - - 10 0,00961 5 0,01994 5 0,00630 7 0,964

AUX-

REP Total 27 19 0,01115 0,00569 -1,83479** 12 0,01061 7 0,00204 1 0,00124 6 0,00235 16 0,863
France 9 8 0,00663 0,00438 - 4 0,005656 4 0,00350 O - 4 0,00470 7 0,917
Allemagne 9 6 0,00497 0,00526 - 5 0,01111 1 0,00087 1 0,00371 O - 5 0,806
Contrasté 8 10 0,00873 0,00606 - 8 0,01159 2 0,00197 O - 2 0,00264 6 0,893

YSL1 Total 27 12 0,00995 0,01039 -0,11937 - - 12 0,01039 7 0,02903 5 0,00419 13 0,937
France 8 8 0,00986 0,01312 - - - 8 0,01312 6 0,03869 2 0,00459 5 0,857
Allemagne 9 8 0,00940 0,00976 - - - 8 0,00976 4 0,02555 4 0,00452 7 0,944
Contrasté 9 8 0,00940 0,00958 - - - 8 0,00958 5 0,02558 3 0,00428 6 0,917

DAG2 Total 27 6 0,00451 0,00251 -1,20968 - - 6 0,00251 4 0,00814 2 0,00078 7 0,664
France 9 3 0,00308 0,00279 - - - 3 0,00279 2 0,00917 1 0,00083 4 0,750
Allemagne 9 2 0,00205 0,00217 - - - 2 0,00217 2 0,00906 O - 3 0,639
Contrasté 9 3 0,00308 0,00233 - - - 3 0,00233 2 0,00524 1 0,00146 4 0,694

GA3 Total 27 12 0,00482 0,00228 -1,75622** 7 0,00326 5 0,00145 4 0,00565 1 0,00027 13 0,860
France 9 7 0,00399 0,00292 - 4 0,00409 3 0,00192 3 0,00881 O - 7 0,917
Allemagne 9 3 0,00171 0,00155 - 2 0,00204 1 0,00112 1 0,00514 O - 4 0,778
Contrasté 8 5 0,00299 0,00221 - 4 0,00394 1 0,00072 O - 1 0,00093 6 0,929

GA20 Total 21 15 0,00793 0,00438 -1,63056** 4 0,01001 11 0,00277 1 0,00102 10 0,00302 14 0,895
France 8 7 0,00513 0,00482 - 3 0,01160 4 0,00288 1 0,00268 3 0,00298 6 0,893
Allemagne 6 6 0,00499 0,00455 - 2 0,00004 4 0,00326 0 - 4 0,00428 6 1,000
Contrasté 7 6 0,00465 0,00361 - 4 0,00888 2 0,00210 O - 2 0,00183 5 0,857

" ** test significatif a 5%.



couvre, la partie 3’ du gene correspondant dans la mesure ou les banques d’ADNc ont été
construites aprés isolation des ARNm par la queue polyA, située en 3’. La deuxi¢me
observation est que toute ou partie de la séquence codant hypothétiquement pour les sites
actifs des protéines est présente dans les régions amplifiées. Ce résultat est prometteur si I’on
se réfere aux regles de priorité établies par Tabor ez al. (2002) résumées dans le Tableau 14.
En effet, les mutations non synonymes apparaissant au sein de la séquence codant pour le site
actif de la protéine sont trés intéressantes a considérer puisqu’elles ont un impact tres fort sur
la séquence et donc potentiellement sur I’activité¢ de la protéine. Or, les locus AUX-REP,
GA20, GALA, RASI et YSLI1 contiennent des mutations non synonymes dans la partie de la

séquence codant potentiellement pour le site actif de la protéine associée.

2.1.3. Diversité nucléotidique

Les calculs de diversité qui suivent ont donc été effectués en considérant la totalité des
sites SNP détectés, singletons inclus, les INDELS ayant été retirés de 1’analyse. Le nombre de
sites polymorphes (S), les niveaux de diversité (Tt et 0,,), le nombre d’haplotypes, ainsi que la
diversité haplotypique (Hd) estimés sur chacun des 7 locus sont présentés dans le tableau 17.
S et T sont calculés sur la totalité de la séquence, au sein des régions codantes et non
codantes, en distinguant dans ce dernier cas, les régions synonymes et les régions non
synonymes. Par ailleurs, les résultats sont présentés au niveau de 1’ensemble des séquences
mais ¢également par groupes géographiques précédemment définis, a savoir le groupe
allemand (Gl), le groupe francgais (G2) et le groupe contrasté (G3). Les niveaux de
polymorphisme sont en regle générale assez élevés puisque la diversité moyenne sur les 7
locus est de Tt = 7,22x10, bien que cette valeur varie jusqu’a 7 fois entre locus, de 2,28x10

pour le locus GA3 a 15,02x10~ pour le locus GALA. Cette valeur moyenne de diversité est
proche de celles reportée sur mais (8,71x10) (pour une revue, voir White et Doebley, 1999)

et sur sapin de Douglas (8,53x107) (Neale et Savolainen, 2004). La plus forte valeur reportée
a ce jour chez une espece forestiere concerne le peuplier (Ingvarsson, 2005), avec T =

11,1x107 sur un ensemble de 5 locus étudiés parmi quatre populations (2 suédoises, 1

francaise, 1 autrichienne). 4 contrario, des especes telles que les pins apparaissent beaucoup

moins diversifiées, avec des valeurs de T = 3,98x10” chez Pinus taeda (Brown et al., 2004)

et = 1,4x107 chez Pinus sylvestris (Dvornyk et al., 2002). Globalement, la diversité dans les
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régions non codantes (10,36x107) est 2 fois plus élevée que dans les régions codantes

(5,89x10) et ce résultat se vérifie sur les 4 genes contenant des régions non codantes, le ratio
T-codant/ T-noncodant variant de 1,5 sur le gene GALA a 5,2 sur le locus AUX-REP. Dans

les régions codantes, la diversité des zones synonymes est en moyenne 4 fois plus élevée que
la diversité des zones non synonymes (14,28x10™ > 3,33x10~). Cependant, la tendance est
inverse sur les locus AUX-REP et GA20 puisque la diversité des régions non synonymes est
plus forte que celle des régions synonymes, respectivement 2,35x107 > 1,24x107 et 3,02x10"
3> 1,02x10. La diversité haplotypique moyenne a été estimée a 0,867 ce qui correspond a
13,7 haplotypes en moyenne sur chacun des locus. Pour chaque locus, la diversité totale
estimée sur ’ensemble des séquences est a peu pres équivalente a la diversité estimée dans
chacun des groupes de provenances. Les différences reportées entre diversité des zones
codantes et des zones non codantes, tout comme entre régions synonymes et non synonymes,

sont également respectées au sein des groupes de provenances.
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Tableau 18 : Niveaux de différenciation (Fsr) entre populations.

Gene Fgr global Groupe Géo.! Fgr Géo.’ Groupe Deb.! Fgr Deb.*
DAG?2 -0,0147 FRA <->DE -0,0338 Prec <-> Inter 0,0100
FRA <-> NDE 0,0637 Prec <-> Tard -0,0239
DE <-> NDE 0,0462 Inter <-> Tard 0,0233
GALA 0,0434 FRA <> DE -0,0384 Prec <-> Inter -0,0318
FRA <> NDE 0,1138 Prec <-> Tard 0,0589
DE <-> NDE 0,0630 Inter <-> Tard 0,0324
YSL1 0,0437 FRA <->DE -0,0044 Prec <-> Inter 0,0065
FRA <-> NDE 0,0030 Prec <-> Tard 0,1028
DE <-> NDE 0,0097 Inter <-> Tard -0,0250
AUX-REP 0,0257 FRA <->DE 0,0519 Prec <-> Inter 0,0500
FRA <> NDE 0,1969 Prec <-> Tard 0,0688
DE <-> NDE 0,0115 Inter <-> Tard -0,0378
RASIT 0,0037 FRA <-> DE 0,0081 Prec <-> Inter -0,0506
FRA <-> NDE -0,0057 Prec <-> Tard 0,0013
DE <-> NDE -0,0292 Inter <-> Tard -0,0259
GA3 -0,0092 FRA <->DE 0,0175 Prec <-> Inter 0,0030
FRA <-> NDE -0,0314 Prec <-> Tard -0,0206
DE <-> NDE 0,0123 Inter <-> Tard 0,0421
GA20 0,0325 FRA <->DE 0,0186 Prec <-> Inter -0,0190
FRA <-> NDE -0,0277 Prec <-> Tard 0,0480
DE <-> NDE -0,0407 Inter <-> Tard 0,0105
! Groupes FRA : populations frangaises, DE: populations allemandes, NDE: populations

d’Allemagne du Nord, Prec: populations précoces, Inter: populations intermédiaires, Tard :
populations tardives (cf. § 2.2.1 « Différenciation entre populations »).
?En gras : valeur de Fgr la plus élevée pour chaque géne.



2.2. Des génes candidats différenciés et soumis a 1’action de la sélection ?

2.2.1. Différenciation entre les populations

Une fois les niveaux de diversité estimés au sein de chaque GC, la question qui se
pose alors est de connaitre la structuration de cette diversité entre les populations
¢chantillonnées. Pour ce faire, nous avons calculé les indices de différenciation (Fsr) au
niveau de la séquence en considérant: i/ la population totale incluant tous les individus
séquencés, 11/ trois groupes géographiques: France (Westhoffen, Haslach, Saint Jean),
Allemagne (Cochem, Johanneskreuz), Allemagne du Nord (Sprakensehl, Molln), iii/ trois
groupes de précocité : Tardif (Saint Jean, Sprakensehl, Molln), Intermédiaire (Haslach,
Johanneskreuz), Précoce (Westhoffen, Cochem). La population totale inclue les séquences
issues des neuf populations échantillonnées pour la recherche de SNP. En revanche, 1’analyse
par groupes géographiques n’a pas permis d’inclure les populations de Klostermarienberg et
La Neuville en Hez (issues du groupe contrasté), trop éloignées géographiquement des trois
groupes utilisés (cf. Figure 41). De ce fait, ces deux populations ont également été retirées de
I’analyse par groupes de précocité afin de comparer le méme échantillon de populations. Le
tableau 18 présente les résultats des analyses des indices de diversité aux trois niveaux
précédemment définis.

Si ’on considere la population totale, les niveaux de différenciation au niveau de
chaque locus sont relativement faibles puisqu’ils s’échelonnent entre 0,0037 pour le locus
RASI et 0,0437 pour le locus YSLI1. La différenciation au niveau de ces régions codantes du
génome est du méme ordre de grandeur que les valeurs mesurées a I’aide des marqueurs
neutres. En effet, Mariette et al. (2002) ont reporté des valeurs de différenciation
intraspécifique pour le chéne sessile de 0,023 pour des marqueurs microsatellites et 0,044
pour des marqueurs AFLP. L’analyse au niveau de la population totale ne semble donc pas
mettre en évidence de différenciation forte dans la séquence des génes candidats entre des
provenances pourtant trés contrastées a la fois géographiquement et du point de vue du
débourrement. L’analyse par groupes géographiques ou de précocité peut donc se révéler plus
informative. En effet, les provenances sont parfois tres différenciées entre elles selon leur
localisation géographique. C’est le cas des génes GALA et AUX-REP, pour lesquels I’indice
de différenciation entre les groupes de populations francaises et d’Allemagne du Nord est
respectivement égal a 0,1138 et 0,1969. Les valeurs de Fst entre les groupes de populations

tardives et précoces sont moindres, respectivement 0,0589 et 0,0688 pour GALA et AUX-
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REP. Le gene DAG2 présente également des valeurs de différenciation plus forte entre
groupes géographiques qu’entre groupes de débourrement avec un Fsp = 0,0637 entre les
populations francgaises et celles du Nord de 1’Allemagne, contre 0,0233 entre le groupe tardif
et le groupe intermédiaire. Néanmoins, les valeurs de différenciation élevées, observées entre
groupes géographiques pour ces trois genes, ne résultent pas nécessairement d’événements
démographiques puisque dans ce cas, les valeurs de Fgr auraient également été fortes au
niveau de la population totale. Ces valeurs peuvent donc provenir d’un processus de sélection,
agissant sur des caracteres autres que le débourrement, et ayant mené a la différenciation de
ces trois groupes géographiques. Le locus RASI, quant a lui, n’est absolument pas différencié,
quelle que soit la structuration des populations.

En revanche, pour les genes YSL1, GA3 et GA20, les valeurs de différenciation sont
plus élevées en considérant la précocité de débourrement qu’en considérant la localisation
géographique. Le géne YSLI1, en particulier, présente un Fsr égal a 0,1028 entre les groupes
précoce et tardif alors que ce geéne n’est absolument pas différencié d’un point de vue
géographique (-0,0044 < Fsr < 0,0097). Dans ce cas, on peut donc émettre I’hypothése que
des pressions de sélection, liées a la précocité¢ de débourrement, ont faconné la diversité au
sein de ce géne et donc que ce gene est en partie lié au caractere de débourrement. Cette
hypothese peut également étre avancée, dans une moindre mesure, pour les deux genes GA3
et GA20. En effet, les génes GA3 et GA20 présentent respectivement des valeurs maximales
de Fst de 0,0421 et 0,0480 entre groupes de débourrement alors que les valeurs maximales,
entre groupes géographiques, sont respectivement de 0,0175 et 0,0186. On peut noter
¢galement que pour 5 génes sur 7, en ne considérant que les différenciation entre groupes de
débourrement, la différenciation entre groupes extrémes (tardif et précoce) est supérieure a la

différenciation entre groupes contigus (tardif et intermédiaire ; précoce et intermédiaire).

2.2.2. Des genes qui s écartent du modele évolutif neutre ?

Dans le but de tester 1’écart a la neutralité des 7 locus étudiés, nous avons calculé les
valeurs du D de Tajima sur I’ensemble des individus séquencés. Les valeurs de D pour chaque
locus sont reportées dans le tableau 17 et la significativité des valeurs obtenues a été testé par
simulation de coalescence (cf. § 1.2.1.). Les locus RASI, AUX-REP, GA3 et GA20 s’écartent
significativement (p<0,05) de I’hypothese nulle de neutralité avec des valeurs négatives de D

dans les quatre cas. Le probléme est que 1’échantillon regroupe des populations contrastées a
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Tableau 19 : Valeurs et significativité du test D de Tajima.

Gene RASI AUX-REP GA3 GA20
Pop. | Totale | France Totale | France | Totale | France | Totale | France
N 26 9 27 9 27 9 21 8
S 23 8 19 8 12 3 15 7
D! |-1.63371* -1,62966* | -1,83479* -1,5405* | -1,75622* -0,35929 | -1,63056* -0,2891

N = nombre de séquences ; S = nombre de sites polymorphes informatifs ; D = valeur du test D.

* : significatif a 5%.



la fois pour leur localisation géographique et pour leur comportement vis-a-vis du
débourrement. La situation idéale aurait été de pouvoir tester, en suivant, la valeur du D de
Tajima au sein d’une méme population. Mais 1’échantillonnage que nous avons réalisé avait
pour objectif principal de pouvoir bien estimer les parametres de différenciation entre
populations et n’est pas du tout adapté a la mesure de parametres génétiques intra population.
Cependant, les trois populations originaires du Nord Est de la France, incluses dans cet
¢chantillon peuvent étre considérées comme une seule et méme provenance d’un point de vue
géographique (cf. tableau 12 et figure 41). Nous avons donc testé la valeur du D de Tajima au
sein des trois populations Saint Jean, Haslach et Westhoffen dont les individus ont été
regroupés en une seule population. Les résultats de ces analyses ainsi que ceux des
simulations effectuées sur la population totale sont présentés au tableau 19. La significativité
des valeurs négatives du test D de Tajima est donc conservée pour les genes RASI et AUX-
REP au sein du groupe des trois populations frangaises. Il semblerait donc bien que les genes
RASI et AUX-REP s’écartent du modele d’évolution neutre et qu’ils aient été la cible d’effets

de la sélection au cours de leur histoire évolutive. Par ailleurs, ces deux locus présentent des
valeurs de diversité moyennes a fortes, avec T = 10,24){10"3 et 5,69x 10'3, respectivement

pour RASI et AUX-REP, ainsi qu'une diversité haplotypique élevée, estimée respectivement
a 0,86 et 0,91. Les alleles en fréquence faible sont, par ailleurs, trés présents au sein de ces
deux geénes. En revanche, ils ne se comportent pas de la méme maniére en terme de
différenciation puisque AUX-REP présente une valeur de Fst de 0,1969 entre le groupe
francais et celui d’Allemagne du Nord alors que RASI n’est pas différencié (Fst max =
0,0013). Etant donné ces valeurs et un rapport de substitutions non synonymes par rapport aux
synonymes (dN/dS) égal a 6 dans le cas du locus AUX-REP, on peut faire I’hypothése d’une
sélection positive diversifiante ayant agi sur ce géne vis-a-vis du caractére de débourrement.
Pour ce qui concerne RASI, les valeurs observées indiqueraient une sélection positive
directionnelle ayant subi un balayage sélectif récent, ce qui expliquerait 1’exces d’alleles
rares. En revanche, pour les genes GA3 et GA20, la valeur du test reste négative mais non
significative ce qui semblerait indiquer que la valeur sur I’ensembles des 9 populations résulte
plus probablement d’une structuration génétique sous jacente de ces populations contrastées
que d’un écart réel a la neutralité de ces locus. Ces résultats doivent cependant &tre interprétés
avec une extréme précaution compte tenu de I’échantillonnage effectué, et de I’aggrégation

d’individus issus de populations différentes. Enfin des valeurs négatives de D peuvent ne pas

129



Locus GALA

74(119] 131] 142| 143| 255| 283| 288| 310] 347]| 391| 395 413] 422

Locus RASI Locus AUX-REP

Locus YSL1
Irl=<0,2 P 20,05
0,2<|r|<0,4 P <0,05
0,4<|r]<0,6 -P <0,01
0,6<|r<0,8 P < 0,001
0,8<|r<1
Irf =1

Figure 44 : Déséquilibre de liaison entre les sites SNP au sein des GC étudiés au niveau
nucléotidique. Les valeurs absolues de R sont indiquées en dessous de la diagonale et les
valeurs des probabilités associées (test de Fisher exact) au dessus de la diagonale. Les sites
SNP en moucheté sont situés dans les régions introniques.



étre exclusivement générées par des effets de sélection directionnelle, mais également par une

expansion démographique des populations.

2.2.3. Le déséquilibre de liaison au sein des GC

Nous avons estimé le déséquilibre de liaison entre les sites SNP (singletons exclus) au
sein de 4 locus. Les genes DAG2, GA3 et GA20, qui ne présentent respectivement que 2, 3 et
4 sites SNP informatifs, n’ont pas été considérés dans cette analyse. Les résultats sont
présentés locus par locus, la longueur des fragments amplifiés ne permettant pas de réaliser
une analyse globale du déséquilibre en fonction de la distance nucléotidique. La figure 44
présente les résultats de ces analyses.

Au sein du locus GALA, certaines valeurs de R sont fortes et significatives tout au
long des 400 pb étudiées. Globalement, 10 sites SNP sont plus ou moins liés avec des valeurs
de |R| significatives comprises entre 0,522 et 1. Il s’agit des locus SNP en positions 74, 119,
131, 143, 283, 288, 310, 391, 413, 449, 455. Parmi ces derniers, les couples 119-143 et 449-
455 sont entierement liés avec une probabilité inférieure a 0,1%. On peut noter qu’entre les
sites SNP en position 74 et en position 455, la valeur de R est encore de -0,791 (p<0,1%)
donc le déséquilibre au sein de ce GC est présent au moins jusqu’a 380 paires de bases. Un
second groupe de sites apparait, faiblement liés entre eux (|R|nmax = 0,348), a ’exception des
sites 347 et 395, et faiblement liés au premier groupe (|[R|max = 0,476). 11 s’agit des locus 142,
255, 347, 395, 422, 437. En moyenne, la valeur de [R| d’un site pris au sein de ce groupe avec
un site pris au sein du premier groupe est comprise entre 0,2 et 0,4. On peut enfin remarquer
que les sites peuvent étre liés au sein des régions introniques ou exoniques comme entre sites
présents dans 1’intron ou dans I’exon. A titre d’exemple, le site 74 (intron) est li¢ avec le site
288 (exon) avec une valeur de [R| = 0,926 (p<0,1%). Sur le locus YSLI1, hormis le SNP en
position 66, les 6 autres SNP sont liés entre eux. Les sites 85, 90, 111 et 247 sont fortement
liés entre eux (0,9<[RI<I) et plus faiblement aux sites 205 et 216. Le déséquilibre est fort au
sein de ce locus mais estimé seulement sur 200 paires de base.

Il n’apparait quasiment pas de déséquilibre de liaison dans les régions amplifiées de
RASI et AUX-REP a I’exception de quelques sites SNP. En effet, au sein du locus RASI,
seuls deux couples de sites sont liés avec une probabilité associée a la valeur de R inférieure a
1 %. Il s’agit des locus 184 et 254 (R = 0,799) et 184 et 282 (R = 0,847). Trois autres liaisons

sont significatives a 5%. D’une maniere générale, le déséquilibre est quasi inexistant au sein
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de ce géne ce qui serait en adéquation avec I’hypothése d’un balayage sélectif récent ou d’une
sélection directionnelle en cours de fixation, précédemment évoquée. Pour le locus AUX-
REP, trois couples de sites sont liés significativement. Le site SNP en position 242 est li¢ aux

sites 206 et 247 avec |R| = 0,892 (p<0,1%), ces deux derniers étant entierement liés (p<0,1%).
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Figure 45 : Caractéristiques principales (sites polymorphes, niveaux d’accumulation de
transcrits, diversité, différenciation, cartographie génétique) de DAG2 et GALA.



2.3. Etudes d’association

Les résultats présentés ici ne constituent qu’une étude préliminaire sur deux locus, la

totalité de 1’échantillon des GC devant faire 1’objet d’une étude d’association par la suite.

2.3.1. Choix des locus et des sites SNP

Dans un premier temps, nous avons choisi ’homologue potentiel du facteur de
transcription DAG2, qui nous semblait trés intéressant puisque DAG2 est impliqué dans le
contrdle de la germination de la graine chez Arabidopsis (Gualberti et al., 2002) et que, par
analogie, un role similaire dans la transcription du signal pouvait étre attribué a ce locus chez
le chéne. Le second locus analysé code potentiellement pour 1’enzyme Galactinol synthase,
qui participe a la protection des cellules contre la déshydratation (Taji et al., 2002), par son
implication précoce dans la synthése de RFO (Raffinose Family Oligosaccharides). Nous
sommes ainsi en présence d’un geéne de régulation et d’un géne de structure dont les
principales caractéristiques sont présentées a la figure 45. Pour savoir sur quels sites SNP
travailler, nous nous sommes appuy¢€s sur les résultats issus de 1’analyse fonctionnelle de
chacun des sites (position, statut fonctionnel, ...) ainsi que ceux issus de I’analyse des niveaux
de différenciation entre les populations.

Tout d’abord, nous nous somme intéressés aux sites SNP informatifs, c'est-a-dire
singletons exclus. Dans le cas de I’homologue potentiel de DAG2, les possibilités étaient donc
restreintes aux deux sites nucléotidiques en position 25 et 123. La mutation au locus 123 est
non synonyme et donc, a priori, plus susceptible d’avoir un impact sur la structure de la
séquence protéique et donc sur son activité (cf. tableau 14). Nous avons donc testé les deux
amorces susceptibles d’amplifier ce site en amont et en aval de la position 123.
Malheureusement, les conditions d’amplification n’ont pu étre mises au point sur ces deux
amorces. La technique utilisée pour le génotypage des sites SNP (extension d’amorces) s’est
révélée tres sensible et délicate a mettre en ceuvre. D’une part, la région située autour du site
SNP considéré doit étre exempte de mutations afin de ne pas inclure de bases dégénérées non
spécifiques dans la séquence de I’amorce. D’autre part, 1’incorporation de la base
supplémentaire au niveau du site SNP considéré a la suite de I’amorce doit €tre tres spécifique
et il faut s’assurer de ’incorporation correcte a I’aide d’individus témoins, préalablement

séquencés au niveau de ce site. Ces critéres n’étaient pas respectés pour les amorces
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Tableau 20 : Fréquences alléliques des différentes populations sur les trois sites SNP étudiés

en association.

GALAA455% GALA395* DAG25*
Population Nombre Nombre Nombre
A G d’alléles A G d’alléles C T d’alléles
Fontainebleau 0,526 | 0,474 38 0,262 | 0,738 42 0,833 | 0,167 18
Blakeney 0,579 | 0,421 38 0,214 | 0,786 42 0,875 | 0,125 32
Adé 0,583 | 0,417 36 0,143 | 0,857 42 1 0 18
Longchamps 0,533 | 0,467 30 0,368 | 0,632 38 0,775 | 0,225 40
Sprakensehl 0,625 | 0,375 40 0,333 | 0,667 48 0,813 | 0,188 48
Lembach 0,553 | 0,447 38 0,136 | 0,864 44 0,773 | 0,227 44
Wolfganz 0,386 | 0,614 44 0,438 | 0,563 48 0,896 | 0,104 48
Saint-Jean 0,633 | 0,367 30 0,368 | 0,632 38 0,842 | 0,158 38
Still 0,548 | 0,452 42 0,261 | 0,739 46 0,739 | 0,261 46
Westhoffen 0,588 | 0,412 34 0,455 | 0,545 44 0,818 | 0,182 44
M©&lin 0,563 | 0,438 32 0,175 | 0,825 40 0,909 | 0,091 22
Klostermarienberg | 0,563 | 0,438 32 0,395 | 0,605 38 0,658 | 0,342 38
Gorhde 0,676 | 0,324 34 0,413 | 0,587 46 0,891 | 0,109 46
Johanneskreuz 0,396 | 0,604 48 0,313 | 0,688 48 0,813 ] 0,188 48
Luss 0,368 | 0,632 38 0,239 | 0,761 46 0,857 | 0,143 42
Romersberg 0,706 | 0,294 34 0,381 | 0,619 42 0,891 | 0,109 46
Haslach 0,6 0,4 30 0,3 0,7 30 0,842 | 0,158 38
Cochem 0,341 | 0,659 44 0,409 | 0,591 44 0,913 | 0,087 46
Neuville en Hez 0,575 | 0,425 40 0,405 | 0,595 42 0,786 | 0,214 42
Obora 0,553 | 0,447 38 0,325 | 0,675 40 0,975 | 0,025 40
Lapwald 0,295 | 0,705 44 0,318 | 0,682 44 0,976 | 0,024 42
21 populations 0,523 | 0,477 784 0,317 | 0,683 892 0,846 | 0,154 826

* En gras : Fig significativement différent de 0 (p<5%)).



amplifiant le site en position 123. Nous nous sommes donc intéressés au site en position 25
qui porte une mutation synonyme mais néanmoins située dans la région codant pour le site
actif de la protéine (cf. figure 45) ce qui peut mener a des variations du niveau d’expression
ou de la stabilité de cette derniere. Concernant le locus codant potentiellement pour 1’enzyme
Galactinol synthase, 17 sites SNP informatifs étaient a notre disposition, dont un seul site non
synonyme en position 74 et 12 sites situés dans la partie intronique non codante. Les sites en
position 74 (NS), 288, 310, 391, 395 (N), 449 et 455 (S) ont été testés. L’amplification du site
en position 74 n’a pas pu étre optimisée et nous avons conservé pour I’analyse le site en
position 395 (intron) et le site en position 455 (codant synonyme). Il nous paraissait
intéressant de pouvoir comparer 1’information portée par une mutation en position intronique
et une autre dans la partie codante. Par ailleurs, le site en position 455 est significativement et
assez fortement lié¢ (R = -0,791 ; p<0,1%) avec le site en position 74. Parmi les sites testés
dans la partie intronique, le site en position 395 présente un Fgp entre groupes de
débourrement tardif et précoce égal a 0,1342, ce qui représente la plus forte valeur observée
entre groupes de débourrement. Ces caractéristiques en font deux sites intéressants a tester
dans le cadre de notre étude d’association.

Les deux exemples précédents illustrent la maniere dont le choix des sites pertinents
peut étre effectué avec, par ordre de priorité, le statut de la mutation (synonyme, non
synonyme) puis sa position dans la séquence (domaine actif, régulateur ...). En plus de ces
criteres, les indices de différenciation, vis-a-vis du caractere étudié, estimés en populations
naturelles au niveau de chaque site SNP, constituent également des critéres de choix. D une
maniere générale, toute information relative aux conséquences connues ou potentielles de la
mutation sur le niveau d’expression de la protéine, en dernier ressort, est a prendre en compte

dans le choix des sites les plus pertinents a étudier.

2.3.2. Diversité et différenciation des sites SNP étudiés

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux fréquences alléliques
associées aux trois sites SNP étudiés. Le tableau 20 présente les fréquences alléliques
estimées au sein des 21 populations. Le locus DAG25 posseéde un allele trés majoritaire (C), a
priori fixé sur la population Adé. Cela se traduit par une majorité d’homozygotes CC (289) et
un faible taux d’hétérozygotie (121). Seuls trois individus homozygotes TT sont présents. Les

fréquences de cet allele sont comprises entre 0,658 (Klostermarienberg) et 1 (Adé). Le locus
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Tableau 21 : Parameétres de diversité génétique au sein des 21 populations.

Nom du locus SNP Hop Hs Hr Gst Fis

GALAA455 0,754 0,48 0,498 0,036 -0,575
GALA395 0,543 0,423 0,433 0,024 -0,289
DAG25 0,283 0,246 0,254 0,03 -0,156

Hy : hétérozygotie observée ; Hg : diversité génétique moyenne intra population ; Hry : diversité totale ; Ggr :
différenciation inter population ; Fig : coefficient de consanguinité.

Tableau 22 : Paramétres de diversité au sein des trois groupes géographiques.

Groupe géographique Nom du locus SNP Ho Hg Ht Gsr Fis

France DAG25 0,735 0,483 0,483 0,001 -0,548
GALA395 0,532 0,428 0,439 0,026 -0,251
GALAA455 0,361 0,307 0,306 -0,004 -0,182

Allemagne DAG25 0,698 0,461 0,494 0,066 -0,513
GALA395 0,619 0,454 0,457 0,007 -0,36
GALAA455 0,24 0,21 0,212 0,012 -0,148

Contraste DAG25 0,829 0,496 0,493 -0,007 -0,667
GALA395 0,479 0,387 0,399 0,031 -0,234
GALAA455 0,245 0,221 0,239 0,072 -0,113

Tableau 23 : Parametres de diversité des groupes de débourrement.

Nom du locus SNP Hy Hg Hr Ggr Fis

GALAA455 0,757 0,497 0,499 0,004 -0,519

GALA395 0,546 0,434 0,434 0 -0,256

DAG25 0,293 0,258 0,26 0,007 -0,133




GALA395 possede également un allele majoritaire (G) dont les fréquences s’échelonnent
entre 0,545 (Westhoffen) et 0,864 (Lembach). Les hétérozygotes restent cependant
majoritaires avec 243 génotypes AG, 183 génotypes GG et 20 génotypes AA. Sur le locus
GALAA455, les deux alleles A et G sont en équilibre sur ’ensemble des populations, la
fréquence de I’allele G variant entre 0,294 (Romersberg) et 0,705 (Lapwald). Les
hétérozygotes restent majoritaires sur ce locus avec 296 génotypes AG, 57 génotypes AA et
39 génotypes GG. Globalement, les fréquences alléliques varient peu entre populations sur les
trois locus SNP.

Les indices de diversité et de différenciation ont été calculés sur 1’ensemble des
provenances pour chacun des sites polymorphes étudiés. Les parametres estimés sont
présentés au tableau 21. Une maniere d’apprécier les valeurs de Hg et Hy est de calculer la
diversité minimale possible, dans le cas ou un seul all¢le est présent (H =1 — 1?), qui est de 0,
et la diversité maximale possible, dans le cas ou les deux alleles sont en fréquence égale (H =
1 — (2* +14%)), qui est de 0,5. Les valeurs de diversité obtenues sont donc moyennes (dag25) a
fortes (gala395 et gala455). Mais le résultat le plus remarquable est qu’il existe une forte
structuration de la diversité intra population, traduite par les valeurs négatives du parametre
Fis, qui indiquent un exces d’hétérozygotes parmi les trois locus SNP. Une analyse au sein de
chaque population a permis de voir que les valeurs sont toutes négatives quelle que soit la
population considérée mais que seules les valeurs associées aux deux locus GALA sont
significatives. Le déficit significatif en homozygotes est équitablement réparti chez gala455
contrairement a gala395 ou I’homozygote GG est plus présent que I’homozygote AA.
L’analyse effectuée par groupes géographiques de populations (France, Allemagne,
Contrasté) ne semble pas présenter d’effets du a la localisation géographique (Tableau 22). En
effet, les niveaux de diversité et de différenciation au sein de chaque groupe sont équivalents
aux niveaux estimés sur les 21 populations dans leur ensemble. Il en est de méme pour la
structuration de la diversité en fonction de la précocité de débourrement. En effet, les niveaux
de différenciation entre les groupes de précocité, ainsi que la valeur moyenne de Fis au sein de
chaque groupe, est équivalente a la valeur moyenne estimée sur les 21 populations
considérées individuellement (Tableau 23). A ce niveau de I’analyse, il est donc impossible de
conclure sur un effet des alleles, a ces trois sites SNP, sur la note de débourrement. C’est

pourquoi les études d’association sont nécessaires.
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Tableau 24 : Marqueurs utilisés dans le cadre du test de Beaumont et Nichols (1996).

Marqueurs Nb de locus Nb de pops Nb atbres/pop Références
AFLPs (Psfl/Msel) 155 7 50 Mariette et al. (2002)
RAPDs 41 21 23 Le Corre et al. (1997)
Microsatellites 6 7 200 Mariette et al. (2002)
SNPs stress 10 Porth et al. (2004)
osmotique 24 10
SNPs débourrement 3 21 24 Notre étude
SCARs 13 8 45 Bodenes ef al. (1997)
Isozymes 8 81 150 Zanetto et Kremer (1995)
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Figure 46 : Distribution des valeurs de Fgt estimées sur plus de 250 marqueurs (cf. tableau
24). La valeur moyenne est égale a 0,058.
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Figure 47 : Enveloppe de distribution des valeurs de différenciation associées aux marqueurs
chez le chéne sessile et position des trois locus SNP de notre étude.



2.3.3. Des locus SNP en déséquilibre et soumis a [’action de la sélection

naturelle ?

Une analyse intéressante et complémentaire des calculs effectués dans le paragraphe
précédent est de rechercher si les trois locus ont été¢ soumis a I’action de la sélection naturelle
a ’aide du test décrit par Beaumont et Nichols (1996), basé¢ sur les indices de différenciation.
Pour ce faire, la premiére étape consiste en la construction d’une enveloppe de distribution
des valeurs de différenciation (Fst) en fonction de I’hétérozygotie observée (Hs). A cet effet,
I’ensemble des données moléculaires (valeurs de Fst et Hs obtenues avec divers marqueurs)
disponibles sur le chéne sessile a été utilisé et la synthése est présentée au tableau 24. Les
marqueurs utilisés peuvent étre des AFLP, des microsatellites, des RAPD, des SNP, des
SCAR ou des Isozymes. La distribution des valeurs de Fgsr suit une courbe en L typique avec
une valeur moyenne estimée a 0,058 (Figure 46). Cette valeur moyenne est ensuite utilisée
pour déterminer la courbe moyenne, ainsi que I’enveloppe, avec un intervalle de confiance de
95%, de distribution des valeurs de Fsr en fonction de Hg. Les valeurs sont simulées par
coalescence a 1’aide d’un modele d’évolution en files. Le processus est itératif et les valeurs
individuelles de chaque marqueur sont, en suivant, reportées sur le graphe. Une nouvelle
enveloppe de distribution est alors calculée en prenant soin de retirer les marqueurs a
I’extérieur de 1’enveloppe précédente. La nouvelle valeur de différenciation est alors utilisée
pour calculer de nouveau I’enveloppe de distribution des valeurs de différenciation en
fonction de 1I’hétérozygotie observée. La figure 47 présente les résultats de cette analyse avec
les trois locus SNP de notre étude reportés sur le graphe. Les résultats indiquent clairement
que, d’apres ce test, les trois locus étudiés ne manifestent pas de valeurs de différencaition
situées en dehors de I’enveloppe de I’hypothése neutre. Ce résultat est en accord avec la
valeur non significative du D de Tajima estimée au niveau de la séquence sur les 27 individus
constituant le panel de recherche de SNP (cf. § 2.2.2.).

I1 est également intéressant de mesurer le déséquilibre entre ces trois sites SNP afin de
préjuger de possibles effets de covariation sur le caractére de débourrement. Sur 1’ensemble
des populations, seuls les locus GALA455 et GALA395 sont globalement en déséquilibre
avec une valeur du test de chi?® infinie et une probabilité associée tres significative et non
déterminée. En ce qui concerne les deux autres associations, elles ne sont globalement pas
significatives. En revanche, a l’intérieur de chacune des 21 populations on trouve deux

associations significatives a 10%, 'une entre les locus GALA455 et DAG25 au sein de la
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Tableau 25 : Classes génotypiques et moyennes de débourrement.

GALAA455 GALA395 DAG25
Génotype | Note | Proba.* | Génotype | Note | Proba.* | Génotype | Note | Proba.*
AA 1,596 0,2 AA 1,4 0,136 CcC 1,735 | 0,184
AG 1,763 0,418 AG 1,819 0,25 CT 1,882 0,26
GG 1,543 0,148 GG 1,655 0,123 TT 2,667 0,29

* Probabilité associée au test t : la premiére valeur correspond a la comparaison entre le premier homozygote et
I’hétérozygote, la seconde correspond a la comparaison entre les deux homozygotes et la derniere correspond a
la comparaison entre 1’hétérozygote et le second homozygote.

Tableau 26 : Tableau récapitulatif de I’ Anova incluant les 3 locus et leurs interactions.

Facteur* dl.  SCE (type 111) CM  ValeurdeFF Pr>F
GALAA455 2 2,020 1,010 0,49 0,613
GALA395 2 7,527 3,763 1,83 0,163
DAG25 2 3,667 1,834 0,89 0,412
GALA455*GALA395 3 4,422 1,474 0,72 0,544
GALA455*DAG25 2 6,128 3,064 1,49 0,228
GALA395*DAG2S 3 10,049 3,350 1,63 0,184
GALA455*GALA395*DAG2S 2 2,232 1,116 0,54 0,582

* Le r? du modg¢le est de 6,70%.

Tableau 27 : Coefficients de corrélation entre fréquences alléliques et notes moyennes de
débourrement estimées au niveau de chaque population.

Locus SNP Charnie Vierzon Vincence Sillegny

GALAA455 0,01 0,06 0,05 0,08

GALA395 0,29 0,28 0,31 0,31
DAG2S5 0,27 0,51%* 0,41 0,30

* Probabilité significative a 5%.



population d’Obora (p=0,069) et 1’autre entre les locus GALA395 et DAG25 au sein de la
population Haslach (p=0,070). 11 n’y a donc pas d’association significative entre les
nucléotides aux différents locus ce qui laisse supposer que des effets de covariation entre ces
locus ne peuvent se mettre en place du fait de I’indépendance des all¢les, du moins entre GC
différents. Les locus GALA455 et GALA3958 semblent en effet 1iés mais ils appartiennent au
méme gene codant potentiellement pour 1’enzyme Galactinol synthase et leur association

significative refléte donc un effet de laison physique.

2.3.4. Corrélation entre variants alléliques et notes de débourrement

Nous avons commencé par regrouper I’ensemble des individus génotypés en une seule
population pour estimer la corrélation entre les variants alléliques aux sites SNP et les notes
individuelles de débourrement. La significativité des écarts observés entre les notes moyennes
de débourrement a été testée a I’aide du test t de Student. La population dans son ensemble
présente une note moyenne de débourrement égale a 1,776. Les effectifs, les notes moyennes
par classes génotypiques et les probabilités associées pour chaque site pris individuellement
sont présentés dans le tableau 25. Aucune des comparaisons entre les notes moyennes de
débourrement pour chaque classe génotypique n’est significative. Il n’y a donc pas d’effet
statistique des alleles pour chaque locus pris individuellement. En revanche, des effets
d’interaction peuvent exister. Le tableau 26 présente les résultats de I’analyse de variance
effectuée en considérant chaque locus individuellement et toutes les interactions possibles
entre les locus SNP. La premiére remarque est que le modele explique globalement 6,70% de
la variation observée des notes de débourrement, ce qui est assez faible. Les effets des classes
génotypiques a chaque locus pris individuellement ne sont pas significatifs
(16%<Proba.<62%), ce qui confirme les résultats de I’analyse précédente de comparaison des
moyennes a 1’aide du test t de Student. Les associations entre locus deux a deux ne semblent
pas significatives non plus (18%<Proba.<55%), tout comme I’effet d’association entre les
trois locus (Proba.=58%). Il semblerait donc, aux vues des résultats de ces différentes
analyses, que les trois sites SNP étudiés, ne présentent pas d’effet significatif sur la valeur
phénotypique des individus vis-a-vis de la date de débourrement puisqu’aucun effet n’a pu
étre détecté.

Nous avons testé en suivant les corrélations entre les fréquences alléliques et la note

moyenne de débourrement estimées au niveau de chaque population. Le tableau 27 présente
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les coefficients de corrélation estimés au sein de chaque test de provenances (Petite Charnie,
Vierzon, Vincence, Sillegny). Pour le locus DAG25, c’est la fréquence de ’allele T qui est
utilisée, celle de 1’allele A pour le locus GALA395 et celle de I’allele G pour le locus
GALAA455. Les notes moyennes de débourrement par provenance ont été estimées sur
I’ensemble des individus de chaque population disponibles par site, a savoir 240 arbres. Pour
ce test, I’hypotheése Hy est: «le stade de débourrement moyen d’une population est
indépendant des fréquences alléliques ». Avec 20 degrés de liberté (= Nb populations — 1), Hy
est rejeté, avec un risque de 5%, si le coefficient est supérieur a 0,43, et Hy est rejeté, avec un
risque de 1%, si le ccefficient est supérieur a 0,55. Une seule valeur de coefficient de
corrélation est significative a 5%. Il s’agit de la corrélation entre la fréquence de 1’allele T au
locus DAG25 et la note moyenne de débourrement estimée sur le site de Vierzon. Cette
corrélation n’est pas significative sur les trois autres sites. L’explication de ce résultat est a
rechercher dans 1’absence de la population Obora sur le site du test de provenances de
Vierzon. En effet, le comportement de cette population est particulierement atypique. Si I’on
observe le nuage de points représentant chaque population avec la fréquence allélique de
I’allele T au locus DAG25 en abscisse et la note moyenne de débourrement estimée sur
chacune des populations en ordonnée, on remarque que la population Obora présente une
faible fréquence de I’allele T et une trés forte précocité de débourrement alors que la tendance
générale est a I'inverse (Figure 48). C’est ce qui explique que la valeur du coefficient de
corrélation atteigne une valeur particuliecrement €levée sur le site de Vierzon du fait de
I’absence de la population Obora. L’ensemble des autres coefficients de corrélation est non
significatif méme si on peut remarquer que les valeurs sont beaucoup plus élevées pour
GALA395 et DAG25, comprises entre 0,27 et 0,41, que pour GALA455, pour lequel les

valeurs sont proches de 0.
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® Conclusions des études de diversité et d’association

A ce stade de 1’analyse, nous avons donc analysé les patrons de diversité nucléotidique
de sept locus candidats pour le débourrement. La diversité au sein du locus codant
potentiellement pour YSL1, et dans une moindre mesure pour GA3 et GA20, semble en partie
faconnée par les pressions de sélection liées a la précocité de débourrement. Nous avons
¢galement recherché d’éventuelles signatures moléculaires de la sélection au sein de ces
locus. Les résultats permettent de faire I’hypothése d’effets de la sélection naturelle sur les
locus AUX-REP et RASI, sélection positive respectivement diversifiante et directionnelle sur
ces deux locus. Une étude d’association a ensuite été menée sur trois sites SNP, deux
appartenant au locus GALA et le troisieme au locus DAG2. Les deux locus GALA et DAG2
apparaissent peu diversifiés et différenciés (géographiquement et vis-a-vis du débourrement),
ils ne semblent pas avoir ét¢ soumis a l’action de la sélection, du moins avec notre
¢chantillon, et ils ne présentent quasiment pas de mutations non synonymes. Aucune
association significative n’a été détectée entres les variants alléliques des trois sites
nucléotidiques étudiés et la variabilité phénotypique du débourrement. La pertinence du choix
de sites nucléotidiques au sein des deux genes candidats GALA et DAG2 pour des études

d’association se pose clairement et sera discutée dans le chapitre de synthese.
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E. Conclusions et perspectives

Annual Mean Temperature Change: 2040-2080 minus 1970-19380
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® La stratégie mise en place est-elle pertinente pour D’étude du
déterminisme génétique du débourrement ?

° L’utilisation de marqueurs orthologues dérivés des EST, identifiés a 1’aide
d’expériences de génomique menées sur le chéne, a permis I’alignement des douze groupes de
liaison du chéne et du chataignier. Ce travail a fourni les résultats permettant la comparaison
des QTL controlant le débourrement chez les deux especes, et par 1la méme 1’étude de la
conservation du caractére entre ces deux mémes espeéces. Deux résultats principaux sont a
rappeler :

- le nombre et les effets (variance phénotypique expliquée) des QTL impliqués
dans le contréle du caractére semblent conservés entre les deux especes malgré
les limites de 1’approche discutées dans le chapitre C ;

- la stabilité de ces QTL semble respectée au niveau inter spécifique, apreés avoir

été vérifiée au niveau intra spécifique.

Le résultat le plus remarquable est qu’il semblerait que les mémes régions génomiques soient
impliquées dans le contrdle du caractére de débourrement, malgré les 60 millions d’années de
divergence entre les deux especes. Les mémes geénes ne sont pas nécessairement impliqués
dans le contrdle du caractére mais cette stabilité des QTL suggere treés fortement que les
mémes genes soient en cause. Cette stabilité vient renforcer 1’hypotheése d’un groupe de genes
uniques contrdolant le caractére au sein de chaque espece, et en particulier du chéne, pour
lequel les QTL sont stables pour différents environnements. En revanche, 1’existence d’un
grand nombre de locus impliqués dans le débourrement n’est pas favorable a la recherche de
genes candidats pour le caractere. En effet, I’implication d’un grand nombre de génes tend a
«diluer » la contribution de chacun d’entre eux, mais par contre a favoriser les effets de
covariation (dues a des associations d’alleles) des geénes différents. Dans le cadre de cette
these, les études d’association étaient malheureusement limitées a I’analyse de trois sites SNP,
ce qui semble insuffisant pour mettre en évidence I’effet combiné de plusieurs locus sur le

débourrement.
° La caractérisation de genes candidats sur la base de criteres d’expression mesurée

durant le processus de débourrement a répondu, en partie, a 1’objectif d’identification de

geénes contrdlant potentiellement le caractere :
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- trois des cinq geénes candidats « expressionnels », cartographiés chez au moins
une des deux especes, sont colocalisés avec un QTL impliqué dans le
débourrement et conservé entre le chéne et le chataignier ;

- les 5 GC, identifiés par approche transcriptomique, se révelent, en moyenne,
plus diversifiés que les GC identifiés dans la littérature, a I’exception du
transcrit codant potentiellement pour DAG2 ;

- deux des GC ont révélé une structure de la diversité nucléotidique compatible

avec I’action de la sélection naturelle, a savoir RASI et AUX-REP.

Cependant, la colocalisation entre un GC et un QTL contrdlant le caractére n’implique pas
forcément que le géne considéré soit responsable de 1’effet observé. Inversement, 1’absence de
colocalisation ne permet pas de conclure sur I’absence d’effet du géne sur le débourrement
puisque seul un sous ensemble des QTL contrdlant le caractere a été¢ détecté. Par ailleurs, les
niveaux de diversité nucléotidique présents au sein des GC ne préfigurent en rien le
comportement de ces geénes vis-a-vis de 1’action de la sélection naturelle. C’est la
structuration de cette diversité qui va nous apporter des €léments de réponse sur I’action
potentielle de la sélection naturelle. Dans notre étude, 1’échantillonnage était optimisé pour
I’estimation de la différenciation entre populations contrastées, a savoir beaucoup de
populations échantillonnées (9), avec peu d’individus par population (3). A D’inverse, les
¢tudes liées a la recherche de signatures moléculaires de la sélection sont efficaces lorsque
I’échantillonnage intra population est conséquent. Il apparait nécessaire d’augmenter cet
échantillonnage au sein d’un nombre restreint de populations afin d’estimer avec plus de
précision 1’écart a la neutralité des genes considérés, tout en conservant un nombre €levé de
populations pour une bonne estimation des niveaux de différenciation. De plus, dans le cas
d’un gene fortement différencié pour le caractere de débourrement, cet échantillon
supplémentaire permettrait également de valider ces niveaux de différenciation au niveau intra

population, entre groupes d’individus contrastés pour le débourrement.

o La stratégie employée consistait a étudier simultanément la diversité nucléotidique au
sein de fragments restreints de génes. Une autre possibilité eut été de focaliser I’étude sur la
totalit¢ de la séquence d’un gene. Cette seconde stratégie aurait permis d’estimer avec plus de
précision 1’écart a la neutralité du géne étudié ainsi que I’étendue du déséquilibre de liaison au
sein d’un méme locus, deux questions auxquelles notre étude n’a pu répondre que tres

partiellement. Cependant, cette stratégie alternative aurait, dans le méme temps, limité la
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portée de 1’étude. En effet, comme indiqué précédemment, le caractére semble étre sous le
controle d’un grand nombre de genes contribuant chacun faiblement au déterminisme du
caractere. Il apparait donc indispensable de s’intéresser a un grand nombre de genes candidats
afin de tester le maximum de combinaisons de locus. A ce titre, il n’est donc pas exclu que les
deux genes DAG2 et GALA agissent sur le caractére en interaction avec d’autres génes méme
si I’étude n’a pas permis la mise en évidence d’associations significatives entre le
polymorphisme au sein de ces deux locus et la variation phénotypique du débourrement.
Enfin, pour estimer au mieux I’étendue du déséquilibre de liaison, il aurait également été

intéressant de pouvoir étudier des GC situés a proximité sur le méme groupe de liaison.

En conclusion, il apparait que la démarche menant a 1’identification des genes
candidats les plus pertinents a tester en études d’association doive nécessairement éEtre
intégrative. Chaque élément considéré individuellement ne peut en effet permettre de conclure
avec certitude sur I’implication probable du géne dans le contrdle du caracteére. Les trois
criteres principaux qu’il nous semble indispensable de prendre en compte sont: i/ la
colocalisation entre le GC et un QTL impliqué dans le débourrement, ii/ I’existence de niveau
de différenciation élevé pour le caractere de débourrement au sein du GC, iii/ la compatibilité
de la structure nucléotidique du GC avec I’action de la sélection naturelle. On peut également
y ajouter un quatrieme qui est la variation clinale des fréquences alléliques avec la notation de

débourrement.
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@ Evaluation des techniques employées

o L’utilisation combinée de banques SSH, filtres bactériens puis ADNc a haute densité
et, enfin, RT-PCR quantitative en temps réel dans le cadre de I’approche transcriptomique
s’est révélée efficace, a plusieurs titres :
- de nombreux transcrits sans équivalent dans les bases de données protéiques ou
d’EST ont été isolés ;
- les mécanismes moléculaires fortement régulés au cours du débourrement
(stress hydrique, oxydatif et thermique; division cellulaire ; métabolisme
énergétique...) ont été mis en évidence ;
- un certain nombre de genes candidats différentiellement exprimés entre les

stades de débourrement a pu étre identifié.

L’étude est originale puisqu’elle nous a permis de suivre le niveau d’expression d’un grand
nombre de transcrits en conditions naturelles durant la totalité du processus de débourrement.
En revanche, le suivi de I’expression des transcrits pourrait étre sensiblement amélioré par un
¢chantillonnage plus précis au cours de la quiescence du bourgeon. Cet objectif était, en
partie, poursuivi dans notre étude avec un prélévement de bourgeons quiescents plus d’un
mois avant le premier signe visible d’activité et quelques jours avant le débourrement. Mais
les quantités tres limitées de bourgeons nous ont amené a considérer ce matériel comme
correspondant a un seul stade. Un échantillonnage plus appropri€ consisterait a réaliser deux a
trois prélevements dans les quelques semaines précédant le début du débourrement afin
d’identifier avec plus de précision les signaux moléculaires précoces de reprise d’activité du

méristéme.

o Au-dela de la localisation des GC vis-a-vis des QTL impliqués dans le débourrement,
le choix des EST comme source principale de marqueurs orthologues s’est révélé tres
pertinent :

- les EST ont, en effet, confirmé leur puissance comme outil privilégié¢ des

¢tudes de cartographie comparée ;
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- des clusters de genes localisés dans la méme région génomique et impliqués
dans des processus physiologiques ou développementaux similaires

apparaissent et pourraient étre régulés de maniere coordonnée.

Cependant, ces clusters ne sont pas significatifs vu le faible nombre de génes cartographiés
dans notre étude. La cartographie des génes candidats pour le caractére de débourrement
semble pertinente mais I’identification des GC doit s’appuyer sur d’autres critéres connaissant
les intervalles de confiance tres larges des QTL (centaines, voire milliers de geénes). Il est
toutefois possible de réduire ces intervalles par 1’utilisation d’un plus grand nombre
d’individus dans la population de cartographie. Une autre approche consiste a synthétiser, par
méta analyse, I’information provenant de la recherche de QTL effectuée dans des pedigrees
indépendants. Les différents QTL détectés dans une région donnée du génome peuvent
représenter plusieurs estimations de la position d’un méme et unique QTL. Dans la plupart
des cas, la longueur de I’intervalle de confiance de la position consensus est réduite si 1’on
compare au plus petit intervalle de confiance du QTL initial (Arcade et al., 2004). Par ailleurs,
la procédure employée pour 1’identification des sites polymorphes au sein des geénes candidats
pourrait étre améliorée. En effet, bien que 1’excés de singletons observé sur la plupart des GC
ne résulte pas directement de 1’étape de clonage, il est possible d’améliorer cette dernicre afin
de s’assurer de 1’absence d’artefacts de sites polymorphes simplement dus aux erreurs de
I’enzyme Taq polymérase. Pour cela, plusieurs clones par individu peuvent étre séquencés
afin de s’assurer de la présence d’un polymorphisme et/ou le taux d’erreurs lors de
I’amplification des inserts peut étre diminué par [utilisation d’une 7ag polymérase

« proofreading ».
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® Perspectives de cette étude

La suite immédiate de cette étude est la poursuite des études d’association sur
I’ensemble des genes candidats identifiés durant ce travail de these afin de rechercher des
associations significatives entre les variations alléliques au sein de ces GC, et entre ces GC, et
la variation phénotypique de la date de débourrement. De plus, un certain nombre
d’améliorations d’ordre technique ou stratégique peut étre apporté a ce travail, comme la
caractérisation de la séquence complete de certains génes. A cette fin, deux techniques
peuvent étre envisager : i/ le criblage de banques d’ADNc, qui sera rendu possible d’ici peu
grace a la disponibilité d’une banque d’ADNc de bourgeons dont la construction est en cours
au sein du Laboratoire (Salin, communication personnelle), ii/ 1’utilisation de la technique
RACE (Amplification Rapide des Extrémités des ADNc), susceptible cependant de détruire
I’intégrit¢ des ADNc. La caractérisation complete au niveau génomique pourra se faire par
des procédés de « gene walking » permettant I’accés aux régions introniques et flanquantes du
gene. Ce travail ne pourra s’effectuer que sur un nombre restreint de locus et la sélection de
ces derniers doit se faire en prenant en compte les trois critéres principaux précédemment
évoqués, a savoir la localisation de ces GC vis-a-vis des QTL contrdlant le débourrement, la
présence de signatures moléculaires de la sélection naturelle sur la diversité nucléotidique et
I’existence de niveaux de différenciation élevés entre populations contrastées pour le
débourrement. Afin d’estimer au mieux le second critere (neutralit¢ sélective),
I’échantillonnage doit également étre renforcé au sein d’un nombre restreint de populations,
ce qui permettra également de confirmer ou d’infirmer la présence de niveaux de

différenciation élevés entre individus contrastés appartenant a la méme population.

Au-dela des améliorations a apporter a la stratégie adoptée dans cette these, lorsque
des associations auront été mises en évidence entre les genes et le caractére de débourrement,
il sera nécessaire de rechercher les bases moléculaires de ces derniéres. Pour ce faire, un
certain nombre d’expériences complémentaires sont possibles :

- localisation in situ de 1’expression du géne par des expériences d’hybridation
in situ ;

- estimation de la fonction potentielle des geénes par la recherche de mutants
dans les bases de données d’Arabidopsis ;

- modification de la structure des protéines ;
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- estimation de la variation individuelle du niveau d’expression par cartographie
des régions impliquées dans la variation d’expression (Transcript Quantitative
Loci: TQL, Protein Quantitative Loci: PQL), ou étude des niveaux de

différenciation au niveau expressionnel.
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Résumé — Mots clés : changements globaux, débourrement, étude d’association, géne
candidat.

La productivité et la distribution des especes longévives telles que les arbres forestiers, sont
intimement liées a la phénologie, et en particulier a la date de débourrement. Sous I’effet du réchauffement
climatique, le processus de débourrement pourrait étre fortement affecté, et la question de 1’adaptation des
essences forestiéres a ces changements se pose clairement. Leur capacité d’adaptation dépend, pour une part,
de la diversité génétique présente dans les populations naturelles. Cette thése a pour objectif de déterminer
les régions génomiques controlant le débourrement chez les chénes afin de mettre au point des outils
d’évaluation de la diversité adaptative de ce caractére.

Sur le plan des méthodes, nous avons procédé¢ en trois étapes, associant des approches génétiques et
moléculaires. Nous avons tout d’abord suivi une approche transcriptomique pour identifier des geénes
candidats (GC) pertinents au regard de leur profil d’expression au cours du débourrement chez le chéne
sessile (Quercus petraea). Cette étape a été menée a I’aide de banques SSH, d’expériences de macroarrays et
de RT-PCR quantitative. Dans un deuxiéme temps, ce lot de génes candidats et certains GC identifiés dans la
littérature, ont été cartographiés chez Quercus robur (chéne pédonculé) et Castanea sativa (chataignier
européen), et leur position comparée a celle des QTL impliqués dans le débourrement et conservés chez les
deux espéces. Une étude de diversité au niveau nucléotidique a été menée sur sept de ces GC, dont deux ont
fait I’objet d’une étude d’association entre les variants nucléotidiques et la date de débourrement. L’étude a
permis la mise en évidence des processus fonctionnels régulés au cours du débourrement, ainsi que
I’identification d’un certain nombre de transcrits sans équivalent dans les bases de données. Le caractére de
débourrement apparait remarquablement conservé entre le chéne et le chataignier et les EST se sont révélés
un formidable outil pour les études de cartographie comparée. Le niveau de diversité moyen est élevé au sein
des locus analysés, dont certains présentent une structure compatible (niveaux de différenciation, écart a la
neutralité) avec 1’action de pressions de sélection liées au débourrement. Cependant, aucune association
significative n’a été détectée entre variants nucléotidiques et note de débourrement.

Ce travail a permis d’aboutir a un certain nombre de résultats intéressants et encourageants
concernant le déterminisme génétique du caractére de débourrement et ouvrent des perspectives pour I’étude
de la diversité adaptative dans les populations naturelles.

Abstract — Keywords: association study, bud burst, candidate gene, global change.

Productivity and distribution of long-lived species, such as forest trees, are closely related to
phenological events, especially bud burst. Forest trees may be greatly affected by global warming in the near
future and their adaptation is challenged by the rapid climatic changes. Their capacity to respond will depend
on the levels of genetic diversity in natural populations. The main objective of this thesis is to identify genes
contributing to the variability of bud burst in oaks in order to develop tools for assessing diversity of these
genes in natural populations.

We used a three steps strategy, by using genetic and molecular approaches to identify genes of
interest. First, we followed a transcriptomic approach in sessile oak (Quercus petraea) to identify relevant
expressional candidate genes (CG), by using SSH libraries, macroarrays experiments and quantitative RT-
PCR. These candidate genes, complemented by genes already published, were mapped for Quercus robur
(pedunculate oak) and Castanea sativa (european chestnut) on existing genetic maps and their locations
compared to those of QTLs of bud burst. Then, nucleotide diversity was assessed for seven CG, and we
studied associations between nucleotide diversity and the date of bud burst for two of them. During this
study, an inventory was made of transcripts that are differentially expressed during bud burst, some of these
transcripts were reported for the first time. We also used EST as markers to align linkage groups between
oak and chestnut, and we showed that QTLs of bud burst are remarkably conserved between the two species.
When compared to other species and genes, average nucleotide diversity is high in oaks across the seven
studied loci. Some genes exhibited diversity patterns (differentiation levels, departure from neutrality)
suggesting that selection might be involved as an evolutionary force. However, no significant association
between nucleotide variants and bud burst score has been found.

This work has produced several interesting and promising results that can be implemented for future
research on adaptive diversity in oaks.
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