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1. Introduction

Les eucalyptus sont les arbres les plus plantés dans le monde. Les estimations faites en
2000 (FAO, 2001) indiquaient que les plantations d’eucalyptus représentaient environ

18 millions hectares dans le monde.

Sur 700 especes environ que compte le genre Eucalyptus originaire d’ Australie et des
Iles de la Sonde, seule une dizaine sont plantées dans les régions d’introduction dont
E. urophylla, E. grandis, E.gunnii et E. globulus appartenant toutes au méme sous genre
(Symphyomyrtus). Les exigences €daphiques de ce genre sont tres variables d’une espéce a
I’autre. Ainsi trouve-t-on des espéces adaptées aux conditions climatiques tropicales et
équatoriales (E. urophylla) et d’autres adaptées aux conditions tempérées apparentées a celle
des hauts plateaux de Tasmanie (E. gunnii, E. globulus) expliquant une aire d’implantation
entre les latitudes 40° nord et 45° sud. D’autres parametres ont contribué a I’engouement
général pour ces essences : une croissance juvénile forte et continue, une rotation variant de 7
a 10 ans quand il faut attendre 20 ans pour le peuplier, la possibilité d’une multiplication
végétative par bouturage, la propriété de rejeter aprés coupe permettant plusieurs rotations sur
la méme plantation. La valorisation du bois d’eucalyptus s’effectue dans plusieurs domaines.
D’apres Vigneron et Bouvet (1997), 80% de la production de bois d’eucalyptus est destiné au
bois d’énergie (bois de chauffe et charbon). La fabrication de péite a papier représente
également une part importante de son utilisation (1/3 de la production mondiale), son
rendement papetier étant tres supérieur aux autres feuillus (Afocel, 2003). Dans son aire
d’origine, I’eucalyptus est utilis¢ comme bois d’ceuvre mais cette utilisation reste rare dans les
pays d’introduction. En effet, le bois issu de plantations aprés coupe est sujet a de nombreuses
déformations (fentes en bout, retraits...) liées aux contraintes de croissance notamment.
D’autres valorisations non ligneuses sont a noter : les huiles essentielles (dont eucalyptol) que
contiennent les feuilles sont valorisées en pharmacopée, le feuillage est également utilisé dans
la fabrication de bouquets. Certaines espéces sont par ailleurs utilisées a titre ornemental dans

les jardins et parcs.



Au Congo, les plantations industrielles d’eucalyptus bénéficient d’un programme
d’amélioration génétique local. Ce programme initié en 1955 par le Centre Technique
Forestier Tropical (CTFT, qui deviendra le CIRAD forét) a débuté par I’introduction d’une
quarantaine d’especes d’eucalyptus. Le but était alors la valorisation des zones de savanes par
le reboisement, pour la production locale de bois de chauffe, de bois de trituration et de
charbon de bois. Dans les générations suivantes, des hybrides naturels sont apparus se
révélant plus productifs que les especes implantées. Le fort hétérosis observé chez ces
hybrides a naturellement conduit a leur plantation a grande échelle et a suscité la mise ne
route d’un programme de croisements contrélés. Parmi les combinaisons hybrides testées,
deux se sont révélées particuliecrement intéressantes: E. urophylla x E. grandis et
E. urophylla x E. pellita (E. urophylla et E. pellita bien adaptées aux conditions congolaises,
E. grandis mal adaptée mais intéressante pour sa productivité et sa qualité papetiere). Ces
hybrides artificiels ont permis une augmentation significative de la production de bois. En une
trentaine d’années, la productivité des plantations est passée de 10 m’/ha/an a 20 m*/ha/an.
Depuis 1989, un schéma de sélection récurrente réciproque (SSR) a été adopté. Son principe
est d’améliorer conjointement deux populations constituées par E. grandis et E. urophylla. Un
plan de croisement entre ces deux populations a été réalisé et a permis de tester plusieurs
centaines de familles afin d’évaluer la valeur des géniteurs en croisement a partir de la valeur
des descendants sur des critéres de croissance, les meres étant E. urophylla et les péres étant
E. grandis. Les arbres sélectionnés sont recombinés entre eux dans I’objectif de produire des
hybrides combinant différents caractéres présents séparément dans chacune des deux
populations. A chaque étape, des hybrides sont sélectionnés et multipliés par bouturage

horticole pour des plantations clonales.

L’amélioration des essences foresticres est confrontée aux délais d’attente et aux
contraintes de place (Plomion ef al., 1996). En effet, avant de pouvoir évaluer les individus
sur les caractéres de croissance et de qualit¢é du bois il faut attendre, dans le cas de
I’eucalyptus, 3 ans (Bouvet, 1995, Osorio et al., 2002). Avant de récolter des graines ou
d’effectuer des croisements, la maturité sexuelle des arbres (de 3 a 5 ans chez I’eucalyptus)
doit étre acquise. De plus, les caractéres intéressants pour le sélectionneur (croissance,
adaptation, qualité du bois) sont soumis a de forts effets environnementaux, ils sont également
gouvernés par plusieurs genes et I’héritabilité de ces caracteres est généralement faible a

moyenne variant de 0,10 a 0,40 (Kremer, 1994).



Dans I’optique d’accroitre les gains génétiques et de développer plus rapidement des
variétés d’Eucalyptus a forte productivité adaptées aux applications industrielles, deux
stratégies sont envisageables. D’une part la transformation génétique par introduction de
genes favorisant tel ou tel caractére, combinée a la production en masse de matériel par la
multiplication in vitro, permet de construire puis de produire rapidement des génotypes
répondant aux attentes des industriels. Toutefois, cette voie se développe peu en raison de
I’opinion publique face aux OGM. L’autre voie consiste a exploiter la variabilité génétique
naturelle des génes impliqués dans le contréle de caracteres d’intérét. La sélection assistée par
marqueurs (SAM) a été développée dans cette optique et passe par ’appui de marqueurs

anonymes mais de plus en plus par le positionnement des genes.

Depuis quelques années, avec le développement d’outils d’analyses de plus en plus
précis, le marquage moléculaire ainsi que la connaissance structurale et fonctionnelle du
génome de nombreuses plantes ont connu un essor considérable. Les eucalyptus, de par leur
importance économique, n’ont pas échappé a ce mouvement. En ce sens, plusieurs cartes
génétiques d’Eucalyptus sp. ont été construites durant la derniere décade reposant
essentiellement sur des marqueurs RAPD (random amplified polymorphic fragment) et AFLP
(amplified fragment lenght polymorphism) (Grattapaglia et Sederoff, 1994, et Plomion, 1996,
Marques et al., 1998) en utilisant la stratégie du double pseudo-testcross sur une population
F1 interspécifique ou sur une combinaison de marqueurs RAPD et RFPL (restriction fragment
polymorphism lenght) (Byrne ef al., 1994). Ces cartes génétiques ont fourni une couverture
suffisante du génome pour détecter des zones d’intéréts a caractéres qualitatif ou quantitatif
(Verhaegen et al., 1997) . L’emploi de marqueurs dominants et anonymes (Brondani et al.,
2002) a limité I’utilisation de ces cartes au croisement dont elles sont issues et un
enrichissement progressif de ces cartes en marqueurs codominants qui sont transférables et
comparables est en cours (Gion et al., 2000, Thamarus et al., 2002, Marques et al., 2002).
Parmi ces marqueurs codominants, il existe deux approches différentes :

v" D’une part, I’utilisation de microsatellites ou SSR dont le polymorphisme correspond
au nombre de répétitions de motifs nucléotidiques de 2 a 5 bases. Ces marqueurs sont

anonymes, tres variables et uniformément répartis sur le génome des plantes.

v L’approche gene candidat et la constitution de banques de génome exprimé constituent
une source importante de marqueurs codominants. Pour leur part, ils correspondent a

des zones du génome dont dépendent les caracteres phénotypiques.



Avec I"accroissement constant des banques de données génomiques, de plus en plus de
séquences de fonctions connues ou hypothétiques sont disponibles chez de nombreuses
especes annuelles ou pérennes. Cette information représente une source potentielle
considérable de geénes candidats. Ainsi, plusieurs possibilités sont envisageables pour la
cartographie de ces genes. Le geéne cible a déja été identifié chez I’espéce étudiée ou une
espece proche, il peut devenir une source de marqueurs RFLP, CAPS ou étre utilisé comme
tel et sa variabilit¢ en population peut étre exploitée. Si aucune séquence du géne n’est
disponible chez I’espéce étudiée, la séquence consensus des homologues éventuellement
disponibles dans les bases de données peut permettre la définition d’amorces et isoler le géne
ciblé. Cependant, les processus biologiques sont encore loin d’étre connus surtout chez les
arbres forestiers et pour mieux aborder ces aspects, de nombreuses banques d’ADNc
spécialisées ont été construites (formation des racines, formation du xyleme, spécifiques a la

feuille...).

La qualité du bois est un caractere complexe et hétérogeéne, variant entre génotype
mais €galement au sein méme de I’arbre. Le bois (ou xyléme secondaire) se forme en cing
grandes étapes incluant la division cellulaire, I’expansion cellulaire (élongation longitudinale
et radiale), la formation des parois primaires et secondaires, la mort cellulaire programmée et
la formation de I’aubier (Plomion et al., 2001). Le développement de la biologie moléculaire a
permis d’appréhender certains mécanismes moléculaires qui gouvernent ce processus méme si
de nombreux travaux restent a faire. Cette connaissance a permis de mettre en lumiére
certaines protéines et enzymes intervenant dans la formation du bois dont on peut en déduire
les séquences codantes du génome constituant d’excellents génes candidats pour la sélection
et la colocalisation genes/QTL. A titre d’exemple, le géne codant pour la Cinnamoyl CoA
réductase (CCR), enzyme de la voie de biosynthese des lignines, colocalise avec un QTL de
teneur en lignines (Gion et al., 2000). De plus ’apport et les retombées des programmes de
séquencgage total de génomes d’arbres forestiers en cours (peuplier, eucalyptus) vont
permettre 1’obtention de nouvelles informations sur le fonctionnement des arbres. Plusieurs
banques ont été réalisées pour le génome exprimé (banques d’EST et d’ADNc développées
chez de nombreux genres dont 1’eucalyptus) (Byrne ef al., 1994). Avec le développement de
la technique dite SSH (suppressive soustractive hybridation (Diatchenko et al., 1996), qui
permet I’enrichissement de la banque en genes surexprimés dans une condition par rapport a
une autre, de nouvelles banques plus ciblées sont apparues. Ainsi, Bossinger et Leitch (2000)

ont créé une banque d’ADNc enrichie en génes issus du cambium d’E. globulus.



Pour cartographier de telles EST, plusieurs techniques sont utilisables. La plus simple
est la PCR-RFLP ou CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence, Tragoonrung et al.,
1992). Elle consiste en une digestion des produits amplifiés avec une enzyme de restriction
spécifique et une visualisation directe des produits obtenus sur gel d’agarose. D’autres
techniques comme la DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis, Myers et al., 1985) ou
la TGGE (temperature gradient gel electrophoresis, Riesner et al.; 1992) sont basées sur le
principe de comparaison de la stabilité¢ de I’ADN sous des conditions de gels spécifiques. Ces
techniques sont simples a priori mais demandent des conditions trés contr6lées lors de la
migration sur gel. Une autre alternative consiste a révéler du polymorphisme sur des
fragments amplifiés par la SSCP (single strand conformation polymorphism, Orita et al.,
1989). Cette approche est basée sur les différences de .conformation des simples brins d’ADN
liées a leur séquence et variant pour une seule mutation. Ces conformations peuvent montrer
une mobilité différente sur un gel en conditions non dénaturantes. Nous pouvons également
envisager la solution du séquengage de ces EST permettant de déterminer précisément les
variations de séquence. Toutefois, cette approche, trop onéreuse, est peu réaliste pour la

cartographie qui nécessite plusieurs centaines d’individus (De Vienne, 1995).

Dans ce contexte, un partenariat est né entre le CNRS de Toulouse, le CIRAD Forét
(Montpellier) et deux entreprises privées du secteur papetier, RAIZ (Portugal) et ENCE
(Espagne). Le CNRS a utilisé la technique SSH a partir d’E. gunnii pour obtenir une banque
d’EST enrichie en génes surexprimés dans le xyléme par rapport a la feuille (Paux et al., sous
presse). Ce projet a permis d’isoler 250 séquences non homologues dont 57% n’ont pas de
fonction connue. Toutes ces séquences ont été réparties entre les trois autres partenaires dont
le travail va de la définition d’amorces a la cartographie et la détection de QTL pour leurs
croisements élites respectifs.Ce stage s’inscrit dans cette approche geéne candidat pour la
qualité du bois menée par le CIRAD Forét dont la premiére étape consiste a cartographier une
partie des EST dont les amorces ont été prédéfinies et testées sur E. globulus par RAIZ. Pour
cela, il a fallu adapter les conditions d’amplification au laboratoire de génétique du CIRAD,
révéler du polymorphisme par différentes techniques dont principalement la SSCP et
cartographier les EST polymorphes sur les cartes génétiques déja existantes d’E. grandis et

d’E. urophylla a partir d’une populatiori F1 de 200 individus.
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Figure 1 : provenance des deux géniteurs (E. urophylla et E. grandis) du
croisement élite utilisé dans cette étude.



2. Matériels et méthodes

1. Matériel végétal

Les travaux de cartographie génétique ont été réalisés avec une famille d’hybrides
interspécifiques E. urophylla * E. grandis produite dans le cadre du programme
d’amélioration génétique des eucalyptus au Congo. Le géniteur E. urophylla 14.144 (géniteur
femelle) est originaire du Mont Lewotobi de I’Ile de Flores située au nord-ouest de 1’ Australie
tandis que le géniteur E. grandis 9.21 (géniteur male) provient d’Atherton située au nord-est
de I’état du Queensland (Australie, figure 1). Cette descendance élite totalise 201 individus
pleins freres et constitue la base des différents travaux de cartographie et de détection de QTL

(Verhaegen et Plomion, 1996 ; Verhaegen et al., 1997 ; Gion ef al., 2000 ; Carrouché 2003).

2. Extraction d’ADN génomique

L’extraction est réalisée selon un protocole modifi¢ de Saghai-Maroof et al. (1984), a
partir de jeunes feuilles prélevées sur les arbres adultes et séchées a I’air libre. Pour chaque
individu, 300mg de feuilles sont broyés avec une pincée de polyvinylpyrrolidone, le tout sous
azote liquide. La poudre obtenue est incubée sous agitation durant 1 heure (h) a 65°C avec 9
ml de tampon d’extraction stérile (Tris HC1 0,1 M pH 8, EDTA 0,02 M, ATMAB 20g/1, NaCl
1,4M) et 0,1% mercaptoéthanol. Apres refroidissement des tubes a I’air libre, 4,5 ml de
dichlorométhane sont rajoutés. Les extraits sont mis a agitation douce pendant 10 minutes
(min) puis centrifugés 10 min a 4000 T/min. Le surnageant est prélevé et 1’étape précédente
est reconduite tant que les extraits ne sont pas limpides (2 a 5 fois en général). L’ADN
génomique est précipité a froid par ajout de 6 ml d’isopropanol glacé, placé a -20°C pendant 1
h puis centrifugé a 4000T/min pendant 10 min. Le surnageant est éliminé et les culots sont
mis a sécher au Speed Vac durant 30 min a 40°C. Ensuite, ils sont repris sous agitation dans 1
ml de tampon de stockage (EDTA 10™* M, NH;OAc 0,01M) toute la nuit. Le lendemain, les
extraits sont précipités par ajout de 50l de NaCl 5M et 2,5ml d’éthanol absolu et centrifugés

a 4000T/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, 5 ml de solution de lavage 1
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Tableau 1 : Description des EST utilisées. Les indications données ci dessous sont une partie des
informations transmises au CIRAD par la compagnie RAIZ (tableau complet en annexe)

Nom Fonction probable Séquences des amorces sens Séquences des amorces
séquence (BLAST homology) (5* »:37) antisens (5’ = 3°)
GF#27 xyloglucan endo-1, 4-beta-D-glucanase TTATGTGGATGAAGTGCCC AACTTGAGCCTCCCAGTGT
GF#86 alpha-tubulin CTTCCACCCTGAGCAACTC AAAGCACAGCAACATCGGT
08A09 No Hits GTACGCGGGGATATGACAAG GCCCGTTAATAGAAAAGCAC
08B02 hypothetical protein [Methanosarcina mazei Goel] ATTTCACGGGTGACCAAAGA ATGCGGCTCAAGGTGTATCA
08B06 similar to DNA repair protein RADS50, putative TTTACGAGCCTCTTCCTTGA AAGCAGCAGCTATTGTTTCC
08C02 outer capsid protein GAAATACTGCTTCTCCCAAG CACAAGATGCCTCAACAATG
08C05 lonains similasiiy o AGAAGGGCGGTGATTTAGGA ~ GACCCATCAAGATGTCTCCAGT
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
08C08 coat protein [Cucumber mosaic virus] ACTCACCCAACTTCAACCAA CGTTTGCCACGATGTATTTT
08C10 Plasmodium falciparum trophozoite antigen TTGATGTGCCGTATTCCTTT TTGTTGCCCTTTACACTCAC

r45-like protein
08E04 cellulase (EC 3.2.1.4) T21L14.7 —Arabidopsis thaliana ~ GCCTGCACTTACAATACCGC GATTACTACACGGGCTTCACAA

08E06 : P.052 91.305'5 S CAATGGGCTGTTGAGGTTCT GTGTTGGAGGGTGAGGGTTA
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

08EI11 hypothetical protein - Arabidopsis thaliana GGGGCCGAAACTCGCTTCTC ATGGCATCACGCTCTGGTCT

08E12 hypothetlcgl protein F! 1C1.10 - T y—— CCAAACGCACCTTAATAGTC
Arabidopsis thaliana

08F01 No Hits ATAGAACACGCGTCCATACT GCATTTTGATCGCTTTGATT

08F03 ceo protein [Arabidopsis thaliana] GAGGAGGAGCAGAAAGCAGG AAATCAGCATGAAAGCGGTA

08F08 No Hits ACCGCCGATTTACTCTTACT TCCGATAATCGACTATTCCA

i in; s A A T

08F09 hypothetlcal' protein; 44.869 47459 GGGCACTTTCAGOCACCACS GCATCGCATCGTATCGGGAG
[Arabidopsis thaliana]

08G01 hypothetical protein [Plasmodium yoelii yoelii] CGAAGCGAGGACTGAAGAAG CGACCGATGATTTGATAGCC

08G05 gamma-aminobutyric acid (GABA)
A receptor, beta 1[Homo sapiens]
08G06 putative harpin-induced protein [Arabidopsis thaliana] GGGAGTAGATGGTGACCTGGAA  GCGGGAAGCATGAAAGCAAG

AAAGTTTCCCTGTATCTTCTCA CGTGTATTTCAGTTTGCTTCTC

08G08 No Hits TGAAGCAAATCGAGTTGTTC TTTCAGCCAAAACATGTCAA
08G09 Sfitive foamsgiaanse number 3 TTTTGATGATACGGCTGGAA GAGGGACTCTGTGGTTCTTG
for insertion sequence ISRM26
08HO1 copserved hypothetical protein CGGGGAAACCTACTTGCTAA GCATAAGTGAACACCAGGAT
[Streptococcus pyogenes M1 GAS]
08HO4 unknown [Glycine max] TGAAGTTCAGCGGCAAGAAG TTGGAGGAAACAGCTAACCAAT
08HO7 hypothetical protein [Azotobacter vinelandii] AATTTATTTGTTCGAGGGTG CAACGCATTCGTGAGTTAGT
08H11 unknown [Arabidopsis thaliana] AAGCATCGGTTGCCAAGGAA GCTGCTGTGCCCAGGTGAAG
09A11 unknown protein [Arabidopsis thaliana] ATGACAAATAAGTCTATGGAAA TACCGCATCCTCTACAAGAA
09C05 No Hits GCCGAGCTGATGCAATAACT GACCTTCTTGGGTCCTGAAA
09C08 No Hits GTACATTGCCAAGGGGATAA CAGGTCCTTCCGAATACAGA
09C10 Hpkuswprotis TGGACGATGAGGACCAGAAG ~ GGTGAACCATAATCAGGGAG
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

09D01 Transformer serme/arﬁilnt::ie\::ch ribonucleoprotein, ATCGAGGAGGCATACGACC CGGCGGAGGCAGAATAGAC
09D03 subtilisin-like proteinase GAAGGATGGGGTTCACAAGG CAACATGGATCAACCGAAAA
08D04 No Hits GTACGGTTTGCATGATTGTT TTAATCGCAATCCACAACAT
09E01 No Hits AGCTGGTTATTCTTCAGAA TAAGTGAAGCAACCGAGTG
09F08 VI AAAGCACAAGGGAGAAGAAA CTCAGAATTAGATGCCAAGA
09HO1 MAP protein kinase [Arabidopsis thaliana] CGAAATGATTATTGGGAAAC ATCACTTCTATGGACCGTGT
09H02 hypothetical protein XP_243418 [Rattus norvegicus] ACTTTGCTTGTGGTTATTTC AATTCCTTCCGACTTGACTT
09HO05 putative translation initiation factor GGACAGAGCTTCAGCAGATT CCACTTTACTCCAAGCAATT
09H06 el Surfibe pidtenn precumsor GGCATAGTCGATCACATTAG AGTCGCCTGAGATAAACTGG

[Lactobacillus plantarum WCFS1]




(éthanol 75 %, NaOAc 0,2 M) est ajouté, la mise en contact dure 20 min puis les tubes sont
centrifugés 10 min a 4000T/min. Le surnageant est a nouveau ¢liminé et 2 ml de solution de
lavage 2 (éthanol 75%, NH4OAc 0,01M) sont ajoutés, puis les extraits sont centrifugés 10 min
a 4000T/min. Les culots sont alors lavés 10 min par centrifugation avec 1 ml d’éthanol a 70%.
Enfin, la pelote est séchée 30 min a 40°C au Speed Vac puis reprise dans un volume d’eau

stérile compris entre S0ul et 2 ml selon sa taille et conservée a -20°C.

La concentration d’ADN est mesurée avec un fluorimeétre (TKO 100
Minifluorometer). Pour chaque extrait, 2 pl d’ADN génomique sont ajoutés a 200 pl de
mélange réactionnel (TNE 1X (SigmaTM), Hoeschst a 0,1 pg/ ml). Une gamme étalon de 0 a
300 pg/ml est réalisée a partir d’une solution de thymus de veau pour réaliser la
quantification. Les échantillons sont ensuite dilués a 3 ng/ul et stockés a -20°C (solution de

travail).

3. Caractéristiques des EST et des génes étudiés

Les EST utilisées ont été isolées d’une banque suppressive et soustractive ou les genes
du xyléme d’ E. gunnii sont préférentiellement exprimés par rapport a la feuille (Paux ef al.,
sous presse) ; elles correspondent en majeure partie a des extrémités 3> UTR de geénes. Le
tableau 1 liste les EST et les génes de fonction utilisés dans cette étude. Certaines EST jouent
un réle directement ou indirectement dans la formation des parois (exemple de I’EST 08E04
codant pour une cellulase), d’autres ont des fonctions liées aux mécanismes de défense de la
plante (exemple de ’EST 08G06 qui code pour une protéine induite par les harpins), certaines
sont impliquées dans des mécanismes cellulaires plus généraux (exemple de I’EST 09HO1
codant pour une MAP kinase), mais une part non négligeable n’a pas de fonction connue. Des

amorces spécifiques aux séquences d’E. gunnii ont été définies, puis testées chez E. globulus.



Les 2 genes candidats fonctionnels ont été sélectionnés a partir des bases de données

publiques. Ils interviennent dans les étapes de différenciation des cellules du xyléme :

v La xyloglucan endo-1,4-beta-D glucanase génére des oligosaccharides de
xyloglucane a partir des hémicelluloses. Elle intervient dans le processus
d’¢élongation cellulaire, premiére étape de la différenciation cellulaire, permettant
un renforcement des connections entre les parois primaires et secondaires lors du
dépbt de cette derniere. Trois genes différents ont été clonés sur plusieurs espéces
dont E. gunnii lors de 1’isolation des EST de notre étude (Paux et al., sous presse).

v L’alpha-tubulin est une protéine qui rentre dans la composition des microtubules.
Le complexe microtubulaire oriente les microfibrilles de cellulose a travers les
pores cellulaires et définit ainsi la structure des microfibres de la paroi primaire. La
désorganisation du complexe entraine un arrét de 1’élongation cellulaire. Ce géne a

été cloné chez E. globulus sp. bicostata sous le nom EgTubAl.

4. Mise au point et conditions d’amplification PCR

Pour chaque couple d’amorces, la température d’hybridation proposée par RAIZ a été
réajustée sur un Mastercycler Gradient Eppendorf en microplaque de 96 puits. L’ADN
génomique, 15 ng pour chaque échantillon, est amplifié par PCR dans un volume total de 25
ul contenant 0,2 uM de chaque amorce, 1 ng de BSA, 200 pM de chaque dNTP, 0,05% de
détergent W-1 (Invitrogen), 12,5 pl de tampon 10X stérile [166 mM (NH4)>SO4, 670 mM Tris
HCl pH=8, 20 mM MgCl,, 0,7 % mercaptoéthanol] et 1U de Taq DNA polymérase
(Invitrogen). Les conditions d’amplification sont les suivantes : une dénaturation initiale de 4
min a 94°C suivie de 35 cycles comprenant une dénaturation (30 secondes (sec) a 94°C), une
hybridation (1 min a une température spécifique pour chaque couple d’amorces) et une
¢longation (1 min a 72 °C), et enfin une élongation finale de 5 min a 72 °C. Les températures
d’hybridation spécifiques a chaque couple d’amorces fournies par la compagnie RAIZ ont
d’abord été testées, et selon les besoins, des tests de gradient de température ont été réalisés.
D’autres tests ont été réalisés sur la composition du mélange réactionnel des PCR : la quantité
d’amorces (de 0,1 uM a 0,4 uM), la concentration en MgCl, (de 0 mM a 3,5 mM), la nature,
la concentration du cation et leur combinaison (KCI a 25 mM ou 50 mM, et NH4 a 16,6 mM
ou 8mM), la provenance du 10X (soit produit au laboratoire, soit fourni avec la Taqg DNA

polymerase (Invitrogen)) ont été les paramétres variants de ces tests.



Pour chaque produit PCR, la spécificité d’amplification est vérifiée aprés une
électrophorése sur gel d’agarose a 2% dans du TBE (Tris Borate EDTA) 0,5X et une

coloration au BET (bromure d’éthidium).

5. Révélation du polymorphisme chez les géniteurs

Par SSCP

La technique SSCP, développée par Orita et al. (1989), est basée sur une différence de
conformation secondaire des simples brins d’ADN en conditions non dénaturantes. Ces
conformations secondaires sont dues a un appariement des bases entre elles. Ainsi la
substitution d’une base au sein du fragment amplifié peut donner un repliement du brin
d’ADN différent. En conditions non dénaturantes, ces dissimilitudes de séquences entrainent

des différences de migration détectables sur un gel de polyacrylamide.

Pour les analyses SSCP, le protocole utilisé est celui décrit par Bodéneés et al. (1996).
Brievement, 7 pl de produit PCR sont ajoutés a 7 pul d’une solution contenant 95% de
formamide, 10 mM de NaOH, 0,05% de xylene cyanol, et 0,05% de bleu de bromophénol.
Les échantillons sont dénaturés par un passage a 94°C pendant 4 min puis immédiatement
refroidis dans la glace, empéchant le ré-appariement des deux brins complémentaires, et
chargés sur un gel d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide : 37,5/1 ; 0,6X TBE ; 0,75 mm x
16 cm x 18 cm ; peigne 28 dents) non dénaturant pour une électrophorése a température et
voltage constant dans du TBE 0,6X. Pour chaque séquence, les conditions de migration ont
€té optimisées sur les 2 parents et 10 descendants en faisant varier la composition du gel
(pourcentage d’acrylamide, ajout de 5% de glycérol), la température du tampon de cuve, la
durée de migration et le voltage.

La coloration des gels s’effectue selon la méthode de Creste ef al. (2001). Les gels
sont fixés dans un bain d’acide acétique 1% et éthanol 10% pendant 10 min, rincés puis
prétraités 3 min dans de I’acide nitrique 1,5% et rincés a nouveau. L’étape d’imprégnation a
lieu dans une solution d’AgNO3 0,2% pendant 20 min. Les gels sont ensuite rincés deux fois
puis placés dans deux bains de révélation successifs contenant du Na,COs a 30 g/l et du
formaldéhyde a 0,02%. La coloration des gels est stoppée dans un bain d’acide acétique a
7,5%. Apres un dernier ringage, les gels sont photographiés et séchés sous cellophane 2 h a

80°C.



Par PCR-RFLP

Afin de révéler du polymorphisme sur des fragments de taille plus grande, une autre
technique a ét¢ employée : la PCR-RFLP, Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS).
Les fragments amplifiés sont digérés par des enzymes de restriction spécifiques, les produits
issus de la digestion sont ensuite visualisés apres une électrophorése sur un gel d’agarose et
une coloration au BET. Concrétement, a 10 pl de chaque produit PCR est ajouté 15 ul d’une
solution d’un tampon 1X spécifique (fourni avec ’enzyme) contenant 5U de 1’enzyme de
restriction choisie. La digestion se déroule a température et durée variables en fonction de
I’enzyme (protocole fourni a I’achat) puis est arrétée par un ajout de 4 pl de bleu de charge
(2,5 g/l bleu de bromophénol, 50 mM EDTA Na,, 2H,0, TBE 1X, sodium dodecyl sulfate
0,2%). Les échantillons sont ensuite chargés sur un gel d’acrylamide 8%
(acrylamide/bisacrylamide : 29/1 ; 1X TBE ; Imm x 16cm x 18cm) pour une électrophorése a
température ambiante, voltage constant (200 V) pendant 3h30 dans du TBE 1X et révéler dans
un bain de BET.

Séquencage des produits PCR

La derniére technique employée consiste a séquencer les EST chez les deux géniteurs.
Le séquengage de produits PCR bruts donne accés aux séquences des deux alléles
’eucalyptus étant diploide. Il permet de vérifier la nature du fragment amplifié et donne une
approximation de la variation existante entre les 2 alleles d’un méme génotype (détection
d’éveénements mutationnels).

Les séquences concernées par le séquengage sont toutes les EST ayant présenté un
profil d’amplification spécifique dans cette étude (selon le protocole d’amplification
précédemment décrit), et d’une étude précédente (Carrouché, 2003) ainsi que les deux geénes
candidats. Un volume de 30 pl des produits PCR obtenus dans les conditions précédemment
décrites a été¢ envoyé a Génome Express (Grenoble, France) qui a réalisé le séquengage. Les
chromatogrammes sont ensuite visualisés par le logiciel BIOEDIT.

Pour chaque EST, les séquences parentales sont analysées séparément, chacune d’elles
avec celle d’E. gunnii (origine de la définition des primers) et enfin un alignement des trois
séquences est réalisé avec la fonction ClustalW. La séquence obtenue est un consensus des
deux alleles ; le chromatogramme nous permet de visualiser leur présence simultanée ou non,
et de déterminer leurs différences. Compte tenu que nous comparons du génome exprimé
(E. gunnii) et du génome complet (E. urophylla et E. grandis), nous nous attendons a détecter

des régions introniques pour les deux géniteurs de notre étude.
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6. Cartographie génétique

Les cartes construites a partir de ce croisement (Verhaegen et Plomion, 1996 ;
Verhaegen et al., 1997 ; Gion et al., 2000 ; Carrouché 2003) reposent principalement sur des
marqueurs dominants de type RAPD. Les marqueurs SSCP étant des marqueurs codominants,
il est donc nécessaire de les coder comme des marqueurs dominants. En conséquence, pour
les deux alleles d’un géniteur qui ségrégent dans la descendance, la présence de I’une est
notée 1 tandis que la présence de I’autre est notée 0, le choix étant arbitraire mais fixé pour
une méme séquence.

Si un seul des géniteurs est hétérozygote pour une séquence donnée, la ségrégation des
alleles dans la descendance doit correspondre a une ségrégation mendélienne de type 1 : 1.
cette EST ne sera positionnée que chez le géniteur polymorphe. Lorsque les deux géniteurs
montrent du polymorphisme, la ségrégation mendélienne attendue est de type 1:1:1:1.
L’EST sera alors cartographiée indépendamment chez les deux géniteurs et permettra de

distinguer des groupes de synténie entre les deux especes.

Afin de vérifier que les ségrégations observées soient conformes a des ségrégations

rqe 2 Poa ’ L 4
mendéliennes, un test du X ° (a = 5%) a été réalisé.

Deux marqueurs sont dits génétiquement liés lorsqu’ils coségrégent. Les marqueurs
sont donc soumis deux a deux a un test d’indépendance de ségrégation ou test de liaison, pour
lequel I’hypothése nulle correspond a une absence de liaison (Ho : 6 = 0.5) ou 0 représente le
taux de recombinaison dont la valeur varie entre 0 et 0,5. Le test de liaison est réalisé a partir

du calcul du rapport de vraisemblance (LOD score) défini par :
LOD =logjo [L (0)/ L (*2)]

L (0) représente la vraisemblance d’un taux de recombinaison compris entre 0 et 0,5,
et L (1/2), la vraisemblance d’une absence de liaison entre les 2 marqueurs. Pour positionner
les genes et les EST sur les groupes de liaison, un LOD score seuil de 4 correspondant a une

probabilité de 10 de se tromper et un  maximum de 0,4 ont été choisis.
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Au moyen du logiciel MAPMAKER 2.0 (Lander ef al., 1987) nous avons défini des
groupes de liaison avec les valeurs de 0 et de LOD score définies précédemment, puis teste
I’ordre des marqueurs au sein d’un groupe par la fonction d’ordonnancement. La fonction Lod
table permet de visualiser la matrice des LOD score et des 0 rendant compte de la force de
liaison entre les marqueurs pris deux a deux. Parallélement, la fonction ripple du logiciel est
utilisée, elle permet de définir I’ordre le plus probable des marqueurs pris trois a trois.
Finalement, le logiciel convertit les pourcentages de recombinaison en distances génétiques
par la fonction Kosambi (Kosambi, 1944) et forme une carte génétique a partir de 1’ordre

optimum des marqueurs choisi.
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Figure 2 : Profils électrophorétiques sur gel d’agarose a 2%, pour un gradient de
température réalisé sur les 3 génotypes E. grandis, E. urophylla et E. globulus, de
PEST 08HO7 ou ume phase d’optimisation a été nécessaire. Les températures
s’échelonnent de 49°C a 57°C avec une température optimale d’hybridation de
53°C.



3. Résultats

1. Amplification des EST et des génes

Lors de I’optimisation des températures d’hybridation, tous les couples d’amorces ont
été testés sur trois especes différentes : E. urophylla (individu 14.144) et E. grandis (individu
9.21), les deux géniteurs, et E. globulus (individu CN 32 L6 de RAIZ) servant de témoin et
d’élément de comparaison. Cette opération est nécessaire dans la mesure ou les conditions de
laboratoire (thermocycleur, composition du mélange réactionnel) sont différentes tout comme
les especes et les génotypes. La figure 2 montre les profils électrophorétiques de I’EST 08HO07
sur les 3 génotypes ol une optimisation a été nécessaire ; en effet la température d’hybridation
optimale proposée était de 58°C (tableau 2) mais un gradient de température allant de 49°C a
57°C nous a montré qu’a 53°C I’amplification était de meilleure qualité. Cette température
permet 1’amplification d’un fragment de 250-300pb pour les 3 espéces correspondant a la

taille obtenue (294pb) sur la séquence d’E. gunnii.

Sur les 33 EST testées, 29 couples d’amorces ont donné un produit d’amplification
spécifique (une seule bande sur gel d’agarose) sur les 3 espéces testées (tableau 2). Quelque
soit les conditions, I’EST 08A09 montre un profil multi bandes sur E. grandis et a donc été
écartée de 1’étude. Les 2 derniers couples d’amorces, 08G09 et 08HO1, n’ont donné aucune
amplification quelle que soit I’espece. Une mutation a pu s’insérer sur le site de fixation des
amorces ; en effet les EST correspondent, pour beaucoup, a des régions 3° UTR, régions les
moins conservées des genes (Paux ef al., sous presse). Parmi ces 30 produits d’amplification a
bande unique pour les 2 géniteurs, 23 ont une taille observée identique a la taille attendue par
rapport a la séquence d’E. gunnii, 5 autres ont une taille supérieure a la taille attendue laissant
supposé I’amplification d’un intron et une EST, 09DO01, a une taille inférieure a la taille

attendue laissant supposer un probleme de définition d’amorces.

Enfin pour les 2 genes testés, un produit d’amplification unique a été obtenu sur les 3
génotypes testés. Le premier géne, codé par GF#27, a donné un produit d’amplification
conforme a la taille attendue, par contre le second, codé par GF#86, a donné un produit

d’amplification d’environ 400pb (taille attendue 352pb).
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Tableau 2 : Conditions d’amplification des EST, et des génes Tailles des fragments observées
pour les deux laboratoires. Un * signale qu’un intron a été amplifié. Un ** indique que la
taille observée est significativement plus petite que la taille attendue. Echec désigne les EST
pour lesquelles aucune amplification n’a été obtenue.

conditions d’amplification de RAIZ comcsiima ¢ suptihoations du

CIRAD
nom température tailles attendues tailles tailles température
séquence. d’hybridation observées observées d’hybridation
08A09 45 217 200<L<250 200<L<250 50
08B02 49 224 200<L<250 200<L<250 49
08B06 58 326 300<L<350 300<L<350 58
08C02 58 217 200<L<250 250<L<300 60
08C05 58 347 850<L<1000* 900<L<1000* 58
08C08 58 312 300<L<350 350<L<400 58
08C10 58 259 250<L<300 250<L<300 58
08E04 58 236 200<L<250 200<L<250 58
08E06 58 248 200<L<250 200<L<250 58
08E11 58 216 200<L<250 300<L<350* 58
08E12 échec 217 échec 200<L<250 47
08F01 58 128 100<L<150 100<L<150 58
08F03 58 358 350<L<400 350<L<400 62
08F09 58 255 250<L<300 250<L<300 58
08GO01 58 250 250<L<300 250<L<300 62
08G06 58 210 200<L<250 200<L<250 58
08G08 échec 121 échec 100<L<150 58
08G09 échec 279 échec échec échec
08HO1 55 127 100<L<150 échec échec
08HO04 58 293 250<L<300 250<L<300 58
08HO7 58 294 250<L<300 250<L<300 58
08H11 49 238 200<L<250 350<L<400* 58
09A11 58 104 1600<L<1700*  1200<L<1500%* 47
09C05 58 169 150<L<200 150<L<200 58
09C10 58 265 250<L<300 250<L<300 58
09D01 62 316 300<L<350 100<L<150** 58
09D03 58 273 250<L<300 250<L<300 58
08D04 49 112 100<L<150 100<L<150 49
09F08 58 332 300<L<350 300<L<350 58
09HO1 54 323 300<L<350 400<L<450* 56
09H02 58 210 200<L<250 200<L<250 54
09HO5 58 228 200<L<250 250<L<300 53
09HO06 58 278 250<L<300 250<L<300 58
GF#27 58 434 400<L<450 400<L<450 58
GF#86 58 352 350<L<400 400<L<450 58
L
\ P



D’une maniere générale, les résultats obtenus dans cette étude confirment les résultats
obtenus sur E. globulus. On peut cependant noter que pour 2 des 3 EST (08E12 et 08G08)
n’ayant pu étre amplifiées par RAIZ donnent ici des résultats positifs. L’EST 08HO01 n’a pas
été amplifiée ici. De plus, 5 EST (08E11, 08HI11, 09A11, 09D01 et 09HO1) donnent un

produit d’amplification de taille différente par rapport a celle attendue.

L’amplification de fragments d’ADN est également sensible a d’autres variables. Afin
d’optimiser au mieux les amplifications, différents tests ont été réalisés pour réduire les
profils multi bandes d’une part et d’autre part améliorer I’efficacité de 1’amplification pour
soit des EST ayant un signal d’amplification faible mais unique sur agarose, soit des EST
impossible a amplifier. Les différentes conditions (cf. matériels et méthodes) ont été testées

sur plusieurs EST sans résultat probant (résultats non présentés).

2. Détection du polymorphisme

Par SSCP

Différentes conditions SSCP ont été testées pour dptimiser la révélation du
polymorphisme au sein des séquences étudiées. Cette phase d’optimisation est nécessaire car
la SSCP est sensible a différents parametres qu’il est possible de faire varier : la température
de migration, la présence ou I’absence de glycérol dans le gel, le temps de migration, le
voltage et la concentration en acrylamide. Selon Bodénes et al. (1996) et Plomion et al.
(1999) ces facteurs sont les principaux influant sur la qualité de la résolution des différentes
bandes. Un autre facteur relevé par Gion ef al. (2000) a montré une influence notable due au
chargement des échantillons en présence ou en I’absence de tampon dans les puits. A titre
d’exemple la figure 3 montre les profils SSCP de I’EST 08F09 chargés en présence (D) ou en
absence (C) de tampon de migration. Le chargement en présence du tampon fait apparaitre un
nombre de bandes plus élevé qu’en son absence, chose qui serait liée a plusieurs

conformations simples brins semi stables (Gion et al., 2000).
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Tableau 3: Conditions SSCP utilisées pour chaque séquence aprés optimisation et
polymorphisme observé pour chaque géniteur. P indique que la séquence est polymorphe pour
le géniteur considéré, M qu’elle est monomorphe.

EST/ température concentration glycérol voltage durée de E. E.
genes de en acrylamide (V)  migration grandis urophylla
id. migration 9.21 14.144

08B02 15°C 12% 5% 150 20h00 e P
08C02 15°C 10% - 250 7h00 M P
08C08 15°C 12% - 200 24h00 P P
08E04 15°C 10% - 250 7h00 P P
08E12 15°C 12% 5% 150 20h00 P P
08F03 15°C 10% - 150 20h00 P P
08F09 15°C 10% - 250 7h00 P M
08G01 1526 12% 5% 200 21h30 M P
08H04 15°%C 10% - 250 16h00 P M
08HO7 15°C 12% 5% 150 21h30 P P
08HI11 15°C 12% - 200 23h00 M P
09CO05 15°C 10% - 200 5h00 P M
09D01 15°C 10% - 200 5h00 P M
09D03 15°C 12% - 200 15h00 M P
09F08 13°C 12% - 150 17h00 M P
09H02 15%C 10% - 250 7h00 M P
09H06 15°C 10% - 250 8h00 P P
GF#27 15%C 8% - 250 20h00 M P
GF#86 15°C 12% - 200 24h00 P P

9.21 9.21
14.144 Hybrides F1 14.144 Hybrides F1
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Figure 3: Comparaison des profils SSCP de 08F09 aprés chargement des produits
d’amplification sur gel en absence (C) ou en présence (D) de tampon de migration. Les deux
premicres pistes correspondent aux profils des géniteurs, les autres aux hybrides. Les conditions
de migration sont identiques dans les deux cas: gel & 10% d’acrylamide, migration 7h00 a
250V et 15°C.
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Figure 4 : Comparaison des profils SSCP de 08G01 avant (A) et aprés (B) optimisation
des conditions SSCP. Les deux premiéres pistes correspondent aux profils parentaux, les
autres a la descendance. Conditions pour A : gel 4 10% d’acrylamide, migration 7h00 a
250V et 15°C; conditions pour B : gel a 12% d’acrylamide + 5% de glycérol, migration
21h30 a 200V et 15°C. La distance de migration est identique pour les deux conditions



Dans une étude précédente, Carrouché, (2003) propose une température de migration
unique de 15°C que nous avons conservé. Par contre, selon la taille des fragments amplifiés,
la durée de migration et le voltage ont été adaptés. L’utilisation de glycérol a 5 % incorporé
au gel d’acrylamide a permis, dans certains cas, une meilleure distinction des profils. Glavac
et Dean (1993) ont démontré que la concentration en acrylamide influengait la résolution des
gels. Les électrophoréses ont donc été réalisées avec des gels de trois concentrations
différentes : 8, 10 et 12% et nous avons noté que I’augmentation de la concentration permet
une meilleure séparation des bandes pour un méme profil. Par conséquent, des conditions de
migration spécifiques ont été¢ définies pour chacune des EST. La figure 4 montre deux profils
SSCP pour I’EST 08GOl avant (A) et aprés (B) optimisation des conditions SSCP. Les
premiéres conditions testées (température de migration de 15°C, 10% d’acrylamide, 7h00 a
250V) ne permettent pas de déceler du polymorphisme pour cette EST alors que les secondes
(température de migration de 15°C, 12% d’acrylamide, 5% de glycérol, 21h30 a 200V)

révelent un polymorphisme maternel.

Les conditions SSCP mises au point ont permis de révéler du polymorphisme chez 17
EST ainsi que chez les deux genes (tableau 3). Sur ces 17 EST, 7 sont polymorphes pour les
deux géniteurs, 6 montrent un polymorphisme maternel et 4 un polymorphisme paternel. Le
géne candidat GF#86 est polymorphe chez les deux parents tandis que GF#27 est polymorphe
uniquement chez le géniteur femelle. Le polymorphisme semble plus important chez
E. urophylla que chez E. grandis dans ce croisement. Les douze EST restante n’ont pas

montré de polymorphisme quelles que soient les conditions SSCP testées.

La SSCP est une technique simple, sensible (une mutation ponctuelle est visible) et
peu coliteuse pour révéler du polymorphisme au sein de fragments PCR de tailles différentes.
Néanmoins, la phase d’optimisation des conditions de migration est longue et nécessite de
nombreux tests. Mais les résultats de cette étude et ceux de Carrouché (2003) permettent de
diriger plus efficacement la mise au point des conditions. Toutefois Sheffield ez al. (1993) ont
démontré que la taille du fragment limitait la sensibilit¢ de la SSCP aux mutations
ponctuelles ; c’est la raison pour laquelle une autre technique a été envisagée pour détecter du

polymorphisme.
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Tableau 4 : Enzymes de restriction utilisées pour digérer I’'EST 09A11, leur site de restriction
et le polymorphisme observé pour les deux géniteurs.

Révélation du polymorphisme

Enzyme Site de restriction E grandis E. urophylla
L. 3 AAGCTyT s o B -
Hifl 3 GaNmc s e .
Mal 3 Goaic s

= E. urophylla

Descendance hybride

i L. grandis e e T a3t T

Marqueur de
taille {50nh)

Figure 5 : Profils CAPS de I’EST 09A11 digérée par Eco0109.
Les fleches indiquent les bandes ségrégant dans la descendance.
Les deux premiéres pistes correspondent aux géniteurs, les autres
aux hybrides.



Par utilisation d’enzymes de restriction

Cette technique a été abordée uniquement sur I’EST 09A11, la taille du fragment étant
de 1200/1500 pb. Si I’on suppose la répartition des 4 bases équiprobables, une enzyme ayant
un site de restriction de 4 pb (Mbo I, Msp I, Alu I, Taq I....) coupera I’ADN toutes les 256
bases en moyenne (4%). Le fragment cible peut donc produire environ 5 fragments de taille
diverse ; la spécificité du site de restriction peut entrainer un polymorphisme de longueur de
fragments dans la descendance si au moins un des deux géniteurs est hétérozygote pour le
croisement.

Différentes enzymes ont été choisies en fonction de leur site de restriction pour digérer
les produits d’amplification parentaux et ceux de la descendance (tableau 4). Trois enzymes
révelent du polymorphisme chez le géniteur femelle uniquement (Hind III, Hinf I et
Eco0109), la figure 5 nous montre les profils digérés par Eco0109 sur les deux géniteurs et 8
descendants. On peut clairement voir plusieurs bandes chez E. urophylla ségrégant dans la
descendance (notées par les fleches), les bandes d’E. grandis ne montrent aucune bande
ségrégant clairement. D’autres tests sont a réaliser pour affirmer si le géniteur male est
polymorphe ou monomorphe. Une enzyme de restriction (Hha I) n’a pas montré de

polymorphisme dans ce fragment PCR.

Il s’agissait ici de chercher une voie alternative a la SSCP en conséquence la
descendance complete du croisement n’a pas été amplifiée pour réaliser la cartographie de
cette EST. Il serait également intéressant d’utiliser cette technique sur les EST n’ayant

montré aucun polymorphisme avec la SSCP.

Séquencage des produits d’amplification

Dans un premier temps, un tri des séquences a été réalisé en fonction de la lisibilité
des chromatogrammes. Celles dont les chromatogrammes étaient de mauvaise qualité (pic
chaotique et irrégulier, taille de séquence incohérente, faible signal mélangé au bruit de
fond...) ont été éliminées. Le séquengage a permis de produire 67 séquences sur les 96
envoyées au départ, soit un taux de 70% de séquences exploitables (tableau 5). Parmi les EST
écartées de cette analyse, du polymorphisme a été¢ mis en évidence chez les géniteurs pour

64% d’entre elles, ce qui laisse supposer une variabilité trop importante entre les deux alleles.
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Tableau 5 : Caractéristiques des variations observées sur les séquences.

Les données suivantes sont présentées : pourcentage d’homologies entre espéces, insertions-délétions (INDEL) détectées au sein d’un
génotype, nombre de SNP détectés a 1’état hétérozygote pour chaque géniteur, nombre de mutations (SNP) détectées a I’état
homozygote et nombre d’insertions-délétions détectées a 1’état homozygote. A : absence, P : présence, - : détection impossible.

: . INDEL intra- Nombre de SNP  Nombre de ~ Nombre d'INDEL
séquence taille du paurceniage dhemaiogies () spécifique détectés mutations  interspécifiques
id. fragment g urophylla/  E. urophylla/  E. grandis/ détectées entre  détectées entre
E.grandis ___E.gunni  E.qunnii 921 14144 921 14144 genotypes génotypes
06A01 350/400 99 91 91 A A 1 1 1 0
06A07 200/250 62 69 56 P P - - 0 1
06A08 350/400 99 90 88 A A 0 0 4 0
06A11 300/350 63 62 45 P A - 1 1 0
06A12 150 89 12 73 A A 1 2 0 0
06B07 100/150 97 77 75 A o) 0 0 0 1
06C08 100/150 100 65 65 & P - - 0 0
06D01 300 68 62 88 A P 0 0 0 0
06D02 200 96 75 75 A A 0 0 0 0
06D03 150/200 82 66 75 A A 0 1 1 0
06DO07 5560* 96 25 26 A A 2 4 0 1
06D12 700/800* 80 17 18 A A 1 1 1 2
06F06 200/250 98 85 83 A A 0 0 0 0
06H12 150 87 71 76 A A 0 0 0 1
07A01 300/400 66 88 62 P A - 0 - 0
08A09 200/250 - 78 - - A - 2 - -
08B02 200/250 52 57 65 P A - 2 0 0
08B06 300/350 94 66 64 A A 2 0 0 1
08C02 250/300* 34 45 32 A A - - - 1
08C10 250/300 49 54 43 A A - - - 0
08D04 100/150 89 §2 56 A A 1 1 3 1
08E04 200/250 o7 82 84 A P 0 1 1 0
08E11 300/350* 88 93 55 A A 0 1 4 3
08F01 100/150 38 71 47 A A 1 0 0 3
08F09 250/300 96 85 86 A A 1 1 1 0
08G01 250/300 94 87 87 A A 0 2 1 2
08G08 100/150 88 75 80 A A 0 0 £ 0
08HO7 250/300 90 66 69 A P 0 - 0 4
09C10 250/300 91 76 76 A A 0 0 2 0
09D01 100/150 95 39 40 A A 1 0 - 1
09D03 250/300 80 66 69 A P 1 1 3 0
09H02 200/250 94 79 80 A A 0 0 3 2
GF#27 400/450 92 88 83 A A 1 1 2 0
GF#86 400/450* 93 70 74 A A 2 3 2 0




Pour les séquences dont le chromatogramme est illisible, il est possible d’envisager un
séquencgage a partir de I’amorce antisens, de purifier ’ADN avant le sous traitement du
séquengage ou encore de cloner les deux brins d’ADN donnant alors accés aux séquences

respectives des deux alléles.

D’une maniére générale, nous observons des homologies plus fortes entre les
séquences des deux géniteurs par rapport a celles observées avec E. gunnii. Pour la plupart
des EST, une zone de 20 a 30 pb en début de séquence d’E. gunnii est inexistante chez
E. grandis et A’E. urophylla. Cette séquence ayant été prise en compte dans 1’alignement des
fragments et le calcul du pourcentage d’homologies, le pourcentage d’homologies s’en trouve
affecté. A titre d’exemple, si I’on 6te les 22 premiéres bases de la séquence d’E. gunnii et que
I’on refait un alignement avec chaque géniteur, les pourcentages d’homologies augmentent de

11% en moyenne.

L’alignement des trois séquences nous permet de confirmer la présence d’introns dans
les séquences dont la taille observée est supérieure a la taille attendue (06D07, 06D12 et

08E11).

L’EST 09DO01 dont la taille observée était inférieure a la taille attendue lors de
I’amplification présente 39% d’homologies entre E. urophylla et E. gunnii et 40% entre
E. grandis et E. gunnii. Cette homologie représente un domaine conservé d’une centaine de
paires de bases en fin de séquence. Nous pouvons donc supposer que nous avons amplifié un
domaine protéique d’une trentaine d’acides aminés identique a celui codé par une partie de

I’EST.

Pour toutes les EST ou le chromatogramme est de bonne qualité, le séquengage
permet de confirmer la nature des produits d’amplification chez E. urophylla et E. grandis

avec celle d’E. gunnii.

Différents types de variations nucléotidiques ont pu étre mis en évidence (tableau 5) :
un motif microsatellite, 5 INDEL (insertions délétions) chez le géniteur femelle, E. urophylla
4 INDEL chez le géniteur male, E. grandis (figure 1a, annexe 2), et 22 INDEL observées lors
de la comparaison des trois génotypes (figure 1b, annexe 2). Parallélement, 25 et 15 SNP ont
¢été détectés respectivement chez E. urophylla et E. grandis (figure 1d, annexe 2) ainsi que 32

mutations chez au moins un des trois génotypes (figure 1c, annexe 2).
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Tableau 6 : Interprétation génétique des profils SSCP pour les 19 séquences polymorphes et
test de conformité & une ségrégation mendélienne par un test du x* a 5%. (a) valeur de x>
observée pour chaque séquence. Pour P=95%, la valeur seuil 4 1 degré de liberté (ddl) est de
3,84, 7,81 pour 3 ddl et 14,1 pour 7 ddl. * indique que la valeur est significativement
différente au seuil de 5% mais est acceptée au seuil de 1%. ** indique que la valeur est
significativement différente aux seuils de 5 et 1%. Un — indique un alléle nul.

Gngfmes Effectifs observés pour 3
EST e vty Génotypes des hybrides chaque génotype X! ) ddl
E.urophylla / E. hvbri
. ybride
grandis
08B02 (12;34)/(56;78) (12 ;56)/(12 ;78)/(34 ;56)/(34 ;78) 40/47/44/43 0580 3
08C02 (12 ;12)/(34 ;56) (12 ;34)/(12 ;56) 95/79 1,47 1
08C08 (12;34)/(56;78) (12 ;56)/(12 ;78)/(34 ;56)/(34 ;78) 27/47/34/67 21,18%* 3
08E04 (12 ;--)/(56;78)  (12;56)/(12 ;78)/(-- ;56)/(-- ;78) 41/48/28/57 103* 3
08F03  (12;34)/(56;78) (12 ;56)/(12 ;78)/(34 ;56)/(34 :78) 38/55/47/38 452 3
08F09 (12 ;34)/(34 ;34) (12 ;34)/(34.:34) 87/86 510° 1
08GO01 (12 ;12)/(34 ;56) (12 ;34)/(12 ;56) 96/80 1,45 1
08HO04 (12 :34)/(34 ;34) (12 ;34)/(34 ;34) 70/104 6,64* 1
08HO7 (12;--)/(56;78) (12 ;56)/(12578)/(- :56)/(-- :78) 41/44/57/29 9,28 3
08H11 (12;12)/(34;56) (12 ;:34)/(12;56) 87/88 510° 1
09C05 (12 ;34)/(34 ;34) (12 ;34)/(34 ;34) 92/82 0,57 1
09D01 (12 ;34)/(34 ;34) (12;34)/(34 ;34) 78/94 1,5 1
09D03 (12 ;12)/(12 ;34) (12312)/(12 ;34) 85/85 107" 1
09F08 (12 ;12)/(12 ;34) (12;12)/(12 ;34) 97/77 2,3 1
09HO02 (12 ;12)/(34 ;--) (12334)/(12 ;-- 98/76 2,8 1
09HO6 (12 ;34)/(56 ;78) (12 ;56)/(12 ;78)/(34 ;56)/(34 ;78) 46/40/39/53 2,8 3
GF27 (12;12)/(12 ;34) (12 ;12)/(12 ;34) 82/88 0,21 1
GF86  (12;34)/(56;78) (12 ;56)/(12 ;78)/(34 ;56)/(34 ;78) 47/42/43/43 034 3
ogpiz  @bic:dV  Aacegllact)/(boeg)(befe)(ader) oy pyinoi6iigmgang 965 7

(e;f:g;-) (adfg)/(bdeg)/(bdfg)

E. urophylla

E. grandis l /

Descendance hybride

bl, b2 555 g »i R

b3, be Lo P ey B =
(12:34) (34 56) (12;56) (34;34)

Figure 6 : Révélation du polymorphisme pour GF#86. Le géniteur male
E. grandis est (12 ; 34) et le géniteur femelle E. urophylla est (34 ; 56).
Quatre classes de descendants visibles : (12 ; 34), (34 ; 56), (12 ; 56) et
(34 ; 34).



La ségrégation de ’EST 08E12 dans la descendance hybride suggere I’existence de
deux génes amplifiés dont un est homozygote pour le géniteur E. urophylla. Cette ségrégation
est conforme a une ségrégation mendélienne de deux genes au seuil de 5%. Les amorces ont
été définies pour étre spécifiques de I’EST visée, de plus le profil électrophorétique sur
agarose ne montre qu’une seule bande amplifiée, nous pouvons donc émettre I’hypothése que
nous avons amplifié deux genes d’une méme famille. Pour cette EST, le code des

combinaisons alléliques a ét¢ modifié pour plus de compréhension ainsi les deux bandes

représentant un allele sont regroupées ep une lettre. [Par exemple, les bandes Bl et B2

caractérisant la présence d’un allele paternel sont regroupées sous la lettre « a ».

Plomion et al. (1999) et Bodéneés et al. (1996) relevent que pour les eucalyptus,
individu diploide, un maximum de 4 bandes doit étre observé en SSCP chez un individu
hétérozygote. Dans cette étude, plusieurs EST ont montré un profil plus complexe avec un
nombre de bandes plus élevé rendant difficile I’interprétation des gels (profil multi bandes).
Ce résultat suggere I’existence de plusieurs conformations stables des simples brins capables
de générer des niveaux de bandes différents. Ainsi pour les 19 séquences polymorphes chez
au moins un des deux géniteurs, un nombre variable de bandes est observé pour chaque
allele : 2 bandes, 3 bandes, 4 bandes ou encore un profil multi bandes. Mais 1’observation des
descendants permet de retrouver les bandes qui ségrégent ensemble et donc de les considérer

comme un seul et méme alléle.

Les séquences polymorphes ont ¢été cartographiées sur les cartes génétiques
d’E. grandis et E. urophylla déja existantes pour ce croisement (Gion et al. 2000). Elles ont
été établies a partir de marqueurs dominants, les RAPD, et de marqueurs codominants, les
microsatellites, les génes de fonction connue et les EST. Des liaisons significatives entre les
« marqueurs jalons » et les 19 séquences ont été établies. L existence de 15 groupes de liaison
chez E. urophylla (2n=22 chez le genre eucalyptus), contre 11 groupes de liaison chez

E. grandis (figure 7) semble indiquer que le niveau de saturation des cartes n’est pas atteint.
Les longueurs des 11 groupes de liaison majeurs oscillent entre 73 et 150 ¢cM pour

E. grandis, et entre 77 et 163 cM pour E. urophylla avec une longueur moyenne d’environ

113 ¢cM pour les deux génotypes.

19


http://www.rapport-gratuit.com/

Tableau 7 : Récapitulatif des marqueurs codominants positionnés sur les cartes génétiques des
deux géniteurs. (EST : expressed sequence tag, SSR : single sequence repeat, CG : candidate
gene).

Nbre Nbre
cartographiés cartographiés
chez E. urophylla  chez E. grandis

Nbre
commun

2

Groupe Type de Nbre de
de liaison marqueur marqueurs

EST 5
SSR 1
EST 3
SSR 1
CG 2
EST B
SSR 1
EST 5
SSR 1
CG 2
EST 2
EST 3
SSR 1
CG 2
EST 2
3
3
1
2
2
1
2
z
2
1
.
1

SSR
CG
EST
SSR
EST
SSR
CG
EST
CG
SSR
EST
11 CG
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3
1
2
0
2
2
1
4
1
0
2
3
0
1
1
1
0
0
1
1
0
1
2
2
0
2
0

1
1
0
2
1
1
2
1
0
2
1
0
1
0
1
0
0
1
1
0
1
1
2
0
1
0
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Localisation des séquences polymorphes uniquement chez E. urophylla

Pour ce géniteur, les 7 séquences polymorphes ont pu étre positionnées sur les groupes
de liaison existants. L’EST 09F08 a été positionnée sur le groupe de liaison la (GL1a), 08GO01
et 08C02 ont été cartographiées sur le GL3, 08H11 sur le GL4b, 09D03 sur le GL7, 09H02
sur le GL8 et enfin le géne candidat GF#27 sur le GL9.

Localisation des EST polymorphes uniquement chez E. grandis

Les S marqueurs polymorphes chez ce géniteur ont pu étre cartographiés sur les
groupes de liaison existants. Ainsi, I’EST 09DO01 et 08E12 genel sont positionnées sur le

GL1, 08F09 sur le GL 4, 08H04 sur le GL7 et enfin 09C0S5 sur le GL10.

Localisation des séquences polymorphes chez les deux géniteurs

Dans cette étude, 8 séquences se sont révélées polymorphes chez les deux géniteurs.
Elles ont toutes pu étre cartographiées sur des groupes de liaison existants. Le géne
fonctionnel GF#86 est cartographié sur le GL2. L’EST 09HO06 se positionne sur le GL3 pour
les deux géniteurs, 08E04 et 08HO7 sur le GL4 (GL4a pour E. urophylla), 08C08 et 08E12
gene2 sur le GLS, 08B02 sur le GL6, et enfin 08F03 sur le GL9.

Avec les résultats de notre étude, 57 marqueurs codominants sont placés sur les cartes
génétiques de ce croisement élite (tableau 7): 31 EST, 12 microsatellites (SSR) et 14 genes
candidats. Les cartes génétiques d’E. urophylla et d’E. grandis possedent respectivement 46
et 33 marqueurs codominants dont 23 sont en commun. Ces derniers nous permettent de
valider la quasi-totalité des homologies de groupes de liaison entre les deux espéces. Aucun
gros réarrangement chromosomique n’est a noter entre des deux especes, en effet tous les
marqueurs codominants communs se positionnent sur les groupes de liaison homologues des
deux espéces ou ne sont pas liés a un groupe existant. Les distances respectives entre deux
marqueurs communs ne sont pas conservées. A titre d’exemple, la distance entre les deux
génes de fonction CAD et CCoAOMT localisés sur le GL10 de chaque parent est
respectivement de 1,9 et 7,1 cM chez E. urophylla et E. grandis. De méme,la distance entre
les EST 08HO7 et 08E04 positionnées sur le GL4 est respectivement de 30,3 et 26,6 cM chez
E. grandis et E. urophylla. On peut également noter que cette étude a permis de positionner
des EST en bout de groupe de liaison pour quatre d’entre eux. Ceci nous apporte de nouvelles

informations sur la définition des groupes et la détection de QTL.
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4. Discussion

1. SSCP

Beaucoup d’auteurs s’accordent a dire que la SSCP est une méthode sensible, rapide,
et peu cotteuse (Sunnuck et al., 2000, Plomion ef al., 1999, Bodenes ef al., 1996, Fukuoka et
al., 1994, Sheffield et al., 1993, Orita et al., 1989). Elle permet de détecter des mutations
ponctuelles sur des fragments de taille allant de 95 a plus de 600 pb (Sheffield et al., 1993).
Dans notre étude, la SSCP a permis de révéler du polymorphisme dans 62,5% des fragments
amplifiés. Si I’on compare ces résultats en fonction de la taille des fragments en différenciant
trois classes : <250pb, 250/300pb et >300pb nous constatons que respectivement 9 fragments
sur 24, 9/22 et 10/22 révelent du polymorphisme. La détection de polymorphisme par la SSCP
n’est ici pas affectée par la taille des fragments, des résultats similaires ont été¢ décrits par
Fukuoka et al. (1994) ainsi que par Plomion et al. (1999). Ces derniers relévent également
que la présence d’introns (8 séquences sur 16 séquences de pin maritime) n’améliore pas la
détection de polymorphisme. Dans notre étude sur les 5 EST pour lesquelles nous détectons
un intron, deux montrent un polymorphisme maternel, nous ne pouvons pas relier présence
d’intron et niveau de polymorphisme Dans ce sens, Champurney (2003) a montré que les
variations nucléotidiques au sein du géne CCR pour 40 génotypes d’E. urophylla étaient
principalement situées dans les zones introniques. L’absence de détection de polymorphisme
par SSCP ne signifie pas 1’absence de variation nucléotidique, en effet Sheffield ez al. (1993)
ont démontré que la position de la mutation influait sur la sensibilité¢ de la SSCP. Dans notre
étude, pour les 12 EST n’ayant pas montré de polymorphisme, il est possible d’envisager
d’autres approches pour détecter du polymorphisme : CAPS, denaturing gradient gel
electrophoresis ou DGGE, temperature gradient gel electrophoresis ou TGGE, Ecotilling...
Suivant les cas, il est possible d’exploiter ses régions flanquantes par une nouvelle définition
d’amorces. Il est probable également qu’il n’existe pas de variations de séquence entre les

deux géniteurs du croisement.
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Tableau 8 : Détection des SNP et des INDEL (insertions délétions) par la technique SSCP

Insertions délétions Nombre de SNP Détection du polymorphisme
Séquence détectées détectés par SSCP
urophylla  grandis  urophylla  grandis E. urophylla  E. grandis
06A01 non non 1 1 B g
06A08 non non 0 0 _ r
06B07 non non 0 0 3 1
06C08 oui oui = P _ L
06D02 non non 0 0 M i
06F06 non non 0 0 1 E
06H12 non non 0 0 . i
08B06 non non 0 ) " ’
08C10 non non 0 0 X '
08D04 non non 1 1 - )
08E11 non non 1 0 ) .
08F01 non non 0 1 1 i
08G08 non non 0 0 y i
09C10 non non 0 0 g i
06D07 non non 2 1 3 i
07A01 non oui 0 n B o
08F09 non non 1 1 B s
09D01 non non 0 1 i i
06A11 non ouil 1 - 4 )
06A12 non non 2 1 + .
06D03 non non 1 0 + J
06D12 non non 1 1 + )
08C02 non non 2 0 + i
08GO01 non non 2 0 + X
09D03 oui non 1 1 " )
09H02 non non 0 0 + §
GF#27 non non 1 1 + 4
06A07 oui oui . " " s
06DO01 oui non 0 0 4 :
08B02 non oui 9 4 a8 X
08E04 oui non 1 0 + "
08HO7 oui non = 0 + .
GF#86 non non 3 2 + B




2. Les causes moléculaires de la détection de polymorphisme en SSCP

Les résultats de séquencage des produits PCR, ou les deux alléles sont analysés
simultanément, confirment les ségrégations observées pour chaque marqueur SSCP (tableau
8). Deux types de séquences ont été observeés :

v" Des séquences d’EST présentant des indéterminations pour certains nucléotides. Ceci
peut indiquer que I’individu est hétérozygote pour le fragment amplifié.

v" Des séquences ne présentant aucune indétermination dans la séquence nucléotidique
du fragment amplifi€. Dans ce cas le produit PCR correspond a une seule séquence,
indiquant soit I’homozygotie soit 1’hétérozygotie avec un alléle non amplifié (allele

nul) ou une mutation s’est insérée dans le site de fixation d’une des amorces.

Les EST ayant montré un profil SSCP comportant un alléle nul (08E04, 08HO7,
09HO2 et 06D01) montrent aprés séquengage un chromatogramme sans variation pour le
géniteur en question confirmant 1’absence d’amplification pour un des deux alléles de ce

géniteur.

Dans cette étude, 7/9 EST présentant des INDEL et 53% des SNP supposés ont pu étre
détectés par la SSCP. Sheffield et al. (1993) ont montré que la détection de mutations
ponctuelles est optimale pour des fragments d’une taille inférieure a 250pb environ ; en effet,
70% des mutations ponctuelles sont détectées pour un fragment de 212 pb. Or 8 de nos
fragments (sur un total de 12) pour lesquels aucun SNP n’a été détecté en SSCP, ont une taille
supérieure a 250 pb. Ces résultats confirment la sensibilité de la SSCP et de notre approche
sur des fragments de taille inférieure a 250 pb. De plus, les fragments en question ne
posseédent qu’un seul SNP dans leur séquence, ce qui limite davantage les chances de révéler
du polymorphisme au sein des fragments. Un autre facteur important, avancé par Sheffield et
al., (1993), dans la détection du polymorphisme par SSCP est la position de la mutation sur le
fragment amplifié. Les SNP non détectés se positionnent en général en début ou en fin de
séquence (11 cas sur 13), la totalité des mutations ponctuelles observées se trouvant
dispersées tout au long des séquences contrairement aux résultats de Sheffield et al. (1993)

qui ne distinguaient aucune zone particuliere susceptible de ne pas étre détectée en SSCP.
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L’efficacité de la SSCP est dépendante de la taille des fragments et de la position de la
mutation, et peut varier significativement d’un fragment a ’autre. Méme s’il existe une
corrélation négative entre la taille du fragment et la sensibilité de la SSCP, I’optimisation des
conditions de migration s’est révélée payante et les fragments de taille plus grande peuvent
également étre analysés. Par exemple, le fragment 06D12 (700/800pb) présentant un SNP

pour chacun des géniteurs, a révélé un polymorphisme maternel.

Les autres techniques couramment employées incluent la denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE), la temperature gradient gel electrophoresis (TGGE), les analyses des
heteroduplex et leurs dérivées ou encore la cleaved amplified polymorphism sequence
(CAPS). L’intérét de ces techniques varie en fonction de leurs avantages et de leurs
inconvénients en termes de sensibilité, optimisation, colits et équipements nécessaires. La

SSCP est la technique, selon Sunnucks et al. (2000), qui offre le meilleur compromis.

Néanmoins, nous avons testé la CAPS sur une EST présentant un intron dont la taille
du fragment amplifié, 1200/1500pb, pouvait nous faire suggérer un nombre de mutation
suffisamment important pour inclure un site de coupure spécifique a chacun des deux
géniteurs. Cette technique nous a permis de mettre en évidence du polymorphisme chez le
géniteur femelle tout comme en SSCP. Cette technique simple d’emploi semble pourtant ne
pas étre aussi sensible que la SSCP, en effet Sunnucks ez al. (2000) rapportent que la CAPS a
permis de détecter 1 site polymorphe sur 20, alors que la SSCP en a détecté 90%. Sato et
Nishio (2003) ont mis au point une variante combinant ces deux techniques, la « PCR-RF-
SSCP » pour les fragments de taille importante (dans 1’étude 2Kb). Apres amplification des
produits, le fragment est digéré par une enzyme de restriction, puis le produit issu de la
digestion est passé en SSCP. Plus de 70% des mutations ponctuelles du géne amplifié ont été
détecté par cette technique. Il serait donc intéressant de la tester sur nos fragments de grandes
tailles. On peut également envisager I’étude de genes complets de grande taille en limitant le

nombre de contigs.
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3. Les autres apports du séquengage

La mise en évidence de SNP au sein des fragments amplifiés permet I’application de
méthodes de génotypage a haut débit sur la descendance compléte disponible ; cette étude a
porté sur la premiere descendance plantée qui représentait 201 individus, grace a un second
croisement réalisé a partir des mémes géniteurs, une autre famille de 600 descendants est
disponible. De nombreuses innovations techniques voient le jour dans le génotypage a haut
débit, leurs principes sont variables mais la technique qui semble la plus utilisée aujourd’hui,
dite du « Tagman assay », est basée sur la différence d’intensité de fluorescence existant entre
deux groupes d’individus en fonction de la composition respective des deux alléles au SNP.
Cette technique semble étre une des suites logiques de notre étude afin de positionner le
maximum d’EST en un temps réduit. Il est également possible de rechercher une enzyme de
restriction capable de couper au site SNP, générant ainsi des marqueurs CAPS ségrégant dans
la descendance (Quint et al. 2002). 1l serait également intéressant de déterminer si ces
mutations ponctuelles apparaissent comme des mutations silencieuses ou non synonymes
notamment pour les séquences colocalisant avec des caracteres d’intéréts (QTL). Ces résultats
pourraient nous permettre de déterminer I’effet respectif de chaque alléle sur les caractéres
d’intéréts ciblés en sélection et d’appliquer ces résultats pour la sélection. A titre d’exemple,
Champurney (2003) a montré qu’E. urophylla portait une mutation non synonyme chez le

géne CCR, gene colocalisant avec un QTL de teneur en lignines.

Pour les trois EST ou une amplification intronique a été décelée au séquencgage, le type
et le nombre de sites variables se répartissent différemment entre les introns et les exons. 72%
des SNP se positionnent sur les zones introniques, ainsi que la totalité des INDEL observées.
Ces derniéres sont de taille significativement plus grande, de 6 a 10 bases en général, contre
une ou deux bases en moyenne pour les autres EST. Les introns correspondent a des régions
non codantes du géne, ce qui implique que les mutations peuvent s’y accumuler sans résultat
sélectif sur les plantes (Plomion es al., 1999). Nous nous attendions a ce que le
polymorphisme soit plus élevé dans les zones introniques que dans les exons. Nos résultats ne
vont pas dans ce sens car aucune INDEL intra spécifique n’a pu étre détectée dans ces EST et
I’intron semble méme étre bien conservé d’une espéce a l’autre, nous observons 95%

d’homologies entre les especes pour I’intron détecté dans I’EST 06D07.
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Le séquengage nous a permis de confirmer la présence d’un microsatellite sur I’EST
06A07. Les microsatellites étant des marqueurs hautement polymorphes, ce type de marqueur
pourrait faciliter la cartographie des EST. De plus, Khlestkina et al. (2004) ont démontré que
les marqueurs microsatellites issus de séquences EST étaient mieux conservés que les
microsatellites issus de séquence du génome (STS) au sein des céréales. Ce type de
microsatellite pourrait donc étre utilisé pour I’étude de I’évolution des génomes du genre

Eucalyptus.

4. La transférabilité des EST

Les amorces utilisées pour amplifier les EST chez E. globulus, E. grandis et
E. urophylla ont été mises au point sur des séquences d’ADNc développées chez E. gunnii.
Elles ont permis d’obtenir 90% de séquences exploitables dans la recherche de
polymorphisme pour les deux géniteurs, E. urophylla et E. grandis et E. globulus. Aprés
séquengage, une moyenne de 68% d’homologies de séquence est retrouvée entre chacun des
géniteurs et E. gunnii, alors que la moyenne entre les deux géniteurs est de 83%. Puisque au
sein du sous genre Symphyomyrtus, E. gunnii appartient a la sous section Maidenaria,
E. grandis et E. urophylla sont regroupés dans la sous section Transversaria, nos résultats
nous suggerent donc que les séquences sont mieux conservées au sein d’espéces d’une méme
sous section. D’autres études corroborent ces résultats, en effet Gion et al. (2000) ont utilisé
avec succes des séquences de E. globulus et de E. gunnii pour définir des amorces spécifiques
de 6 genes candidats sur E. grandis et E. urophylla. Champurney (2003) a également étudié la
transférabilit¢ du gene CCR au sein de quatre especes différentes E. urophylla, E. gunnii,
E. saligna et E. globulus. Les marqueurs microsatellites semblent également étre bien
conservés au sein du genre Eucalyptus. Byrme et al. (1996) ont montré que 90% des
microsatellites mis au point sur E. nitens étaient transférables, au travers de 6 especes, dans le
sous genre Symphyomyrtus et avec une moindre efficacité aux sous genre Monocalyptus et
Corymbia. De méme, Marques et al. (2002) ont démontré la transférabilité des microsatellites
mis au point par Brondani ef al. (1998) sur un croisement E. urophylla x E. grandis a un
croisement entre E. fereticornis et E. globulus. Une autre étude plus récente (Cabannes, 2004)
a révélé le possible transfert des amorces mises au point sur les EST de E. gunnii a 87
génotypes de 29 especes différentes, réparties comme suit : 4 espéces appartenant au sous
genre Corymbia, 5 especes au sous genre Monocalyptus, 1 espece aux Idiogénes et 19 aux

Symphyomyrtus. Ces différents résultats révelent une trés bonne conservation du génome
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entre des différentes especes d’eucalyptus existantes. Un set de 200 000 EST est en cours
d’étude dans le cadre du programme Génolyptus (association d’organismes d’Amérique du
Sud essentiellement) sur E. grandis et E.urophylla, la conservation des ressources
génomiques au sein du genre permet d’envisager une exploitation de ce set d’EST au genre

entier pour un grand nombre d’espéces.

5. Cartographie

Les cartes font une distance totale de 1238 et 1372 ¢M respectivement pour E. grandis
et E. urophylla. Verhaegen et Plomion (1996) avaient estimé la longueur des cartes génétiques
de ce croisement a 1332 c¢cM et a 1483 cM. La longueur observée, pour E. urophylla,
supérieure a celle définie précédemment s’expliquerait par I’existence d’un nombre supérieur
de groupes de liaison ainsi qu’a des distances élevées entre quelques marqueurs. A titre
d’exemple, 6 distances entre marqueurs adjacents au sein des groupes de liaison sont
supérieures a 27 cM Kosambi. Ces résultats refletent la non saturation des cartes génétiques
des deux géniteurs du croisement déja évoquée par Carrouché (2003) et par Gion (2001) qui
estimait la couverture des cartes génétiques a 80% pour E. grandis et a 94% pour
E. urophylla. Le positionnement des différentes EST et genes candidats sur ’ensemble des
groupes de liaison n’a révélé aucun cluster de genes susceptibles d’avoir un effet sur la qualité
du bois. Cette indépendance entre locus constitue une situation plus favorable a la distinction
des genes impliqués dans le contréle génétique de la qualité du bois. Ce résultat augmente
également la probabilité de regrouper un maximum d’alléles favorables dans un méme

génotype.

L’EST distordue au seuil de 5% a été cartographiée sur le groupe de liaison 5 pour les
deux géniteurs. La ségrégation observée pour cette EST est en adéquation avec une
ségrégation postzygotique (Ky et al.,, 2000). Les études antérieures de cartographie sur
Eucalyptus relatent toutes ce probleme de distorsion de ségrégation avec un taux oscillant
entre 15 et 30% des marqueurs (Marques et al., 1998, Myburg et al., 2003, Thamarus ef al.,
2002). Myburg et al. (2003 et 2004) imputent ces observations a des incompatibilités
géniques lors de la fécondation méme si les eucalyptus ont un génome bien conservé entre
especes. Bien que les croisements interspécifiques soient possibles, les taux de réussite sont
tres faibles souvent inférieur a 1% (96% des hybrides F1 non viables aprés fécondation pour

le croisement réalisé dans 1’étude de Myburg et al., 2003). Ces problémes d’incompatibilité
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Tableau 9 : Comparaison de la position de différents marqueurs codominants sur les groupes
de liaisons des cartes génétiques de plusieurs espéces d’eucalyptus. Abréviations utilisées
SSR : single sequence repeat, CG : candidate gene, EST : expressed sequence tag, ne : non
étudié, - : étudié mais non polymorphe dans le croisement considéré.

Brondani etal, (1998)  |PAMAIUSCL  yp oies et al. (2002)
Types de Nom du ié - - al. (2002) .. :
marqueurs marqueur Position Position Position Sosiei e Posiiosiee Position Positon sur
sur E. sur E. sur E. E di 2 adobdadels sur E. E.
urophylla grandis urophylla s ap—— globulus  tereticornis

embra 7 2 - - 9 ne 5 3

embra 13 10 - 9 9 ne - 4

embra 6 ne ne 1 1 7 8 10
embra 11 T - 1 1 ne 8 10
embra 12 7 7 1 1 ne 8 10

e embra 5 8 - 5 5 9 10 6
embra 9 8 8 5 3 ne non lié 6

embra 8 1 1 6 - ne 1 1
embra 10 6 - 10 10 ne 4 14

embra 2 4 4 - 11 3 ne ne
ELF1 4 - ne ne 3 ne ne
4CL 11 ne ne 3 ne ne
cG COMT1/2 7| 7 ne ne 7 ne ne
CCoAOMT 10 10 ne ne 2 ne ne
CCR 6 6 ne ne 10 ne ne
PAL 6 ne ne 4 ne ne
GF27/e360a 9 - ne ne 2 ne ne
s GF27/e360b 9 - ne ne 10 ne ne




d’origine génétique se répercutent sur 1’équiprobabilité d’obtenir I’une ou I’autre allele du
géniteur male dans la descendance. Cependant Myburg et al. (2004) observent une distorsion
de ségrégation équivalente pour les deux géniteurs. Taylor et Ingvarsson (2003) relatent
I’existence de « gamete eliminators », I’association entre un pollen et un ovule incompatible
entraine la mort des deux. Ce mécanisme pourrait étre une des causes de la distorsion
observée. Les distorsions de ségrégation ayant un impact direct sur la sélection, il serait
intéressant de cartographier le maximum de marqueurs distordus afin de repérer les zones
candidates a la distorsion et de visualiser une éventuelle colocalisation avec des QTL pour

une meilleure précision de ces derniers.

Plusieurs cartes génétiques ont été construites pour les principales espéces de
reboisement (E. urophylla et E. grandis : Grattapaglia and Sederoff, 1994, Verhaegen and
Plomion, 1996 ; E. nitens : Byrne et al., 1994 ; E. globulus : Marques et al., 1998, Myburg et
al., 2003, Thamarus et al., 2002). Elles ont toutes été principalement construites a partir de
marqueurs dominants (RAPD, AFLP) dans lesquelles peu a peu sont positionnés des
marqueurs codominants (SSR, EST, STS...). Ces derniers permettent d’étudier la synténie
entre différentes especes. Dans le tableau 9, la position de chaque marqueur est indiquée par
le numéro du groupe de liaison; il semblerait ainsi que le GL1 de Brondani et al. (1998)
corresponde au GL7 de notre étude, au GL7 de Thamarus et al. (2002) et enfin, aux GL8 chez
E. globulus et GL10 chez E. tereticornis de Marques et al. (2002). On dénote quelques
différences pour certains marqueurs ainsi le gene CCR et le géne PAL qui sont tous deux
placés sur le GL6 de notre étude se positionnent sur deux groupes différents chez E. globulus
(Thamarus et al., 2002) ; De méme, le microsatellite Embra 02, le géne ELF1 et le géne 4CL
placés sur le groupe 3 chez E. globulus sont cartographiés sur deux groupes distinct dans
notre croisement (Embra 02 et ELF1 sur le GL4 et 4CL sur le GL11). Ces différences
s’expliqueraient par des réarrangements chromosomiques entre especes, E. globulus faisant
partie d’une autre sous-section (Maidenaria), il peut s’agir également de familles multi
géniques, chaque étude ayant étudi¢ un gene différent de la famille. En ce sens, Thamarus et
al. (2002) ont démontré I’existence de deux genes PAL. Par contre, deux microsatellites
Embra 07 et Embra 13 placés sur deux groupes différents sur notre carte d’E. urophylla, et
celle d’E. fereticornis, sont situés sur le méme groupe chez E. grandis (Brondani el al., 1998).
Ceci semble indiquer qu’un réarrangement chromosomique s’est opéré dans la méme sous-
section. De méme, au sein de notre croisement, certaines distances entre marqueurs ne sont

pas conservées. Ces différences peuvent étre dues. a un effet de I’espécefau sexe, a de petits
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réarrangements chromosomiques au cours de I’évolution ou encore a4 une erreur
d’échantillonnage (Gion, 2001). Marques et al. (2002) observent également des distances non
conservées entre marqueurs d’une espéce a l’autre, mais aussi des permutations entre 2
marqueurs. Afin de vérifier ces hypothéses, nous pouvons envisager d’utiliser un nombre plus
¢levé de marqueurs communs sur chaque groupe de liaison, de réaliser le croisement inverse
(E. grandis comme femelle et E. urophylla comme male) et de considérer un nombre
d’individu plus important. Il serait également nécessaire de cartographier plus de marqueurs
pour confirmer ces hypotheses, et permettre de se prononcer de fagon plus certaines sur le
degré d’homologie des génomes au sein du genre FEucalyptus. Ainsi, 1’étude de la
conservation des groupes de liaison et la comparaison de 1’ordonnancement des génes a
I’intérieur des mémes groupes de liaison, permettrait d’étudier 1’évolution du génome des
dans le genre Eucalyptus. L’utilisation d’un set de marqueurs codominants communs aux
équipes de recherche pourrait conduire a la création d’une carte consensus du genre. Elle
permettrait non seulement I’étude de 1’évolution du génome mais aussi la possibilité de
saturer des cartes génétiques spécifiques d’un croisement, I’opportunité de pouvoir construire
une carte génétique pour les croisements de géniteurs a faible polymorphisme (croisements
intra spécifiques surtout). Les marqueurs communs pourraient étre aussi utilisés dans le
maintien de la variabilité, la détection de QTL dans les différents fonds génétiques et la
prédiction de localisation des genes orthologues dans les autres espéces (Marques ef al.,

2002).
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5. Conclusion et perspectives

L’utilisation de la technique SSCP pour la cartographie d’EST et de génes candidats
fonctionnels est une technique nécessitant peu d’investissements pour révéler efficacement du
polymorphisme de séquence. Nous avons également abordé la possibilité de générer des
marqueurs CAPS a partir d’une séquence d’EST, cette technique représente une alternative a
la SSCP dans le cas de fragments plus longs. Grace au séquengage des produits PCR, nous
avons pu confirmer la nature des fragments amplifiés chez E. urophylla et E. grandis et
détecter des sites de mutations ponctuels non décelés en SSCP. Mais il s’agirait d’une étape
préalable pour mettre en place d’autres stratégies de détection du polymorphisme plus ciblées
sur les sites de mutation, le génotypage a haut débit ou encore la PCR-RF-SSCP sont, entre

autres, des techniques envisageables.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les EST développées chez
E. gunnii sont des séquences bien conservées entre espece du méme sous genre, le haut degré
d’homologie retrouvé entre les séquences des 3 espeéces nous permettant de confirmer la
nature des fragments amplifiés. L’étude de Cabannes (2004), plus exhaustive, confirme cette
conservation dans les autres sous genres de I’ Eucalyptus. Grace a ces données, les approches
de cartographie comparée déja amorcées vont pouvoir se développer plus rapidement et
conduire a la création d’une carte consensus du genre Eucalyptus d’une part, et d’autre part a

I’étude de I’évolution des génomes des especes de ce genre.

Afin d’envisager une utilisation en « sélection assistée par marqueurs », les EST
nouvellement positionnées devront étre intégrées dans les études de colocalisation
marqueurs/QTL. Toutefois, une densification des cartes génétiques doit étre réalisée au
préalable notamment sur les sites de détection des QTL connus pour ce croisement. Dans le
regne végétal, les études menées principalement sur les espéces de grandes cultures montrent
que ces caractéres sont sous le contréle d’un petit nombre de geénes a effets forts, et donc
potentiellement manipulables par le sélectionneur (Plomion, 1996). La colocalisation
EST/QTL a effets forts nécessite une étude fonctionnelle a posteriori de I’EST dont la
fonction n’est connue que par homologies de séquence. L’acces a la séquence entiére du géne
correspondant aux EST permettrait une étude plus exhaustive des sites de mutation et un
repérage dans la population des différents alleles existants a ce locus pour finalement estimer

leur valeur phénotypique propre.
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Une autre possibilité de valorisation des cartes génétiques pourrait se développer.
Dans une sélection a croisements non contrdlés, la recherche de paternité est réalisée sur les
plantules obtenues pour déterminer la meilleure combinaison parentale. Cette recherche de
paternité¢ est réalisée a I’aide de marqueurs codominants (microsatellites dans 1’étude
de Grattapaglia et al., 2004). Les valeurs phénotypiques des descendants sont déterminées
pour les caractéres d’intéréts agronomiques puis mises en relation avec la paternité observée.
Dans I’étude de Grattapaglia et al. (2004), un géniteur male ressort plus fréquemment dans le
lot d’arbres sélectionnés. Le méme type d’approche pourrait étre réalisé avec les EST. Dans
ce cas un nombre plus important d’EST cartographiées pour les deux espéces serait
indispensable afin de tester un maximum de géniteurs et de combinaisons interspécifiques. Le
gain ne se fait plus sur la durée des rotations mais sur le nombre de croisements réalisés
simultanément sans contrdle, et la capacité des géniteurs a générer un nombre de semences

viables plus important, réel probleme dans la sélection des hybrides interspécifiques.

L’étude et la cartographie d’EST n’est qu’une étape préliminaire a I’association genes
candidats / caracteres d’intéréts. Dans ce contexte, la sélection assistée par marqueurs laisse
présager des avancées significatives mais beaucoup de travaux restent a réaliser avant

d’envisager une SAM effective.
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Primers and selective PCR amplification products used for orthologous gene revelation in E. globulus, E. urophylla and E. grandis

Sequence information

Selective amplification

Riier {ontih Position on Melting OPh"‘TI DNA fragment oP“"":' DNA fragment
EST Id. BLAST homology (putative function) i Primer sequences (5' to 3') g %GC |original DNA| temperature | 2""®2"'"9 annealing
direction (bp) sequence ) temperature Expected Observed mperature Globul Grandis | Urophsl Observed |-
(°c) lenath (b th (b (*c) obulus randis |Urophylla Raliib
xyloglucan endo-1, 4-beta-D-glucanase GF#27 Upper | TTATGT 19 | 474 | 96-114 | 569 | 5 e | o - T sy - = T 400<L<45° :
SE | GF#27 Lower | AAC TTGAGC CTC CCAGTG T 19 | 526 | 512530 | 573 | | = | = | = | 3
: alpha-tubulin | GF#86 Upper | CTTCCACCCTGAGCAACTC | 19 [ 579 | 4866 1 58 o 350<L.<400 0 | T - S T Fisoctik
l Srres | GF#86 Lower | AAAGCACAGCAACATCGGT | 19 | 474 | 382-400 | | S | | | | 3 :
No Hits [ _0BAOY Upper | GTACGCGGGGATATGACAAG 1-20 i S e e S
A 27 200<L<250 50 200<L<250 |
; :| 98A03 [ [08A09 Lower | GCCCGTTAATAGAAAAGCAC | 20 | 550 | -217 e [ e
i hypothelical protein [Methanasarcina mazel Goe1] 08B02 Upper |  ATTTCACGGGTGACCAAAGA | 20 | 500 | 2746 | 560 50] I acs 22
: I g i 08B02 Lower | ATGCGGCTCAAGGTGTATCA | 20 | 450 | 231-250 | i pECLE

similar to DNA repair protein RADS0, putative

u

= 300<L<350 |:

08BO6 Upper | TTTACGAGCCTCTTCCTTGA | 20 | 450 |
08B06 Lower |  AAGCAGCAGCTATTGTITCC | 20 | 450 |

| el

|

|

|

l :
[ a2 300<L<350
|

|

|

|

|

|

JNo Hits

1
08F08 Lower | TCCGATAATCGACTATTCCA 20 | 450 [ 111130 | | e

i outer capsid protein 08C02 Upper | GAAATACTGCTTCTCCCAAG [ 20 | 450 | 193-212 | 27 J 200<L<250 50 multiband S S
I - I | 08C02 Lower | CACAAGATGCCTCAACAATG | 20 [ 450 | 450-469 . <&> = = PSS
68(:05 Contains similarity to pépbdw-praM cis-trans isomerase | _08C05 Upper | AGAAGGGCGGTGATTTAGGA 24-43 | 27 850<L<1000 i
08C05_Lower | GACCCATCAAGATGTCTCCAGT 349-370
i i 08cos |coatprotein [Cucumber mosaic virus] | _08C08 Upper |  ACTCACCCAACTTCAACCAA 32 300<L<350
i | 08C08 Lower |  CGTTTGCCACGATGTATTTT 397-416
22 08C10 Plasmodium falciparum trophozoite antigen 08C10_Upper | TTGATGTGCCGTATTCCTTT 29-48 | 55.7 | 269 250<L.<300
2 r45-iike protein | 08C10 Lower |  TTGTTGCCCTTTACACTCAC 268-287
i cellulase (EC 3.2.1.4) T21L14.7 - Arabidopsis thaliana 08E04 Upper | GCCTGCACTTACAATACCGC 345-364 | | 58 2% 60 | S | s | 8 < 5
I T 0BE04 Lower | GATTACTACACGGGCTTCACAA 561-580 | | 2gsLaase | T PR 200<L<250
& P0529E05.5iOrvi;saHva(iaponicaéﬁlﬁvaf—grow)l 08E06 Upper | CAATGGGCTGTTGAGGTTCT | |

08E06 248
I I 08E06_Lower GTGTTGGAGGGTGAGGGTTA S0 i
& - hypothetical proxeiH-Araulaopsis thaliana 08E11_Upper GGGGCCGAAACTCGCTTCTC | 20 | 137146 | 657
: 08E11 }———EL 216 0 :
I l 08E11_Lower ATGGCATCACGCTCTGGTCT | 20 | 333352 | 60.1 B i

hypothetical protein F11G1.10 - Arabidopsis thaliana 08E12 Upper TTCAATAATCCCTGGTCAAT 450 | 524 | 520 | I i | e

08E12 failed 217 fail 4
; l I 08E12 L CCAAACGCACCTTAATAGTC 350 | | = st 2 T T T e
B2 No Hits 08FO1 Upper | ATAGAACACGCGTCCATACT | 20 | 350 | 77-96 | 523 | :

FO1 8 128

: I 9070 ( O8FO1 Lower |  GCATTITGATCGCTTIGATT | 20 | 450 | 185204 | 556 | 3 LSS0 ik
‘[ ospos [ceo protein [Arabidopsis thalianal 08FO3 Upper | GAGGAGGAGCAGAAAGCAGG | 20 | 400 [ 102121 | 590 |
I | AAATCAGCATGAAAGCGGTA | 20 | 600 | 450459 | _ 56.1 i g T T (et

08F08 08F08 Upper | ACCGCCGATTTACTCTTACT 20 | 400 | 1837 | 538 | P 00<L<150

‘ hypothetical protein; 44869-47459 [Arabidopsis 08F09 Upper | GGGCACTTTCAGGCACCACC | 20 | 600 | 210229 | 647 | =2 T
08F09 58 265
thaliana 08F0S Lower | GCATCGCATCGTATCGGGAG | 20 | 650 | 445464 | 636 | Lty | T e ||
08G01 hypothetical protein [Plasmodium yoelii yoelii] | _08G01 Upper | CGAAGCGAGGACTGAAGAAG | 20 | 500 | 135-154 | 576 | 250<L.<300
| 08G01 Lower | CGACCGATGATTTGATAGCC | 20 | 375-384_ |  58.0 |

08G0S

gamma-aminobutyric acid (GABA)

AAAGTTTCCCTG A’i’CﬁC‘TCA

receptor, be

} HooE LE&: i failed 290 failed

[Homo sapiens] CGTGTATTTCAGTTTGCTTCTC 22
08G06 |bu&auve harpin-induced protein [Arabidopsis thaliana] | _o8cos UgEorJ GGGAGTAGAT! GAA 22 | 7-28 200<L.<250
| 08GO06 Lower | GCGGGAAGCATGAAAGCAAG | 20 | 197-216 | 632 |




Sequence information Primer information Selective amplification CIRAD selective amplification
Optimal Optimal
Primer - Length Posttionanl Meiting an:oalln DHA fragment an :eaII: DNA fragment
EST id. BLAST homology (putative function) Primer sequences (5' to 3') %GC |original DNA| temperature 9 9
direction (bp) oc temperature Expected Observed temperature Observed
? sequence (°c) oo o Globulus | Grandis | Urophylla :
(°C) b (c) length (bp)
: : No Hits |_08G08 Upper TGAAGCAAATCGAGTTGTIC | 20 | 350 | | 535 | "I ' =
; 8G08 failed 121
| J [“oscos TTTCAGCCAAAACATGTCAA | 20 | 400 548 | faied 190=K150

08G09

JPUTATIVE TRANSPOSASE NUMBER 3 FOR

| _08G0g Upper

TTITTGATGATACGGCTGGAA | 20 | 550 |

| 08G09_Lower

failed 279 I failed

failed

= __‘

INSERTION SEQUENCE ISRM26

GGACTCTGTGGTICTTG | 20 | 400 |

conserved hypothetical protein [Streptococcus

08HO01 Upper

CGGGGAAACCTACTTGCTAA | 20 | 450

08HO1_Lower

55 127 l 100<L<150

failed | = ] - | : | .

pyogenes M1 GAS]

GCATAAGTGAACACCAGGAT | 20 [ 500 124-143

08H04

lﬁnknown [Glycine max]

TGAAGTTCAGCGGCAAGAAG | 20 | 408 | 80-99

08HO4 Upper |
08H04 Lower |

I 58 223 I 250<L<300

TTGGAGGAAACAGCTAACCAAT | 22 | 500 | 351-372

08HO7

Invpomsucal protein [Azotobacter vinelandiil

AATTTATTIGTTICGAGGGTG | 20 450 | 107-126 |

08HO7 Upper
08HO7_Lower

CAACGCATTCGTGAGTTAGT | 20 350 | 381-400 |

J 250<L<300

08H11

!unknown [Arabidopsis thaliana]

08H11 Upper |

08H11_Lower |

AAGCATCGGTTGCCAAGGAA | 20 | 650 | 154-173 |
GCTGCTGTGCCCAGGTGAAG | 20 | 500 | 372-391 |

200<L<250 ]

09A11 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 09A11 Upper | ATGACAAATAAGTCTATGGAAA [ 22 | 450 | 13-34 | 53.3 58 Aok
I 09A11 Lower | TACCGCATCCTCTACAAGAA _ | 20 | 273 | 97-116 | _ 49.2 dostamiien
No Hits Ty '[ “GCCGAGCTGATGCAATAACT l' 20 ’[ 50.0 ”lv ' |
09C05 58 169
l [ __GACCTTCTTGGGTCCTGAAA | 20 | 500 | | LS
—on |No Hits GTACATTGCCAAGGGGATAA 500 lb 120 549 'I
09C08 58 162
l CAGGTCCTTCCGAATACAGA | 20 | 450 | 143-162 552 | YRt

09C10

|Unknown protein [Oryza sativa (japonica
cultivar-group)]

TGGACGATGAGGACCAGAAG | 20 |
GGTGAACCATAATCAGGGAG | 20 |

% 58 225 250<L.<300

03DO01

transformer serine/arginine-rich ribonucleoprotein,
putative

ATCGAGGAGGCATACGACC | 20 | 194-213

CGGCGGAGGCAGAATAGAC [ 20 | 579 | 190-509 |

| 62 316 | 300<L<350

multiband S
250<L<300 =

08D03

subtilisin-like proteinase

GAAGGATGGGGTTCACAAGG | 20 [ 400 [ 1938 |
CAACATGGATCAACCGAAAA | 20 | 850 | 272-291 |

566 | g m |250<L<300

INO Hits

' GTACGGTTTGCATGATTGTT | 20 350 | 1-20 v B
08D04 12
TTAATCGCAATCCACAACAT | 20 400 | 93112 | 534 | 49 ! R
09E01 No Hits 09E01 Upper AGCTGGTTATTCTTCAGAA | 19 [ 474 [ 32-50 Y 100<L<150
09E01_Lower TAAGTGAAGCAACCGAGTG | 20 | 368 [ 135454 | 469 |
Vi |_09F08 Upper AAAGCACAAGGGAGAAGAAA | 20 'l 40.0 21-40 | 502 |
09F08 20 _Jpper 332
| | _09F08 Lower CTCAGAATTAGATGCCAAGA | 20 | 333352 | 544 | =2 A

09HO1

0SHO1 Upper
09HO01_Lower

CGAAATGATTATTGGGAAAC |

| 1930 |

ATCACTTCTATGGACCGTGT | | 314333 |

i 300<L<350

IMAP protein kinase [Arabidopsis thaliana]

I 09HO02

1hvpcthetical protein XP 243418 [Rattus norvegicus]

ACTTTGCTTGTGGTTATTTC | | 3-22

09HO02 Upper
09HO02 Lower

AATTCCTTCCGACTTGACTT 194-212

1 200<L<250

I 08H05

Lputauve translation initiation factor

09HOS5 Upper

GGACAGAGCTTCAGCAGATT |

0SHO5 _Lower

CCACTTTACTCCAAGCAATT |

]] 58 228 , 200<L<250

| 250<L<300 |:

]

08HO6 cell surface protein precursor [Lactobacillus |_ogHoe Upper | GGCATAGTCGATCACATTAG | | multiband | multiband
plantarum WCFS1] [TosHos L | AGTCGCCTGAGATAAACTGG __| i Ko 44 e o £ = 250<1.<300

S : specific amplification

- no amplification

comparison, for a same primer, of length fragment

= fragment with the same length for genotypes or middle fragment
> : fragment with length longer than other genotypes

< : fragment with length smaller than other genotypes
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Annexe 2 : différents types de variations nucléotidiques mis en évidence par le biais du
séquengage

Début d’une INDEL
/

170 J 180 190
GTTGCTTTCTTG ANANATTGT GANANC

§

Figure 1la: représentation d’un insertion-délétion sur le
chromatogramme de ’EST 08E04. Les pics se superposent a partir
de 177 pb jusqu’a la fin de la séquence.

SNP
/
AR B R B B SR f!‘f?l'!!!l!!!'l! !!lv!v-
E TTngg‘CTAGCAAAA TITCTET v 2
A W 1
SCGCTGTAT( '
IGTTCAATGCTG GTGGAGGCAC

Figure 1b : détection d’une INDEL a

I’état homozygote sur I’alignement de Figure 1c : détection d’un SNP a

’EST 06D12 I’état homozygote sur 1’alignement du
géne de fonction GF#86.
130
ATTTTCNT TTT(
' SNP détecté

Figure 1d : représentation d’un
SNP a I’état hétérozygote sur le
chromatogramme de ’EST
09D03 (deux pics superposes).



Résumé

Dans le cadre de I’amélioration genétique des eucalyptus au Congo, le CIRAD Forét a
engagé des recherches visant a utiliser des marqueurs moléculaires en sélection. Des travaux
de cartographie et de détection de QTL (Quantitative trait loci) pour la qualité du bois ont été
entrepris sur un croisement interspécifique E. urophylla x E. grandis constitué par une famille
de plein freres de 201 individus. Des cartes génétiques ont été construites a partir de
marqueurs dominants (RAPD) et de marqueurs codominants (SSR et génes candidats) pour ce
croisement. Récemment, un projet mené en collaboration avec le CNRS de Toulouse et des
laboratoires prives espagnol (ENCE) et portugais (RAIZ) a permis la création d’une banque
d’EST d’E. gunnii basée sur leur expression différentielle entre deux tissus (xyléme contre
feuille) et dans différentes conditions : différentiation. L’objectif de cette
collaboration est de localiser ces EST su{r différentes cartes genétiques et de les colocaliser
avec des QTL de qualité du bois. Apre risation des conditions d’amplification, le
polymorphisme d’un jeu de 33 nouvelles EST et deux genes candidats a été révélé sur la
descendance au moyen de plusieurs techniques : SSCP, CAPS et le séquencage de produits
PCR. Au total, 19 séquences polymorphes ont été cartographiées grace a la SSCP, une EST a
révélé du polymorphisme en CAPS et 5 autres présentent des SNP sur leur séquence. Ce
travail a permis de positionner sur les cartes génétiques d’E. grandis et d’E. urophylla de
nouveaux marqueurs codominants dans I’objectif de déterminer des génes candidats
colocalisant avec des QTL et d’aborder les aspects de synténie au sein du genre Eucalyptus.

Abstract

Within the framework of the genetic improvement of the eucalypti in Congo, CIRAD
Forét engaged research aiming at using molecular markers in selection. Genetic mapping and
quantitative trait loci (QTL) analyses for wood quality were undertaken on a FI interspecific
progeny from E. urophylla x E. grandis. Genetic linkage maps have been constructed using
dominant markers (RAPD) and codominant markers (SSR and candidate genes) for this
crossing. Recently, a project carried out in collaboration with the CNRS of Toulouse and the
private Spanish (ENCE) and Portuguese (RAIZ) laboratories, allowed the creation of an E.
gunnii EST bank based on the isolation of xylem preferentially expressed genes (secondary
xylem / leaves) and under various conditions of xylem in differentiation. The aim of this
collaboration is to locate these EST on different genetic maps and to colocalise them with
QTL for wood quality. After the optimization of the amplification conditions, the
polymorphism of a set of 33 new EST and two candidate genes were revealed on the progeny
by several techniques: SSCP, CAPS and sequencing of PCR products. A number of 19
polymorphic sequences were mapped thanks to the SSCP, one EST has shown polymorphism
with the CAPS method and 5 others have SNP on their sequence. This work allowed the
positioning of new co-dominant markers on the genetic maps of E. grandis and E. urophylla
in order to determine candidate genes, as wood quality QTLs are localized on these DNA
markers loci. These linkage maps provide a basis for investigating genome organisation and
identifying synteny among the Eucalyptus genus.
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