7¢ Colloque National BRG —
STRASBOURG

LES RESSOURCES GENETIQUES
A I’HEURE DES GENOMES

CHARACTERISING GENETIC RESOURCES
IN THE GENOMIC ERA

—
y

Les Actes du / BRG

BUREAU DES RESSOURCES GENETIQUES

n®7




Comité de lecture (Editorial board)

Sigrid AUBERT, Amadou BA, Phillipe BARET, Julien BERTHAUD, Philippe
BERTIN, Christian BIEMONT, Elisabeth BLESBOIS, Francois BONHOMME,
Pierre BOUDRY, Pierre CAPY, Serge CASAREGOLA, André CHARRIER,
Eléonore CHARVOLIN, Yuna CHIFFOLEAU, Jean-Marie CORNUET, Grégory
DECHAMP-GUILLAUME, Johann DETILLEUX, Christine DILLMAN,
Francoise FRIDLANSKY, Gustavo GANDINI, Sylvain GLEMIN, Francoise
GRENAND, Eugénie HEBRARD, Sophie HUBERT, Louise JOUANIN, Frédéric
LANTIER, Frédérique LE ROUX, Marc-Henry LEBRUN, Francois LEFEVRE,
Nathalie MACHON, Thierry NOEL, Jean-Louis PHAM, Daniel PRAT, Edwige
QUILLET, Pierre-Yves RESCAN, Juliette RIQUET, Sylvain SANTONI, Pierre
SAUMITOU-LAPRADE, Jean-Luc SOUCIET, Héléne TORDJAMN, Michel
TROMMETTER, Etienne VERRIER.

Comité éditorial (Editorial secretary)

Eléonore CHARVOLIN, Francoise FRIDLANSKY, Frédérique MARIE et
Armelle SATHI.

Mise en page
Frédérique MARIE.
Remerciements

Les travaux ont été réalisés avec le soutien des ministéres en charge de la
Recherche, de I’Agriculture et de I'Ecologie et du Développement Durable, de
PINRA, de 'IRD et du Cirad.

Le colloque a bénéficié du concours financier de la Mairie et Communauté
Utrbaine de Strasbourg, de I'Université Louis Pasteur-Strasbourg I, d’Alsace
BioValley, de 'INRA de Colmar, de la Région Alsace, du Conseil Général du Bas-
Rhin, de 'INRA [Direction « Plante et Produits du Végétal », Départements de
Génétique animale, de Microbiologie, de Génétique et Amélioration des Plantes],
du Cirad, de 'IRD, du Ministere de 'Ecologie et du Développement Durable.

Nous remercions également 'Université Louis Pasteur a Strabourg pour son
accueil et son organisation.

Enfin, un grand merci a Francoise FRIDLANSKY pour son aide précieuse.



SOMMAIRE

INtrOdUCHON. ..o 9
I — Restitution de Pappel & propositions.........cccevvevviiiiiiiiiiiiiiiiinenn 13

Test de la performance des genes en copie unique pour obtenir des phylogénies
robustes : exemple en utilisant les génomes complets de champignons
Gabriela Aguileta, Sylvain Marthey, Hélene Chiapello, Marc-Henri Lebrun, Frangois Rodolphe,
Elisabeth Fournier, Annie Gendrault-lacquemard, Tatiana Girand........................... 15

Modélisation multi-agents des réseaux d’échanges de semences pour la
conservation de la biodiversité agricole
Didier Bazile, Géraldine Abrami, Sonleymane Dembele, Harouna Conlibaly, Christophe 1e
Page, Mathien Dionnet, Jacques Chanterean, Céline Boué, Mattea Orsini, Frangois Bousquet,
Jean-Louis Pham, Kadiatou Sangare, Gilles Bezangon .....................c.ocooiiii.. 29

Analyse comparative du polymorphisme des genes e/F4E chez les plantes :
conservation versus sélection positive exercée par les virus
Carole Caranta, Jacques David, Carine Charron, Stéphane De Mita, Pascale Sanchez, Sylvain
Santont, Alberto Cenct, Joélle Ronfort, Audrey Weber, Anne-Frangoise Adam-Blondon,
Dominigue Brunel, Nathalie Chantret .............c.cccouiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiii, 51

Diversité et évolution d’une famille multigénique impliquée dans la biosynthese

de 'amidon chez les graminées, et cas particulier de la domestication du mais
Jonathan Corbs, Marilyne Debien Agnes Rousselet, Martine 1e Guillonx, Jean-1ouis Prious,
Catherine Damerval, Mand Tenaillon, Domenica Manicacci .....................ccoevvviinnn... 65

Diversité et évolution des déshalogénases bacteriennes : détection
bioinformatique et perspectives de recherche
Maude David, Frangoise Bringel, Marco Pagni, Niamh Gilmartin, Hasna Boubakri, Thierry
Nadalig, Pascal Simonet, Timothy 1V ogel, Stéphane Vnillenmier .............................. 83

Etude de QTL liés a la trypanotolérance bovine dans une population métisse
ouest-africaine par analyse d’association
Guignighaza Kossigan Dayo, Sophie Thevenon, Jean-Panl Poivey, Issa Sidibe, Zakaria Bengalb,
André Eggen, Didier Boichard, Mathien Gauthier ....................cccciiiiiiiiiiiiiiiin 95

Etude des complémentarités entre gestion dynamique a la ferme et gestion
statique en collection : cas de la variété de blé Rouge de Bordeaux
Elise Demenlenaere, Christophe Bonnenil, Frangois Balfourier, Alain Basson, Jean-Frangois
Berthellot, Vincent Chesnean, Henri Ferté, Nathalie Galic, Guy Kastler;, Jean Koenig, Florent
Mercier, Joél Payement, Alain Pommar, Bernard Ronot, Yves Rousselle, Nicolas Supiot, Héléne
Zabaria, Lsabelle GOIAringer ..............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 117



Diversité agricole et patrimoine dans le moyen Rio Negro (Amazonie
brésilienne)
Lanre Emperaire, Pascale de Robert, Juliana Santilli, Ludivine Eloy, Liicia van Velthem,
Esther Katz, Clasidia Lopez, Anne-Elisabeth Laques, Mannela Carneiro Da Cunha, Manro
Aeida . .........coooiiii 139

Détection par EcoTILLING du polymophisme nucléotidique de genes de

résistance chez le peuplier
Patricia Faivre-Rampant, Alois Bresson, Isabella Paolucci, Erwan Caillenx, Marion Dalmas,
Florence PIRON, Arnand Dowkiw, Vanina Guerin, Abdelbafid Bendhamane, Catherine

Bastien, Viéronique Jorge...............ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiii 155

Apports du séquencage multiloci a la phylogénie et a la taxonomie de deux
genres majeurs de bactéries phytopathogenes : Pseudomonas et Xanthomonas
Marion Fischer-Le Saux, Olivier Pruvost, Emilie Fargier, Nathalie Ab-You, Sophie Bonnean,
Carolina Gonzalez, Lionel Gagnevin, 1V alérie 1V erdier, Charles Manceau ....................... 171

Diversité nucléotidique pour le géne PHANTASTICA (PHAN) le long d’un
gradient altitudinal chez le fréne commun (Fraxinus excelsior 1..) et chez le fréne
oxyphylle (Fraxinus angustifolia Valh)
Nathalie Frascaria-Lacoste, Juan Fernandez-Manjarres, Jolly Basak, Pierre Gérard, Paola
Bertolino, Jean Dufour, Corinne Cruaud, Arnand Conloux, Sophie Massot .................. 187

Analyse et exploitation de la diversité génétique des polykétides synthases de
type I dans PADN metagénomique d’un sol
Aurélien Ginolhac, Sandrine Demaneche, Cyrille Jarrin, Patrick Robe Fabrice 1 efevre, Renand
Nalin, Guy Perriére, Timothy M. V'ogel, Pascal Simonet ...............cccoviiiiiiiiiiiiii... 201

Un mode¢le de variabilité fonctionnelle chez les arbres forestiers : le gene CCR
d’eucalyptus
Jean-Mare Gion, Fréderic Marz‘z'ei;} Eric Mandron, Panlo Ricardo Hein Gherard, Tristan
Costecalde, Gilles Chaix, Marie Etienne, Pierre Sivadon, Jacqueline Grima-Pettenati, Emilie
Villar, Aubin Saya, Brigitte Polles, Catherine Lapierre, Philippe Vigneron.................. 215

Analyse du polymorphisme des al,2fucosyltransférases chez le lapin de
garenne et recherche d’une relation avec la sensibilité a la maladie
hémorrragique virale
Patrice Guillon, Nathalie Ruvoén-Clonet, Béatrice 1.e Monllac-1”aidye, Stéphane Marchandeau,
Jacques Le Pendn .............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 239

Polymorphisme de génes impliqués dans I'acquisition et la gestion de I’énergie
chez Thuitre creuse Crassostrea gigas: relations avec des caractéres d’intérét
aquacole

Arnand Huvet, Dario Moraga, Elise David, Anne-Leila Meistertzheins, Arnand Tangny,

Alain Van Wormbondt, Jeanne Moal, Fanny Jeffroy, Christopher Sanvage, Sylvie Iapégue

Pierre Boudry. ........coouiiuiiii i 253



Spécialisation de la tique des oiseaux marins et diversité des bactéries du
complexe Borrelia burgdorferi sensu lato, agents de la maladie de Lyme: effets en

cascade dans les systémes a vecteur
Karen D. McCoy, David Dunean, Thierry Boulinier ................c.ccccoiiiiiiiiiiiiiiii. 277

Tragédie des anti-communaux et gestion collective dans les biotechnologies
Yann Méniere, Michel Trommetter, Henry Feyt, Catherine Potvin ...............ccocooiiii... 293

Analyse de séquences multi-loci (MLSA) dans le genre Bradyrhizobium
Angéle N'Zoué, Gisele Laguerre, Farida Boulila, Chinnaswanzy Appunu, Nourredine Sebbane,
Raoul Rivas, Anne Willems, Lionel Moulin, Philippe de Lajudie. .............................. 319

Caractérisation de populations a partir de ’analyse de régions chromosomiques
potentiellement sélectionnées en comparaison a la diversité neutre: étude
conjointe de lignées expérimentales de poules et des quatre sous-populations
ovines de race Lacaune
Isabelle Palbiére, Valérie Loywyck, Magali Sancristobal, Denis Laloé, Yves Amigues, Bertrand
Bed’hom, Bernard Bibe, Piter Bijma, 1.0ys Bodin, Daia Boudarene, Clande Chevalet, Sophie
Leroux, Katayoun Moazami-Gondarzs, Philippe Mulsant, Frédérique Pitel, Bertrand Servin,
Etienne Verrier, Florence Vignoles. ..........o.coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 335

Démasquage des génes spécifiques d'une espéce génomique du complexe
Agrobacterium tumefaciens par AFLP et multicapteur a ADN
Perrine Portier, Denis Costechareyre, Daniel Muller, David Chaputliot, Christine Oger, Guy
Perriere, Lanrent Guéguen, Vincent Danbin, Xavier Nesme .....................ccoooo... 351

Identification des génes candidats de la tolérance au zinc chez la
pseudométallophyte _Arabidopsis  halleri par Tintégration des données de
génomique comparative et de transcriptomique disponibles chez Arabidopsis

Nancy Roosens, Zaigham Shahzad, Eric Lacombe, Hélene Frérot, Anne Creach, Pierre

Berthomien, Pierre Saumitou-Laprade ......................cccooiiiiiiiiii 373

La Cryobanque Nationale Lapin : un outil de gestion dynamique des ressources
génétiques cunicoles
Pascal Salvetti, Daniel Allain, Gérard Bolet, Jacques Hurtand, Samuel Boucher, Thierry Joly 391

Déperdition ancienne et restauration moderne de la diversité génétique du blé
Anne-Céline Thuillet, Pierre Roumet, Amandine Bordat, Christine Tollon, Gérard Poux,
Sylvain Santoni, Jacques David .......................... 405

Interactions génomiques en régime de sélection et taille de population
Michel Veuille, Lionel Bragier, Florent Meli ......................cocoiiiii. 423



Contribution des éléments transposables a la création de diversité et a
I'adaptation du mais - une étude pilote

Tatiana Zerjal, Christine Dillmann, Alain Charcosset, Karine Alix, Corinne Mbiri, Marie-

Angele Grandbastien, Mand Tenaillon ......................ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiii.. 439

II - Communication en séances pléniéres.........cveevveveeininninnennennenn.. 457

Le séquencage du génome de la vigne dans un projet public franco-italien
AF Adam-Blondon ...........c..cooiiiiiiii i 459

Diversité et homogénéité génétique de I'espéce canine : potentiel en génétique
médicale
Catherine André, Christophe Hitfe ..............cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 463

Analyse fonctionnelle de micro-organismes et de communautés complexes par

des approches (méta)protéomiques
Florence Arséne-Ploetze, Florence Goulhen-Chollet, Bertrand Chaumande, Stéphanie Weiss,
Christine Carapito, Jessica Cleiss, Sébastien Gallien, Christine Schaeffer, Alain 1 an
Dorsselaer, Philippe IN Bertin ........ccciuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinis e 469

Multiplicité des facteurs conduisant a un choix de conservation
Frangois Boulinean ...............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 475

Qui était LUCA? Portrait du Last Universal Common Ancestor
COlIne Brochior .............uueu e e e e e, 477

Le mildiou de la vigne : diversité génétique, introductions et durabilité des

résistances
Frangois Delmotte, Pere Mestre .........oocooiueinii it i 485

La gestion des informations relatives aux races a petits effectifs par les
systtmes nationaux d’information génétique (SNIG): contribution et
problemes rencontrés

C.Dos C. Danchin-Burge.............ouuiieiiiiiiiiiiiiiiiiiininieiiiiiee 487

Siregal, un systeme d’information multi-espéces sur les ressources génétiques
végétales francaises
Sophie Durand ..o 495

Modeles économiques de la valeur d’une ressource génétique
AFadlaons, P. Baret, ......... ... it 499

La connaissance du processus de domestication nous éclaire t-elle sur les choix

de conservation ?
Panl Geprs ..o 501



Mesure et impact de la stratification génétique intra et inter races chez le chien
Christophe Hitte, Catherine André ..., 503

La place des projets territoriaux dans les prises de décision sur le devenir des

races animales locales
Adeline Lambert-Derkimba, Francois Casabianca, Etienne Verrier ....................c...... 509

Caractérisation et utilisation de la diversité génétique de la vigne
L. Le Cunff, M. Di Vecchi Staraz, R. Bacilieri, S. Nicolas, 1. Lancon, T. Lacombe, A.
Doligez, A-F Adam-Blondon, |-M Boursiguot, P. This ................ccccooiiiiiiiiii.. 517

Métagénomique et diversité génétique et métabolique
Denis Le Paslier ..........couiuiuiiiiii e 519

Whole genome sequencing of the fungal plant pathogens Bo#rytis cinerea and
Sclerotinia sclerotiornm

Marc-Henti Lebritn ..........cc.ouue i e e 521
Diversité moléculaire et structure du génome chez les levures . cerevisiae
cenologiques

JL Legras, B. Blondin, S. Casaregola, S. Deguin .................ccccoiiiiiiiiiiiiiiii.. 523

Une information hors norme : les savoirs traditionnels
ANNE LIUXOTCAU ..o oo ie e e e e e s 525

Génomique et évolution des Actinobactéries
Normand P, Alloisio N, Pujic P, Vallenet D, Medigne C, Berry A, Santos C, Tavares I,
Danbin U ... 527

De la collecte de données a I'information pour les décideurs : la production

d’indicateurs de biodiversité
Dominique Richard, Eléonore Charvolin ....................coooiiiiiiiiiiiiii, 529

La mesure de la diversité génétique : quels outils, quelles méthodes, quel

futurs ?
JOGlle Ronfort ....oooovnii 531

Nouveaux outils moléculaires pour décrire la biodiversité
Pierre Taberlet ...........ooouiiiiii ittt 533

Les développements technologiques dans I'analyse des génomes
Patrich Wincker . ........cooou e 535



CONTENTS

TNErOAUCHION. Lottt 9
e 13
Assessing the performance of single-copy orthologs for recovering robust fungal phy-
logenies

Gabriela Aguileta, Sylvain Marthey, Hélene Chiapello, Marc-Henri Lebrun, Frangois Rodol-

phe, Elisabeth Fournier, Annie Gendrault-Jacquemard, Tatiana Girand......................... 15

Modelling the seed system with agent-based models
Didier Bazile, Géraldine Abrami, Sonleymane Dembele, Harouna Conlibaly, Christophe 1e
Page, Mathien Dionnet, Jacques Chanterean, Céline Boué, Mattea Orsini, Frangois Bousquet,
Jean-Louis Pham, Kadiatou Sangare, Gilles Bezangon .....................ococoiiiiiii 29

Comparative analysis of the DNA polymorphism at e/F4E genes in plants:
conservation versus positive selection exerted by Potyviruses
Carole Caranta, Jacques David, Carine Charron, Stéphane De Mita, Pascale Sanchez, Sylvain
Santont, Alberto Cenct, Joélle Ronfort, Audrey Weber, Anne-Frangoise Adam-Blondon,
Dominigue Brunel, Nathalie Chantret ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 51

Diversity and evolution of a multigenic family involved in starch biosynthesis

in grasses, and the case of maize domestication
Jonathan Corbi, Marilyne Debiew Agnes Rousselet, Martine 1e Guillonx, Jean-Louis Priou),
Catherine Damerval, Maund Tenaillon, Domenica Manicacci ...............ccccoviiinnnni... 65

Diversity and evolution of bacterial dehalogenases: Detection by bioinformatic
tools and research perspectives
Mande David, Frangoise Bringel, Marco Pagni, Niamh Gilmartin, Hasna Boubakrz, Thierry
Nadalig, Pascal Simonet, Timothy Vogel, Stéphane Vuilleumier .............................. 83

QTL linked to bovine trypanotolerance in West African crossbred population

Guiguighaza Kossigan Dayo, Sophie Thevenon, Jean-Paul Poivey, Issa Sidibe, Zakaria Bengaly,
Abndré Eggen, Didier Boichard, Mathien Ganthier .................ccccuciiiiiiiiiiiiiiinan 95

Complementary aspects of dynamic management on farm and static conserva-
tion in genebank based on a case study: the wheat variety 'Rouge de Bordeaux'
Elise Demenlenaere, Christophe Bonneuil, Frangois Balfourier, Alain Basson, Jean-Frangois
Berthellot, V'incent Chesnean, Henri Ferté, Nathalie Galic, Guy Kastler, Jean Koenig, Florent
Mercier, Joél Payement, Alain Pommart, Bernard Ronot, Yves Rousselle, Nicolas Supiot, Hélene
Zaharia, Isabelle Goldringer ...................ccoiiiiiiiiiiiii 117



Agriculture diversity and heritage in the mid-Rio Negro region (Brazilian Ama-
zon)
Laure Emperaire, Pascale de Robert, Juliana Santilli, Ludivine Eloy, Liicia van Velthem,
Esther Katz, Clasidia Lopez, Anne-Elisabeth Laques, Mannela Carneiro Da Cunha, Manro
Aeida . .........oooioiiii 139

EcoTILLING for identification of allelic variation in poplar resistance genes

Patricia Faivre-Rampant, Alois Bresson, Isabella Paolucci, Erwan Caillenx, Marion Dalmais,
Florence PIRON, Arnand Dowfkiw, Vanina Guerin, Abdelbafid Bendhamane, Catherine
Bastien, Véronique Jorge ............coooiiiiiiiiiiii 155

Contribution of Multilocus sequence analysis to the phylogeny and taxonomy of
two major groups of plant pathogenic bactetia : Xanthomonas and Pseudomonas
Marion Fischer-Le Saux, Olivier Pruvost, Emilie Fargier, Nathalie Ab-You, Sophie Bonnean,
Carolina Gonzalez, Lionel Gagnevin, 1 alérie VVerdier, Charles Manceau ..................... 171

Nucleotide diversity at the PHANTASTICA gene (PHAN) along an altitudinal
gradient for common ash (Fraxinus excelsior 1..) and narrow-leaved ash (Fraxinus
angustifolia Valh.)
Nathalie Frascaria-Lacoste, Juan Fernandez-Manjarres, Jolly Basak, Pierre Gérard, Paola Ber-
tolino, Jean Dufour, Corinne Cruand, Arnand Conloux, Sophie Massot ..................... 187

Analysis and exploitation of type I polyketide synthase genetic diversity in soil
metagenomic DNA
Aurélien Ginolhac, Sandrine Demaneche, Cyrille Jarrin, Patrick Robe, Fabrice 1efevre, Renand
Nalin, Guy Perriére, Timothy M. 1 ogel, Pascal Simonet ...................cccooii.. 201

CCR gene in Ewucalyptus. a model of functional variability in forest trees
Jean-Marc Gion, Fréderic Mortier, Eric Mandrou, Paulo Ricardo Hein Gherard, Tristan
Costecalde, Gilles Chaix, Marie Eitienne, Pierre Sivadon, Jacqueline Grima-Pettenati, Emilie
Villar, Aubin Saya, Brigitte Pollet, Catherine Lapierre, Philippe Vigneron.................. 215

Analysis of wild rabbit al,2fucosyltransferases polymorphism and search of a
relationship with sensitivity to viral hemorrhagic disease
Patrice Guillon, Nathalie Ruvoén-Clonet, Béatrice 1.e Moullac-1 aidye, Stéphane Marchandean,
L N 239

Polymorphism of nutrition and energy metabolism related-genes in the cupped
oyster Crassostrea gigas : implication in important traits for aquaculture

Arnand Huvet, Dario Moraga, Elise David, Anne-Leila Meistertzhein, Arnaud Tangny,

Alain Van Wormboundt, Jeanne Moal, Fanny Jeffroy, Christopher Sauvage, Sylvie Lapégue, Pi-

e BOUAIY ..ot 253

Specialisation of the seabird tick and diversity of Lyme borreliosis bacteria:
cascading host effects in vector-borne systems
Karen D. McCoy, David Dunean, Thierry Bonlinder ....................cocooiiiiiiiiiii.. 277



The tragedy of anticommons and collective mangement in plant biotechnology
Yann Méniére, Michel Trommetter, Henry Feyt, Catherine Potvin .............................. 293

Multilocus sequence analysis in Bradyrbizobium
Angele N’ Zoné, Giséle Laguerre, Farida Boulila, Chinnaswany Appunu, Nourredine Sebbane,
Raoul Rivas, Anne Willems, Lionel Moulin, Philippe de Lajudie .............................. 319

Characterization of populations by detecting genomic regions supposed to be
under selection, compared to the neutral diversity: example of chicken experi-
mental lines and the four breeding populations in Lacaune sheep breed
Isabelle Palhiere, 1 alérie Loywyck, Magali Sancristobal, Denis Laloé, Yves Amigues, Bertrand
Bed’hom, Bernard Bibé, Piter Bijma, 1.oys Bodin, Daia Boudarene, Clande Chevalet, Sophie
Leronx, Katayoun Moazami-Gondarzi, Philippe Mulsant, Frédérigue Pitel, Bertrand Servin,
Etienne Verrier, Florence Vignoles.................oooiiiiiiiiiiiiiiiiii 335

Unmasking species specific genes in Agrobacterium tumefaciens species G8 by
AFLP and microarray
Pervine Portier, Denis Costechareyre, Daniel Muller, David Chapulliot, Christine Oger, Guy
Perviere, Laurent Guégnen, 1V incent Danbin, Xavier Nesme ....................cooooii.. 351

Genetic Zn tolerance in Arabidopsis halleri
Nancy Roosens, Zaigham Shahzad, Eric Lacombe, Hélene Frérot, Anne Creach, Pierre
Berthomien, Pierre Sanmitou-Laprade ......................cociiiiiiiii 373

The French Rabbit Cryobank: a tool for management of rabbit genetic resources
Pascal Salvetti, Daniel Allain, Gérard Bolet, Jacgues Hurtand, Sanmel Boucher, Thierry Joly .. 391

Loss and restoration of wheat genetic diversity
Anne-Céline Thuillet, Pierre Roumet, Amandine Bordat, Christine Tollon, Gérard Poux,
Sylvain Santoni, Jacques David . .............. ... i 405

Genomic interactions under selection regime
Michel Venille, Lionel Brazgier, Florent Meli ..ot 423

How did transposable elements contribute to maize diversity and adaptation? —a
pilot study

Tatiana Zerjal, Christine Dillmann, Alain Charcosset, Karine Alix, Corinne Mbiri, Marie-

Angéle Grandbastien, Mand Tenaillon ...........................ociiiiiiiiiii. 439



Introduction

Au cours de la vie d'un homme ou d'une femme, il y a des moments de
joie et des moments de peine. Au cours de la vie, d'un ou d'une responsable,
il y a des moments pour l'action et d'autres pour la réflexion. Lors de la
réalisation d'un programme de recherche, il y a des périodes fructueuses de
certitude et d'autres toutes aussi positives d'inquiétude. Si le doute torture, la
conviction parfois égare. Dans tous les cas, il y aura un espace de décision.
Aussi paradoxal que cela puisse paraitre, cet espace est ouvert a tous. 1l ne
tient compte ni du chemin emprunté, ni de votre origine, de votre expéri-
ence ou de votre savoir. Vous participez a la décision et le réle de chacun est
primordial.

Sivous vous en souvenez, lots de notre colloque de Lyon en 2004, j'avais
osé vous patler d'un petit livte d'Italo Calvino, les "Villes invisibles" et de la
force de l'imagination et de la concertation. A La Rochelle, en 20006, avec les
"p'tits vélos jaunes", je reprenais un theme qui m'est trés cher : celui de I'ou-
verture des ressources génétiques vers des domaines plus larges. Face aux
risques ptis, il y aura toujours une solution nouvelle et, sans doute, encore
plus enrichissante. Dans l'angle d'une image, sutgira toujours une petite
bicyclette qui apportera outre la surprise, la réflexion et la hauteur nécessaire
a une nouvelle dynamique et 2 de nouveaux progres. Etre dans la réalité
n'est pas faire preuve d'un optimisme béat. Nous sommes dans une période
de désordre. Clest une énorme force d'ouvertures et d'opportunités.

Deux problématiques ont émergé ces derniéres années au sein de la
communauté des ressources génétiques dont chacun des acteurs de terrain
devine l'importance des enjeux et implications. D'une patt, les problemes
pratiques, interrogations et réflexions se multiplient sur les droits, obliga-
tions et responsabilités qui s'attachent aux différentes formes du végétal, de
l'animal ou du micro-organisme. Comment considérer les régles qui s'ap-
pliquent au matériel génétique selon qu'il est "produit” (grain, animal ou
ferment), "matériel de reproduction” (semence, sperme, embryon ou la cul-
ture) ou "ressoutce génétique" (vatiété, race ou souche) ?

La complexité des relations homme, ressources et environnement im-
pose d'autre part, une réflexion au plus profond de la ressource. Les initia-
tives foisonnent, notamment dans les champs de la génomique et des res-
sources biologiques, mais l'opportunité individuelle prime souvent sur la
cohérence nationale, au risque de fragiliser la démarche collective de gestion
décentralisée des Collections nationales. Les pouvoirs publics peuvent-ils se
passer de coordination entre ces divers niveaux ?

Pour répondre a ces problématiques, dans le domaine des ressources gé-
nétiques animales, les groupes pilotes forment un ensemble opérationnel qui



peut répondre a de multiples sollicitations. Ils peuvent, patr leurs activités,
répondre aux multiples demandes provenant des acteurs de terrain et fa-
voriser ainsi I'émergence de nouveaux groupes pilotes (chien, cheval, abeille,
poissons) et d'une nouvelle approche des especes sauvages, élevées et
relachées (poissons, gibiers, especes invasives). Cette posture a déja permis
d'aborder prioritairement une gestion intégrée des trois niveaux de la biodi-
versité.

Le développement d'un ensemble cohérent, aujourd’hui encore incom-
plet méme si nous incluons le travail aupres de la Cryobanque Nationale,
concourt a la mise en ceuvre du Plan d'Action Mondial validé par la France
en 2007. Plus directement, il permet de maintenir les engagements frangais
pris aupres du réseau international de gestion des ressources zoogénétiques
(ERFP), dont la France a assuré le fonctionnement pendant six années.
Cette participation a été non seulement le relais a l'établissement de pro-
grammes de recherche européens mais aussi la source de nouvelles réflex-
ions nécessaires a la mise en place concertée de reglements européens (sani-
taires, agro-environnementaux, de gestion partagée).

Dans le domaine des ressources génétiques végétales, l'ensemble des
concertations réalisées a débouché sur une politique d’organisation souple et
décentralisée de la conservation par des réseaux associant, sur une base
d’espece ou de groupe d’especes, des partenaires publics et privés, acceptant
de mettre en commun, de maintenir, de caractériser et de diffuser une partie
de leur matériel ne faisant plus 'objet d’une protection intellectuelle et qui
n’est pas non plus engagé dans un processus de sélection. Ces Collections
nationales portent plus spécifiquement sur un matériel diversifié et original,
dont la responsabilité de conservation incombe a la France, dans I'idée d’une
répartition des efforts a échelle européenne voire mondiale.

Cette approche dynamique des ressources phytogénétiques a permis de
voir non seulement l'intégration de nouvelles especes importantes, comme
la pomme de tetre mais aussi la justesse d'une démarche intégrant toutes les
dimensions : réseaux et Collections nationales, bases de données, aspects
juridiques et économiques relatifs a la gestion des ressources génétiques en
France. Elle a permis d'entrevoir la mise en place d'une démarche qualité (en
lien avec [linitiative CRB), d'une coopération européenne, d'une
contribution a I’élaboration et a la défense d’une position francaise dans les
négociations  internationales cohérente avec Daction nationale et
respectueuse des intéréts de 'ensemble des acteurs impliqués.

Au cours de ces dernieres années, des efforts importants ont été entre-
pris pour fédérer par grands thémes le monde des microorganismes (intérét
laitier, cidrerie, rhumerie, cenologie, panification, malterie, etc..). Les enjeux
sont importants. Avec une participation active dans la mise en place des

10



Centres de Ressources Biologiques et 1'établissement de normes de qualité,
les responsables tessources microbiennes montrent le chemin des futurs
développements pour l'ensemble des ressources. L'approche interrégnes
trouve alors sa pleine signification dans un domaine trés demandeur de
structuration et d'actions.

Pour les ressources génétiques, cette "gestion", terme souvent mal com-
ptis qui englobe l'inventaire, la caractérisation, l'utilisation, la valorisation, la
conservation, la protection et l'encadrement, ne se résume pas a une simple
liste de races, de variétés ou de souches mais a une intégration de son ap-
proche dans tous les processus de décision, et notamment dans ceux, oh
combien importants, se situant tout au long des programmes de recherche.

Depuis 15 années, la totalité des 200 projets de recherche présentés au
cours des 7 colloques nationaux "ressources génétiques”" a permis de bien
voir non seulement les avantages d'une intégration des diverses sciences
impliquées dans la recherche mais également la nécessité de prendre en
compte, au cours de ces programmes, en amont comme en aval de leur
réalisation, la gestion des ressources génétiques. Il n'y aura pas de recherche
en biologie sans collection de ressources génétiques. Il n'y aura pas de bon
résultat en biologie sans apport significatif a la gestion des ressources géné-
tiques. Dans ces deux cas, il n'y aura pas de progres sans l'ambition de con-
naitre la diversité génétique dans son ensemble et dans ses dynamiques.

Clest avec cette volonté que nous abordons ce colloque de Strasbourg.
Les premiers appels a propositions de recherche étaient fortement orientés
sur les méthodologies d'organisation et de conservation des ressources
génétiques en laissant toutefois une large place aux inventaires de la
diversité, notamment dans le domaine des micro-organismes.
Progressivement, nous avons mis l'accent de ces appels sur des recherches
touchant a I'étude des équilibres entre les conservations 7 situ et ex sitn. Le
theme relatif a la diversité de gene d'intérét ou de fonctions connues focali-
sait toujours de nombreuses demandes. Depuis quatre années, nous avons
cherché a attirer les projets relatifs a l'appropriation, l'accessibilité et 1'é-
change des ressources et des informations. Cette approche a traduit notre
volonté de développer la prise en compte des Sciences Humaines et Socia-
les, sans que cela soit exclusif de l'apport de ces disciplines dans les autres
rubriques de appels a propositions. Enfin, nous avons voulu laisser place a
la surprise et a l'imagination en soutenant des démarches scientifiques
innovantes.

En conclusion, je reprendrai une phrase de notre document publié en
juin 2006 — Les Ressources Génétiques a l'orée de temps nouveaux : " /s
véritables ressonrces du futur sont laptitude du  vivant a générer cette diversité génétique

dans laguelle des tris nonveanx seront faits ". Les avancées de la biologie et le
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développement des biotechnologies ouvrent de nouvelles perspectives en
termes d'exploitation et de valorisation des ressoutces génétiques. Il est
également clair que les systemes de production évoluent sur la base d’un
triptyque environnement — itinéraire technique — ressource génétique. Par
ailleurs, le concept de ressource génétique est porteur de certaines dualités :
production / gestion durable, systéme anthropisé / dynamique naturelle.
Dans un contexte de changement global, il y a donc plus que jamais néces-
sité d’intégrer les dimensions biologique, écologique et socio-économiques
qui souléve en elle-méme de nouvelles questions de recherche.

Nous voici au cceur d'un probléme qui se veut vaste et enthousiasmant.
Nous sommes aujourd’hui a Strasbourg, au cceur de 'Europe. Clest un sym-
bole pour un défi que la France ne pourra pas relever seule.

Dominique PLANCHENAULT
13 octobre 2008
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Abstract: Assessing the performance of single-copy orthologs for recovering robust
fungal phylogenies. Fungal phylogenies involving non-model species are based on a
few genes, mostly chosen using historical or practical criteria. Because gene trees are
sometimes incongruent with species trees, the resulting phylogenies may not accu-
rately reflect the evolutionary relationships among species. The increase in fungal
genome sequences now provides large numbers of genes that could be used for
building phylogenies. However, for practical reasons only a few genes can be se-
quenced in a wide range of species. Here, we asked how many and which genes,
among the single-copy genes common to most fungal genomes, were required to
recover an accurate and well-supported phylogeny. An automated procedure was
developed to extract single-copy orthologous genes from complete fungal genomes
using a Markov Clustering Algorithm (MCL-Tribe). After the analysis of 21 com-
plete, publicly available fungal genomes reliably annotated, 246 single-copy ortholo-
gous gene clusters were identified. A website called FunyBase is available with open
access to the clusters of orthologous sequences.

We then inferred maximum likelihood gene trees using the individual aligned
orthologous sequences and constructed a reference tree from the concatenated
alighments. The same topology as the reference tree was recovered for two genes,
individually, that together provided high bootstrap values. The performance of
individual genes was highly variable. Both gene size and the total number of variable

* Cortespondance et tités a part : Tatiana. Giraud@u-psud.fr
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sites were highly correlated and were good predictors of the phylogenetic perform-
ance of individual genes. All the genes longer than 700 bp yielded good topological
scores. However, the two best performing genes had intermediate gene sizes and
there was a great variability in the phylogenetic performance for a given gene size,
indicating that other factors have an impact on the phylogenetic performance of
single genes. The categories of the putative functions of the best performing genes
according to the Gene Ontology were significantly different from those of the 246
clusters of orthologs. Noteworthy, the proteins most frequently used in fungal
phylogenies, such as tubulins and elongation factor EF1 were not found in the list
of the best performing genes.

We expect that the best-performing genes identified here should be very useful for
phylogenetic studies in fungi, at least at a large taxonomic scale, and allow lowering
sequencing costs, as well as improving phylogenetic accuracy. The approach devel-
oped here will be further useful for other taxonomic groups when more complete
genomes become available. The genes we ranked as best performing may not be
suited for lower taxonomic scales. For lower-level phylogenetics, the FunyBase
allows rapidly mining single-copy genes present in all fungal genomes, with given
level of variability, and will therefore be useful for finding suitable genes at the
desired taxonomic scale.

Paralogs/ orthologs/ Ascomycota/ Basidiomycota/ systematics

Résumé : Les phylogénies moléculaires sont généralement basées sur les séquences
de quelques genes. Cependant, les phylogénies basées sur des genes uniques ne
reflétent pas toujours bien les relations de parenté entre especes. La disponibilité
croissante en génomes complets de champignons fournit de nombreux genes
potentiellement utilisables pour des phylogénies, dont seulement quelques uns
peuvent cependant étre séquencés chez un grand nombre d’especes. Nous avons
recherché quels étaient les meilleurs génes pour construire des phylogénies fiables
chez les champignons. Nous avons développé une procédure automatisée pour
rechercher les geénes en copie unique et communs a tous les génomes fongiques
complets publiés. A partir de 21 génomes fongiques complets et bien annotés, nous
avons extrait 246 groupes d’orthologues en copie unique, qui sont disponibles dans
une base de données en ligne, FunyBase. Les phylogénies de chaque géne ont ensuite
été inférées et comparées a I'arbre inféré en utilisant tous les orthologues concaténés.
Deux genes donnaient une topologie completement identique a celle de Parbre de
référence, et avec des supports tres forts quand ils étaient concaténés. Ces genes
devraient donc étre tres utiles pour réaliser des phylogénies fiables chez les
champignons. L’approche développée ici devrait étre intéressante pour d’autres
groupes taxonomiques quand davantage de génomes seront disponibles.

Paralogues/ orthologues/ Ascomycota/ Basidiomycota/ systématique
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1. INTRODUCTION

Les champignons constituent un des régnes principaux de la diversité
cukaryote. Approximativement 80 000 espéces ont été décrites mais le
nombre réel d'especes a été estimé a 1,5 million [10]. Les champignons jouent
des roles écologiques essentiels dans pratiquement tous les écosystemes, par
leurs réles de saprophytes, pathogénes, mutualistes et symbiontes. Les
champignons ont également un fort impact sur les activités humaines,
impliquant les microbes pathogenes d'humains et de cultures, et les especes
utilisées dans la transformation des produits alimentaires et les
biotechnologies. Les deux groupes principaux qui ont été traditionnellement
identifiés parmi les champignons vrais sont les Ascomyceétes, incluant les
levures et les champignons filamenteux, avec plusieurs especes modeles
importantes (Newurospora crassa et Saccharomyces cerevisiae par exemple) et les
Basidiomycetes, incluant les champignons comestibles et les rouilles. Jusqu'a
présent, des genes employés pour établir des phylogénies de champignons
étaient choisis sur la base de criteres historiques ou pratiques, en utilisant les
mémes genes que dans des études précédentes d'autres champignons ou les
génes qui étaient disponibles dans les ensembles d'especes considérés.
Cependant, les arbres construits a partir de génes uniques ne reflétent pas
toujours parfaitement les relations de patenté entre les especes. Généralement,
l'utilisation de plusieurs genes pour des phylogénies augmente leur résolution
et leur robustesse. La disponibilité récente de nombreux génomes complets de
champignons fournit un grand nombre de genes qui pourraient étre employés
pour des phylogénies robustes. De fait, des génomes fongiques complets ont
été employés avec succes pour établir des phylogénies bien supportées [7],
[19], [20]. Cependant, pour reconstruire des phylogénies d’especes fongiques
dont le génome complet n'est pas séquencé, seul un nombre limité de
fragments d'ADN peut pratiquement étre séquencé. Il serait donc utile de
déterminer si certains genes ont une meilleure puissance phylogénétique que
d’autres, et combien sont nécessaires pour obtenir une phylogénie fiable.

Le but de cette étude était donc d'évaluer quels génes permettaient
d’établir les phylogénies fongiques les plus fiables et robustes parmi les
orthologues en copie unique qui étaient communs a la plupart des génomes
fongiques, et combien de geénes étaient nécessaires pour obtenir une
phylogénie précise et bien soutenue.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Recherche d’orthologues et génomes utilisés

Nous avons développé une procédure automatisée pour rechercher les
geénes en copie unique et communs a tous les génomes fongiques complets
publiés, d’apres la méthode décrite par Dujon e al, [6]. Nous avons utilisé
un algorithme de regroupement de Markov (MCL) pour rechercher les
groupes d’orthologues communs a 30 génomes fongiques complets (tabl. I).
Les mauvaises annotations de certains génomes faisaient chuter fortement le
nombre de groupes d’orthologues communs, a cause de protéines prédites
comme deux protéines distinctes, ou a cause d’introns oubliés. Nous
n’avons donc gardé finalement que les 23 génomes fongiques les mieux
annotés (tabl. I). En outre, parce que nous avions besoin d'un arbre de
référence fiable pour effectuer les comparaisons topologiques, nous avons
enlevé deux especes, Aspergillus oryzae et Stagonospora nodorum, car leurs
positions respectifs dans la phylogénie étaient faiblement soutenus, méme
avec les données des génomes complets. Les comparaisons de topologie
d'arbre décrites ci-dessous ont été donc effectuées en utilisant 21 génomes

(tabl. T).

2.2. Phylogénies et comparaisons de topologies

Les alignements ont été réalisés avec ClustalW [24] sur la totalité des
ORF. Les régions ou l'alighement était ambigu ont été enlevées grice au
programme Gblocks [4]. Le logiciel ProTest [1] a été utilisé pour déterminer
quel était le modele de substitution d’acides aminés qui convenait le mieux
pour chaque alignement d’orthologues, et les phylogénies de chaque gene
ont été inférées par maximum de vraisemblance a I'aide du logiciel PHYML
[9] en réalisant des bootstraps sur 100 réplicats. Un arbre a également été
inféré en utilisant les genes concaténés. Cet arbre retrouvait les relations
phylogénétiques communément admises, et a donc été considéré comme
Parbre « vrai » de référence, auquel a été comparé chaque arbre individuel en
utilisant un indice topologique. La topologie de chacun des 246 arbres
obtenus a donc été comparée a celle de l'arbre de référence obtenu par la
concaténation (fig. 1). La congruence des phylogénies a été évaluée en

utilisant la méthode de congruence topologique développée par Nye ¢/ al.
[18].
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2.3. Tests statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel JMP (institut 1995 de
SAS). Comme les congruences topologiques transformées en Arcsin-racine
carrée ne déviaient pas significativement de la normalité (test de Shapiro-
Wilk W), nous avons réalisé une ANOVA pour examiner l'effet du nombre
de sites variables, de la taille des genes et du pourcentage de sites variables
sur les congruences topologiques. Le nombre de sites variables et la taille
des genes étant corrélés (r=0,959 ; P<0,00001), une seule de ces variables a
été examinée 2 la fois.

3. RESULTATS

Pour les 21 génomes retenus, 246 groupes d’orthologues en copie unique
ont été trouvés. Les alignements avaient des longueurs de 111 a 2197 acides
aminés (longueur moyenne : 569 aa, longueur médiane : 482 aa). L'identité
moyenne parmi les 246 groupes d’orthologues allait de 24 % a 84 %
(moyenne : 51%, médiane 51 %). Ces groupes d’orthologues sont
disponibles dans wune base de données en ligne, FunnyBase
(http://genome.jouy.inra.fr/funybase/funybase_result.cgi). Les groupes
d’orthologues peuvent étre téléchargés pour l'ensemble des données
contenant 30 génomes fongiques ou pour l'ensemble des données
comprenant les 21 génomes retenus par la suite. Pour chaque groupe
d’orthologues, lidentité moyenne, le pourcentage de sites variables, le
modele de substitution d’acide aminé retenu, les scores topologiques et
l'atbre obtenu sont disponibles.

L’arbre de référence obtenu en concaténant les 246 groupes
d’orthologues en copie unique est présenté en figure 1. Les arbres obtenus
pour chacun des 246 alignements ont été comparés a arbre de référence en
calculant des congruences topologiques sur une échelle de 0 a 100. La
distribution des congruences topologiques était proche d’une Gaussienne
biaisée vers les faibles congruences (fig. 2). Seuls deux geénes ont donné
exactement la méme topologie que l'atbre de référence. La plupart des
nceuds dans les phylogénies dont la congruence était proche de 'arbre de
référence avaient des supports supérieurs a 70 %.
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05
100 Cryptococcus neoformans
100 Phanerochaete chrysosporium Basidiomycota
Ustilago maydis
Schizosaccharomyces pombe Archiascomycota
Saccharomyces cerevisae
10 Saccharomyces paradoxus
Saccharomyces bayanus
L Candida glabrata
100 .
Hemiascomycota
Ashbyia gossypii
100 100 luyveromyces lactis
100
100) —wa|:— Candida lusitaniae
Debaryomyces hansenii
Yarrowia lipolytica
10 Sclerotinia sclerotiorum

Fusarium graminearum

Trichoderma reesei

Neurospora crassa Euascomycota

100 Magnaporthe grisea

Aspergillus fumigatus

Aspergillus nidulans

Coccidioides immitis

Figure 1: Phylogénie non racinée construite a partir des 21 génomes retenus, en
utilisant les 246 groupes d’orthologues en copie simple.

Nous avons également construit des phylogénies en concaténant les 2, 3,
5, 10, 15, 20 et 25 genes qui avaient fourni les topologies les plus proches de
celle de l'arbre de référence. Concaténer les 2 génes avec la meilleure
performance phylogénétique était suffisant pour obtenir une topologie

identique a celle de l'atbre de référence, avec tous les supports supérieurs a
70 %.
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Figure 2: Distribution de la congruence topologique des 246 phylogénies de génes
individuels.

Les génes les plus généralement utilisés pour établir des phylogénies de
champignons (B-tubuline, facteur d'élongation EF1-a, actine, chitinases,
polymérases d'ARN, déshydrogénases, et histones) n'ont pas été trouvés
dans la liste des genes avec les meilleurs pouvoirs phylogénétiques. Certains
de ces génes n'étaient en fait méme pas présents dans les groupes
d’orthologues en copie unique communs aux 21 génomes, car ils avaient des
paralogues dans certains génomes.

Nous avons calculé les scores topologiques pour le facteur EF1-
o d'élongation, la B-tubuline et la y-tubuline. Seules 20 espéces avaient des

orthologues d'EF1a parmi notre jeu de 21 d'espéces, et nous avons choisi
les genes avec la plus grande similitude parmi les paralogues dans quelques

especes pour la B-tubuline et la y-tubuline. Les scores topologiques étaient
faibles pour ces trois genes, méme lorsqu'ils ont été concaténés : 80,3 %

pour EF1-a, 79,4 % pour la B-tubuline, 84,6 % pour la y-tubuline et 85,2 %
pour l'arbre résultant de leur concaténation. Parmi les 246 orthologues en
simple copie, les pourcentages de genes qui avaient une meilleure

petformance phylogénétique que la PB-tubuline, la y-tubuline et EF1-
o étaient respectivement de 49,2 %, 77,6 %, et 53,6 %.
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Tableau II : Genes donnant les topologies les plus proches de celles de ’arbre de
référence, classés par leur score topologique et leur annotation dans Saaharomyces
cerevisiae.

Gene (nom dans  Score to-

Funybase) pologique Annotation

MS277 100,0 Protéine impliquée dans le traitement du pré-ARNr 20S dans le
cytoplasme

MS456 100,0 Composant du complexe hexamérique MCM qui aide 4 amorcer la
réplication de 'ADN

FG805 96,3 Sous-unité catalytique de la NatB N-terminal acetyltransférase qui
catalyse I'acétylation des résidus amino-terminaux de certaines
protéines

FG832 96,3 Facteur d’initiation de traduction eIF-5

MS413 96,3 Composant du facteur de transcription TFIIH

Certaines catégories de fonction GO (Gene Ontology, [3]) étaient
surreprésentées parmi les 59 genes donnant les topologies les plus proches de
arbre de référence, en comparaison avec les 246 groupes d’orthologues. Ces
catégoties correspondaient aux catégories régulation, organelle, et membrane
(fig. 3; test de Chi?, P=0,004). Selon l'annotation disponible dans Saccharomyces
cerevisiae (tabl. II), les deux génes donnant les topologies identiques a celle de
arbre de référence codaient : (i) une protéine impliquée dans le traitement du
pré-ARNr 20S dans le cytoplasme; et (i) un composant du complexe
hexamérique MCM qui aide a2 amorcer la réplication de 'ADN.
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Figure 3: Proportions des fonctions putatives suivant la classification GO (Gene
Ontology), parmi les 246 groupes d’orthologues en copie simple (en noir) et parmi
les 59 genes ayant la meilleure performance phylogénétique (en gris).
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Les ANOVAs ont révélé que la taille des genes (c’est-a-dire la longueur
d'alignement) et le nombre de sites vatriables avaient un fort impact sur la
congruence topologique. Cependant, les deux genes donnant la méme
topologie que I'arbre de référence avaient des nombres de sites variables et
des longueurs intermédiaires (fig. 4). Tous les genes dont Palighement était
plus long que 700 paires de bases avaient des congruences topologiques
supérieurs a 88 %. Cependant, il y avait une grande variabilité dans la
performance phylogénétique pour une taille donnée de gene, et des
congruences topologiques supérieures a 90 % pouvaient étre obtenues pour
n'importe quelle taille de gene.

Congruence topologique
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Figure 4: Congruence topologique en fonction de la taille des genes. Les deux
geénes donnant une congruence topologique de 100% avec I'arbre de référence sont
indiqués en noir.

4. DISCUSSION

Nous avons trouvé 246 groupes d’orthologues en simple copie communs
aux 21 espeéces retenues, ce qui représente seulement 2,5 % du nombre
moyen de protéines trouvées dans les especes fongiques considérées. Ce
faible nombre de genes en simple copie partagés par tous les génomes
fongiques est en accord avec des études précédentes: 531 groupes
d’orthologues en simple copie avaient été trouvés communs a 25 génomes
eukaryotes [13], 153 communs a 42 champignons [7] et 854 communs a 17
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Ascomycetes [19]. Ceci confirme la difficulté de trouver des genes
orthologues conservés entre taxons distants [13].

La phylogénie des especes fongiques obtenue ici en utilisant tous les
clusters d’orthologues communs aux 21 especes retenues avait la méme
topologie que les arbres inférés dans des études précédentes suivant des
méthodes similaires ou des méthodes dites de «superarbre » [7], [19], [13].
Dans ces études précédentes, les positions de Stagonospora nodorum et
d’ Aspergillus oryzae étaient également problématiques. Les faibles pouvoirs de
résolution pour ces deux especes peuvent étre dus a des spéciations rapides
qui ont empéché laccumulation de synapomorphies [21], [22], a des
duplications, pertes de paralogues différentielles, ou transferts horizontaux
de genes. A. oryzae a en effet été sujet a une expansion a grande échelle de
son génome, en raison de duplications et/ou de transferts horizontaux [16].
Les positions difficiles des especes S. nodorum et A. oryzae confirment que
quelques clades sont réfractaires a la résolution phylogénétique méme en
utilisant des génomes complets. Nous avons donc enlevé S. nodorum et A.
oryzae de notre ensemble de données pour obtenir un arbre fiable de
référence auquel comparer les arbres construits a partir de chacun des 246
groupes d’orthologues.

Une grande variabilité a été obtenue pour la performance phylogénétique
des différents geénes : certains ont donné des topologies tres différentes de
l'arbre de référence, avec parfois pourtant des supports élevés. Seuls deux
génes ont produit exactement la méme topologie que l'arbre de référence.
Les geénes généralement utilisés pour inférer des phylogénies fongiques
n'étaient pas inclus parmi les genes donnant les topologies les plus proches
de celle de l'arbre de référence. Le choix des geénes pour construire des
phylogénies est donc crucial, et nous avons identifié ici de bons candidats
pour construire des phylogénies fongiques a une large échelle taxonomique.
Nos résultats montrent que deux genes bien choisis étaient suffisants pour
obtenir un arbre phylogénétique robuste qui reflétait correctement les
relations de parenté entre les especes.

Des études précédentes sur des taxons différents avaient également
montré qu'il y avait une vatiabilité élevée dans la performance
phylogénétique des genes et que des phylogénies correctes pouvaient étre
obtenues en utilisant seulement quelques uns des meilleurs génes, pour des
bactéries [12], pour des levures [20] et pour des vertébrés [5], [8], [17], [23],
[25].

Les génes que nous avons identifiés comme les génes ayant les meilleures
performances phylogénétiques devraient étre utiles pour construire des
phylogénies de champignons a large échelle taxonomique, en économisant les
couts de séquences et en améliorant l'exactitude des phylogénies, en particulier
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pour construire l'atbre de la vie. Des nceuds basaux chez les champignons
sont en effet encore mal soutenus [11]. La taille des genes et le nombre de
sites variables étaient fortement corrélés et étaient de bons prédicteurs de la
performance phylogénétique des différents genes. Cependant, les deux genes
aux meilleures performances phylogénétiques avaient des tailles intermédiaires
et il y avait une grande variabilité dans la performance phylogénétique pour
une taille donnée de géne, indiquant que d'autres facteurs sont importants
pour la performance phylogénétique.

Les geénes classés ici parmi les genes aux meilleurs pouvoirs
phylogénétiques peuvent ne pas convenir a des échelles taxonomiques plus
fines. Néanmoins, ce sont les clades basaux qui posent le plus de problemes
de résolution [11], [15] et sont ceux pour lesquels nos genes devraient étre
les plus utiles [14]. Pour des échelles taxonomiques plus fines, le site internet
FunyBase permet de rechercher rapidement des genes en copie unique et
communs a la plupart des génomes fongiques, en fonction de leurs degrés
de divergence, et sera donc utile pour trouver les genes appropriés a I’échelle
taxonomique désirée.

Les résultats de cette étude ont été publiés dans un article en anglais [2].
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Abstract: Modelling the seed system with agent-based models. This study
deals with cereal varieties local management and biodiversity preservation in Mali.
The State is not able to provide the adequate seeds to the farmers which supplying
mainly relies on seeds exchanges within existing social networks. This informal seed
system operates a collective management of many traditional varieties. Our research
aims at improving the knowledge on this traditional seeds system. We are particu-
larly interested in identifying the potential and existing roles of the different stake-
holders for biodiversity preservation. We use a methodology based on the concept
of companion modeling. On the basis of initial hypotheses extracted from an exten-
sive set of surveys, we have produced several successive models using Role-Playing
Games and Agent-Based Systems. The process has evolved through the rendering
and questioning of these models in specific workshops. The main result of this
process is a global and generic agent-based model that will be used to simulate with
the stakeholder new regulations for the collective management of cereals biodiver-

sity.

Mali/ Niger/ Biodiversity/ Agriculture/ Collective management/ Agent-
based models

Résumé : Notre étude traite de la gestion locale des variétés de céréales au Mali
dans un objectif de conservation de la biodiversité. Pour pallier aux insuffisances de
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I’Etat, un systeme informel basé sur les réseaux sociaux existants s’est développé
pour approvisionner les paysans en semences. Il permet la gestion collective d’un
grand nombre de variétés traditionnelles. Notre recherche cherche a améliorer les
connaissances sur ce systéme semencier traditionnel et notamment sur le role des
différents acteurs en jeu dans le maintien de la biodiversité. La méthodologie repose
sur les concepts de la modélisation d’accompagnement. Sur la base d’hypotheses
initiales issues d’un travail d’enquéte sur la gestion paysanne des variétés, nous
avons produit une série de modéles remis en question au cours d’ateliers successifs
utilisant les jeux de roles et les systémes multi-agents. Le résultat de ce travail est un
modele qui servira a simuler, avec ’ensemble des acteurs, de nouvelles régulations
dans le cadre de la gestion collective de la biodiversité des céréales.

Mali/ Niger/ Biodiversité/ Agriculture/ Gestion collective/ Modéle multi-
agents

1. INTRODUCTION

Notre recherche se rattache au concept d'agrobiodiversité pour décrire
les rapports entre la diversité biologique, environnementale et socioculturelle
[11], [12]. Nous examinons les nombreuses maniéres dont les paysans
exploitent la biodiversité pour la production agricole. La prise en compte
exhaustive des parcelles cultivées d’un village permet de recenser 'ensemble
des cultivars présents mais c’est au final la multiplicité des stratégies des
paysans qui dessine la richesse du patrimoine biologique du village et I'inscrit
dans la logique de diversité culturelle propre aux sociétés agricoles des pays
du Sud. C’est donc en analysant comment et pourquoi les agriculteurs
choisissent leur portefeuille de variétés que nous pouvons comprendre les
mécanismes de gestion en jeu et chercher a les améliorer.

Dans un contexte quasi non matrchand, la recherche montre 'importance
du lien entre les échelles spatiales pour appréhender les dynamiques locales
(paysan, communauté) autour de la circulation et de la gestion des semences.
La présente étude explicite les liens existants entre le paysan (en tant
qu’entité individuelle) et son environnement (au sens large) puis, formalise
les regles de choix et les stratégies en expliquant les changements dans les
variétés semées.

Aprés avoir restitué le contexte et les objectifs de ce travail, nous
présentons la démarche générale de modélisation d’accompagnement qui
sous-tend notre méthodologie, ainsi que les outils que nous utilisons : les
jeux de roles et les systemes multi-agents. Nous détaillons ensuite I’évolution
de notre compréhension du systéme aux différentes étapes du processus de
recherché : formalisation des hypotheses issues d’enquétes de terrain dans
un modele multi-agents expert initial ; désagrégation de la représentation
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dans trois jeux de roles portant sur les différents modules de décision qui
permettent de caractériser les liens du paysan a son environnement ;
intégration des nouvelles hypotheses issues des ateliers de jeux dans un
modele multi-agents global a portée générique. Nous concluons alors sur la
manicre dont ce modele, apres avoir été validé et paramétré par les paysans,
nous permet d’explorer et de construire de nouvelles regles de gestion des
semences via la simulation des dynamiques d’évolution des variétés au sein
des villages.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Contexte et objectifs

La diversité des ressources phytogénétiques constitue la base biologique de
la sécurité alimentaire mondiale car elle fournit des moyens de subsistance a
tous les habitants de la planéte [13], [17]. Ces ressources sont la matiere
premiére la plus importante pour le sélectionneur et l'intrant le plus essentiel a
l'agriculteur ; elles sont donc indispensables a la durabilité des systemes
agricoles. Beaucoup de ressources phytogénétiques en agriculture sont le
résultat d'une intervention de I'homme et plus récemment les sélectionneurs
ont exploité cette diversité avec des effets remarquables sur 'amélioration des
variétés. La viabilité des ressources génétiques en agriculture nécessite une
gestion humaine, active et continue. Ainsi, depuis la Convention de Rio sur la
Biodiversité [15], le maintien de la diversité des pratiques humaines apparait
de plus en plus comme une solution pour la consetrvation d'une diversité
élevée dans la biosphere. Ces variétés continuent d’évoluer en permanence
sous leffet de pressions de sélection humaine et environnementale, de flux de
semences au sein des réseaux d’échanges et de choix formés par des identités
socioculturelles différentes. Ces processus participent a la conservation
dynamique du patrimoine génétique et ainsi a la création de la nouvelle
variabilité génétique d'importance globale. Au Sahel, les agriculteurs ont
essentiellement recours a des systémes semenciers informels, congus autour
de leur propre production de semences [2]. Méme sils sont méconnus, ils
participent a plus de 90% a I'approvisionnement de proximité en semences de
céréales. Ils sont aujourd’hui confrontés au renforcement formalisé,
habituellement commercial, des systémes nationaux de production des
semences [3]. Les paysans ont maintenu leur systéme local parce qu’il est en
mesure de leur apporter plus de sécurité et de productivité que le systeme
semencier national grace a un fonctionnement susceptible d’entretenir une
plus grande diversité. Néanmoins les paysans peuvent accéder aux variétés du
Systeme Semencier National des lors quelles répondent a leurs besoins
variétaux et objectifs d’approvisionnement en semences.
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Actuellement, la gestion des semences par le paysan et 'amélioration des
variétés par les chercheurs ont beaucoup de difficultés a trouver des points
de rencontre. Les différents acteurs impliqués dans la conservation de
I'agrobiodiversité (chercheurs, développeurs et paysans) ont pourtant tous
besoin d'intégrer les savoirs scientifiques et locaux dans une représentation
partagée du systeme semencier. Ceci est indispensable pour batir un
programme commun cohérent avec les différents acteurs pour que le
maintien 7 situ de la diversité repose sur les valeurs socio-économiques et
culturelles. L’objectif général de cette recherche est de renforcer notre
capacité commune (paysans et chercheurs) a évaluer Ieffet des pratiques de
gestion des semences sur le maintien de la diversité variétale. De multiples
acteurs participent a la fourniture des semences ; ils incluent notamment la
famille, les organisations paysannes et ONG locales, les distributeurs privés,
la recherche et le secteur semencier public. Ces acteurs, leurs
comportements et leurs multiples interactions constituent le « systeme
semencier ».

La présente étude porte sur les systémes locaux de gestion des semences
de sorgho au Mali sur une zone allant de Gao a Sikasso. Le sorgho y est la
principale céréale alimentaire et les paysans cultivent majoritairement des
variétés locales, rustiques et adaptées aux conditions agroclimatiques
difficiles de la zone soudano sahélienne. Dans le sud de la zone d’étude, ou
le climat est plus favorable a lintensification des cultures, le sorgho est
concurrencé par le mafs et on observe une érosion variétale. Dans ce
contexte, le taux d’adoption des variétés améliorées issues de la recherche
reste marginal et I'approvisionnement en semence se fait essentiellement de
maniere informelle.

2.2. Méthodes et outils

La méthodologie générale repose sur le développement, via une
démarche de modélisation d’accompagnement, d’un modele du systeme
semencier capable de représenter la diversité des situations agricoles
présentes au Mali. Ce modéle doit permettre de caractériser les circuits
d’approvisionnement en semences et l'accessibilité des paysans au sein de la
communauté a la diversité des variétés. Le souci de développer un modeéle
multi-agents intégrant dés sa conception des éléments susceptibles
d’augmenter la généralité et Padaptabilité du modele a été pris en compte en
travaillant a plusieurs échelles et sur différents sites. Les sites d’étude du
Mali s’étalent sur tout le gradient nord-sud de la zone de culture du sorgho
pluvial (de 16°N 2 11°N). Les enquétes portent sur une trentaine de village
avec des études approfondies sur 5 sites pilotes entre Gao et Sikasso (fig.1).
Les différents ateliers organisés au cours de cette recherche ont permis de
faire interagir entre eux les paysans de ces 5 villages puis d’étendre les
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échanges avec des paysans de 4 régions agricoles du Niger ou des enquétes
complémentaires ont été conduites.

Vers 'Algérie

Mauritanie

Sénégal

Villes
Guinée #  cheflieuderégion

0__5 1o Principaus villages d'étude
Kilométres L Sttes pilctes

Isohyetes
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Fleuve

Carte d'ivoire

Miger

Figure 1: Localisation au Mali des principaux sites d’étude.

2.2.1. La modélisation d’accompagnement

La modélisation d’accompagnement est une démarche mise au point par
un collectif de chercheurs issus de différentes disciplines [4], [9]. Elle vise a
faciliter des processus collectifs de décision sur la gestion de ressources
naturelles en s’appuyant sur la formalisation des points de vue et des critéres
subjectifs auxquels se réferent les différentes parties prenantes. Cette
formalisation s’opere dans différents modeles construits au cours de cycles
itératifs permettant la remise en question continue des représentations. Un
cycle de modélisation d’accompagnement comporte typiquement trois
étapes : 1. synthese des connaissances existantes, 2. formalisation dans un
modele, 3. simulation et confrontation aux parties prenantes.
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Figure 2 : Démarche itérative de la modélisation d’accompagnement développée au
Mali.

La figure 2 retrace les étapes du processus initié ou nous avons utilisé les
systemes multi-agents (SMA) et les Jeux de Roles (JdR) :

— mobilisation des données d’enquétes obtenues a Iéchelle de
Pexploitation agricole sur une trentaine de villages pour construire
Parchitecture d’'un modele multi-agents expert (octobre 2004) ;

— identification des lacunes pour mener des enquétes complémentaires
et formalisation des hypotheses établies dans un premier JdR (jeu 1) ;

— mise en oeuvre du Jeu 1 lors d’un atelier en juin 2005 : construction
de nouvelles hypothéses sur les stratégies paysannes d’association de
variétés (module 1) ;

— identification de deux autres modules qui permettent de caractériser
les liens entre le paysan et son environnement par rapport a la
gestion des variétés : influence des systemes de culture sur le choix
des variétés (module 2) et importance des aspects sociaux et spatiaux
dans les échanges de semences (module 3). Formalisation des
hypotheses correspondantes dans deux JdR (jeux 2 et 3) ;

— mise en oeuvre des jeux 2 et 3 lors d’ateliers en décembre 2005 :
révision des hypotheses ;

— généralisation dans un SMA comportant 3 modules correspondant
aux 3 JdR.

— mises en situation du SMA au cours d’un atelier en avril 2006 :
analyse et discussion des similarités et des différences propres a
chacune des 5 situations agricoles retenues.
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— mise en ceuvre du JdR « Seed-Div » dans un atelier sur les regles de
gestion en avril 2007 afin de travailler sur ’émergence de nouvelles
institutions favorables a la conservation et a un accés partagé a la
diversité variétale.

2.2.2. Les enquétes

Un important travail d’enquétes a été conduit durant 4 années au Mali
avec, pour objectif principal, la caractérisation des écosystemes a base de
sorgho. L’identification des variables constituant l'environnement des
systemes de cultures a base de sorgho a été conduite autour de trois axes : 1-
I'analyse socio-économique des agroécosystemes céréaliers; 2- lanalyse
agronomique de la culture du sorgho ; et 3- I'analyse de la biodiversité du
sorgho et des facteurs relatifs a son évolution. Cette approche classique a été
couplée avec la création d'un systeme spatialisé d'information sur
l'environnement du sorgho intégrant la caractérisation bioclimatique du pays
et les résultats d’un zonage agroécologique. Une cartographie détaillée des
sites pilotes a I’échelle des territoires villageois a été conduite avec pour
objectif de préciser la place de la diversité variétale du sorgho dans les
stratégies d’assolement. L’analyse des modes de culture du sorgho s’appuie
alors sur le choix des variétés en fonction des facteurs de l'environnement
au sens large des géographes incluant la diversité des exploitations.
L approche spatiale permet de bien prendre en compte I'abondance des
différentes variétés au-dela d’une simple liste représentant une richesse
variétale.

2.2.3. Les jeux de réles

Le jeu de réle correspond a la mise en scéne d’une situation complexe
dans un espace controlé. C’est un modele qui sert de médiateur avec une
réalité parfois difficile a formuler pour un paysan lors des enquétes et, dans
ce cas, 'aspect ludique du jeu favorise les échanges d’information. L’objectif
principal de la premiére série de jeux de réles mis en place au Mali est
d’améliorer notre connaissance [ou représentation du systeme] en la
partageant pour la remettre sans cesse en question (tabl. I):

- le Jeu 1 plagait les paysans en situation dans des exploitations
agricoles  virtuelles soumises a des contraintes climatiques
accentuées. Il a permis d’identifier des stratégies archétypales
d’association de variétés mais aussi un manque de connaissances sur
les différentes modalités d’approvisionnement en semences et sur
I’influence de la succession des cultures sur les choix variétaux ;

- le Jeu 2 s’est alors intéressé spécifiquement aux systemes de cultures
et aux rotations ;
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- le Jeu 3 s’est focalisé sur les contraintes spatiales et sociales lors de
Papprovisionnement en semences. Différents types de fournisseurs
ont pu étre associés a des modes de recherche spécifiques.

Tableau I : Principales caractéristiques des jeux de roles mis en place au Mali.

Jeux de réles

J1 Systeme de

J2 Systeme de culture

J3 Fournisseurs

production
Question Assurer la sécurité Définir I'assolement S’adapter au changement
posée alimentaire de la de I'exploitation en climatique en changeant,
famille respectant la si nécessaire, ses variétés
succession des
cultures
Objectif Analyser les Comprendre le choix | Caractériser les modalités
général comportements de des variétés de mils et | d’acces aux semences en
gestion des variétés de | de sorghos dans le fonction des fournisseurs
sorgho selon les types | temps et I'espace
d’exploitations
Joueurs 12 joueurs (diversité 15 joueurs (3 tailles 10 joueurs (diversité des
des systemes de d’exploitations sur 3 types de systémes de
production, liens sols contrastés) production, liens
familiaux) Exploitation familiaux)
Exploitation identique | « modele » 3 r6les: chef de village,
ala leur. correspondant a la organisation paysanne et
taille de la leur et sur | détenteur des savoirs
un seul sol. traditionnels.
Les joueurs jouent leur
role et leur exploitation.
Hspace Tables pour les 3 tables pour chaque | 2 tables réunissant sur un
groupes familiaux. groupe de 5 méme sol 5 exploitations.
Maquette du village exploitations 1 table pour les types de
comme espace cultivant sur un fournisseurs extérieurs au
collectif. méme sol village.
Chaises en cercles pour
chaque groupe familial.
Déroulement | Année agticole Pas de temps annuel | Année agricole scindée en
du temps découpée en 3 pasde | avec annonce de 4 pas de temps : annonce
temps : annonce de la Pannée climatique de la saison climatique,
saison climatique, récolte et sélection des
récolte et sélection des semences, échanges
semences, saison seche familiaux, saison seche.
Carte d’évenements
Date Juin 2005 Décembre 2005 Décembre 2005
réalisation

Pour faciliter Pappropriation par les paysans de 'environnement virtuel
proposé, nous avons toujours inclus des éléments de contexte du monde
réel: structure de lexploitation agricole, famille, surface, appellations

locales, etc...

On patle alors de réalité explicite : le jeu offre une

représentation réaliste des acteurs, des ressources et des configurations
spatiales rencontrées par les paysans dans la réalité. Le paysan joue son
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exploitation avec les caractéristiques qu’il lui connait: surface cultivée,
équipement, population active, bouches a noutrir, cultures, etc. Le JdR
Seed-DIV se place dans une autre perspective avec un objectif nouveau de
servir de support au dialogue entre des paysans issus de régions différentes.
Afin de faciliter les échanges, le jeu était volontairement tres abstrait afin de
que les participants dialoguent collectivement autour d’un systéeme générique
sur les stratégies a mettre en place permettant le maintien en commun d’une
diversité variétale.

2.2.4. Les SMA

Les SMA sont issus du domaine de l'intelligence artificielle distribuée qui
cherche a résoudre les problemes par la coordination d’agents hétérogenes
indépendants. Les agents percoivent leur environnement et les autres agents,
et s‘en construisent des représentations. Utilisant des capacités de
raisonnement plus ou moins évoluées, ils agissent alors en modifiant
I'environnement ou en communicant avec les autres agents. Les SMA sont
adéquats pour la simulation de formes de coordination observables sur le
terrain, en particulier dans le domaine de la gestion des ressources
renouvelables car ils sont bien adaptés a ’étude de problemes intégrant des
dynamiques naturelles et sociales [10]. La modélisation multi-agents permet
de simuler les changements de regles de gestion et de comprendre les effets
superposés des stratégies individuelles et des regles collectives. C’est dans ce
cadre que nous avons utilisé les modéles comme outils de médiation et de
partage de la connaissance pouvant servir de support aux questionnements,
Pobjectif étant de réfléchir a des techniques, reégles ou attitudes favorables au
maintien de la diversité génétique 7 situ et notamment de déterminer
I’échelle la plus adéquate pour définir des regles relatives a la conservation 7
sitn des variétés de céréales.

3. RESULTATS

La formalisation du systéme semencier dans des systéemes multi-agents
s’est construite selon une démarche itérative en boucles ou trois modeles
multi-agents ont été produits (tabl. Ia et 1Ib):

- un premier modeéle « expert» synthétisait 'ensemble des hypothéses
issues des enquétes ;

- un second modele abstrait formalisait les comportements des
joueurs lors du Jeu 1 ;

- un troisitme modéle générique reprend dans des modules indépendants
les modalités de prise de décision identifiées dans les trois ateliers de
jeux.
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Tableau Ila: Niveau de réalisme, parametres et dynamiques pour les entités
naturelles dans chacun des 3 modeles produits.

| Modéle EXPERT [ Modéle DIVA [ Modéle 2 3 MODULES
CLIMAT
Parametres o Facteur d'impact surle | Date d’arrivée des pluies
rendement (entre 0 et 1) | Cumul de précipitation
Dynamiques | @ Généré aléatoirement Lecture de séries
climatiques
Données o %) Séries climatiques
historiques
Appréciation année
paramétrée par les
utilisateurs
CULTURE
Parametres Type de culture 1 seule culture : le Type de culture (coton
(coton / mais / sorgho / mais / sorgho / mil /
sotgho / mil / autres autre)
/ jachere) Surface dans
Parcelle (surface, I'exploitation
localisation)
VARIETE
Paramétres Nom des variétés de la | 5 variétés abstraites Cycle: précoce, moyen,
région Rendement maximal tardif
Probabilité initiale de | 4 caractéristiques Nom de 3 variétés par
présence abstraites type
Dynamiques | @ Rendement selon climat | Matrice de gain
f(type/climat)
Données Statistiques issues des | Génération aléatoire des | Caractérisation

enquétes*

caractéristiques
Fonction théorique
d’impact du climat

qualitative de I’écologie
des variétés de sorgho

*Les statistigues utilisées dans le modele expert sont basées sur 3 gones géographiques : San, Kontiala et Sikasso

D’un modéle expert complexe car tres réaliste, les modéles suivants ont
gagné en abstraction en affinant les hypothéses et en se limitant aux

variables déterminantes du systeéme pour le choix des variétés de sorgho.
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Tableau IIb: Niveau de réalisme, parametres et dynamiques pour les entités
sociales et spatiales dans chacun des 3 modeles produits.

| Modéle Expert | Diva [ Modéle 3 Modules

TERRITOIRE

Parametres Texture, Pente et Territoire uniforme 2 types de sol
Profondeur des sols

Dynamiques | Priorité de défriche %) Priorité de défriche

Données Statistiques issues des | O Paramétrage par les
enquétes® utilisateurs

EXPLOITATION

Parametres Nombre de champs (1 | Nombre de parcelles (5) |Taille de 'exploitation
a3) Voisinage (territoire (G/P)

Taille des champs (4 2 | entier) Niveau d’équipement
13 ha) Groupe Familial (3 a 5 Voisinage (distance
Voisinage (distance exploitations) seuil)

seuil) Groupe Familial (3 a 5)
Groupe Familial (3 a

5)

Dynamiques | Assolement, rotations | Rendement moyen Attribution des

stratégies

Données Statistiques issues Fonctions théoriques Paramétrage par les
d’enquétes* utilisateurs

AGRICULTEUR

Parameétres Nombre de variétés (1 | 4 préférences pour Stratégie d’association
a3) chacune des de variétés
Mode d’essai (direct, | caractéristiques des Systeme de culture
échantillon, progressif) | variétés Stratégie de recherche
Choix initial des Facteur d’impact des de variété
variétés préférences Nombre de variétés

Stratégie de Base de connaissance
remplacement (actif ou | variétés

passif)

Stratégie de recherche

(idéotype ou pas)

Dynamiques | Essai d’'une nouvelle Calcul de la satisfaction | Calcul d’un assolement
variété tous les 10 ans | (préférences et selon climat et stratégies
avec 75% de chance rendements) Recherche de variété
de réussite Recherche d’une variété | dans le voisinage et/ou
Recherche de variétés | selon ses caractéristiques |le Groupe Familial selon
dans le voisinage et /ou son poids (taux stratégie de recherche de
et/ou le Groupe de présence et variété
Familial proximité)

Données Statistiques issues des | Fonctions théoriques Caractérisation
enquétes* caractérisant des types qualitative de stratégies

de stratégies observées | observées

*Les statistigues utilisées dans le modele expert sont basées sur 3 zones géographiques : San, Kontiala et Sikasso
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3.1. Des enquétes de terrain... a la formalisation du modéle
expert

Le sorgho est cultivé du sud du Mali jusqu’a la fin de la bande sahélienne
sous environ 500 mm de pluviométrie annuelle avec un risque de sécheresse
qui est intégré aux stratégies paysannes. Partout, les agriculteurs ont gardé de
multiples variétés locales qui ont comme caractéristiques communes leur
adaptation aux conditions écologiques locales et le calage de leur cycle avec
le microclimat de la zone géographique [16]. C’est le photopériodisme qui
permet 'ajustement du cycle de la plante a la durée probable de la saison des
pluies en permettant une grande souplesse dans les dates de semis. Les
exploitations agricoles se différencient en fonction de leur taille (surface et
main d’ceuvre disponible) et du niveau d’équipement qui détermineront la
possibilité de semer plusieurs variétés de sorgho chaque année sur différents
sols.

L’élaboration de référentiels locaux de la culture du sorgho nous a permis
de préciser les pratiques paysannes relatives a la culture du sorgho pour
prévoir laire de diffusion des variétés locales ou améliorées [6], [14]. Malgré la
sécheresse, les variétés photopériodiques occupent toujours une place
prépondérante dans les systemes de culture ou la gestion du risque emporte
sur les besoins d’intensification. Cest pourquoi dans la connaissance de
l'agrobiodiversité, le nombre de vatiétés gérées dans Dexploitation et
Pidentification de la dynamique de remplacement, constituent un pas essentiel
pour l'identification de nouveaux modes de conservation [7].

Le modéle premier multi-agents dit «expert» a été développé pour mettre
en relation les nombreux résultats issus des enquétes et représenter au sens
large 'environnement des paysans : les différentes entités du territoire et la
structure sociale des paysans [§]. Ce modele expert a servi d’intégrateur pour
les diverses disciplines et permis de préciser les parameétres d’entrée
nécessaires pour caractériser le systeme semencier. La création dun état
initial de référence « modulable» permet de paramétrer les spécificités
environnementales ou structurelles des exploitations agricoles des
différentes zones géographiques du Mali. Néanmoins, le modele expert reste
statique et il est nécessaire d’'implémenter des régles de dynamique pour
pouvoir réaliser des simulations sur des scénarios simplifiés de circulation
des variétés autour des cas suivants : pas d’introduction extérieure, acces par
proximité spatiale des champs, acces aux pools de variétés des groupes
familiaux et connaissance des personnes ressources.

3.2. Des lacunes du modele expert au premier jeu de role

Apres avoir identifié les lacunes du modéle expert sur le remplacement
des variétés, des enquétes spécifiques ont été conduites pour hiérarchiser les
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criteres de choix des variétés et les modalités du changement. La curiosité et
la volonté d’améliorer la productivité poussent certains paysans a tester
régulierement de nouvelles variétés sans pour autant noter d’échec sur leurs
précédentes cultures. Le climat est le plus souvent a origine du changement
de varié¢té mais des modifications de la stratégie agricole de 'exploitation
peuvent également étre impliquées ; par exemple le développement de la
culture du mais dans le sud du Mali. Enfin, introduction d’une nouvelle
variété ne prend pas forcément la forme d’un test sur plusieurs années.

Lors du premier jeu de role, en fonction de la date d’arrivée des pluies,
les paysans devaient choisir des variétés de sorgho pour atteindre un objectif
de production correspondant aux besoins alimentaires de leur famille. En
fonction des rendements obtenus, calculés a partir d’abaques, les paysans
étaient libres de produire de la semence sur leur parcelle ou de rechercher de
nouvelles semences a I'extérieur. L’objectif de production est contraint par
la quantité de travail disponible pour déterminer ’assolement décrit en
termes de surfaces par culture et de variétés semées a des dates précises. Le
premier JdR permet de faire ressortit deux résultats essentiels qui ont
alimenté notre démarche de modélisation d’accompagnement par la suite :

- le comportement du paysan pour la décision de changement de
variété peut reposer sur un processus d’évaluation propre ou sur un
processus d’imitation des voisins ;

- Thypothese de trois stratégies distinctes d’association des vatiétés au
sein de 'exploitation sur laquelle a été construite un module du
troisicme SMA.

3.3. Le modéle abstrait DIVA

Le SMA «DIVA» (pour DIVersité Variétale) représente la gestion
paysanne de la biodiversité dans un modeéle de décision simple, déconnecté
de l'environnement réel. Il permet de tester les conséquences a un niveau
global de la somme de décisions individuelles relatives au choix de variétés
selon deux processus d’évaluation ou d’imitation. La portée théorique du
modele repose sur la question de la diffusion d’une innovation, la variété
dans notre cas, grice a la communication entre les individus. L’échange
d’information est possible au sein d’un réseau géographique, correspondant
a environnement physique du paysan et dun réseau social, correspondant a
P'univers social propre a chaque paysan. Ce réseau social permet a des
individus géographiquement éloignés d’échanger des informations qu’ils ne
pourraient pas ou rarement avoir avec leur entourage proche. Il est
contraignant, dans le sens ou il est prioritaire sur la distance qui sépare deux
individus. Deux comportements paysans archétypaux peuvent étre décrits:
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— Les paysans passifs fonctionnent sur un mode d’imitation ou les
variétés introduites sont celles qui sont le plus cultivées autour d’eux.

— Les paysans actifs sont sans cesse a la recherche d’un « idéotype » de
vari¢té. Le paysan prend alors un risque pour introduire une variété
dans son exploitation sans référence sur celle-ci dans son voisinage.
Les agents de DIVA doivent donc évaluer le niveau de production
de leurs parcelles a chaque pas de temps et lorsque les résultats sur
leur(s) variété(s) semée(s) ne leur conviennent pas, ils choisissent une
nouvelle variété en fonction de leurs préférences.

La stratégie passive d’imitation (fig. 3) correspond a une situation stable
dans laquelle aucune variété ne semble prendre le dessus sur les autres. A
lopposé, la stratégie active d’évaluation aboutit trés rapidement a un
déséquilibre dans lequel une variété domine (fig. 3). La diversité globale du
systeme chute tres vite et seules deux variétés se maintiennent dans le
systeme avec 'une qui représente 80% des surfaces semées. Nous pouvons
souligner la puissance de l'outil de modélisation qui, avec des regles trés
simples de décisions des agents dans leur environnement, donne la
possibilité de produire des situations qui seraient tres difficilement
prévisibles et caractérisables par une approche mathématique classique.
Dans notre cas, nous ne cherchons pas a valider la réalité des regles
introduites dans le modele mais plutot a les utiliser pour discuter de fagon
théorique du type de comportement qu’elles illustrent. Ainsi, on s’intéresse
plus a 'impact d’une introduction sur la biodiversité au niveau global qu’au
fait qu’une variété prenne le dessus sur les autres.
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Figure 3 : Analyse de sensibilité du modele DIVA sur 2 scénarios :

a ganche : 100 % des paysans suivent la stratégie passive d’imitation ;
a droite : 100 % des paysans suivent la stratégie active d’évaluation.

3.4. Une décomposition du systéme en 3 modules

La désagrégation de notre représentation du systéme semencier permet
d’analyser progressivement les regles dans des sous-systémes en éliminant
volontairement au départ certaines relations. Chaque contexte de décision
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particulier a fait I'objet du développement d’un module indépendant et le
modele final est structuré en trois modules indépendants [1] :

—  Les stratégies d’association de variétés ;

— La composante systtme de culture en fonction de la structure de
Pexploitation;
— La quéte du fournisseur ;

Les hypotheses issues du jeu 1 permettent de formaliser les dynamiques
du module « stratégies d’association de variétés ». Dans le jeu 2, les paysans
devaient établir leur assolement annuel en tenant compte des rotations et
des contraintes climatiques. Lors du jeu 3, les paysans devaient chercher des
semences en fonction d’évenements marqués, alors que certains d’entre eux
représentaient des roles particuliers dans le village et que les animateurs
jouaient le role de fournisseurs extérieurs. Les résultats des jeux de roles 2 et
3 alimentent les modules « systeme de culture » et « fournisseur ».

4. DISCUSSION

41. Complémentarité des approches : du jeu au SMA

Les différents jeux ont permis d’améliorer notre connaissance sur le
systeme semencier et, d’implémenter immédiatement les nouveaux résultats
dans le modecle en construction permanente. Sans acquérir nécessairement
de connaissances nouvelles, le jeu permet de bien remettre les hypotheses et
résultats déja acquis sous forme de relations cohérentes. Ainsi, la gestion des
vatiétés selon les types d'exploitation est déterminée par deux facteuts
principaux : la surface et le niveau d'équipement. C'est en effet la capacité de
travail qui influence en premier lieu le calendrier agricole de l'exploitation et
les choix variétaux qui en découlent (JdR2). De la méme facon, le JdR3 a
permis de valider notre structuration sociale des exploitations avec les
personnes ressources, les groupes familiaux, les petits et gros producteurs
mais il a surtout mis 'accent sur 'environnement spatial et temporel qui
favorise ces échanges.

En soumettant a la fois nos outils a la critique et nos résultats a la
réfutation, nous nous engageons réellement dans une co-construction sur la
base d’un partenariat équitable. Ces échanges lors des étapes de debriefing
des jeux nous ont permis de spécifier trois cas particuliers relatifs a la
recherche d’une variété qui déterminent des cheminements différents pour
’acces a la semence recherchée :

— recherche de la quantité nécessaire d’'une variété pour semer toute sa
parcelle ;
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— recherche d’un type de variété précis connu sur village (méme si peu
de semence) ;

— recherche d’une variété nouvelle (idéotype) non connue qu’il faudra
expérimentet.

4.2. La construction du modele autour des 3 modules du systéme

L’objectif du 3¢ modele SMA est de pouvoir travailler indépendamment
sur chacun des trois aspects de la prise de décision des paysans. Les trois
modules peuvent fonctionner ensemble, ou bien séparément. Dans ce cas, 1a,
un comportement est défini par défaut dans le modele pour les modules non
utilisés. Ce modele présente un niveau d’abstraction supétieur au modele
expert pour faire discuter des paysans issus de différentes régions. Cette
abstraction se traduit par une qualification qualitative des parametres
descriptifs du modele (climat, types de variétés, gains, types de sols, taille et
équipement des exploitations). Une simulation permet d’observer la
dynamique d’occupation des variétés dans un village avec un pas de temps
annuel. Le climat simulé est construit a partir de séries climatiques historiques
sur les régions d’origine des paysans et caractérisées qualitativement par leurs
soins en début de session. Selon l'année climatique, les agents paysans
déterminent leur assolement (module systeme de culture ; par défaut valeur
moyenne sur la région) et les variétés quils sement (module association de
variétés; par défaut choix d’une variété moyenne). Des gains traduisent le
niveau de rendement obtenu. Selon les gains obtenus et leur stratégie définie
de renouvellement des semences, les agents paysans peuvent changer de
variétés. Ils recherchent alors des semences dans le village ou bien s’adressent
a des fournisseurs extérieurs.

Dans la perspective d’utilisation rapide des modéles multi-agents pour la
mise en place d’un dialogue entre acteurs de la gestion des RPG, la
caractérisation génétique a été passée sous silence pour afficher une
caractérisation des variétés davantage agromorphologique que génétique,
plus en accord avec la représentation des variétés que se construit le paysan.
Néanmoins, la dimension de la diversité génétique des variétés paysannes
devra étre considérée de facon plus approfondie dans le futur au sein de nos
modeles pour analyser réellement la dynamique 7 sitn de cette diversité au
travers des pratiques et stratégies paysannes de gestion.
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Figure 4: Calibrage des saisons des pluies et simulation des gains sur 30 ans
(Douentza).

45



D. Bazile ¢z al.

4.3. L’appropriation du modéle par les paysans

La construction d’'un modele sur la base de modules mis en situation
dans des JdR facilite son appropriation par les paysans qui participent au
paramétrage du modeéle pour leur région. A titre d’exemple, le module
«association des variétés » a été construit en simplifiant la réalité du choix
des variétés de sorgho a trois types, précoce, moyen et tardif, en fonction du
calage de leur maturité avec la fin de saison des pluies qui peut étre bonne,
moyenne ou mauvaise. C’est sur ce dernier point que le paysan travaille avec
nous sur le calibrage du modele pour sa région. L’ordinateur dispose de
séries climatiques sur 40 ans qui permettent de présenter une courbe des
précipitations annuelles. Le travail se fait spécifiquement sur une zone
(fig. 4) et les paysans d’autres régions réagissent s’ils ont un mode de
raisonnement différent. Les parametres de caractérisation de la saison
climatique pris en compte par le paysan pour faire son choix de variété sont
principalement : la date de début et de fin de saison des pluies et le cumul
pluviométrique annuel. Ces indicateurs sur 'année climatique de 5 régions
agricoles du Mali ont été décrits par les paysans afin de distinguer les
bonnes, moyennes et mauvaises années pour la production agricole. Ces
parameétres ont ensuite été appliqués, grace au modele, a des séries
climatiques sur 30 ans (1969-1998) pour tester via des simulations la réponse
du modele aux choix des paysans (fig. 4).Cette simulation du gain pour une
stratégie donnée permet de visualiser immédiatement des résultats sur un
nombre d’année défini et de tester la robustesse du modele, puis d’explorer
et de comparer des stratégies entre elles.

Les jeux 2 et 3 s’appuyaient sur plusieurs résultats d’enquétes : d’une patt
le morcellement d’une exploitation sur plusieurs sols augmente le nombre de
variétés de sorgho cultivées dans I'exploitation et, d’autre part, la taille et le
niveau d’équipement sont les déterminants de la structure des exploitations
qui influencent en premier lieu le choix des variétés. Les facteurs de
production étant ainsi fixés, 'ajustement se fait sur le choix des cultures et
des variétés pour établir un assolement donné en fonction de l'année
climatique. Méme si les criteres qui fixent les seuils entre grandes et petites
exploitations, équipées ou non, different d’une région a lautre, ce schéma
reste valable quelle que soit la zone climatique. Grace a l'articulation du
SMA en modules, il est possible d’appliquer une stratégie particuliére a une
structure d’exploitation donnée (fig. 5). La simulation sur un certain nombre
d’années permet alors de suivre les résultats de chaque agriculteur dans une
stratégie particuliere ou de se placer a I’échelle du village pour visualiser
Peffet de la diversité des stratégies 4 un niveau plus global. C’est a ce niveau
que la dynamique des variétés est suivie et analysée au travers des roles joués
par chaque type de paysan. Le modele utilisé comme support de discussion
permet de traiter chaque cas d’utilisation d’une variété de fagon pratique
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avec les paysans. En simulant sa réponse a la série climatique de la zone
paramétrée par les paysans pour discuter ensemble, chercheurs et paysans
débattent des meilleures variétés mais surtout des combinaisons possibles de
variétés pour améliorer globalement la production et limiter le risque pour le
paysan. La figure 5 prend en compte la typologie des exploitations d’un
village moyen et analyse comment les contraintes structurelles de
Pexploitation déterminent des choix variétaux spécifiques intégrés dans
’assolement et les rotations.
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Figure 5: Distribution des structures d’exploitations dans un village et,
implémentation des stratégies d’association de variétés (cas de San).

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES : VERS
L’EMERGENCE DE NOUVELLES REGLES DE GESTION

L’organisation des différentes sessions de jeux de roles montre qu’il s’agit
d’un outil bien adapté pour valider des hypothéses ou des résultats acquis
par ailleurs et permettre de les discuter le cas échéant pour formuler de
nouvelles hypotheses. La synthése des données collectées et sa formalisation
dans un jeu sont apparues comme une étape nécessaire pour partager notre
représentation du systéme semencier avant d’aborder le modéle. Une bonne
connaissance du terrain et de ses protagonistes facilite 'organisation du jeu
mais aussi les modalités de son observation qui ne prennent sens qu’a la
lumiére des connaissances précédemment acquises sur le terrain. Le JdR
permet une bonne mise en situation des paysans pour partager notre
représentation de leur systeme informel d’échange de variétés. Les paysans
apprécient beaucoup I'aspect de mise en scene de leurs pratiques dans le jeu
de role qui favorise par la suite des discussions plus étroitement connectées
a la réalité. Méme si des contraintes ont été soulevées sur la mise en ceuvre
des jeux, il apparait qu’ils demeurent dans notre cas un passage obligé pour
passer a I’étape suivante et aborder le modéle multi-agents de fagon sereine.
En effet, les modéles informatiques isolés sont souvent illisibles et
considérés comme des « boites noires» par des non-spécialistes c’est
pourquoi il est difficile de communiquer autour d’eux. Leur usage conjoint
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avec les jeux de réle permet, d’une part, de rendre intelligible des modeles
conceptuels lourds sous une forme ludique et, d’autre part, d’accélérer le
déroulement des jeux (reproduction des résultats sur le long terme) ou
d’explorer de nouveaux scénatios en effectuant des simulations [5].

Enfin, la finalit¢ 2 moyen terme de la simulation multi-agents est de
Putiliser pour favoriser Iémergence de nouvelles régles favorables au
maintien de la diversité des variétés de céréales. Le jeu « Seed-DIV » testé en
avril 2007 avec des paysans issus de 5 régions du Mali et de 4 régions du
Niger a montré la pertinence du modéle pour questionner de nouvelles
régles de gestion. Le JdR a alors permis la confrontation de deux modé¢les de
conservation, la banque de semence villageoise et la coopérative semencicre.
L’adhésion des paysans a notre démarche permet maintenant d’envisager un
réel accompagnement de I’évolution des filieres semencieres informelles par
la modélisation en prenant en compte de facon explicite un objectif de
maintien de la diversité variétale i situ.
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Abstract: Comparative analysis of the DNA polymorphism at eIF4E genes in
plants: conservation versus positive selection exerted by Potyviruses. Accord-
ing to data obtained on the key role of the translation initiation factor elF4E in
plant-RNA virus interactions, the aim of this project is to analyse and compare the
polymorphism of elF'4E genes in five plant families infected by RNA viruses and
for which a role of eIF4E in the viral infectious cycle was demonstrated; the final
objective being to detect selection pressure exerted by viruses. Overall, elF4E and
elF(is0)4E genes were subjected to a strong purifying selection in all species except
pepper and grapevine for which the e[F4E7 gene is submitted to positive selection.
In pepper, functional analysis show that amino acids under positive selection corre-
spond to those involved in virus resistance. The fact that this positive selection is
not conserved among genus from a same plant family suggest that the biological
features of interaction with viruses “z# naturd’ led to distinct pattern of evolution for
eIF4E genes. These results together with those showing a conserved position of
amino acid mutations in eIF4E resistance proteins from unrelated species, suggest a
convergent mode of evolution of some ¢/F4E genes toward resistance.

Eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) / Virus resistance / Poly-
motphism / Molecular evolution / Selection

Résumé : A partir des connaissances acquises sur le role généraliste des facteurs
d’initiation de la traduction elF4E dans les interactions plante-virus a ARN, ce
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projet vise a décrire et comparer le polymorphisme des génes eIF4E chez 5 familles
végétales infectées par des virus a ARN pour lesquels un role de eIF4E dans le cycle
infectieux a été démontré et ce, avec I'objectif de détecter des indices de sélection
liés a linteraction avec les virus. Globalement, les genes eIF4E et elF(iso)4E sont
soumis a une forte sélection purificatrice, excepté chez le piment et la vigne, chez
lesquels le geéne eIl'4EE7 apparait soumis a de la sélection positive. Chez le piment,
les analyses fonctionnelles montrent que les acides aminés sous sélection positive
correspondent a ceux impliqués dans la résistance. Cette pression de sélection n'est
pas conservée entre les genres dune méme famille, suggérant que les
caractéristiques biologiques d’interaction avec les virus « 7 natura » conduisent a des
profils différents d’évolution des genes elF4E. Ces résultats associés a ceux
montrant la conservation de la position des substitutions en acides aminés dans les
protéines elF4E de résistance chez des especes trés éloignées suggerent l'existence
d'une évolution convergente de certains génes el F4E vers la résistance.

Facteur d’initiation de la traduction 4E (eIF4E) / Résistance aux virus /
Polymotphisme / Evolution moléculaire / Sélection

1. INTRODUCTION

Les ressources génétiques constituent le réservoir de diversité nécessaire
a 'adaptation des variétés aux changements des usages et a I'évolution des
climats et des milieux. Les alléles de résistance aux bioagresseurs sont depuis
toujours des cibles de choix dans I'évaluation des collections de ressources
génétiques. L’approche traditionnelle est le plus souvent empirique, les
géniteurs intéressants étant repérés par leur capacité de tolérance ou de
résistance. Cette approche a été révolutionnée par les progres réalisés dans la
connaissance des mécanismes moléculaires d’interaction entre les agents
pathogenes et leurs plantes hotes, par I'acces aux génes impliqués dans la
résistance et par la description de leur polymorphisme [8], [9]. Par ailleurs, la
génétique des populations et la génétique évolutive ont fait de grands
progres dans les concepts utilisés pour détecter des traces spécifiques de la
sélection 4 partir du polymorphisme de séquence des genes [17], [19].

Ces dernieres années, de nombreuses études ont montré le role des
facteurs d’initiation de la traduction elF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E)
dans la résistance récessive de nombreuses especes végétales aux virus a
ARN, définissant ainsi une nouvelle catégorie de géne de résistance [8], [11].

elF4E est un élément clé de la cellule eucaryote: viz une interaction
directe avec la coiffe des ARN, c’est le premier facteur qui initie la
traduction des ARNm. Il interagit également avec d’autres facteurs elF pour
permettre la circularisation de PARN et le recrutement de la sous-unité 40S
du ribosome. Chez les plantes, elF4E appartient a une petite famille
multigénique : 5 genes ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana, dont 3
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codent pour des protéines correspondant a lisoforme elF4E, un pour
elF(iso)4E et un pour la protéine nCBP (new Cap Binding Protein). Le téle
biologique de cette redondance génique reste encore a déterminer.

La majorité des résistances récessives controlées par eIF4E sont efficaces
vis-a-vis de virus 2 ARN de la famille des Po#yviridae, dont le génome se
caractérise entre autre par la présence d’une protéine nommée VPg liée a
Pextrémité 5 de PARN viral. Cette protéine (ou son précurseur, la Nla)
interagit avec certaines isoformes de elF4E et des substitutions en acides
aminés dans sa région centrale sont responsables du contournement des
résistances médiées par elF4E [8], [11]. Du c6té de I'hote, la résistance
résulte d’un petit nombre de substitutions en acides aminés dans elF4E et la
position de la plupart de ces substitutions «signatures» des alleles de
résistance est conservée entre especes et restreinte a deux régions adjacentes,
localisées en surface de la protéine, nommées région I et II. Dans certains
cas, la résistance résulte de la combinaison de mutations dans les protéines
elF4E1 et elF(iso)4E [15]. Le mécanisme sous-jacent aux résistances
contrblées par elF4E est encore assez mal connu, mais des résultats récents
montrent que les substitutions identifiées dans les protéines de résistance
modifient/abolissent l'interaction entre eIF4E et la VPg [3], [6].

Dans ce contexte, 'objectif est de décrire et comparer le polymorphisme
des genes codant pour elF4E chez 5 familles végétales incluant espéces
modeles et especes cultivées, afin de détecter des traces de sélection liées a
I'interaction avec les virus et, le cas échéant, déterminer les caractéristiques a
Porigine de la variation observée. Cette étude a été réalisée chez des
Solanacées (Capsicum spp. et Lycopersicon spp.), des Triticées (blés diploides et
apparentées), des Légumineuses (Medicago truncatula et apparentées), des
Vitacées (1/itis vinifera et apparentées) et chez Arabidopsis thaliana. Ces
familles comportent toutes plusieurs espéces qui sont infectées par
différents virus a ARN pour lesquels un réle de elF4E dans le cycle
infectieux a été démontré.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Collections de génotypes

Les collections de génotypes représentatifs de différents niveaux de
diversité préalablement établies sur la base d’information de séquences ou
de marqueurs microsatellites suivantes ont été utilisées :

- Solanacées: Les 25 génotypes de Capsinm annunm déctits dans |3]
représentent ’échantillon intraspécifique. Pour les analyses
interspécifiques, 26 accessions de 11 especes représentatives des
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Capsicumr domestiqués et des especes sauvages apparentées ont
été utilisées. Pour la tomate, les analyses intraspécifiques ont été
réalisées chez 20 génotypes de Lycopersicon esculentum et les
analyses interspécifiques chez 30 accessions représentatives des
8 especes sauvages apparentées.

- Arabidopsis: Les 48 écotypes de la core collection établie par
McKhann ef al. [10] ont été utilisés. L’espece A. hrata a été
utilisée comme groupe externe afin d’estimer la divergence
intraspécifique.

- Medicago truncatnla et especes apparentées : L’échantillon étudié
comprend (7 la core collection M. truncatnla de 32 individus, (7)
un échantillon d’une trentaine d’individus représentant un
groupe génétique plus homogene identifié a 'aide de marqueurs
microsatellites au sein de la collection [12], (%) une dizaine de
lignées représentant les especes sceurs de M. truncatula : M.
littoralis et M. tricyela, et () un ensemble de 12 lignées
représentants d’autres especes du genre.

- Triticées diploides: L’échantillon d’étude est constitué de 97
génotypes appartenant a 30 espéces diploides de la tribu des
triticées  (gentes  Triticum,  Aegilops, Hordenm,  Agropyrum,
Australopyrum, Brachypodium, Dasypyrum, Eremopyron, Henrardia,
Heteranthelium. . .).

- Vitacées : L’échantillon étudié comprend (7 une core collection
de 48 individus de s vinifera ssp. sativa obtenue patr I'équipe
Génétique de la Vigne de TUMR DIAPC, (7) 16 vignes sauvages
ou lambrusques (Iuis vinifera ssp. silvestris) et (i) 13 individus
correspondant a différentes especes et genres de la famille des
Vitacées.

2.2. Analyse des données de séquence

Les séquences sens et antisens ont été alignées et corrigées manuellement
avec les logiciels Genalys (http://software.cng.fr), BioEdit et/ou Staden.
Les sites nucléotidiques polymorphes ont été détectés par Genalys. La
séquence peptidique a été prédite par BioEdit. Pour chaque position
polymorphe, les fréquences de chaque variant nucléotidique et les
estimations du polymorphisme (m, 0y) ont été obtenues avec le logiciel
DnaSP version 4. Le test de neutralité du D de Tajima a été réalisé avec le
logiciel DnaSP. Les probabilités (P-values) d'obtenir les D de Tajima
observés ont été estimées sur la base de 10 000 simulations de coalescence,
sous l'hypothése d'absence d'événement de recombinaison et dans une
population de taille constante. Les phylogénies ont été réalisées avec le
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logiciel MEGA3 (les arbres ont été construits selon la méthode Neighbout-
joining). Les profils de divergence de séquence aux locus e/F4E ont été
analysés en utilisant des modeles de substitution des codons [5] qui
contraste la divergence synonyme et non synonyme. Différents modeles
sont testés, incluant ou non la possibilité que certains sites soient sous
sélection positive. La comparaison des valeurs de vraisemblance permet de
déterminer quel modele est le plus probable. La recherche de sites sous
sélection positive a été effectuée avec le logiciel codelm du package PAML
version 3.14.

3. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Obtention des séquences

Les genes e[lF4E de plantes sont constitués de 5 exons et 4 introns. La
conservation de la jonction exon-intron observée chez les eucaryotes et la
proportionnalité de la taille de I'intron 1 par rapport a la taille du génome de
Iespece permet de prédire, d’une part, la position des introns et, d’autre
part, la taille approximative de PADNg [14]. Pour les Solanacées, .Arabidopsis
et Medicago, les échantillons ont été séquencés pour d’autres fragments
génomiques (10 a 30 fragments anonymes répartis sur le génome) afin de
nous renseigner sur les patrons de polymorphisme intraspécifique « neutre »
et sur les niveaux de divergence entre especes.

- Capsicum spp. et Lycopsersicon spp. : Trois genes elF4E ont été clonés
et séquencés a partir de séquences EST de tomate : 2 genes codant
pour une protéine de type elF4E (elF4E1 et elF4E2) et 1 codant
pour I'isoforme elF(iso)4E. Les ADNc des trois genes ainsi que les
séquences des introns 2, 3 et 4 ont été obtenus pour 'ensemble des
génotypes.

- Arabidopsis thaliana : Les séquences ADNg des 5 genes Ar-elF4E
(elF4E1, elF4E2, elF4E3, elF(iso)4E et nCBP) ont été obtenues a
partir de la séquence du génome d’A. thaliana avec des amorces
définies dans les régions 5’ et 3° UTR.

- Medicago truncatula et espéces apparentées : A partir des séquences
génomiques complétes des genes elF(iso)dE (BAC AC174281) et
elF4E (BAC AC183923), plusieurs couples d’amorces ont été
définis et testés de facon a permettre d’amplifier et de séquencer
Iensemble des cinq exons des deux genes, accompagnés de
fragments d’introns et d’une partie des régions 5" et 3> UTR. Pour
elF4FE, la séquence de 'ensemble du gene (introns et exons, environ
3500 pb) a été obtenue sur lensemble des accessions de M.
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truncatnla. 1La séquence codante uniquement a été obtenue pour les
autres especes du genre Medicago (environ 700 bp). Pour elF(iso)4E,
trois fragments ont été obtenus couvrant les 5’ et 3> UTR, la totalité
des exons ainsi que les introns 2, 3 et 4; seule une séquence
partielle de I'intron 1 a pu étre obtenue.

Triticées diploides : Deux clones BAC positifs pour elF(iso)4E ont
été identifiés et isolés d'une banque de blé dur. Les deux clones ont
été assignés aux deux génomes du blé dur en comparant leur
séquences a celles obtenues des especes diploides parentales (c'est-
a-dire T. wrartn espece donatrice du génome A et Aegilops speltoides
espece la plus proche au génome B). Les régions contenant le gene
cible ont été séquencées. La structure générale du gene est
conservée entre les deux génomes : 5 exons et 4 introns de tailles
similaires entres les deux clones. Cependant, dans la région en
amont des geénes il y a une insertion/délétion de 190 pb. Un seul
clone BAC positif (485) pour elF4E a été isolé dans la banque BAC
de blé dur et assigné au génome A. Un autre clone BAC contenant
la copie du génome B a été isolé d'une banque BAC spécifique du
chromosome 3B du blé tendre, ce qui confirme la position de
elF4E sur les chromosomes du groupe 3 des Triticeae. Les régions
contenant les genes cibles ont été séquencées. La structure générale
du gene eIF4E du blé est semblable a celle des autres especes et a
celle de elFF(is0)4E, c'est a dire 4 exons et 5 introns.

Vitacées : La vigne est une espeéce hautement hétérozygote, ce qui
peut rendre difficile le séquencage de produits PCR obtenus a partir
d’ADN génomique. Pour évaluer le taux de polymorphisme dans ces
genes et faciliter leur séquencage, une banque BAC Cabernet
Sauvignon a été criblée avec des amorces spécifiques des génes elF4E
et elF(iso4E [1] puis les BAC portant chacun des alleles aux deux
génes ont été séquencés. L'utilisation des liens entre carte physique et
carte génétique, puis des liens entre carte génétique et la séquence du
génome (www.genoscope.cns.fr/vitis) ont permis de positionner le
gene elF(iso)4E sur le groupe de liaison 5 entre les marqueurs
génétques UDV-053 et VVIV21 (gene n°GSVIVT00020333001). Le
gene elF4E (n°GSVIVT00007223001) est en revanche sur un contig
de séquence actuellement encore non positionné sur la carte
génétique. Ces deux genes sont bien uniques: le BLATP des deux
protéines contre le protéome de I7s vinifera les alignent contre elles-
mémes et l'une contre lautre. Deux hits supplémentaires,
extrémement partiels sont trouvés pour elF(iso)}4E dont I'un dans
Pintron d’un autre gene. La famille semble donc peu complexe chez
la vigne.
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- Lalignement des séquences obtenues pour les deux alleles e/F4E du
Cabernet Sauvignon met en évidence plusieurs SNPs dont 3
conduisent a un changement d’acides aminés. Pour elF(iso)4E,
aucun polymorphisme dans les exons n’est observé. L’importance
du polymorphisme observé (1 SNP ou Indel respectivement tous
les 99 bp et 69 bp) ainsi que la longueur des introns 1 de elF4E et 3
de elF(iso)4E ont conduit a réaliser le séquencage de ces genes a
partir ’ADNec.

L’ensemble de ces séquences a été déposées dans la base de données
EvoluTIF (Evolutionary dynamics of Translation Initiation Factors in plants
- http://www.avignon.inra.fr/evolutif/index.php?page=accueil) créée dans
la cadre du projet.

3.2. Recherche des pressions de sélection

3.2.1. Co-évolution entre le facteur eIF4E1 du piment et la VPg des potyvirus

L'analyse du polymorphisme des genes elI'4E7, elF4E2 et elF(iso)4E chez
C. annunm montre que seul elF4E7, correspondant au locus pwr? de
résistance aux potyvirus, présente des traces de sélection positive : parmi les
25 accessions de C. annunm représentatives de la diversité de cette espece, 10
variants alléliques ont été identifiés au locus pur2-elF4E7T et de facon assez
remarquable, toutes les substitutions nucléotidiques sont non-synonymes et
localisées dans les régions I et 1l de la protéine, régions préalablement
montrées comme étant impliquées dans la résistance aux virus. La plupart de
ces acides aminés sont sous pression de sélection positive (o comptis entre 9
et 10; P>0,95) et les analyses fonctionnelles ont montré qu’ils
correspondaient aux résidus impliqués dans la sensibilité versus résistance au
PVY, suggérant une pression de sélection positive exercée par les potyvirus
[3]. Ces résultats couplés a ceux montrant que les acides aminés de la
protéine virale VPg (également sous sélection positive) permettent aux
potyvirus de s’adapter aux protéines elF4E de résistance, mettent en
évidence une coévolution entre elF4E1 du piment et la VPg des potyvirus
(3].

Récemment, il a été proposé qu'un facteur important régissant
l'évolution des génes dominants de résistance aux agents pathogeénes était le
mode de reconnaissance, direct ou indirect, entre la protéine de résistance et
la protéine d'avirulence [4]. Dans le cas des reconnaissances indirectes
faisant intervenir une protéine de garde, les génes R présentent une faible
diversité allélique maintenue par de la sélection balancée. A l'inverse, dans le
cas des reconnaissances directes, une coévolution de type «course aux
armements » est retrouvée, avec le maintien d'une forte diversité allélique
pour le gene de résistance et le géne d'avirulence. Ainsi, dans le cas d'une
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interaction directe, l'agent pathogéne peut contourner la tésistance en
modifiant de facon minime sa protéine Avr pour échapper a la
reconnaissance pat la protéine de résistance et vice versa pour la protéine R.
Ce type de reconnaissance est donc caractérisé par de la sélection
diversifiante a la fois chez les protéines R et Avr.

Les cas qui se rapprochent le plus de ce que nous observons pour le géne
elF4ET du piment sont ceux des genes de résistance Pfo de la tomate et L du
lin, qui présentent un niveau de substitutions non-synonymes élevé et un
grand nombre de variants alléliques résultant d'une pression de sélection
pour la diversification [4], [13]. L'évolution de P semble étre influencée a la
fois par de la sélection purificatrice et de la sélection diversifiante, comme
elFi4E1 chez le piment. Cependant, une pression de sélection balancée est a
l'otigine du maintien de la variété allélique au locus Pr, ce qui ne semble pas
étre le cas pour eIF4E7 de Capsicum ou aucun polymorphisme synonyme
adjacent aux polymorphismes non-synonymes n'a été détecté. Dans le cas
du couple lin-Melampsora lini, des analyses portant a la fois sur le
polymorphisme des genes de résistance et de virulence de I'agent pathogeéne
qui interagissent directement ont été réalisées. Des traces de sélection
positive sont retrouvées a la fois chez les locus L et_4ur, comme dans le cas
du pathosysteme piment-potyvirus. Ces interactions directes entre protéines
de résistance et protéines d'avirulence caractérisent une évolution rapide de
type « course aux armements ». Dans le cas de la résistance récessive aux
virus 2 ARN, la résistance est la conséquence de l'incapacité pour le virus
d'interagir avec une protéine de l'héte qui lui est indispensable pour
accomplit son cycle infecticux. A linverse du mécanisme «actif» des
résistances dominantes, le virus doit donc muter pour rétablir l'interaction
avec la protéine de l'héte et non pour échapper a l'interaction. Le
patasitisme obligatoire des virus a ARN, comme celui de l'oomycete M. /i,
implique que les protéines VPg de virulence coévoluent dans un systeme
clos avec les protéines de résistance eIF4E de la plante hote, ce qui impose
une course évolutive rapide a la fois chez I'héte et le pathogéne. Cependant,
un pré-requis pour une telle issue évolutive est que les protéines de virulence
et de résistance puissent accumuler des mutations qui affectent l'interaction
sans imposer un colt de fitness trop important pour la plante ou pour le
pathogene.

3.2.2. Le profil d'évolution du géne eIF4E1 impliqué dans la résistance aux
potyvirus n'est pas conservé chez les Solanacées
La tomate, Solanacée proche du piment, est également infectée par
plusieurs potyvirus et le géne e/F4E1 a également été démontré comme
étant impliqué dans la résistance récessive (gene potf-elF4ET). Cependant,
en comparaison avec le piment, une fréquence beaucoup plus faible de
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genes récessifs de résistance aux potyvirus a été observée dans la variabilité
naturelle (~1% contre ~40% chez le piment).

L’analyse du polymorphisme des 3 genes elF'4E chez le genre Lycopersicon
montre que les trois génes sont tres contraints. Le gene e/F4E7 ne présente
qu’un seul site sous sélection positive qui apparait spécifique de espece L.
pimpinellifolinm. 1’ensemble des résultats obtenus ne permettent pas de
détecter de traces de sélection en lien avec l'interaction avec les virus. Cette
absence de pression de sélection pourrait s'expliquer par le fait que,
contrairement au piment, les potyvirus n'ont qu'une incidence faible sur les
cultures de tomate. La majorité des souches de potyvitus n'induisent que des
symptomes de mosaique ou de marbrures discrets sur les feuilles de tomate,
meéme si certains isolats apparus dans les années 1980 sont responsables de
symptomes plus séveres (croissance des plantes ralentie, production en fruits
diminuée). De plus, chez la tomate, les potyvirus sont quasiment
systématiquement retrouvés en infections mixtes avec d'autres genres viraux,
comme les cucumovirus.

3.2.3. A. thaliana ne constitue pas un modéle adapté a I'étude de Ia
coévolution plante-potyvirus

L’analyse du polymorphisme des genes elI'4E a été conduite en paralléle
chez Arabidopsis pour deux raisons : (7) c’est la seule dicotylédone pour laquelle
nous disposions, au moment du démarrage du projet, de I'ensemble des
membres de la famille elF4E et (%) curieusement et contrairement aux
Solanacée, aucune des résistances récessives (pourtant nombreuses) aux
potyvirus identifiées dans la variabilité naturelle de cette espece ne correspond
aun gene elF4E.

Les analyses de polymorphisme montrent que les genes AzelF4ET, Ar-
elF4E3, At-elF(iso)4E et nCBP sont sous pression de sélection purificatrice
(polymorphisme tres réduit et substitutions non-synonymes trés inférieures
aux substitutions synonymes). En revanche, le gene AzelF4E2, présentant
plus de 95 % d’identité avec ArelF4E3 et séparé de 7 kb de ce dernier,
présente un polymorphisme beaucoup plus élevé et une valeur de D de
Tajima trés positive, suggérant qu’une pression de sélection balancée
s’exercerait sur ce gene. Chacun des membres de la famille multigénique
apparait donc maintenu par la sélection argumentant en faveur d’une
spécialisation fonctionnelle.

Ces résultats ne permettent pas de détecter des traces de sélection en lien
avec linteraction avec les potyvirus et confirment qu'aucun gene récessif de
résistance ne semble correspondre a elF4E chez A. thaliana. Ces résultats
peuvent s'expliquer par le fait qu'A. #haliana ne constitue pas un hote
préférentiel pour les potyvirus. Walsh et Jenner [18] insistent sur l'absence
de genes de résistance au TuMV (potyvirus inféodé aux Brassicacées) dans la
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vatiabilité naturelle d'A. thaliana, suggérant que ce virus n'infecte que trés
rarement cette espéce et/ou que le maintien de geénes de résistance
représente un cout pour la plante. A. thaliana, espece modele dans de
nombreux domaines d'études en biologie et excellent pathosysteme de
laboratoire, ne constitue donc pas un modele pertinent d'étude de la
coévolution plante-potyvirus.

3.2.4. Le profil d'évolution des génes eIF4E n'est pas conservé chez les
Légumineuses

L'analyse du polymorphisme des génes elI'4E et elIF(iso)4E a été conduite
chez le genre Medicago car de précédentes études mettaient en évidence
l'implication de ces geénes dans la résistance aux potyvirus chez d'autres
especes de Légumineuses : (7) chez Pisum sativum, plusieurs alleles récessifs de
résistance aux potyvirus codent pour des protéines elF4E ou elF(iso)4E ;
(#) chez Phaseolus vulgaris, des analyses génétiques indiquent que le locus

récessif dese de résistance au CIYVV pourrait correspondre a un facteur
elF4E [8].

Les analyses de séquence des genes elFi4E menées chez des espeéces
autogames diploides du genre Medicago ne permettent pas d'identifier de
variants alléliques elF4E ou elF(iso)4E potentiellement impliqués dans la
résistance aux potyvirus. De plus, que ce soit au niveau intraspécifique ou
interspécifique, aucune pression de sélection positive sur les genes elF4E et
elF(iso)42 n'a été identifiée. Aucun des genes elI'4E chez Medicago ne semble
donc impliqué dans les processus évolutifs liés aux interactions entre les
protéines elF4E et les potyvirus.

De facon assez similaire a ce que 'on observe chez les Solanacées, le
profil de polymorphisme des genes elF4E semble variable selon les espéces
de Légumineuses étudiées : toute une série de variants alléliques impliqués
dans la résistance aux potyvirus identifiée chez le pois, un seul allele récessif
de résistance détecté chez le haricot a ce jour et a priori absence de résistance
récessive aux potyvirus correspondant aux genes eIF4E chez Medicago. Des
analyses de polymorphisme des genes eIF4E chez le pois et le haricot
permettraient de vérifier si on retrouve les mémes traces de sélection
positive que celles identifiées pour le gene e/F4E7 chez le piment.

3.2.5. Le polymorphisme du géne eIF4E chez le blé se distingue du
polymorphisme détecté chez 1'orge
L'orge et le blé, de la tribu des Triticées, sont fréquemment infectés par
des virus a ARN du genre Bymovirus appartenant aussi a la famille des
Potyviridae. Comme chez les potyvirus, une protéine VPg est liée de facon
covalente a l'extrémité 5' de I'ARN des bymovirus. Chez Hordeum vulgare, le géne
récessif ryn4/5 de tésistance a plusieurs souches de bymovirus code pour une
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protéine eIF4E [8]. Une premiere analyse sutr 56 accessions d'orge avait
permis d'identifier 7 variants alléliques au locus elF'4E7y74/5 se différenciant
par 9 substitutions nucléotidiques exclusivement non-synonymes. Une étude
plus récente portant sur un échantillon de 127 accessions d'orge cultivé et 4
accessions sauvages a permis de confirmer l'importante variété allélique
présente a ce locus et lidentification d'un nombre important de mutations
non-synonymes [16].

A partir de ces résultats et afin de comparer le profil d'évolution des
genes elF4E au sein de la tribu des Triticeae, les analyses de polymorphisme
de ces geénes ont été conduites chez des especes diploides de blé. Chez T.
monococcurm et . urartu, les genes eIF4E et elF(iso)4E5 apparaissent soumis a
une forte pression purificatrice. Cependant, la recherche de sites sous
sélection sur un échantillon interspécifique révele que 4 sites dans la
séquence codante de elF(iso)4E présentent un w supérieur a 1, avec
notamment le codon en position 120 dans l'exon 2 qui présente un
supérieur a 4 avec une probabilité de 0,994. Ce site ne varie pas uniquement
dans un sous-ensemble d'espéces mais dans toute la population, sans
cohérence avec la taxonomie. De plus, des analyses de phylogénie des genes
elF'4E réalisées sur I’échantillon interspécifique de Triticées diploides
montrent que l'évolution des génes elF4E du blé se distingue de I'évolution
des genes elF4E de 'orge. D'autres voies pourraient étre utilisées chez le blé
en réponse aux infections virales. En effet, chez le riz, il a été montré que
c’était le facteur elF4G et non pas elF4E qui était impliqué dans la
résistance [2]. Ainsi, ce scénario pourrait étre retrouvé chez d'autres
monocotylédones, comme le blé ou les genes elF4E ne présentent pas de
polymorphisme caractéristique des génes récessifs de résistance aux virus a
ARN.

3.2.6. Une pression de sélection positive s'exerce sur le géne eIF4E chez Ia
vigne

Deux virus du genre Nepovirus (Grapevine fanleaf virus, GFLV et AtMV,
famille des Comoviridaé) sont responsables de la maladie du Court-Noué chez
la vigne, une des maladies les plus importantes chez cette espéce. Le
domaine protéase de la Nla (forme précurseur de la VPg) des Nepovirus
interagit 7 vitro avec la protéine elF(iso)4E d'A. thaliana, suggérant un réle
potentiel des facteurs elF4E dans l'interaction plante-nepovirus [7].

Le gene elF(is0)4E apparait soumis a une intense sélection purificatrice. Par
contre, les analyses de polymorphisme de I'ADNc elF4E chez les 48
accessions de itis vinifera ssp. sativa ont permis de mettre en évidence un
excés de substitutions non-synonymes par rapport aux substitutions
synonymes (T, >> ) et un signal tres fort de sélection positive : 11 % des
sites de la protéine elF4E présentent un w supérieur a 5, rappelant les traces
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de sélection positive détectées au niveau du facteur elF4E1 chez le piment.
De plus, plusieurs des substitutions non-synonymes détectées se retrouvent
dans les régions de la protéine eIF4E montrées comme étant impliquées dans
la résistance aux potyvirus chez d'autres especes. L'impact des substitutions en
acides aminés identifiées sur la résistance aux nepovirus est en cours d'analyse
(individus en cours d'autofécondation pour avoir l'ensemble des variants
alléliques a I'état homozygote afin de réaliser des tests de résistance aux
nepovirus). Ces résultats pourraient ouvrir la voie a une nouvelle stratégie de
lutte contre les nepovirus chez la vigne.

3.3. Vers un modé¢le d'évolution convergente pour la résistance
des genes elF4E

Parmi les genres étudiés a ce jour, de la sélection positive sur les genes
elF4E n'a été retrouvée que dans le cas du gene elF4E7 chez le piment et la
vigne. Chez le piment, les analyses fonctionnelles montrent que les acides
aminés sous sélection positive correspondent a ceux impliqués dans la
résistance [3]. 11 apparait clairement que cette pression de sélection n'est pas
conservée entre les genres de la famille des Solanacées, genres pourtant tous
infectés par les potyvirus et dont certains possédent des genes récessifs de
résistance aux potyvirus correspondant a elF4E, suggérant que les
caractéristiques biologiques d’interaction avec les (poty)virus «z natura»
conduisent a des profils différents d’évolution des genes elF4E. Plus
globalement, ces résultats associés a ceux montrant la conservation de la
position des substitutions en acides aminés dans les protéines elF4E de
résistance d’especes treés éloignées - piment, laitue, pois, orge -, suggerent
l'existence d'une évolution convergente des genes eII'4E vers la résistance, qui
pourrait étre conditionnée par une pression de sélection importante exercée
par les virus.
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Abstract: Diversity and evolution of a multigenic family involved in starch
biosynthesis in grasses, and the case of maize domestication. ADP glucose
pyrophosphorylase (AGPase) is a key enzyme involved in starch biosynthesis, en-
coded by a multigenic family. In the present study, we identified the large AGPase
sub-unit gene expressed in maize leaves, through comparative analysis of BAC and
EST sequences. Then, combining both an inter-specific approach in all angiosperms
and an intra-specific approach involving wild and cultivated Zea mays, we showed
that the AGPase multigenic family evolved under various selective pressures. Some
duplication events potentially led to phenotypic advances, such as a specific and
efficient AGPase in grass kernel. In maize, although all AGPase genes seem to be
under larger constraint than average genes in the species, two of them, encoding for
the small AGPase subunit in endosperm (Bz2-a) and the large sub-unit in leaves
(552+), could have been the target of selection during maize domestication.

AGPase/ paralogue gene/ molecular evolution/ expression/ natural
selection/ human selection

Résumé : I’AGPase (ADP glucose pyrophosphorylase) est une enzyme clé de la
voie de biosynthése de I'amidon codée par une famille multigénique. Dans un
premier temps, nous avons identifié la séquence du geéne de grande sous-unité
d’AGPase exprimé dans la feuille de mais grice a des données récentes de
séquencage de BAC et I’EST. Notre étude évolutive combinant une approche inter-
spécifique chez lensemble des angiospermes et une approche intra-spécifique
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impliquant les compartiments sauvages et cultivés de I'espece Zea mays a permis de
montrer que la famille multigénique étudiée a subi, au cours de son évolution, des
pressions de sélection variées. Certains événements de duplication ont
probablement permis des avancées phénotypiques majeures, comme une AGPase
spécifique et plus efficace dans les grains des graminées. Chez le mais, bien que tous
les genes de cette famille soient relativement contraints, deux d’entre eux semblent
avoir donné prise a la sélection au cours de la domestication, Bt2-a et Sh2-f-

AGPase/ géne paralogue/ évolution moléculaire/ expression/ sélection
naturelle/ sélection anthropique

1. INTRODUCTION

La diversité du vivant est la preuve que les especes ont constamment été
capables d’acquérir de nouvelles fonctions. Une hypothése déja ancienne
[33] et largement soutenue [10], [27], [51], [40] est que la duplication de tout
ou partie du génome, en créant des redondances fonctionnelles, a laissé
place a la divergence de séquences et de fonctions, permettant une
adaptation rapide et efficace a de nouvelles conditions environnementales.
Les génomes des végétaux supérieurs ont subi de nombreux événements de
duplication partielle et de polyploidisation [48], dont une conséquence est
Iexistence de nombreuses familles multigéniques [12]. Bien que le
phénomene de duplication semble jouer un role majeur dans la spéciation et
Pinnovation génétique, peu de travaux ont été réalisés sur le devenir a court
terme des genes dupliqués. Nous nous intéressons a Iévolution d’une
famille multigénique impliquée dans la voie de biosynthese de 'amidon
(famille de ’AGPase) a deux échelles évolutives : d’une part a ’échelle des
angiospermes qui, au cours de leur évolution, ont subi plusieurs événements
de duplication conduisant 2 un nombre de genes d’AGPase élevé et variable
d’une espece a lautre, et d’autre part chez le mais qui, depuis sa
domestication, a subi une forte pression de sélection pour 'augmentation
des réserves amylacées de ses grains, et dont le génome présente six genes
d’AGPase.

L’ADP Glucose pyrophosphorylase (AGPase) est une enzyme clé de la
voie de biosynthese de 'amidon. Elle est largement répandue et tres
conservée depuis les bactéries, ou elle est composée de quatre sous-unités
codées par un méme gene (homotétrameére) et participe a la synthése du
glycogene [2], jusquaux plantes supérieures, ou elle se trouve sous forme
d’hétérotétramere constitué de deux grandes sous-unités de fonction plutot
régulatrice et de deux petites sous-unités de fonction plutdt catalytique [42].
C’est une duplication tres ancienne du gene d’AGPase qui aurait permis la
spécialisation fonctionnelle et la complémentarité des deux sous-unités.
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Chez le mais, il a ét¢ montré que les AGPases majoritairement exprimées
dans lalbumen, 'embryon et la feuille sont codées par trois couples de
geénes paralogues différents [16], [34], [15], que nous nommerons ci-apres
Sh2-a et Bt2-a, Sh2-e et Bf2-¢, et Sh2-fet Bt2-f, respectivement. La protéine est
plastidiale dans I’embryon et la feuille, alors que la forme majoritaire de
I'albumen est cytosolique [5]. Le gene Sh2-f n’a pas été identifié a ce jour. A
Porigine de notre projet, la phylogénie de I'ensemble de ces génes était
incomplete, mais les divergences entre séquences de chaque sous-unités
pour différents organes semblaient plus faibles qu’entre grande et petite
sous-unités. Ces données suggerent que, suite a la duplication initiale ayant
donné lieu aux deux sous-unités de type SH2 et BT2, plusieurs duplications
indépendantes pour chaque sous-unité ont conduit a des paralogues
spécialisés dans différents organes [42], [23].

Chez les céréales, les genes d’AGPase les plus étudiés sont ceux exprimés
dans l'albumen, principal organe de réserves. Chez le mais, le role
physiologique crucial de PAGPase dans I'albumen a été confirmé par Ieffet
drastique de la mutation des génes Sh2-a (codant la grande sous-unité) ou
Bt2-a (codant la petite sous-unité) [45], par la corrélation entre la variation
d’activité enzymatique de ’AGPase et les variations de teneur en amidon
[43], [34], [17], [20], et par la colocalisation de ces génes avec des QTL de
masse du grain ou de teneur en amidon [18], [6], [39]. Depuis la
domestication du mais, il y a environ 10 000 ans, il semble que la teneur en
amidon ait été fortement soumise a la sélection humaine. I.amidon,
synthétisé dans la feuille et le grain, et spécifiquement accumulé dans
I'albumen, permet de répondre a la fois a des exigences en conditions
naturelles lors de la germination des grains, mais représente aussi une des
principales ressources pour PHomme lors de la culture du mais.

Nous avons cherché a identifier les mécanismes évolutifs tels que la
sélection, naturelle ou humaine, la dérive génétique, ou les effets
démographiques ayant modelé la diversité des genes d’AGPase. Chez le
mais, espece dont la domestication a ¢été la plus étudiée du fait de
I'importance économique mondiale de cette culture, il est actuellement
possible de comparer des formes sauvages actuelles, les téosintes [26], [41],
[30], aux formes cultivées ayant subi différentes intensités de sélection :
depuis les cultivars traditionnels encore utilisés dans la zone d’origine de
Pespece, P’Amérique centrale, jusqu’au matériel élite aujourd’hui utilisé dans
la création variétale. Il est actuellement connu que la domestication du mais
a conduit a une perte globale de diversité résultant a la fois de la sélection
sur certains genes cibles, les génes du syndrome de domestication [24], [7],
[46], [49], mais aussi d’un goulot d’étranglement du a la réduction d’effectif
ayant accompagné les premieres étapes de domestication [9], [25], [13].
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Au laboratoire, nous avons montré que la variation moléculaire de $42-a
est associée a une variation de la masse du grain et de la teneur en amidon et
en protéine de albumen ([28], et résultats non plubliés). De plus, le patron
de diversité du géne $h2-a sur I'ensemble de I'espece suggere que la grande
sous-unité d’AGPase de I'albumen a été soumise a une sélection naturelle
ancienne, existant déja chez les téosintes, conduisant a une forte réduction
de la diversité du gene [29]. Par ailleurs, nous avons confirmé les travaux de
Whitt ¢z al, [49] montrant que B#Z2-z a subi une tres forte réduction de
diversité lors de la domestication, suggérant que ce gene est impliqué dans la
différenciation morphologique entre grains de plantes sauvages et cultivées.

Notre projet vise 1) a identifier le géne Sh2-f par recherche in silico et
validation par étude d’expression, 2) a analyser I’évolution de la famille
multigénique de I'AGPase chez les angiospermes en recherchant
particuliecrement les branches de I'arbre phylogénétique au cours desquelles
le gene a subi une accélération d’évolution, et enfin 3) a caractériser la
variation moléculaire des six genes d’AGPase de mais parmi les formes
sauvages et cultivées afin de déterminer si certains d’entre eux ont été
soumis a des pressions de sélection naturelle ou anthropique.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Identification du géne de la grande sous-unité¢ d’AGPase
exprimé dans la feuille chez le mais, Sh2-f, et validation par
RT-PCR semi-quantitative.

2.1.1. Identification du géne Sh2-f.

La séquence du gene d’orge codant la grande sous-unité d’AGPase
exprimée dans la feuille (GenBank U66876; [8]) a été utilisée afin de
rechercher 7n silico, par Blastn, une séquence homologue chez le mais. Nous
avons ainsi obtenu deux séquences partielles et chevauchantes, 'une issue
du séquengage génomique couvrant 2717 paires de bases de la partie 5’ du
gene (TIGR data base, AZM4 51892), et l'autre, correspondant a un EST,
couvrant 1238 paires de bases de la partie 3° codante du gene (Genbank
AY108622). La séquence composite issue de ces deux séquences a été
alignée aux genes d’AGPase de mais déja connus.

2.1.2. RT-PCR semi-quantitative

Les ARN totaux de la lignée MBS847 ont été isolés a partir de onze
tissus différents: feuilles au stade hétérotrophe (stade 3 feuilles) et
autotrophe (4¢ feuille), feuille de Iépi et spathes foliacées (stade floraison),
ovules non fécondés, grains fécondés au stade 3 JAP (jours apres
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pollinisation), embryon et albumen de grains en développement au stade 21
JAP, pollen mur, racines (stade 3 feuilles) et soies non fécondées. Les tissus
ont été broyés dans I'azote liquide et les ARN extraits grice au kit RNeasy
mini kit (Qiagen) sans incubation des broyats + tampon RLT a 56°C pour
les tissus contenant de 'amidon. Les extraits ont été traités par DNAse et
rétro-transcrits en cDNA selon la méthode utilisée par Damerval e a/, [4].
La concentration des ARN messagers a été ajustée entre organes en utilisant
le géne I’ARN ribosomique 18S comme gene constitutif de référence.
L’expression des six genes paralogues dans Pensemble des tissus a été
révélée par PCR a I'aide d’amorces gene-spécifiques (tabl. I), migration sur
gel d’agarose et coloration au bromure d’ethidium. Afin d’obtenir des
résultats semi-quantitatifs, le nombre de cycles de PCR permettant
d’atteindre la phase linéaire d’amplification a été défini, pour chaque gene,
en utilisant extrait de cDNA de 'organe ou 'expression la plus forte était
attendue : albumen au stade 21 JAP pour $h2-a et B#2-a, embryon au stade
21 JAP pour Sh2-¢ et B2-e, et feuille autotrophe pour Sh2-f putatif et Bz2-f
(tabl. I).

Tableau I: Amorces oligonucléotidiques et conditions de RT-PCR pour les génes
d’AGPase.

Géne Amorce Forward Amorce Reverse Ajout mix TM NC
Sh2-a  TGCAGCATTCTCAAACACAG GGATATCAATAAGCCTGTAACAT 1ul. MgCI2 55 26
Bt2-a  CTCTGCTTCCCTCAACCGTCAC GTCTGTCACATCAGCATCAAGAACC  2uL MgCI2 56 25
Sh2-e  ATCCCCATGAGCAACTGTTT GTTCCAATGTCCTCCCAGT - 56 22
Bt2-e  TATCCACTGACGAAGAAGAGGGCG  AAGGACATTCTTATCATTCTCA - 50 30
Sh2-f GGTGGTGGCGGTCATCCTC CTGCAAGCAGCTCTCCTCTT 1xQ,1uL 62 30
MgCI2
Bi2-f  CTCCCAGACCTGCCTCGAC CAGCAACAGTAATATCAGCATCC 1xQ 62 30
18 CCATCCCTCCGTAGTTAGCTTCT CCTGTCGGCCAAGGCTATATAC 3uL MoCl2 60 10

Ajout mix : complément au tampon de PCR constitué de 1x Tampon de la taq polymérase Qiagen, 1u de
taq Qiagen, 0,4 uM de chaque amorce et 0.2 uM de chaque ANTP dans un volume total de 25 uL ; TM:
température d’hybridation des amorces ; NC : nombre de cycles de PCR. Les NC cycles de PCR (45” a
95 °C, 30” a la température TM et 2’ a 72 °C) sont précédés de 5’ a 95 °C et suivis de 5’ a 72 °C.

2.2. FEvolution de la famille multigénique d’AGPase chez les
angiospermes

2.2.1. Recherche in silico des séquences de génes

Nous avons collecté 'ensemble des séquences nucléotidiques codantes
correspondant aux genes de type S42 et B2 par blast (megablast et tblastn)
dans les bases de données NCBI (National Center for Biotechnology
Information), JGI (Department of Energy Joint Genome Project, pour
Populus trichocarpa, Physcomitrella patens, Chlamydomonas reinbardtii, Ostreoccocus
tanri et Ostreoccocus lncimarinus) et TIGR (pour Oryza sativa). Les séquences
incompletes ou trop divergentes n'ont pas été conservées. L'étude concerne
ainsi 44 séquences de type Sh2 (liste complete disponible auprés des
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auteurs). Les résultats portant sur les séquences de type B2 ne sont pas
reportés ici.

2.2.2. Analyse des séquences

Les séquences ont été alignées a partir de leur traduction protéique en
utilisant le logiciel BioEdit [22] avec la matrice BLOSSUMO2. L'extrémité
N-terminale a été réduite d'environ 82 résidus du fait d'un mauvais
alignement des séquences dans cette zone. Une phylogénie du gene $52 a été
obtenue par maximum de vraisemblance (500 bootstraps) avec PhyML [21]
en utilisant, comme groupe externe, la séquence connue la plus proche de
celles des angiospermes : 42 de Physcomitrella patens (Fig. 1).

L'alignement et la phylogénie ont ensuite été utilisés pour identifier des
sites (codons) présentant une vitesse d’évolution variable au cours de Ihistoire
de cette sous-unité (modele dit «branche et site » du programme codeml
implémenté dans PAML v4 ; [50]). Le programme utilise le ratio w = dN/dS
comme estimateur de la vitesse d'évolution, dN étant le taux de substitution
non-synonyme et dS le taux de substitution synonyme. Une valeur de 1
indique une évolution neutre, alors qu’une valeur inférieure a 1 indique une
contrainte évolutive et une valeur supérieure a 1 une sélection positive.
Chaque modéle est évalué par Likelihood Ratio Test (LRT) relativement a un
modéle emboité. Nous avons testé différents scénarios évolutifs permettant
d’identifier une variation de la vitesse d'évolution i) suite a la premicre
duplication du gene $42 (fig. 1, branches 1 et 2), ii) suite 4 la méme duplication
et jusqu’a la séparation entre monocotylédones et dicotylédones (branches 1
dune part et 2+3+3 dautre part), iii) apres la séparation entre
monocotylédones et dicotylédones pour la sous-unité généralement exprimée
dans le grain (branches 4 et 5), et enfin iv) suite a la seconde duplication du
gene spécifique des monocotylédones (branches 6 et 7).
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Figure 1: Arbre phylogénique des genes de la grande sous-unité (SH2)
d'AGPase chez les angiospermes. L'arbre a été construit par maximum de
vraisemblance (PhyML, 500 bootstraps) avec un modéle GTR+I'+1 dont les
parametres I' (loi gamma de distribution des taux de substitution) et I
(proportion de sites invariants) sont estimés par vraisemblance. La longueur des
branches est proportionnelle au taux de substitution synonyme (dS) estimé par
PAML. Les organes d'expression sont notés entre parenthéses (?: organe
d'expression non décrit). D: événements de duplication. Numéros entourés:
branches testées pour une modification du taux d'évolution.*: espéces retirées
pour tester le taux d’évolution de la branche 2+3+3'".

Dicotylédones
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2.3. Diversité des genes d’AGPase dans ’espéce Zea mays L.

2.3.1. Matériel végétal

Notre étude a porté sur une collection de mais cultivés constituée de 13
lignées d’origine américaine et 13 lignées d’origine européenne échantillonnées
a partir d’'une collection de 372 lignées (décrites par Camus-Kulandaivelu ez a/.
[3]) dans le but de maximiser la diversité de marqueurs microsatellites (logiciel
Mstrat ; [19]). Par ailleurs, 12 populations traditionnelles (cultivars) originaires
d’Amérique centrale et 15 populations de téosintes de la sous-espece
parviglimis, forme sauvage actuelle la plus proche des mais cultivés, ont été
choisis pour représenter la diversité répertoriée (accessions CIMMYT). Un
individu a été pris au hasard par population de cultivar et de téosinte.

2.3.2. Diversité moléculaire intra-spécifique

Les individus ont été semés en serre et leur ADN extrait a partir de
feuilles jeunes (voir Manicacci ef al. [29]). Une région génomique d’environ
2kb couvrant une partie comparable des six paralogues (allant des exons 4 a
13 pour Sh2-a et 3 a 8 pour Bz2-2) a été définie a partir de Palignement des
six genes, et amplifiée chez les lignées, les cultivars et les téosintes
(protocoles disponibles auprés des auteurs). Les produits de PCR ont été
directement séquencés pour les mais cultivés (lignées homozygotes) et
clonés selon la méthode de TA-cloning (kit Promega ou TopoXL) pour les
27 individus issus des populations de cultivars et de téosintes,
potentiellement hétérozygotes. Pour chaque individu, un clone contenant un
insert de taille attendue a ensuite été isolé et son insert amplifié par PCR a
I'aide d’amorces universelles (PCR a I'aide de taq Qiagen 1 ul pour 20 d, 30
cycles ; TM ajustée en fonction des amotces), puis séquencé. Pour chaque
géne, des amorces internes ont été définies pour séquencer lintégralité du
fragment, puis les séquences ont été alignées et éditées grace au logiciel
Staden, et les séquences correspondant a un méme individu ont été
contiguées. Les singletons (variants présents une seule fois dans I'alignement
de séquences) observés lors du séquencage d’un clone isolé de cultivars ou
de téosintes peuvent résulter d’erreurs de la tag-polymérase lors de la PCR.
Ils ont été vérifiés soit par séquencage d’un second clone portant le méme
allele (gene Sh2-a), soit, pour les genes présentant peu ou pas de
polymorphisme d’insertion/délétion, par séquencage direct de produits de
PCR sur ADN génomique et identification de polymorphismes
nucléotidiques entre alleles par lecture de pics doubles (pour les 5 autres
paralogues). Les vérifications de singletons pour le gene Sh2-f ont été
réalisées pour la majeure partie de la région séquencée. Seule cette partie est
analysée, et les derniéres vérifications en cours permettront de compléter et
de confirmer nos résultats.
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Pour chaque gene, l'alignement des séquences a permis d’estimer les taux
de diversité z [32] et 0 [47] et le nombre d’haplotypes. Le déséquilibre de
liaison (LD) a été estimé par 72 (carré du coefficient de corrélation entre
fréquences alléliques) en excluant les sites non informatifs, et nous avons
testé sa signification par tests exacts de Fisher et sa corrélation avec la
distance physique entre polymorphismes par régression non linéaire [35].
L’hypothése d’évolution neutre classiquement utilisée en génétique des
populations (neutralité, taille de population constante et absence de
structure de population) a été testée grace aux parametres D [44], D* et F*
[11]. Ces analyses ont été appliquées aux lignées, cultivars, mais (lignées +
cultivars) et téosintes, grace au logiciel DnaSP version 4.00 [38].

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Expression des génes d’AGPase

La séquence composite du gene ShZ-f putatif, que nous avons alignée
avec les cinq genes déja connus chez le mais, couvre trés probablement
I'intégralité des exons du gene. Elle est plus proche des genes de type 52
que des genes de type Bz2, mais suffisamment différente de S42w et Sh2-¢
pour pouvoir correspondre au gene Sh2-f de mais.

Le patron d’expression obtenu pour Sh2-f putatif (fig. 2) indique 1) qu’il
est fonctionnel puisqu’il s’exprime chez le mais, 2) que son expression est
observée dans les organes ou elle était attendue puisqu’il s’exprime quasi-
exclusivement dans la feuille de mafs, particuliecrement au stade jeune, 3) que
son patron d’expression est totalement différent de ceux de Sh2-a et Sh2-¢, et
enfin 4) quil est co-exprimé avec B2-f puisquil présente un patron
d’expression similaire. Il semble donc fortement probable que ce géne code
bien la grande sous-unité de ’AGPase de feuille de mais, dont la petite sous-
unité est codée par B2-f(ou 1.2 ; [34]).
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Figure 2: Expression des genes d’AGPase. Profils de RT-PCR obtenus pour le
geéne ribosomique constitutif 18S et les six geénes de la famille multigénique de
I’AGPase sur 11 tissus de mais. SL : marqueur de taille Smart ladder.

Par ailleurs, les patrons d’expression des six genes d’AGPase sont
particulierement contrastés (fig. 2). Les genes Sh2- et Bf2-a sont décrits pour
s’exprimer majoritairement dans I'albumen [16]. L’expression de Sh2-a est
exclusivement trouvée dans l'albumen a 21 JAP, alors que le géne Br2-a
s’exprime aussi dans "embryon des grains 4 21 JAP, et plus faiblement dans le
grain jeune (3 JAP) et les feuilles, quel que soit leur stade de développement.
Le patron spécifique obtenu pour le gene $h2-a suggere que le patron non
spécifique obtenu pour Bf2-a est dd a un domaine plus large d’expression
plutét qu’a une contamination des ADNc. Les génes S52+¢ et Bz2-¢ sont décrits
pour s’exprimer dans embryon [34], [15]. De méme que pour les génes
d’albumen, la spécificité de région d’expression est plus grande pour S/2-¢ que
pour B2+, qui s’exprime aussi bien dans I'albumen que dans 'embryon des
grains en cours de remplissage (21 JAP) ainsi que, plus faiblement, dans les
spathes. Ces résultats représentent la premicre étude d’expression, dans
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différents organes de mais, des genes de type 542, et confirment ceux obtenus
sur les genes de type B#2 par Rosti et Denyer [37].

3.2. Evolution moléculaire de la famille multigénique d’AGPase
chez les angiospermes

Notre approche phylogénétique sur I'ensemble des séquences de type
Sh2 et B2 confirme que le groupe Sh2 est monophylétique et tres éloigné du
groupe B72, et que les séquences de type $52 sont beaucoup plus diverses
que celles de type B#2 (résultats non présentés ; [14]).

Suite a la plus ancienne duplication du gene 542, la phylogénie (fig. 1)
permet de distinguer deux branches trés fortement soutenues, la branche 1 qui
conduit 2 un ensemble de paralogues généralement spécialisés dans la feuille,
et la branche 2 (ou 2+3+3’ si 'on considere la branche allant de la duplication
a la divergence entre monocotylédones et dicotylédones) qui conduit a des
paralogues généralement spécialisés dans le grain. Ces deux branches, et plus
particulicrement la branche 2 (ou 2+3+3), montrent une accélération de la
vitesse d’évolution de certains codons (tabl. II). Parmi eux, le résidu en
position 261 est fortement susceptible d’avoir subi une sélection positive dans
les branches 1 (PP > 80%) et 2 (PP > 95%). Ce codon, localisé dans le site
actif de la sous-unité SH2 [1], présente un acide aminé S (ou A) de tres faible
encombrement parmi les genes exprimés dans la feuille, et un acide aminé Q,
H, L ou D, d’encombrement élevé, parmi les genes exprimés dans le grain.
On peut donc penser que, suite a la premicre duplication du gene $52 chez les
angiospermes, une sélection divergente des deux paralogues, portant sur le site
actif, a permis leur spécialisation dans la feuille ou dans le grain.

Tableau II: Résultats du modeéle « branches et site» (PAML) montrant une
variation significative du taux d’évolution dans la phylogénie des genes de type $5H2

Branche P % sites 1) 0,80 < PP< 0,90 < PP < 0,95 < PP
0,90 0,95
1 3,0 102 3,0 431 261 225 228 412
423
2 9,210+ 2,3 45,6 227 114 261
368
2+3+3 39106 5,7 5,7 261 263 291 64 368
4 2,8 108 6,2 6,4 149 159 424 445
502

P: degré de signification du LRT (Likelihood ratio test) dont ’hypothése nulle est un modele
a deux catégories de sites (contraints et neutres), et le modele testé posséde une catégorie
supplémentaire de sites soumis a sélection positive dans la branche considérée, et contraints
ou neutres dans le reste de la topologie. La statistique de test (ratio de vraisemblances) suit un
Chi-2 a deux degrés de liberté. Le tableau indique la proportion de sites sous sélection
positive dans la branche considérée (% sites) et leur valeur de w , ainsi que la position,
relativement a la séquence de Sh2-2 de Z. mays (GenBank AAB52952), des sites ayant une

75



J. Cotbi ez al.

probabilité postérieure (PP) >80% d’étre sous sélection positive (algorithme Bayes Empirical
Bayes de PAML).

Par ailleurs, le paralogue exprimé dans le grain montre une trés forte
accélération d’évolution dans la branche conduisant aux monocotylédones
(branche 4, fig. 1, tabl. II), impliquant notamment le résidu 502 localisé dans
le motif d’activation de la sous-unité. Ce résultat suggére qu’une
modification adaptative de la régulation de la sous-unité SH2 ait pu conduire
a une protéine plus efficace, permettant la forte accumulation d’amidon
caractéristique de Palbumen des graminées.

3.3. Evolution moléculaire des génes d’AGPase au cours de la
domestication du mais

Aucun des six génes d’AGPase étudiés ne présente de diminution
significative du taux de diversité entre cultivars et lignées. Ces deux origines
ont donc été regroupées sous le terme mais et leur diversité a été comparée a
celle des téosintes (fig. 3). Ces six genes, a Pexception du gene S42-f pour les
téosintes, montrent un faible niveau de diversité nucléotidique en
comparaison a la diversité moyenne obtenue pour des genes neutres chez
cette espece, suggérant de fortes contraintes évolutives sur 'ensemble de la
famille multigénique. La structure haplotypique des polymorphismes révele un
déséquilibre de liaison tres faible chez les téosintes pour les six genes (résultats
non présentés), alors qu’il est élevé chez les formes cultivées et peu affecté par
la distance physique (la figure 4 donne 'exemple du gene B#2-¢). Ceci indique
qu’un nombre réduit d’haplotypes, issu de la large diversité des téosintes, est
présent parmi les formes cultivées.
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Figure 3: Diversité nucléotidique des génes d’AGPase, estimé par m sur sites
silencieux (non codants et synonymes) parmi les mais (lignées élites et cultivars) et
les téosintes. Les lignes pointillées indiquent la diversité nucléotidique moyenne des
sites silencieux recensée dans des genes neutres chez les mais et les téosintes. Les
pourcentages en gras indiquent la perte de diversité observée entre téosintes et mafs
pour chaque gene, ainsi qu’en moyenne sur les génes neutres.

La domestication du mais s’est accompagnée d’un goulot d’étranglement
qui a entrainé une forte chute de diversité sur 'ensemble du génome (environ
20 %, [36]). Deux des genes que nous avons ¢étudiés montrent une perte de
diversité nettement supérieure, puisqu’elle est de 67% pour Sh2f et de 82%
pour Bf2-a. Par ailleurs, plusicurs tests de neutralité révelent une trace de
sélection purifiante parmi les mais et les lignées pour S52-f (Drrajima = -1,68, P
< 0,10et Drijma = -1,86, P < 0,05 pour les mais et les lignées,
respectivement), et parmi les cultivars pour Bz2-a (Druwsai = -1,69, P < 0,05).
Ces deux genes ne montrent aucune trace de sélection chez les téosintes. Ces
résultats suggerent que ces deux genes ont pu jouer un role majeur au cours
de la domestication et/ou pendant les phases de sélection humaine qui ont
suivi. Cette sélection aurait quasiment éliminé la diversité du gene d’albumen
Br2-a chez les mais. 1l serait intéressant de mettre en place une approche de
génétique d’association afin de déterminer si la diversité du gene Sh24, encore
importante parmi les maifs actuels, est liée a une variation phénotypique de
caracteres tels que la croissance de la plante ou 'accumulation en amidon des
grains.

77



J. Cotbi ez al.

haut: P bas:r?
m <0.00001 I
@ <0.0001 >0.8
O <0.001 >0.6

Figure 4 : Déséquilibre de liaison entre sites polymorphes du gene B2+ parmi a)
les téosintes et b) les mais cultivés (lignées et cultivars). Seuls les polymorphismes
informatifs ont été retenus.

L’ensemble de ces résultats est préliminaire et sera complété par des
analyses en cours qui devraient permettre de préciser les mécanismes ayant
affecté lévolution de la petite sous-unité d’AGPase, BT2, chez les
angiospermes, et de mettre a jour des événements de coévolution entre sous-
unités présentes dans un méme organe. Enfin la comparaison des études inter
et intra-spécifiques nous indiquera si les mémes résidus ou régions protéiques
ont été la cible de la sélection lors de Thistoire des angiospermes et a I'intérieur
de Pespece Zea mays, en particulier lors de la domestication du mafs.
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Abstract: Diversity and evolution of bacterial dehalogenases: Detection by
bioinformatic tools and research perspectives. In general, our environment has
only recently been exposed to significant quantities of the halogenated compounds
due to their synthesis for industrial applications. This may have led in the bacterial
wotld to the rapid evolution of genes, such as dehalogenases genes, for the degrada-
tion of these often toxic and xenobiotic compounds. Different modes of evolution
have been proposed for the emergence of these catabolic genes, but the sequential
accumulation of point mutations appears unsuitable for this purpose. Rather, such
genes may be more rapidly arrived at by frame-shift mutations in pre-existing genes,
a process which in many cases seems to involve repetitive sequence elements. Al-
ternatively, genes coding for functional enzymes may be assembled by reshuffling of
DNA fragments of different origins. We are experimentally investigating these
different mechanisms in the laboratory, focussing on dehalogenase enzymes which
perform the key steps in the degradation of halogenated pollutants. Here, we briefly
discuss how the combination of different bioinformatic tools may also help us to
detect and analyse the global diversity of dehalogenase genes, and thereby to gain a
better understanding of evolutionary processes. In the context of the growing avail-
ability of DNA sequences from the environment in sequence databases, the devel-
opment of streamlined bioinformatic protocols to address questions of gene evolu-
tion towards a given function is a challenging perspective for the near future.
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Résumé : Les composés halogénés utilisés industriellement, souvent des
xénobiotiques toxiques introduits récemment en quantités significatives dans
l'environnement, ont vraisemblablement conduit a I'évolution rapide de geénes
cataboliques comme ceux des déshalogénases dans le monde bactérien. Différents
modes d'évolution ont été proposés pour expliquer I'émergence de ces génes, dont il
semble peu probable qu'ils puissent résulter de l'accumulation successive de
mutations ponctuelles. Comme alternative, une évolution de ces genes par des
mutations modifiant le cadre de lecture de génes préexistants a été proposée, selon
des processus qui impliqueraient souvent des éléments de séquence répétés.
L'assemblage de geénes codant pour des enzymes fonctionnelles par brassage de
fragments de génes préexistants d'origines diverses représente une autre possibilité.
Nous étudions expérimentalement au laboratoire le potentiel de ces différents
mécanismes pour l'évolution de génes, en nous consacrant en particulier aux
déshalogénases, enzymes-clé de la dégradation des polluants chlotrés. Ici, nous
discutons brievement comment l'utilisaion combinée de différents outils
bioinformatiques aujourd’hui disponibles peut aussi nous aider a détecter et a
analyser la diversité globale des génes déshalogénases, mais pourrait aussi a terme
nous aider a gagner une meilleure connaissance des processus évolutifs a I'origine de
l'existence de ces génes. Dans le contexte actuel de I'augmentation importante de
séquences d'ADN environnemental dans les bases de données de séquence, le
développement de protocoles bioinformatiques permettant d'aborder les questions
d'évolution de génes pour le codage de fonctions spécifiques émerge comme un défi
important pour l'avenir.

Bioremédiation/ polluants halogénés/ déshalogénation/ bioinformatique/
évolution moléculaire

1. INTRODUCTION

Les procaryotes ont été les premiers organismes vivants : ils évoluent sur
notre planéte depuis 3,8 milliards d’années, durant lesquelles ils ont acquis
une diversité physiologique qui leur a permis de coloniser les écosystemes
les plus divers [11]. Les développements récents en génomique ont permis
de révéler que cet exceptionnel potentiel adaptatif bactérien est directement
lié aux caractéristiques de leurs génomes.

Schématiquement parlant, les génomes ont la capacité d’évoluer par deux
types de mécanismes [2]. Les processus verticaux, tout d’abord, entrainent a
chaque génération des changements locaux, ponctuels, de 'ADN cellulaire.
Ils permettent aussi des réarrangements génomiques par recombinaison du
matériel génétique de la cellule, par le biais de séquences d’insertion et de
transposons. Par ailleurs, les bactéries disposent de systemes faisant varier la
fréquence des mutations et des réarrangements, et permettant d'accroitre
leur diversité génétique de fagon transitoire (stade hypermutateur) [20].
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La transmission horizontale de l'information génétique, en revanche,
conduit a des échanges intercellulaires de fragments d’ADN (par
transduction, conjugaison ou transformation active ou passive). Ces
processus permettent l'intégration par recombinaison d’ADN étranger au
matériel génétique d'une cellule [0].

L’ensemble de ces processus, en diversifiant le matériel génétique
disponible, représente ainsi un moyen important permettant aux bactéries de
s'adapter aux perturbations de 'environnement ou a de nouvelles niches
écologiques. Cette évolution des génomes bactériens a fait I'objet de
nombreux travaux récents d'analyse bioinformatique (in silico). Par exemple,
Nakamura et al. [15] ont détecté des évenements d'échange de genes sur de
nombreux génomes et, dans certains cas, ont pu identifier les taxons
d’origine de ces genes. Ces études présentent cependant plusieurs limites :
elles ne permettent ni de dater précisément ces évenements, ni de
déterminer les conditions environnementales qui ont conduit a l'acquisition
de certains génes puis a leur fixation dans le matériel génétique des
populations étudiées. Ces limitations soulignent la nécessité d’utiliser des
modeles d’étude de Dévolution sur une échelle de temps connue.
L'utilisation a grande échelle des pesticides produits industriellement par
I’homme, parfois qualifiés de xénobiotiques (littéralement "étrangers au
vivant"), fournit Popportunité d’étudier I'adaptation des bactéries a des
composés auxquels elles n’ont pas été confrontées au préalable.

Les composés halogénés constituent une classe de xénobiotiques
intéressante parce que beaucoup d'entre eux n’ont été introduits que tres
récemment dans l'environnement, par exemple a partir des années 1920
pour le dichlorométhane et des années 40 pour le lindane. Relevons qu'un
nombre significatif de composés toxiques de ce type sont maintenant
connus pour étre produits naturellement, que ce soit de maniére abiotique
ou biotique [12], [16]. Il semble toutefois raisonnable d'admettre que la
concentration de la plupart de ces composés dans l'environnement, facteutr
majeur de leur toxicité et des préoccupations sociétales actuelles, a été
négligeable jusqu'a I'époque industrielle.

On constate aujourd'hui qu'une part significative des bactéries détectées
dans des environnements exposés a des composés chlorés, expriment un
métabolisme de dégradation spécifique de ces composés, qui leur permet de
les exploiter comme nutriments, parfois méme exclusifs, pour leur
croissance. Ces voies de dégradation revétent ainsi un grand intérét pour
l'étude des processus d’évolution microbienne [9]. Les nombreux travaux de
recherche dans ce domaine, et ce dés les débuts du génie génétique (voir p.
ex. [5]), ont déja permis d’élucider plusieurs mécanismes responsables de la
mobilisation de genes fonctionnels dans le contexte de 1'assemblage de voies
de dégradation de polluants. Cependant, si de nombreuses voies
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cataboliques sont aujourd'hui élucidées, on ne posséde le plus souvent pas
d’informations suffisantes sur I’évolution des génes codant pour les enzymes
impliquées, ni sur le degré de divergence de ces séquences par rapport aux
séquences d'origine [9].

Dans ce contexte, nos travaux se sont focalisés en particulier sur les
déshalogénases, les enzymes qui réalisent les étapes-clé de la dégradation des
composés chlorés. Deux hypothéses ont été émises quant a I'origine des
geénes correspondants. D’aprés Janssene et al. [9], ces genes pourraient
provenir d’'un géne ancétre précurseur, fonctionnel ou cryptique, a partir
duquel une courte évolution a permis d’obtenir le géne catabolique. On peut
envisager par exemple qu'un décalage de la phase de lecture au niveau d’une
séquence qui présente des répétitions internes conduise a son évolution en
un gene fonctionnel catabolique. Ce gene pourrait alors étre dispersé par
transfert horizontal au sein de la communauté bactérienne, la sélection
exercée par la présence du polluant aidant a sa fixation au sein d’une ou de
plusieurs populations. Des indications pour l'existence de ce mécanisme ont
été décrites [18]. Une hypothése alternative pout I'évolution des génes de
déshalogénases, propose que le transfert d’informations entre bactéries
s'opére non par la mise a disposition pour la communauté d’un gene
fonctionnel, mais par la génération de genes de novo par brassage
moléculaire de plusieurs fragments d’ADN d’origines distinctes [4]. De ce
fait méme, un nouveau géne fonctionnel construit de la sorte, par transferts
horizontaux successifs, garderait la possibilité d’étre dispersé au sein de la
communauté par recombinaison, puis y étre fixé dans les bactéries les mieux
adaptées a son action [4].

Nous nous intéressons a dresser un inventaire des déshalogénases
microbiennes et de leurs caractéristiques moléculaires, dans le but de
renseigner nos hypothéses sur le chemin évolutif de la classe fonctionnelle
d'enzymes déshalogénases et d'approfondir ainsi nos connaissances des
mécanismes qui contribuent a I'évolution de cette ressource. Notre projet
sarticule en deux volets. D'une patt, nous travaillons a 1'étude
bioinformatique exhaustive de 'ensemble des déshalogénases, caractérisées
ou putatives, en comparant les séquences nucléiques et protéiques de ces
enzymes avec celles disponibles en bases de données, mais aussi en
comparant ces séquences entre elles. D'autre patt, cette approche
bioinformatique nourrit les approches expérimentales que nous
poursuivons, et qui visent a I'évolution de déshalogénases au laboratoire, par
l'application de différentes techniques de mutagénese aléatoire, et par
brassage et remodelage de fragments d'ADN 7 vitro [4].
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2. MATERIELS ET METHODES

Les recherches de similarité de séquence sont d'abord réalisées par BLAST
[1]. La base de données Uniprot ([22], http://beta.uniprot.org) permet de
rechercher et d'organiser les familles de séquences en groupes de différents
niveaux d'identité ("clusters") ainsi que leurs identifiants bioinformatiques (par
exemple ceux des bases de données Hamap, Prosite, Tigrfam, Interpro, Pfam et
Blocks utilisées dans le tableau I). Les alignements protéiques et nucléiques sont
réalisés avec les différents outils disponibles sur la plateforme d'analyse
bioinformatique MyHits ([17], http://myhits.isb-sib.ch) et par lintermédiaire de
ClustalX [10]. Le logiciel MEME a aussi été utilisé afin d’identifier des motifs
protéiques et nucléiques ([3], http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/motif/ meme).
Des outils expérimentaux d'analyse de profils au niveau protéique ([8], cf.
http:/ /www.expasy.org/tools/scanprosite, et [25] pour un exemple
d'application), mais aussi nucléique en cours de développement, ont été utilisés
sur la plateforme Vital-IT du Swiss Institute of Bioinformatics
(http:/ /www.vital-it.ch).

3. RESULTATS

Les résultats présentés ici ont a leur origine la recherche de séquences
homologues aux déshalogénases identifiées dans la base de données NCBI
(National Center for Biotechnology Information) en juin 2006. A cette date,
celle-ci contenait 317 génomes bactériens totalement séquencés (en février
2008, ce chiffre était monté a 586). Sur cette base, 80 genes codant pour des
protéines présentant un niveau de similarité significatif avec une
déshalogénase connue ont été identifiés. L'élimination des séquences par
trop similaires nous a permis de définir une trentaine de genes différents,
représentant l'ensemble des déshalogénases des bases de données de
séquence, tous types confondus. A souligner qu’une activité enzymatique
cotrespondante n’avait été démontrée que pout une quinzaine d'entre elles.
Le tableau I présente un extrait succinct et actualisé (février 2008) des
différents types de déshalogénases bactériennes connus dans la base de
données Uniprot, organisés en groupes (clusters) de séquences présentant au
moins 50% d'identité entre elles au niveau protéique. Cette préstructuration
automatisée des séquences disponibles en base de données est utile car elle
permet de définir aisément des représentants-type de chaque sous-famille de
séquences dans l'analyse des caractéristiques communes de familles de
protéines d'intérét. Elle permet ainsi de définir 677 clusters "déshalogénase",
représentant 2702 séquences. Les 557 clusters d'origine procaryote dans
lesquels le mot "dehalogenase" figure dans le titre, comprennent 2459
séquences. A noter que de trés nombreux clusters portent le méme nom, en

87



M. David e? al.

patticulier les clusters intitulés sur des variations de la désignation "haloacid
dehalogenase" (58 clusters comprenant un total de 287 séquences), sans qu'il
soit a priori possible de les interclasser, notamment de par le manque de
données expérimentales disponibles. De fait, la grande majorité de ces
clusters ne contient pas de protéine pour laquelle une activité a été vérifiée
expérimentalement, et la plus grande partie de ces clusters n'ont pas été
revus manuellement. Ce constat souligne la nécessité d'une nouvelle analyse
experte et sans a priori (c'est-a-dite sans tenir compte de l'annotation
existante), par exemple par génération de profils dédiés (cf. p. ex. [25]), de
l'ensemble des séquences disponibles en base de données, afin de recouvrer
la diversité globale des familles de protéine d'intérét et en affiner l'analyse.

Pour ce qui concerne les questions d'évolution moléculaire de génes de
déshalogénase qui nous intéressent ici, rappelons que la simple détection de
séquences similaires (par Blast, par exemple) dans les séquences bactériennes
disponibles en base de données pour chacune des séquences de
déshalogénases choisies définit simplement un ensemble de séquences
présentant un taux de similarité suffisamment élevé entre elles. Un chemin
évolutif qui structure leur distribution ou mette en évidence un geéne
potentiellement plus "ancestral" n'est pas défini.

11 est toutefois frappant de noter dans ce contexte que pour tous les
types de déshalogénases abordés, les analyses ont systématiquement révélé
un profil de similarité discontinu, s’étageant entre de forts niveaux de
similarité (supérieurs a 50 %), et de faibles niveaux de similarité (25 %), sans
valeurs intermédiaires. S'il se confirmait a l'avenir, ce phénomene suggere
fortement que 1'évolution de génes codant pour une fonction sous forte
pression de sélection dans l'environnement, telle la dégradation de
composés toxiques, ne procede que peu souvent par des mécanismes de
mutagénese ponctuelle. Un exemple est présenté dans la figure 1 avec
Ianalyse de la protéine DcmA (dichlorométhane déshalogénase) de
Methylobacterium dichloromethanicam DM4, que nous avons étudié en
détail [24]. Tres peu de séquences présentent une forte similarité avec cette
enzyme, jusqu'a une valeur-seuil inférieure a 60 % d'identité environ pour la
dichlorométhane déshalogénase codée par le gene demA de Methylophilus
leisingeri également caractérisée au laboratoire [21]. Les génes avec des
valeurs de similarité inférieures a 25 % (fig. 1), issus d'organismes
phylogénétiquement éloignés et ne partageant pas la méme niche
écologique, ne peuvent étre qualifiés d’homologues au sens strict. Il est donc
important de rappeler que la superfamille enzymatique des glutathion S-
transférases dont font partie les dichlorométhane déshalogénases comporte
d'autres représentants capables de dégrader le dichlorométhane (GST theta
1 des mammiferes, 24 % d'identité, [21]) ou d'autres composés chlorés,
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comme la tetrachlorohydroquinone déshalogénase LinD [14] intervenant
dans la voie de dégradation du lindane (moins de 12 % d'identité).

DCHA_METDI
BCHA_HETSE

GSTF2_ORYSJ
F1_0ORYS

54{=50 58<s<{=168 1868<S<=158 150<$<{=200 §>200

Figure 1: Résultat du Blast de la séquence de la dichlorométhane
déshalogénase/glutathion  S-transférase  (GST) DemA  de  Methylobacterinm
dichloromethanicums DM4  avec la base de données Swissprot, montrant les
décrochements typiques observés pour les déshalogénases entre les séquences de
déshalogénases proprement dites et les séquences de la méme superfamille des
GSTs. Les premicres séquences en grisé sont des GSTs de mammiferes dégradant
(GSTT1) ou non (GSTT2, 54-58 % d'identité avec GST T1, et comme GST T1
24 % d'identité avec DecmA [7]). Les dernieres séquences détectées ("E-value" < 10)
sont toujours des GSTs, mais sans activité de déchloration connue. En revanche,
d'autres GSTs bactériennes connues pour leur activité de déchloration, comme
LinD (cf. tabl. I) ne sont pas détectées dans cette analyse.
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4. DISCUSSION

Ce que nous avons évoqué succinctement ici (tabl. I, fig. 1) nous semble
caractéristique d'un état des lieux de l'analyse bioinformatique en
microbiologie aujourd'hui. Des efforts spécifiques doivent étre mis en ceuvre
non seulement pour une annotation précise et utile et une caractérisation
expérimentale des séquences disponibles, mais aussi pour tenter de mieux
comprendre les mécanismes évolutifs qui ont conduit a leur émergence.
Dans le contexte thématique des déshalogénases qui nous intéresse plus
particuliecrement, quelques questions concrétes alimentent notre travail
aujourd'hui :

- Peut-on estimer aujourdhui combien de fois l'activité
déshalogénase a ¢été acquise au sein des GSTs ou des A, B-
hydrolases ?

- Les GSTs impliquées dans des activités moins "exotiques" que la
déchloration ont-elles d'autres modes ou tempi d'évolution?

- Estil possible ou souhaitable d'établit des relations d'orthologie
entre les genes de déshalogénase ?

- Les profils phylogénétiques (impliquant le voisinage de genes ([23],
http://string.embl.de), ou linteraction avec des composés
chimiques spécifiques ([13], http://stitch.embl.de) apportent-ils une
valeur ajoutée a notre analyse ?

- Y a -t-il systématiquement des éléments génétiques mobiles au
voisinage des génes d'intérét?
- Estil possible d'étendre l'analyse aux protéines associées a l'action

des déshalogénases (transporteurs d'acide ou de chlorure, enzymes
de réparation de I'ADN ?)

Nous avons pour l'heure constaté que différents outils (comme par
exemple ici Blast (et en particulier Psi-Blast [19]), Profilescan [8], [17] et
Meme [3]) peuvent apporter des éléments de réponse complémentaires aux
questions d'évolution de génes que nous souhaitons traiter. En tout état de
cause, le développement d'un ensemble de protocoles d'analyse de
séquences adapté a la fois a l'analyse de séquences sous forte pression de
sélection, et a la masse de plus en plus importante et diverse de séquences
disponibles émerge comme une perspective de recherche importante, et la
classe d'enzymes des déshalogénases s'offre comme un sous-ensemble de
séquences d'intérét fonctionnel bien défini pour la mettre en ceuvre.
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Abstract: QTL linked to bovine trypanotolerance in West African crossbred
population. African animal trypanosomiasis is a blood parasitic disease transmitted
by tse-tse flies, and present in sub-Saharian Africa. This disease is highly deleterious
for indicine cattle population, but is less deleterious for West African taurine breeds,
that have the ability to limit parasitemia and anemia and remain productive in enzootic
areas. This ability is called trypanotolerance. Several QTLs (Quantitative Traits Loci)
have been identified as associated to trypanotolerance traits in an experimental 2
population, crossbred between taurine and zebu. However, these QTLs regions are
currently too broad for efficient marker-assisted selection or to look for candidate
genes. The next step consists in reducing the confidence interval of some QTLs re-
gions involved in trypanotolerance and trying to confirm these QTL in natural condi-
tions of infection. For that, 363 West Aftrican cattles, naturally crossbred between
taurine and zebu breeds, have been genotyped and phenotyped for traits related to
trypanotolerance. Genotyping concerned four QTLs regions, on BT'A02, BTA04,
BTAO07 and BT'A13 respectively, and sixty two microsatellite markers were used. First,
linkage disequilibrium between markers was estimated in the studied cattle population
in order to estimate the resolution of subsequent association test. Then, the pheno-
type linked to trypanotolerance was assessed by analyzing data from the previous
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monitoring of the cattle duting two years in an enzootic area. Finally, association
studies were performed between the estimated phenotype and the markers genotypes.

A high level of expected heterozygosity (0.70), mean number of alleles per loci (9.8)
and a slight shift from Hardy-Weinberg equilibrium were found. Linkage disequilib-
rium extended over shorter distances than what has been observed in cattle from
developed countries. Linkage disequilibrium extended over small distances, which
suggests that whole genome scan would requite a large number of markers. How-
ever, association studies using this population are expected to be effective, and
using markers genotyped instead of haplotypes is preferable.

Anemia being one the main symptoms produced by trypanosomiasis, anemia con-
trol is one trait associated to trypanotolerance. Anemia level was assessed by meas-
uring Packed Cell Volume (PCV). Trypanosomiasis diagnosis was performed using
three methods: direct observation of the parasites in the buffy coat, parasites DNA
amplification by PCR (Polymerase Chain Reaction) and antibodies detection by
serology. Diagnosis allows determining the period when an animal was infected.
Average level of PCV of the monitored animals was modeled using a mixed linear
model. This model consists of age, sex, year of survey, season, water points, and the
fact to be infected or not by trypanosomes as fixed effects, and animals and groups
of breeders as random effects. The animal random effect, added by the mean re-
siduals per individual, was used as the individual phenotype.

Finally, association analyses using ANOVA and linear model were performed be-
tween the alleles of each marker and the phenotype associated to mean individual
PCV. A marker, MNB-42 on BTAO04, was very significantly associated to this phe-
notype. In perspective, fine mapping will be performed by genotyping new microsa-
tellite markers 500kb around MNB-42. Moreover, phenotype linked to parasitemia
control will be estimated.

cattle / trypanosomiasis / linkage disequilibrium / microsatellite / associa-
tion study

Résumé : La trypanosomose animale africaine est une maladie parasitaire du systeme
sanguin, transmise principalement par les glossines, et présente en Afrique sub-
saharienne. Cette maladie est trés délétere pour les populations bovines de type zébu,
mais certaines races taurines d’Afrique de 'Ouest sont tolérantes a cette maladie et
restent productives en zones d’enzootie. Plusieurs QTLs, liés a la trypanotolérance,
ont été identifiés, dans une population F2 taurin x zébu apres infection expérimentale.
Cependant, les régions QTLs sont larges et il est nécessaire de réduire leur intervalle
de localisation et de les valider en condition naturelle. Pour cela, des bovins d’Afrique
de P'Ouest, métissés entre taurins et zébus, ont été phénotypés vis-a-vis de la
trypanotolérance et génotypés pour 4 chromosomes. Le déséquilibre de liaison (DL) a
été estimé au sein de la population étudiée afin d’estimer la puissance attendue des
analyses d’association. Le DI décroit trés rapidement avec la distance entre
marqueurs. Les principaux facteurs de variation de ’hématocrite moyen des individus
ont été analysés, débouchant sur la construction d’un phénotype propre a I'individu et
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indépendant des autres facteurs de variation. Ce phénotype a fait I'objet d’analyses
d’association avec les marqueurs génotypés, mettant en évidence un marqueur
fortement associé sur le chromosome 4.

bovin / trypanosomose / déséquilibre de liaison / microsatellite / test
d’association

1. INTRODUCTION

Les trypanosomoses sont des maladies parasitaires du tissu sanguin
provoquées par des protozoaires (genre  Trypanosoma), transmis
essentiellement par les glossines ou mouches tsé-tsé (genre Glossina). Elles
ont des conséquences sanitaires dramatiques sur les populations de
ruminants domestiques en Afrique sub-saharienne : les zébus (Bos indicus) et
les races taurines exotiques souffrent particulicrement de la maladie.
Cependant, les taurins ouest africains (Bos faurus), dont la race a longue
corne (N’Dama) et les races a courtes cornes (Baoulé, Somba, Lagunaire),
présentent la particularité de mieux résister naturellement aux
trypanosomoses que les zébus. Les races taurines autochtones présentent en
effet une meilleure capacité de contréle de la parasitémie et de 'anémie qui
s'accompagne d'une meilleure aptitude a croitre et a produire, dans une zone
infestée de trypanosomes, que celle présentée par les zébus ou les races
taurines exotiques. Ces races sont qualifiées de « trypanotolérantes », et
constituent une ressource extrémement précieuse pour le développement de
I’élevage en Afrique sub-saharienne.

Depuis longtemps, des études de génétique quantitative ont montré que
le maintien de I'hématoctite et de la productivité sous pression
trypanosomienne présente une bonne héritabilité, le controle de
I'hématocrite étant fortement corrélé a la productivité [28], [29], [30]. Par
exemple, chez la N’Dama, I'héritabilité de I’hématocrite moyen est de
0,04+0.33 et la corrélation génétique entre I'hématocrite moyen et la
croissance est de 0,70£0,42 [29]. Le niveau de trypanotolérance est variable
selon les animaux au sein méme des races trypanotolérantes et certains
individus zébus tendent également a montrer une meilleure tolérance que
d'autres a la maladie.

Cependant, la sélection massale de ce caractere se heurte aux difficultés
classiques de mesure des phénotypes pour les caracteres liés a des
résistances aux maladies, auquel s’ajoute dans ce cas I'absence de critere
spécifique permettant de classer les animaux de fagon fiable en tolérants ou
sensibles. Des croisements sont d’ailleurs réalisés par les éleveurs dans les
zones de contact entre les aires d’élevage traditionnel des races Baoulé et
Z¢ébu Peul, mais le caractére empirique de ces croisements fait qu’ils ont peu
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d’impact sur le développement de la trypanotolérance des animaux métis ;
en outre, 'utilisation massive et systématique des médicaments trypanocides
limite la sélection naturelle des métis tolérants.

Aussi apparait-il essentiel de pouvoir caractériser les genes impliqués
dans la trypanotolérance afin de concevoir et réaliser directement une
sélection ou des croisements sur les marqueurs d'intérét. Des études
préliminaires, menées dans des populations de N’Dama de race pure, ont
permis de démontrer que la trypanotolérance est un caractére inné sous
controle multigénique. A partir d’un dispositif expérimental correspondant a
un croisement F2 entre taurins N’Dama et zébus Boran, dont les individus
ont été soumis a une infection expérimentale contrdlée, les travaux menés
par 'ILRI (International Livestock Research Institute) [10], ont révélé
quinze régions chromosomiques intervenant significativement dans la
variabilité génétique (QTL) de caracteres liés a la trypanotolérance (anémie,
parasitémie...). Sept des alleles responsables de I'effet QTL observé ont une
origine taurine, deux ont une origine zébu et six ont une origine mixte. Ces
résultats signifient qu’il serait possible d’obtenir des animaux métis plus
tolérants que leurs parents grace a des croisements appropriés.

1étape qui suit I'identification de QTLs est la confirmation de ces QTLs
en condition naturelle et la réduction de leur intervalle de localisation pour
permettre lidentification de « genes candidats positionnels ». Sachant qu’il
est difficile de disposer de pedigrees fiables dans les populations bovines
africaines, une premiére approche de validation des QTLs consiste a réaliser
des analyses d’association entre marqueurs et phénotypes liés a la
trypanotolérance. Cette approche, bien que limitée par certaines contraintes
liées a Pobtention de phénotypes en conditions naturelles, et a des risques de
résultats erronés en raison d’une structuration non contrélée au sein des
populations considérées, permet néanmoins d’affiner la localisation des
QTLs puisquelle bénéficie dun nombre plus élevé de générations de
recombinaison entre le marqueur et lales) mutation(s) causale(s)
recherchée(s) que dans les dispositifs expérimentaux.

Dans le cadre de notre étude, 4 régions QTLs, parmi les plus
significatives, identifiées dans le dispositif F2 de I'ILRI, ont été choisies
comme candidates pour une étude d’association sur une population de
bovins d’Afrique de I’Ouest métis entre taurins a courtes cornes (Baoulé) et
zébus (Zébu Peul). Ces mémes individus avaient fait 'objet d’un suivi sur
une période de deux ans en étroite collaboration avec les éleveurs pour
recueillir diverses données permettant ’élaboration de phénotypes liés a la
trypanotolérance.

L’analyse des données (génotypiques et phénotypiques) s’est déroulée
selon 4 étapes principales : 1) étude de la variabilité et de la structure

98



QTL liés a la trypanotolérance chez des bovins ouest-africains

génétique de la population ; 2) estimation de I’étendue du déséquilibre de
liaison entre marqueurs afin d’évaluer le niveau de résolution attendue par
les méthodes d’analyse d’association ; 3) estimation des phénotypes en
considérant I’hématocrite moyen comme premier critere; 4) analyses
d’association entre le phénotype et les marqueurs.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Site d’étude et matériel animal

Le site d’étude (fig. 1) est situé au sud-ouest du Burkina Faso, dans la
province de la Comoé, une zone sub-humide a climat soudano-guinéen. 11
est caractérisé par une forte pression trypanosomienne a Trypanosoma
congolense et T. vivax (résultats fournis par le service d’élevage de la région et
les sondages parasitologiques et entomologiques réalisés par le Centre
International de Recherche-Développement sur ’Elevage en zone Sub-
humide). Cinq cent seize (516) bovins, femelles et males, agés de 1 a 2 ans
au démarrage du suivi, ont été identifiés par des boucles auriculaires. Ces
animaux étaient des métis zébus x taurins appartenant a 76 éleveurs,
majoritairement d’ethnie peul, regroupés en 14 campements et vivant sur le
site d’étude. Les animaux étaient élevés selon un méme systeme d’élevage
extensif, transhumant.

T BURKINA FASO

« OUyangolodougou

COTE D’IVOIRE

0 500 km
|

Figure 1: Zone géographique de I’étude du phénotype li¢ a la trypanotolérance.

Les animaux ont été suivis tous les mois pendant deux ans, de juin 2003
a juin 2005. Un ensemble de variables a été récolté chaque mois pour
chaque animal, a savoir :

99



G. K. Dayo ¢ al.

- Iétat d’embonpoint de ’animal, selon une grille d’observation,

- les informations concernant les événements sanitaires et
zootechniques recueillies aupres des éleveurs,

- I’hématocrite,
- la parasitémie, évaluée apres centrifugation du sang et
observation de Iinterface leucocytes/érythrocytes,

- le diagnostic moléculaire des trypanosomoses par PCR
(Polymerase Chain Reaction),

- le diagnostic sérologique par test ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) indirect détectant les anticorps dirigés
contre les antigénes totaux de trypanosomes,

- les traitements administrés par 1’éleveur entre chaque visite
mensuelle,

- les traitements administrés lorsque 'animal était déclaré malade,
selon des criteres fonction de la parasitémie, de ’'hématocrite, et
de Iétat général. Les animaux malades ont été traités a I'acéturate
de diminazene a la dose de 7 mg/kg.

Les principaux points d’eau, paturages, et parcs utilisés pat les éleveurs,
ont été enregistrés par GPS (Global Positionning System).

2.2. Typage des marqueurs moléculaires et analyses des
génotypes

I’ADN de chaque animal a été extrait a partir du sang total avec le kit
Promega, en plusieurs exemplaires. Quatre zones QTLs, préalablement
identifiées par Hanotte ef @/, [10], sur les chromosomes bovins BTA02,
BTA04, BTAO7 et BT'A13, ont été choisies. Soixante deux (62) marqueurs
microsatellites (voir tabl. I) ont été sélectionnés pour leur polymorphisme et
leur répartition sur les zones d'intérét (d’apres lhara ez al., [14]) dont:

- 16 marqueurs situés sur le BTAO2 dans le QTL associé au contréle
de ’hématoctite;

- 19 marqueurs situés sur le BTA04 dans le QTL associé au controle
de la parasitémie;

- 17 marqueurs situés sur le BTA07 dans le QTL associé au controle
de la parasitémie, de ’hématocrite et du poids;

- 10 marqueurs situés sur le BTA13 dans le QTL associé au controle
de ’hématocrite et de la durée de la parasitémie.
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Tableau I: Résumé des informations sur la position des marqueurs (Ihara ez al,
2004) et la variabilité dans la population des bovins phénotypés (A : nombre
d’alleles ; He : hétérozygotie attendue, Hobs : hétérozygotie observée ; P-value du
Fis: * si P-value < 5 %, ** si P-value < 1%, *** si P-value < 0,1 %).

Position
relative
Groupe (cM) par Nom des
de liaison | multi-pt marqueurs Remarques A He Hobs | Fis
2 231 | TGLAG1 15 0,81 0,73 0,10  #**
2 27,3 | DIK1081 9 0,41 039 0,04
2 34,7 | DIK4334 7 0,74 0067 0,09 o
2 38,9 | BM3010 6 0,39 038 0,04
2 42,3 | DIK5022 4 0,61 055 0,09 ok
2 45,3 | DIK2853 7 0,77 0,73 0,05 *
2 46,3 | DIK1140 11 0,82 0,78 0,05 *
2 49,6 | DIK2496 4 0,05 0,60 0,07 *
2 50,9 | DIK2729 11 0,73 070 0,05 *
2 52,9 | DIK2705 15 0,82 0,79 0,04 *
2 56,9 | DIK4025 11 0,71 066 0,08 ok
2 59,3 | DIK4673 11 0,860 088 | -0,02
2 60,3 | BM4440 11 0,79 079 0,01
2 62,0 | DIK2719 9 0,79 0,76 0,03
2 69,8 | DIK4972 11 0,84 034 0,01
2 79,6 | DIK4208 6 0,40 032 0,19 #**
Problémes de
4 74,0 | DIK4682 lecture 11 0,82 0380 0,02
4 77,6 | MNB-42 13 0,84 082 0,03
4 79,9 | DIK617 10 0,73 0,70 0,04
4 82,6 | DIK123 6 0,68 0062 0,09 ok
Pas
4 86,2 | DIK026 d’amplification
Probléme de
4 87,3 | LEP2 lecture 20 091 091 0,01
Pas
88,7 | DIK2740 d’amplification
4 90,5 | DIK4042 6 0,73 069 0,05 *
4 93,1 | MS2079 9 0,73 059 0,20 ®k*
4 94,1 | DIK4259 6 0,43 038 0,12 wk*
4 95,2 | DIK4236 6 0,59 058 0,01
4 96,4 | DIK2646 17 0,81 0,79 0,02
4 100,9 | DIK2579 3 0,15 0,14 0,03
4 101,3 | DIK4290 Alleles nuls 5 0,61 020 0,68  ®k*
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4 104,5 | DIK089 12 0,87 033 0,04 *
4 108,9 | DIK4404 20 0,90 034 0,06 kk*
112,8 | MGTG4B 10 0,79 082 | -0,03
4 114,6 | DIK4521 5 0,43 040 0,06
4 119,9 | DIK4542 Alleles nuls 7 0,75 035 0,54 kb
7 47,9 | DIK2819 8 0,77 0,74 0,04
7 55,3 | DIK4606 23 0,90 038 0,02
7 58,6 | DIK4739 9 0,81 0,78 0,03
7 59,3 | DIK2689 11 0,82 0383 | -0,01
7 62,3 | DIK4145 9 0,66 063 0,04
7 63,5 | DIK4563 16 0,85 030 0,06 ok
7 66,9 | CSSM057 3 0,45 044 0,03
7 67,7 | DIK2256 6 0,29 028 0,03
7 70,3 | BMS904 3 0,61 058 0,05
7 71,7 | DIK4135 23 0,84 0,78 0,07 kHk
7 72,1 | DIK050 13 0,85 033 0,02
7 72,9 | MNB-15 15 0,88 0,76 0,13 kkk
7 73,7 | DIK2407 3 0,38 039 | -0,03
7 75,5 | DIK4386 7 0,64 061 0,05
7 76,2 | DIK2915 9 0,81 0,72 0,10  kkx
7 82,5 [ INRABERN192 | All¢les nuls 9 0,80 0,72 0,10  k**
7 90,7 | DIK630 9 0,82 0,78 0,05 *
13 74,4 | DIK2309 10 0,77 0,76 0,02
13 75,1 | DIK2890 6 0,73 0,72 0,01
13 76,5 | DIK5305 6 0,65 065 | -0,01
13 77,1 | DIK4350 12 0,68 066 0,03
13 81,0 | BLL1071 15 0,84 032 0,02
Problémes de
13 82,1 | DIK2867 lecture 6 0,69 054 0,22 kkk
13 85,9 | DIK537 11 0,76 0,79 | -0,04
13 87,0 | DIK4871 10 0,77 0,73 0,05 *
13 91,4 | DIK5250 6 0,51 052 | 0,01
13 94,5 | DIK2117 11 0,82 0,78 0,05 *
Movyenne sur 54 marqueurs 9.8 0,70 067 0,045 txx

Le typage des marqueurs microsatellites a été réalisé de maniere standard
par amplification PCR puis migration sur ABI3730x1 Genetic Analyser
sequencer d’Applied Biosystems pour les marqueurs des BTAO4, BTA07 et
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BTA13 et sur MegaBace 1000, GE HealthCare pour les marqueurs de
BTAO2.

La localisation physique des marqueurs sur les chromosomes bovins a été
vérifiée par le criblage d'un panel d’hybrides d’irradiation (RH) et par le criblage
de la banque génomique de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) INRA. Les
distances physiques entre marqueurs, établies par cartographie RH, ont été
analysées a I'aide du logiciel CARTHAGENE. D’autre part, des PCR zn-silico et le
blast des séquences attenantes ont été réalisées sur la séquence bovine en cours
d’assemblage Btau3.1 (http://www.hgsc.bcm.tmce.edu/projects/bovine/) a
Iaide du logiciel BLAST |2].

A Tlaide des logiciels GENETIX 4.03 (http://www.genetix.univ-
montp2.fr) et FSTAT [8], nous avons estimé les fréquences alléliques, la
diversité génétique aux marqueurs (hétérozygotie attendue, hétérozygotie
observée et nombre d’alléles par locus) et Pécart a I'équilibre Hardy-
Weinberg (Fi). En outre, nous avons vérifié sl existait une possible
structuration en sous-populations a ’aide du logiciel STRUCTURE 2.2 [20]. Le
programme STRUCTURE 2.2 estime la vraisemblance d’une sous-
structuration en populations ou la vraisemblance que les individus soient
originaires de plusieurs populations ancestrales mélangées, en inférant la
proportion du génome de chaque animal issue de ces possibles populations
ancestrales. Le nombre (K) de populations est fixé a priori. Ici, nous avons
testé les valeurs K=1 a 5 et nous avons estimé la vraisemblance de
I'observation des génotypes selon K. Garnier e a/ [7] qui suggerent de
choisir la valeur de K qui maximise le gain d’information, c’est-a-dire de
choisir K au-dela duquel Iécart [Ln P(D)kx — Ln P(D)k.1] chute, avec P(D)k
la probabilité @ posteriori des données pour K.

Les phases des génotypes (haplotypes) aux marqueurs microsatellites ont
été inférées a I'aide du logiciel PHASE [24]; [25]. La méthode faisant appel a
une approche bayesienne, la reconstruction a été effectuée 15 fois de
maniere indépendante soit 5 répétitions (comme suggéré par Stephens ez al.,
[24]) pour trois valeurs du parametre de génétique de population g (9=4N.c,
N.=taille efficace et ¢= probabilité¢ de recombinaison entre paires de base).
Les fréquences haplotypiques ont été utilisées pour vérifier la cohérence de
la reconstruction pour les différentes chaines implémentées. Le déséquilibre
de liaison (DL) a ensuite été estimé au niveau gamétique, selon les
haplotypes reconstruits, par les estimateurs [12], [15], 72 [13] x3 [31] (logiciel
POWERMARKER). La signification statistique du DL a été testée au niveau
génotypique (logiciel GENEPOP) et gamétique (logiciel POWERMARKER).
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2.3. Analyses des phénotypes

Le phénotype trypanotolérant dans son ensemble peut étre décomposé en
phénotype «controle de I'hématocrite » et en phénotype «contrdle de la
parasitémie ». Dans cette étude, nous nous sommes limités a I’étude de
I’hématocrite, car ce dernier est bien corrélé au maintien du poids corporel et a
la productivité [29], [30]. Pour I’évaluation du phénotype « hématocrite moyen
pendant le suivi longitudinal », des modeles linéaires mixtes, qui intégraient
plusieurs facteurs de variation considérés en effets fixes (effet de I'infection
différenciant 'espece de trypanosomes, effet saison, effet de 'année, effet du
lieu d’abreuvement, effet de I’age, effet du sexe...) et les facteurs liés a 'animal
et au troupeau modélisés en effets aléatoires, ont été testés. Le meilleur
modele a été choisi en faisant le test du rapport des vraisemblances entre des
modeéles emboités (modeéles ajustés par la méthode du maximum de
vraisemblance) et en utlisant le critetre d’AIC (Akaike’s Information
Criterion), qui permet d’optimiser la vraisemblance du modele tout en limitant
le nombre de parameétres a estimer. Le bon ajustement des données par les
modéles comparés a également été vérifié en examinant la normalité et
’homoscédasticité des résidus.

Le modele, choisi pour Iestimation de ’hématocrite moyen selon les
criteres du matériel et méthodes, est le suivant :
Vijkimnop = B+ Sek T o Agikimnop T8 Ag%jkimnop T TVvi¥Tem + San*An, + Pe, +
Arlii + Gl‘j + &jklmnop

Avec:

Y iklmmopg = hématocrite moyen

Anip = Peffet aléatoire animal (=1, ..., 363)

Gr = Peffet aléatoire du groupe d’éleveur (=1, ..., 7)

Sex = Petfet sexe (k =1, 2

3

Agjemmp = covariable age, mesuré en mois et comptis entre 5 et 51 mois

aetff = coefficients de régression linéaire et quadratique sur ’age de
lanimal

Tn = Petfet de la positivité a T. vivax (toute méthode diagnostique
confondue, / = 0 ou 1; avec 0 = «non infecté»; 1 =
« infecté »)

T = Peffet de la positivité a T. congolense (toute méthode
diagnostique confondue, 7 = 0 ou 1, avec 0 = «non
infecté » ; 1 = «infecté »)
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San = Peffet saison (z = 1, .., 4)

An, = Peffet de 'année du suivi (0 = 1, 2)

Pe, = Peffet du point d’eau (p =1, ..., 8)

Eikmp = Perreur résiduelle, supposée suivre une loi normale N(0, 62).

L’estimation de Peffet aléatoire animal du modéle mixte, additionné de la
moyenne des résidus par animal, ceci contenant encore une part de
variabilité due a Panimal, a été considérée comme le phénotype de ’animal.
Cette performance est appelée « hématocrite moyen ajusté » ou HMA dans
la suite du texte. L’effet du parasite a été ajusté, car ’hématocrite durant la
totalité du suivi a été considéré, comprenant les périodes ou un animal est
vu infecté ou non. D’autre part, il est considéré que 1. congolense est plus
pathogene que T. vivax, et que I'interaction des deux especes de parasites est
extréemement délétere [17].

2.4. Analyses d’association

Pour chacun des alléles présentant une fréquence supérieure a 15 %, une
ANOVA a un facteur (avec 3 niveaux : zéro, une ou deux copies de l'alléle)
a été réalisée, la variable dépendante étant le phénotype (HMA). Une
correction pour les tests multiples a été réalisée en calculant le FDR (False
Discovery Rate) sur I’ensemble de 'expérience. Par ailleurs, le modele a été
pondéré par le nombre d’observations par animal. Les analyses statistiques
ont été effectuées a I'aide du logiciel R (R Development Core Team, [22]).

3. RESULTATS

Sur les 516 bovins initialement sélectionnés pour le suivi longitudinal,
363 ont finalement été génotypés et utilisés pour les analyses des
phénotypes. En effet, certains animaux sont rapidement sortis du suivi pour
divers motifs : éleveur ayant décidé de ne plus participer a I’étude, animaux
vendus, troupeaux a trés faible incidence trypanosomienne éliminés du suivi
car sans intérét pour 'étude (non soumis au risque trypanosomien).

3.1. Analyse de la variabilité génétique et la structure de la
population étudiée

Deux marqueurs n’ont pu étre amplifiés, les profils de six autres
marqueurs étaient difficiles a lire et/ou présentaient des alleles nuls. Sur les
54 locus restants, les résultats montrent une trés forte variabilité génétique
avec une hétérozygotie moyenne attendue de 0,70 (écart-type de 0,17 entre
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marqueurs), un nombre moyen d’alléles par locus de 9.8 (écart-type de 4,7).
Le F; moyen est de 0,045 et significatif (P < 0,001) (tabl. I). Ni I'analyse
factorielle des correspondances (AFC) implémentée dans GENETIX ni les
analyses réalisées par STRUCTURE n’ont montré de structuration au sein de
la population (non montrées).

3.2. Analyse du déséquilibre de liaison

La construction des cartes RH a permis de confirmer 'ordre de la carte
génétique [14], excepté pour deux inversions sur BTA07 qui concernent les
marqueurs CSSMO057 et DIK2256 dune part, et MNB-15 et DIK2407
d’autre part. Le doute sur la position relative des marqueurs a été levé par le
criblage des banques de BAC. D’autre part, Pancrage des marqueurs sur la
séquence bovine en cours d’assemblage a également confirmé une inversion
sur la carte génétique. La seconde n’a pas été confirmée car la position du
MNB-15 n’a pas pu étre retrouvée sur I'assemblage (version Btau3.1) de la
séquence du génome bovin. L’ordre des marqueurs selon la carte RH a donc
finalement été utilisé pour la reconstruction des haplotypes des individus.

Les résultats de la reconstruction des haplotypes par PHASE sont
cohérents, chaque reconstruction pour un groupe de liaison donnant les
mémes haplotypes a fréquence élevée. Pour l'ensemble des individus
génotypés, le méme haplotype est obtenu dans 54 %, 34 % et 18 % pour les
groupes de liaison sur BT'A13, BTA07 et BTAO4, ce qui signifie inversement
que des haplotypes différents sont obtenus dans 46, 66 et 82 % des cas, la
différence pouvant concerner un ou plusieurs locus.

La signification statistique du DL, calculé au niveau génotypique, a été
estimée par GENEPOP. La figure 2 montre la proportion de paires de locus
dont la Pwalue du DL est inférieure a 1% en fonction du taux de
recombinaison. La proportion chute rapidement au-dela de 5¢cM. Pour des
locus indépendants (50cM), 5 % des marqueurs ont une P-value < 1 %, ce
qui dépasse la proportion attendue sous 'effet du hasard.
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Figure 2: Proportion de paires de marqueurs dont le déséquilibre de liaison
(mesuré au niveau des génotypes) a une P-value inférieure a 0,01, en fonction du
taux de recombinaison entre les marqueurs (classes de 5 cM, puis de 10 cM pour
des distances supérieures a 20 cM).

Les valeurs du DL ont été estimées pour 'ensemble des haplotypes des
15 reconstructions de PHASE par groupe de liaison. Les valeurs moyennes
des 3 mesures D’, 72, y?’, et leurs écarts-types, sont donnés en figure 3. Pour
un intervalle entre marqueurs inférieur a 3cM, la valeur moyenne du D’ est
0.255 (écart-type = 0.095 entre paires de marqueurs) et chute a 0.158 au
dessus de 25cM (écart-type = 0.053).
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Figure 3 : Trois mesures du déséquilibre de liaison, D’ 7% x?’ (estimées sur les
haplotypes reconstruits), en fonction du taux de recombinaison.

3.3. Analyse des phénotypes

Une premicre étude a été conduite sur ’hématocrite. La saison séche
chaude a un effet trés négatif sur I’hématocrite par rapport aux autres
saisons (P < 104), ce qui s’explique par le fait que ’eau et le fourrage sont
peu disponibles pour les animaux a cette période. ’année intervient en
interaction avec la saison (P < 10%). Le sexe male a un effet 1égerement
négatif sur Phématocrite (P = 104), ce qui avait déja été noté par (Rowlands
et al., [23]). L’accroissement de I’dge des individus a un effet positif (P < 10-
4, ce qui avait été mis en évidence par d’leteren [3]. Les points d’eau
fréquentés par les animaux ont des effets différents sur 'hématocrite

Comme attendu, le fait d’étre infecté par T. vivax ou T. congolense influe
négativement, et de maniére tres significative (P < 104) I’hématocrite, et

I'infection mixte a un effet encore plus délétere sur la variable d’intérét (P <
10-9).

3.4. Tests d’association

L’analyse de variance effectuée sur HMA a montré que lallele 171 du
marqueur MNB-42 est associé¢ de maniere tres significative a HMA (P < 10-5
et FDR < 1 %). L’allele 245 du marqueur DIK123, qui se trouve a 5¢cM de
MNB-42 sur BTA0O4, a également un effet significatif sur HMA (P-value =
0.01 et FDR < 20 %). L’effet du premier est détériorateur de ’hématocrite
moyen tandis que celui du second est améliorateur.

Les alléles d’autres marqueurs ont une P-value significative mais un FDR
supérieur a 20 % (voir tabl. 1I).
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4. DISCUSSION

4.1. Analyse de la variabilit¢ génétique des bovins dans la
population étudiée

Un léger écart a la panmixie (F, moyen significatif) existe dans la
population de bovins étudiée. Cependant, les analyses, effectuées a 'aide du
programme STRUCTURE et par des méthodes multivariées, ne mettent pas
en évidence lexistence de plusieurs sous-populations. On peut donc
considérer notre population comme un ensemble homogene, le Fj
significatif pouvant étre di a la présence dalleles nuls sur certains
marqueurs (voir tabl. I) et/ou a la présence de quelques individus
apparentés.

Les analyses des génotypes, décrites dans le rapport intermédiaire du
projet, montraient une variabilité génétique trés forte dans la population,
supérieure a celle observée dans les populations de bovins soumises a la
sélection et a 'insémination artificielle en Europe, et également supérieure a
celle estimée dans des races pures d’Afrique de I'Ouest, hétérozygotie
observée de 0.46 a 0.54 chez le Baoulé et autour de 0.61 chez le zébu Peul
Fulani, [5], [6]. Cette forte hétérozygotie était associée a une taille efficace
estimée assez large [27]. Cependant, 'estimation de la taille efficace en
fonction du DL au cours des générations passées montre une décroissance
du Ne [27]. Celle-ci peut étre effective, avec une réelle diminution du Ne
suite 2 une sélection par ’lhomme et/ou naturelle (trypanosomose) ou étre
due au métissage entre populations zébus et taurines, car le métissage peut
biaiser I'estimation du Ne en fonction du DL puisqu’il accroit le DL estimé.
La forte hétérozygotie observée conforte I’hypothese d’un métissage entre
races différentes, et celle-ci est confirmée par des génotypages réalisés sur
d’autres races avec les mémes marqueurs (résultats non montrés).

4.2. Analyse du déséquilibre de liaison dans la population des
bovins étudiés

Le DL observé dans notre population est plus faible que celui déja
estimé dans des populations bovines sélectionnées [4], [11], [18], [19], [26].
Ces dernieres présentent un DL élevé qui persiste sur une longue distance et
reflete la diminution rapide de leffectif efficace sur les dernieres
générations. La différence du niveau de DL montre de nouveau la forte
variabilité génétique de la population étudiée dans notre projet.

D’un point de vue pratique, la caractérisation du DL permet d’estimer le
pouvoir statistique des études d’association ayant pour objectif de mettre en
évidence des génes associés a des traits d’intérét zootechnique. Abecasis ez
al., [1] et Pritchard, Przeworski, [21] ont proposé un critére pour une
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utilisation du DL correspondant a la mesure 72 = 0.1: ceci signifie que la
taille nécessaire pour détecter une association au marqueur n’excéderait pas
10 fois la taille d’échantillon nécessaire si la mutation causale elle-méme était
typée. La valeur du DL dans notre étude est relativement faible, et la mesure
X7, considérée par Zhao et a/., [32] comme étant plus intéressante que le 7°
pour identifier des QTLs avec des marqueurs trés polymorphes, atteint
rarement ce seuil de 10 %. Ce résultat signifie que notre population est peu
intéressante pour une primo-localisation d'un QTL, mais peut en revanche
permettre une forte réduction de la zone d’intérét a condition de densifier
suffisamment celle-ci en marqueurs. Dans notre étude, il faudrait donc
densifier les zones étudiées en marqueurs. En outre, le faible DL observé
explique notre préférence pour une simple analyse d’association entre
chaque alléle de chaque marqueur et le phénotype, plutét que l'utilisation
d’haplotypes. De plus certains des QTLs identifiés par infection
expérimentale peuvent ne pas avoir été confirmés dans notre étude du fait
d’une densification insuffisante en marqueurs.

4.3. Analyse des phénotypes et analyse d’association

Les analyses statistiques d’association révelent que lallele 171 du
marqueur MNB-42 est tres significativement associé a ’hématocrite moyen
des bovins durant le suivi. D’autre part, l'allele 245 du marqueur DIK123 est
également lié a ’hématocrite moyen. Les deux marqueurs sont distants de
5¢M sur BTA04, mais le DL entre ces 2 marqueurs est faible (2 = 0.004).
DIK123 n’a pas été localisé dans la séquence du génome bovin et la distance
en paires de base est donc inconnue. La forte association de MNB-42 avec
I’hématocrite moyen, et sa proximité avec un autre marqueur intéressant,
suggerent que la région contient probablement un géne dont le
polymorphisme est lié au phénotype. Notons qu’aucun QTL associé a
I’hématocrite n’avait été préalablement détecté sur le chromosome bovin 4.

D’autres marqueurs suggérent une association, mais le risque, qu’ils
s’agissent de faux positifs, est supérieur a celui associé a MNB-42.

4.4. Implications des résultats sur la gestion de la diversité
génétique

Notre étude montre une tres forte variabilité génétique dans la
population étudiée, qui est issue du croisement entre une race zébu et une
race taurine d’Afrique de ’Ouest. Cette variabilité génétique est largement
supérieure a celle présente dans les races européennes, qui sont fortement
sélectionnées pour répondre a des besoins spécifiques de production.
L’Afrique de I’Ouest comprend de nombreuses races, de type taurin, zébu et
métis. Grace a la forte diversité génétique des races bovines et a 'adaptation
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de ces races a leur milieu, les ressources génétiques ouest-africaines
bl
représentent une ressource suffisante pour 'amélioration génétique locale,
par de la sélection intra-race ou des croisements raisonnés entre traces.
L’importation de races exotiques, non adaptées au milieu et dont la diversité
>
génétique est inférieure, devrait rester trés limitée.

En outre, les résultats sur 'évolution de la taille efficace estimée par le DL
confortent ’hypothése de métissage entre races de type zébu et taurine.
L’introgression progressive des races taurines ouest-africaines, par les races
zébus arrivées par l'est [9], représente une menace pour lintégrité génétique
des races taurines [16] et entraine le risque de disparition de caracteres
adaptatifs spécifiques, tel celui de la trypanotolérance. La préservation des
races pures doit étre une priorité des Systemes Nationaux de Recherche
Agronomique et des centres de recherche régionaux d’Afrique de I'Ouest.
L’identification de marqueurs génétiques, puis des geénes, associés a des
caracteres d’adaptation au milieu, comme la trypanotolérance, doit étre réalisée
afin de préserver ces traits et de les valoriser dans des programmes
d’amélioration génétique. La valorisation des ressources génétiques locale doit
étre un des moyens d’amélioration de la productivité du bétail.

5. CONCLUSIONS

Les premiers tests d’association, entre les alleles et le phénotype corres-
pondant a ’hématocrite moyen des bovins, ont notamment montré un effet
significatif de lallele 171 du marqueur MNB-42 et de lallele 245 du
marqueur DIK123 sur ’hématocrite moyen. L’association est trés forte pour
MNB-42. Des marqueurs microsatellites, distants de 500kb et encadrant
MNB-42 sur 1cM ou positionnés entre MNB-42 et DIK123, seront typés
sur les animaux phénotypés. De plus, une recherche de genes candidats dans
la zone va étre réalisée, grace au nouvel assemblage de la séquence du
génome bovin (Btau4.1) disponible depuis mi-octobre 2007, et a I'utilisation
de données issues de travaux d’immunologie et de génomique fonctionnelle.

Pour Tinstant, seuls des tests d’association entre les marqueurs et
I’hématocrite  moyen pendant le suivi ont été entrepris. Or, la
trypanotolérance correspond a la capacité de controler 'anémie et la
parasitémie. L’étude du phénotype liée a la parasitémie est en cours. La
variable « parasitémie», en raison de sa distribution extrémement
particuliére (variable quantitative discontinue, avec beaucoup de valeurs
nulles et quelques valeurs tres élevées et dispersées), est plus difficile a
modéliser que Dhématocrite (variable quantitative continue, quasi-
gaussienne). Des modéles linéaires mixtes généralisés, utilisant une
distribution de Poisson avec un excés de valeurs nulles, sont actuellement
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testés. Leur wvalidité statistique et biologique doit étre vérifiée avant
d’entreprendre des tests d’association.

Enfin, nous disposons, sur les 4 groupes de liaison, de génotypes d’autres
races bovines, taurines d’Afrique et d’Europe, de zébus métissés d’Afrique,
et de zébus purs de Madagascar (non montrés). Une recherche d’éventuelles
signatures de sélection (se caractérisant en particulier par une baisse de
variabilité génétique chez les populations soumises a une pression
trypanosomienne) pourra étre entreprise.

En conclusion, une association tres significative a été observée entre un
marqueur, MNB-42, et le phénotype lié a I’'hématocrite moyen des animaux.
Les analyses se poursuivent pour affiner la zone et chercher des genes
candidats positionnels. Le travail, sur de nouveaux phénotypes et de
nouvelles méthodes pour rechercher des marqueurs associées aux genes
sélectionnés, est en cours mais devra nécessiter des génotypages
additionnels. L’approche, qui consiste a valider des QTLs identifiés sur des
populations expérimentales dans des populations naturelles, semble donc
extrémement intéressante pour préciser la caractérisation du déterminisme
moléculaire de la trypanotolérance.

REMERCIEMENTS

Nous remercions les éleveurs burkinabés, qui ont permis la réalisation du
travail, ainsi que les techniciens et chauffeurs du CIRDES qui ont participé
au suivi. Les génotypages des marqueurs sur BTAO4, 07 et 13 ont été
effectués par Labogena. La bourse de thése de G.K. Dayo est financée par
I'IRD. Enfin, nous remercions le BRG et le programme CORUS
(Coopération pour la Recherche Universitaire et Scientifique du Ministere
des Affaires Etrangeres), qui ont financé les travaux présentés dans ce

papier.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Abecasis G.R., Noguchi E., Heinzmann A.,Traherne J.A, Zhang Y., Lench N.J,,
Carey A., Cardon L.R., Moffatt M.F., Cookson W.O., 2001. Extent and distribu-
tion of linkage disequilibrium in three genomic regions. Awmerican Journal of Hu-
man Genetics, 68: 191-197.

Altschul S.F., Madden T.L., Schaffer A.A., Zhang J., Zhang Z., Miller W., Lip-
man D.J., 1997. Gapped BLAST and PSI-BLLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Research, 25: 3389-3402.

d'Ieteren G.D., 2001. Trypanotolerance and its exploitation for genetic im-
provement. Situation report - 30th June 2001. Nairobi, Kenya. ILRI.

113



G. K. Dayo ¢ al.

Farnir F., Coppieters W., Arranz J.J.,Berzi P., Cambisano N., Grisart B., Karim
L., Marcq F., Moreau L., Mni M., Nezer C., Simon P., Vanmanshoven P.,
Wagenaar D., Georges M., 2000. Extensive genome-wide linkage disequilibrium
in cattle. Genome Research, 10: 220-227.

Freeman A.R., Meghen C.M., Machugh D.E., Loftus R.T., Achukwi M.D., Bado
A., Sauveroche B., Bradley D.G., 2004. Admixture and diversity in West African
cattle populations. Molecular Ecology, 13: 3477-3487.

Freeman A.R., Bradley D.G., Nagda S., Gibson J.P., Hanotte O., 2006. Combi-
nation of multiple microsatellite data sets to investigate genetic diversity and
admixture of domestic cattle. Animal Genetics, 37: 1-9.

Garnier S., Alibert P., Audiot P., Prieur B., Rasplus J.Y., 2004. Isolation by dis-
tance and sharp discontinuities in gene frequencies: implications for the phy-
logeography of an alpine insect species, Carabus solieri. Molecular Ecology, 13: 1883-
1897

Goudet J., 2001. FSTAT, a program to estimate and test gene diversities and
fixation indices (version 2.9.3.2). Available from
http://www2.unil.ch/popgen/softwates/ fstat.htm.

Hanotte O., Bradley D. G., Ochieng J. W., Verjee Y., Hill E. W., Rege J. O,
2002. African pastoralism: Genetic imprints of origins and migrations. Scence,
296: 336-339.

Hanotte O., Ronin Y., Agaba M., Nilsson P., Gelhaus A., Horstmann R., Sugi-
moto Y., Kemp S., Gibson ., Korol A., Soller M., Teale A, 2003. Mapping of
quantitative trait loci controlling trypanotolerance in a cross of tolerant West
African N'Dama and susceptible East African Boran cattle. Proceedings of National
Academy of Sciences of United States of America, 100: 7443-7448.

Harmegnies N., Farnir F., Davin F., Buys N., Georges M., Coppieters W., 2006.
Measuring the extent of linkage disequilibrium in commercial pig populations.
Animal Genetics, 37: 225-231.

Hedrick P.W., 1987. Gametic disequilibrium measures: proceed with caution.
Genetics, 117:331-341.

Hill W.G., Robertson A., 1968. The effects of inbreeding at loci with heterozy-
gote advantage. Genetics, 60: 615-628.

Thara N., Takasuga A., Mizoshita K., Takeda H., Sugimoto M., Mizoguchi Y., Hi-
rano T., Itoh T., Watanabe T., Reed K.M., Snelling W.M., Kappes S.M., Beattie
C.W., Bennett G.L., Sugimoto Y., 2004. A comprehensive genetic map of the cattle
genome based on 3802 microsatellites. Genome Research, 14: 1987-1998.

Lewontin R., 1964. The interaction of selection and linkage. 1. General considera-
tions; heterotic models. Genetics, 49: 49-67.

MacHugh D.E., Shriver M.D., Loftus R.T, Cunningham P., Bradley D.G., 1997.
Microsatellite DNA variation and the evolution, domestication and phy-
logeography of taurine and zebu cattle (Bos faurus and Bos indicus). Genetics Society
of America, 146:1071-1086.

Mattioli R.C., Faye J.A., Bischer P., 1999. Susceptibility of N’'Dama cattle to
experimental challenge and cross-species superchallenges with bloodstream
forms of Trypanosoma congolense and T. Vivax. Veterinary Parasitology, 86: 83-94
McRae A.F., McEwan ].C., Dodds K.G., Wilson T., Crawford A.M., Slate .,
2002. Linkage disequilibrium in domestic sheep. Genetics, 160: 1113-1122.

114



[19]

20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

[20]

(27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

QTL liés a la trypanotolérance chez des bovins ouest-africains

Nsengimana J., Baret P.V., 2004. Linkage disequilibrium and the genetic dis-
tance in livestock populations: the impact of inbreeding. Genetic Selection Evolu-
tion, 36: 281-296.

Pritchard J.K., Stephens M., Donnelly P., 2000. Inference of population struc-
ture using multilocus genotype data. Genetics, 155: 945-959.

Pritchard J.K., Przeworski M., 2001. Linkage disequilibrium in humans: models
and data. American Jonrnal of Human Genetics, 69: 1-14.

R Development Core Team, 2007. R: A langage and environment for Statistical
Computing. Vienne, Austria: R fondation for Statistical Computing.

Rowlands G.J., Mulatu W., Nagda S.M., d'Ieteren G.D., 1995. Variations in
packed red cell volume and trypanosome prevalence and relationships with re-
productive traits in east African Zebu cows exposed to drug-resistant trypano-
somes. Acta Tropica, 59: 105-116.

Stephens M., Smith N.]J., Donnelly P.,2001. A new statistical method for haplo-
type reconstruction from population data. American Journal of Human Genetics, 68:
978-989.

Stephens M., Donnelly P., 2003. A comparison of bayesian methods for haplo-
type reconstruction from population genotype data. American Journal of Human
Geneties,73: 1162-1169.

Tenesa A., Knott S.A., Ward D., Smith D., Williams J.L., Visscher P.M., 2003.
Estimation of linkage disequilibrium in a sample of the United Kingdom dairy
cattle population using unphased genotypes. Journal of Animal Science, 81: 617-
0623.

*Thevenon S., Dayo G.K,, Sylla S., Sidibe 1., Berthier D., Legros H., Boichard
D., Eggen A., Gautier M., 2007. The extent of linkage disequilibrium in a large
cattle population of western Africa and its consequences for association studies.
Abnimal Genetics, 38: 277-286.

Trail J.C.M, d'Ieteren G.D.M., Feron A., Kakiese O., Mulungo M., Pelo M.,
1991. Effect of trypanosome infection, control of parasitaemia and control of
anaemia development on productivity of N'Dama cattle. .Acta Tropica, 48: 37-45.
Trail J.C.M, d'Ieteren G.D.M., Maille J.C., Yangari G., 1991b. Genetic aspects of
control of anaemia development in trypanotolerant N'Dama cattle. Acta Tropica,
48: 285-291.

Trail J.C.M, d'Teteren G.D.M., Murray M., Ordner G., Yangari G, Colardelle C.,
Sauveroche B., Maille ].C., Viviani P., 1993. Measurement of trypanotolerance
criteria and their effect on reproductive performance of N'Dama cattle. [Vezeri-
nary Parasitology, 45: 241-255.

Yamazaki T., 1977. The effects of overdominance of linkage in a multilocus
system. Genetics, 86: 227-230.

Zhao H., Nettleton D., Soller M., Dekkers J.C., 2005. Evaluation of linkage
disequilibrium measures between multi-allelic markers as predictors of linkage
disequilibrium between markers and QTL. Genetical Research, 86: 77-87.

115






Les Actes du BRG, 7 (2008) 117- 138
© BRG, 2008

Article original

Etude des complémentarités entre gestion
dynamique a la ferme et gestion statique
en collection : cas de la variété
de blé Rouge de Bordeaux

Elise DEMEULENAERE"", Christophe BONNEUIL",
Francois BALFOURIER?, Alain BASSON®,
Jean-Francois BERTHELLOT", Vincent CHESNEAU"Y, Henri FERTE®,
Nathalie GALIC", Guy KASTLER?, Jean KOENIG?,

Florent MERCIERY, Joél PAYEMENT?, Alain POMMART®,
Bernard RONOTY, Yves ROUSSELLE™, Nicolas SUPIOT®,
Hélene ZAHARIAY, Isabelle GOILDRINGER'?

T INRA-SenS, Institut Francilien Recherche Innovation Société,
77455 Marne-la-Vallée, France
2 UMR Génétique, Diversité et Ecophysiologie des Céréales, 234 av. du Brézet,
63100 Clermont-Ferrand, France
3 Réseau Semences Paysannes, Cazalens, 81600 Brens, France
4 UMR de Génétique Végétale INRA-Univ. Paris-Sud-CNRS-AgroParisTech,
Ferme du Moulon, 91190 Gif-sur-Yvette, France

Abstract: Complementary aspects of dynamic management on farm and
static conservation in genebank based on a case study: the wheat variety
'Rouge de Bordeaux'. While on-farm conservation was considered minor in the
development of the National Charter on Genetic Resources in 1998, there is in-
creasing recognition of its important role in the conservation of genetic diversity. In
addition to amateur gardening associations that save and exchange seeds, farmers in
France have formed networks around systems of shared seed conservation and
exchanges, with the goal of protecting the diversity of cultivated species. Parallel to
this, the contribution of farmers to the dynamic management of agricultural biodi-
versity has been recognized by many scientific studies and in international treaties.
These developments led us to examine the complementary nature of on-farm and
gene-bank conservation efforts in terms of the management of genetic resources.
This study, which combines ethnobotanical and genetic ap proaches, was conducted
on bread wheat, for which France has a National Collection of 10000 accessions.
There is also an active network of farmers who cultivate historic vatieties and land-
races, including the Rouge de Bordeaux, which was chosen for a detailed study. By
conducting individual interviews with farmers, we were able to understand better
their management practices, seed exchanges with other farmers and with the na-
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tional collection, and strategies for maintaining and selecting this vatiety on their
own farms. We characterized the genetic diversity conserved by several farmers and
in the samples preserved in the national collection for Rouge de Bordeaux by using
a comparative genetic analysis of samples obtained from farmers and from the
collection, in light of the management practices and exchange networks that exist
among farmers and between farmers and the national collection. Our results dem-
onstrate that the diversity of these populations is far from being redundant. While
some samples are quite homogeneous and similar to samples from the National
Collection, others are highly heterogeneous. There is also a high degree of genetic
differentiation among populations, with clear groupings of populations identified.
The structure of the diversity may be explained by the structure of exchanges and
the development of local adaptation within the populations to environmental condi-
tions and management practices, and by differing strategies of selection and conser-
vation. Further analysis will help us understand more precisely what defines a vari-
ety and what type of genetic diversity or phenotypic traits are conserved with differ-
ent management strategies. Our results also support a greater degree of seed circula-
tion between farmers’ fields and the National Collection, to conserve the adaptive
potential and a broader range of genetic diversity for each variety.

Dynamic management/ on-farm conservation/ gene-bank conservation/
genetic resources/ seed exchange networks/ adaptation

Résumé — Considérée comme mineute lors de la rédaction de la Charte nationale
des ressources génétiques en 1998, la gestion a la ferme a depuis gagné en
importance et en reconnaissance. En effet, apres les associations de jardiniers
amateurs, des réseaux d’agriculteurs se sont fédérés en France autour de systemes
mutualistes de sélection/conservation de la diversité cultivée. Parallélement, la
contribution des paysans a la gestion dynamique de Pagrobiodiversité a été
scientifiquement et institutionnellement reconnue. Ces éléments nous ont conduit a
examiner les complémentarités dans la gestion des ressources génétiques a la ferme
et en collection. Cette étude, qui croise des approches ethnobotanique et génétique,
a été menée sur le blé tendre pour lequel il existe en France une Collection
Nationale de 10 000 accessions et un réseau actif d’agriculteurs-collectionneurs de
variétés. Pour la variété Rouge de Bordeaux, nous avons tenté de caractériser la
diversité dans les champs et en collection, en procédant a une analyse génétique
d’échantillons obtenus aupres d’agriculteurs et aupres de la collection. Nos résultats
montrent que les ressources génétiques conservées dans les deux compartiments
sont loin d’étre redondantes. La structuration de la diversité s’explique par les
réseaux d’échanges de semences (entre paysans, et entre les paysans et la collection),
par I'adaptation locale des populations aux conditions du milieu et aux pratiques de
culture, et par les pratiques de sélection/conservation. Ces tésultats appellent des
analyses complémentaires pour comprendre précisément ce qui est consetvé/cultivé
sous un nom variétal donné, et plaident en faveur d’une circulation accrue des
semences entre champs et collection.

Gestion dynamique/ gestion a la ferme/ gestion statique/ ressources
génétiques/ réseaux d’échange/ adaptation
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1. INTRODUCTION

La gestion des ressources génétiques se fait selon deux modes, statique
ou dynamique, et peut s’appuyer sur des dispositifs ex sit# ou in situ. Selon la
Charte Nationale de gestion des ressources génétiques, pour des espéces
annuelles a graines orthodoxes comme les céréales et dans le contexte
agricole de la France, deux types de gestion ex sit# sont décrites : (i) la
conservation des graines seches a basse température (dans la Collection
Nationale) (i) la gestion dynamique de populations génétiquement
hétérogénes cultivées en stations expérimentales et ressemées d’une année
sur lautre a partir d’échantillons de la récolte précédentet. Pour le blé, il
existe effectivement une riche banque de ressources génétiques de céréales a
paille gérée par 'INRA a Clermont-Ferrand. Il existe également un
programme expérimental de gestion dynamique de la diversité génétique en
populations sur lequel on dispose de 20 années de recul et qui constitue une
base de réflexion pour la compréhension des mécanismes évolutifs en jeu et
pour loptimisation dun tel systeme [17], [20], [12]. Mais il reste un
compartiment non évoqué dans la Charte nationale, qui pourrait également
jouer un réle dans la gestion des ressources génétiques : celui de la ferme.
Considérée comme mineure lors de la rédaction de la Charte en 1998, la
gestion a la ferme a gagné depuis en importance et en reconnaissance et
mérite désormais d’étre reconsidérée.

En effet, depuis les années 80, des jardiniers amateurs, des agriculteurs, des
semenciers artisanaux, des botanistes, produisant ou réhabilitant savoirs et
savoir-faire relatifs aux variétés délaissées par le marché, se sont organisés en
collectifs et affirmés en tant qu’acteurs a part enticre de la gestion du vivant
[6], [5]. Des agriculteurs en particulier, dans une démarche d’application des
principes de 'agriculture biologique et paysanne (conduites culturales avec
faible apport d’intrants, petites exploitations dont la viabilité est maintenue
grice a une pluriactivité et une valorisation des produits en circuits coutts), se
sont fédérés autour de réseaux mutualistes de sélection/conservation de la
diversité cultivée, parfois en collaboration avec des chercheurs institutionnels.
II est a4 noter que ce n’est pas un hasard si de tels systemes voient le jour dans
le contexte d’une agriculture biologique de proximité. En effet, ce modele
d’agriculture se différencie fortement du systéme de culture conventionnel par
un grand nombre d’items, dont ’hétérogénéité des conditions culturales et des
itinéraires techniques, la diversité des besoins des agriculteurs en termes de
génotypes/phénotypes végétaux, I'absence actuelle dans le commerce de

T BRG, http://www.brg.prd.fr/brg/ecrans/charte.htm. La Charte estime que la
gestion dynamique et la conservation a la ferme relévent de la conservation ex st au
sens large, méme si 'on peut objecter que le champ, en station expérimentale ou a la
ferme, représente le milieu « naturel » des especes cultivées.
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variétés adaptées (du fait de faibles investissements de R&D publique et
privée), les demandes spécifiques (organoleptiques, nutritionnelles,
sanitaires...) des consommateurs. Nombre de ces caractéristiques sont a
mettre en paralléle avec celles des agricultures vivriéres et familiales des pays
du Sud, pour lesquelles la reconnaissance des limites du modele de la
révolution verte a favorisé les démarches de gestion/sélection participative
décentralisée [30].

Par ailleurs, de nombreuses études réalisées sur les systemes d’agriculture
traditionnels des pays du Sud ont montré que les pratiques de gestion des
semences par les agriculteurs maintiennent l'ensemble des processus
évolutifs (notamment la sélection a travers une diversité de pressions de
sélection, et la migration, a travers les réseaux d’échanges de semences), et
conduisent de ce fait a une adaptation locale des semences qui maintient
dans le méme temps la diversité génétique au niveau global [35], [1], [21], [4],
[9]. La gestion 4 la ferme a été rapprochée d’une gestion dynamique en
métapopulations, telle que décrite et caractérisée dans le programme
expérimental mené sur l'arabette [19]. La contribution des paysans a la
gestion dynamique de 'agrobiodiversité a notamment été reconnue dans le
Traité International sur les Ressources Génétiques des Plantes pour
I’Alimentation et Agriculture signé en 200lentré en vigueur en 2004 sous
Pégide de la FAO, qui engage les Fitats a « enconrager (...) les efforts des
agriculteurs et des communantés locales ponr gérer et conserver a la ferme leurs ressonrces
phytogénétiques » (art. 5.1.c).

L’intérét de la gestion dynamique pour la conservation de ressources
génétiques adaptées et adaptables a été montré [25], [26], [11], [12], [13],
(14], [31], [19], [27], mais il semble qu’un réseau constitué de stations
expérimentales, tel celui utilisé dans le programme pilote sur le blé, ne puisse
constituer a lui seul un systéme durable et opérationnel. En effet, (i) le
nombre de stations prétes a s’engager a long terme dans ce dispositif est
limité ; (i) les conditions de culture tres standardisées dans les stations
couvrent une gamme de variation nettement plus faible que celles
rencontrées dans les fermes; (iii) les pressions de sélection naturelles a
Iceuvre dans la gestion dynamique ne contribuent pas efficacement au
maintien de la variabilité pour les caracteres dits « d’intérét» au niveau
agronomique ou économique (en lien avec la valorisation des produits).

La prise en compte de 'ensemble de ces éléments nous a conduit, dans
un projet financé par le Bureau des Ressources Génétiques, a reconsidérer
le r6le de la gestion a la ferme dans le paysage de la conservation des
ressources génétiques en France, et a examiner ses complémentarités
avec la conservation en collection. Nous avons mené cette étude sur le
blé tendre (Triticum aestivum), pour lequel il existe a la fois une collection de
plus de 10000 accessions (1/3 d’otigine francaise), décrites pour des

120



Gestion dynamique 2 la ferme et gestion statique en collection

caractéres agronomiques, des spectres NIRS et dont 4 000 ont été
caractérisées par des marqueurs moléculaires [33], et un réseau actif
d’agriculteurs, dont certains s'impliquent dans la recherche, la culture, la
conservation ou la sélection a la ferme de plus d’'une centaine de variétés
anciennes ou locales, depuis plus de 10 ans. Nous avons tenté pour une
variété de blé donnée, de caractériser la diversité conservée a la ferme et en
collection, en procédant a une analyse génétique comparative d’échantillons
obtenus aupres d’agriculteurs et auprés de la collection. Nous avons mis
cette diversité conservée a la lumiére des pratiques de gestion dans les
champs et dans la collection, et a la lumiere des échanges de graines existant
entre paysans et acteurs institutionnels de la gestion des ressources
génétiques.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Enquétes sur les échanges de semences et sur les pratiques
et les usages

Une trentaine d’entretiens individuels avec des producteurs de blé
engagés dans la gestion/sélection de semences paysannes ont été réalisés au
printemps 2005. Nous nous sommes appuyés pour identifier ces
producteurs sur des indications données par le gestionnaire du CRG INRA
de Clermont-Ferrand, ainsi que et sur le Réseau Semences Paysannes (RSP),
association créée en 2003 pour promouvoir et défendre les semences
paysannes, et qui a mené lors de sa création le premier travail d’inventaire
des initiatives paysannes autour des variétés locales et anciennes [34], [8].
Ces entretiens ont été complétés par une participation régulicre aux réunions
du Réseau Semences PaysannesRSP, au cours desquelles les stratégies de
conservation et d’échanges étaient discutées entre adhérents.

Les entretiens individuels, conduits autour des motivations des
agriculteurs a s’engager dans la culture de semences paysannes, autour des
pratiques de conservation a la ferme, autour des origines des variétés et des
savoirs et savoir-faire associés et de leurs modalités de transmission, ont
permis de réaliser un inventaire des variétés cultivées, et d’établir leur
circulation dans un réseau comportant plus de 200 acteurs (comprenant
agriculteurs et acteurs institutionnels de la conservation, dont le CRG INRA
Clermont). Selon les acteurs, la notion de variété peut prendre plusieurs sens
et recouvrir des degrés d’hétérogénéité génétique différents [10]. Dans ces
enquétes, nous avons considéré les catégories variétales telles que définies et
nommées par les agriculteurs, sans préjuger de leur recoupement avec les
variétés des sélectionneurs. Certaines d’entre elles sont tres hétérogenes et
sont plus volontiers qualifiées de «variétés-populations» par les
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agronomest. Notre inventaire des variétés et des échanges s’est accompagné
d’un recueil d’informations sur les discours et les pratiques de gestion de la
diversité cultivée.

Nous disposions par ailleurs de la liste des lots de semences diffusés a
Pextérieur par le CRG INRA Clermont depuis 1994 (depuis
I'informatisation de la base de données).

2.2. Analyses phénotypique et génétique des populations de blé

2.2.1. Variété-population étudiée : Ia variété Rouge de Bordeaux

A partir du réseau de circulation des variétés, nous avons identifié la
variété « Rouge de Bordeaux » comme un bon modéle pour notre étude.
Comme illustré sur la figure 1, cette variété ancienne (1884), appréciée pour
ses qualités en panification artisanale, est en culture chez de nombreux
« paysans-boulangers ». Cette vatiété possédait a lorigine une certaine
hétérogénéité génétique, puisqu’elle est issue de sélection massale (a partir de
Noé, elle-méme sélection massale dans des variétés de pays d’origine russe),
et a probablement acquis a travers les cycles de culture dans les champs
encore plus de variabilité. C’est pourquoi nous la qualifions de variété-
population. La figure 1 montre en outre que des lots de semences ont
circulé (dans un sens ou dans l'autre) entre le CRG INRA Clermont et des
agriculteurs. Nous avons choisi d’étudier les populations en fonction de leur
position dans le schéma d’échanges, mais également de la facilité a obtenir
des échantillons. 11 s’agit de 19 populations dites de Rouge de Bordeaux
(RB) cultivées par 10 agriculteurs différents, certains cultivant plusieurs
origines de RB ou bien une méme origine selon plusieurs modalités. Quatre
échantillons, correspondant chacun aux 4 accessions répertoriées dans la
collection de Clermont-Ferrand sous ’étiquette RB ou « type » RB, ont été
intégrés dans ’étude, dont 'un (code erge 6310) sert de référence pour la
variété Rouge de Bordeaux.

Quelques variétés-populations supplémentaires également tres cultivées
par les paysans ont été ajoutées a cette étude: deux échantillons de
Concorde, le « mélange de James » et la « Touselle de Mayan », ainsi que les
échantillons de deux Touselles de la collection faisant partie du mélange
(Touselle blanche barbue, blé tétraploide, et Touselle annone). Elles ont été
utilisées dans certains cas comme références extérieures a I'ensemble des

RB.

¥ L’agronome Jean Bustarret propose le terme en 1944, pour 'opposer aux variétés
lignées pures et aux clones [7].
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Figure 1: Circulation de la variété-population Rouge de Bordeaux dans un réseau
hybride comprenant agriculteurs (rendus anonymes par des numéros ou des
prénoms fictifs) et acteurs institutionnels de la sélection-conservation.

2.2.2. Caractérisation phénotypique des populations

Les 23 échantillons ont été évalués en station au Moulon (région
parisienne) dans un dispositif a deux répétitions en blocs complets dans des
micro-parcelles de deux rangs, comportant chacune 35 a 40 plantes. Le
semis a été réalisé le 8 novembre 2006. Les mesures de précocité d’épiaison
ont été réalisées en pourcentage de plantes épiées au cours du temps afin
d’estimer la date d’épiaison moyenne de la parcelle et son étalement. Des
mesures sur les épis récoltés plante a plante sont en cours. Dans un autre
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dispositif, ces mémes échantillons ont été semés au printemps (le 26 avril
2007) sans vernalisation préalable afin d’évaluer la proportion de plantes de
type hiver (nécessitant une période de froid pour épier) et celle de type
printemps (qui épient indépendamment des températures froides). Le
nombre de plantes épiées sur un total de 26 a 34 plantes dans chaque
échantillon a été compté chaque semaine du 22 juin au 13 aott.

Les échantillons ont également été mis en culture dans six fermes parmi
leurs sites d’origine, suivant un protocole établi en étroite collaboration avec
les agriculteurs concernés: 10 échantillons/site avec un jeu commun, une
évaluation prenant en compte les critéres d’observation des paysans. Ces
données ne sont pas encore disponibles.

2.2.3. Marquage microsatellite

Un fragment de feuille a été prélevé sur 20 (cas d’un échantillon) a 42
individus par échantillon le 19 mars dans le dispositif au champ. Les ADN
ont été extraits avec purification sur membranes de silice selon un protocole
adapté d’apres la procédure Qiagen au laboratoire de 'UMR de Génétique
Végétale du Moulon. Le génotypage microsatellite de ces individus (938)
pour 21 locus microsatellites a été réalisé a la plateforme de génotypage
INRA de Clermont-Ferrand. Dix-neuf marqueurs (Xgwm) développés par
Réder et al. [32] et le marqueur Cfd71 développé par Guyomarc'h ef al. [10]
qui amplifie deux locus sur deux chromosomes ont été choisis pour couvrir
les 21 chromosomes du blé. Suite a des difficultés techniques, Lles résultats
ne sont disponibles que pour 13 marqueurs, qui se sont tous avérés
polymorphes dans les échantillons étudiés. Les protocoles PCR ont été
adaptés de Roder e al. [32] et Guyomatc'h ef al. [16]. Les bandes amplifiées
ont été séparées sur un séquenceur ABI 3100 semi-automatique, et analysées
avec GeneMapper software (v 3.7, Applied Biosystems).

2.2.4. Analyses de la diversité génétique

Pour chaque population, les fréquences alléliques, le nombre moyen
d'alleles, la diversité de Nei [24] ou hétérozygotie attendue He,
I’hétérozygotie observée Ho et le coefficient de consanguinité (Frg = 1 -
Ho/He) ont été estimés a l'aide du logiciel GENETIX v4.05.2 [3]. La
différenciation génétique entre populations (proportion de diversité totale
expliquée par écart des fréquences alléliques entre populations) a été
évaluée a travers Iestimateur 0 proposé par Weir et Cockerham [36], estimé
ici avec le logiciel FESTAT version 2.9.3.2 [15]. La signification des valeurs de
0 estimées entre populations a été testée par des permutations de génotypes
entre les populations échantillonnées dans FSTAT. La proximité des
populations a été visualisée a I'aide d’un arbre construit selon la méthode
UPGMA 2 partir des 0, dont la robustesse des nceuds a été évaluée avec
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1000 bootstraps sur les locus. Trois vatiétés sans rapport de parenté avec le
Rouge de Bordeaux ont été utilisées comme « out groups ». Nous avons

également réalisé une analyse factorielle des correspondances (AFC) a I'aide
du logiciel GENETIX v4.05.2 [3] afin de décrire la distribution des
individus entre et a I'intérieur des populations.

3. RESULTATS

3.1. Organisation de la diversité inter-populations

Les résultats qui suivent sont a prendre avec précaution, étant donné le
faible nombre de marqueurs (13) et le taux de données manquantes
relativement élevé (respectivement 254, 40, 173, 5, 6, 62, 289, 412, 45, 35,
15, 37 et 130 sur 938 individus génotypés, soit des taux allant de 0,5% a
43,9%)S.

Les indices de différenciation par paires de populations estimés pat le
parameétre 6 sont présentés dans le tableau I, avec leurs P-values associées.
Les populations sont en majorité significativement différenciées et
présentent des 6 élevés. En revanche, certaines apparaissent tres proches
génétiquement, comme ’accession « référence » de la collection, Col6310, et
les populations de Denis (2003 et 2006) et Basile (2003 surtout), celles-ci
étant également proches entre elles. Les populations de trois autres
agriculteurs (Gaston, Lucien et Jules) apparaissent également trés proches
génétiquement. Les variétés conservées ou cultivées par un méme
agriculteur mais avec des pratiques différentes (RB-BasileCons06 et RB-
BasileIsol06, RB-Basile-2ep03 et RB-Basile-Mel03), ou bien prélevés a des
générations différentes (RB-Denis03 et RB-Denis06, RB-GastonSel03 et
RB-Gaston006) sont également trés proches génétiquement. Parfois, s’il s’agit
d’une sélection de quelques épis au sein d’une variété (Rouge-Roc05 et RB-
GastonSel03), on peut observer une différenciation significative.

§ Des analyses sont en cours pour compléter ces données.
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23761 de la collection. Les trois variétés non apparentées utilisées comme
«out-groups » s’enracinent bien a la base de larbre, mais on retrouve
également la, a Dextérieur du groupe des Rouges de Bordeaux, deux
accessions de la collection et le Rouge des Charmilles. La varié¢té RB de
Marcel se rattache faiblement au premier groupe.

Touselle Annone Coll

= Col23756

P Rouge Charmilles

Concorde épis bl-Rémi

Concorde épis rx-Rémi
25

Col23760

RB-Marcel

2 RB-Basile Conservation06

49
RB-Basile Isolement 06

e
L 66 RB-Denis06
22 57
RB-Basile Mélange03
43
RB-Basile 2 épis 03
61
RB-Denis03
64
33
61

Col6310
Rouge du Roc

RB-Aimé

RB-Paul N2

26

RB-Gaston Sélection 03

4 —RB-Lucien

Il

38 RB-Gaston06
_E,,
RB-Jules

— Col23761

2~ RB-Paul N3
18

RB-Remi03
5

RB-Emile

_ 01

Figure 2: Arbre reconstruit par la méthode UPGMA a partir des indices de
différenciation entre populations estimés par le parametre 0 sur les données de
génotypage microsatellite (13 locus). Les valeurs de bootstrap des nceuds ont été
obtenues avec 1000 tirages des locus. Les variétés « Touselle Annone Coll»,
« Concorde épis bl-Rémi », « Concorde épis rx-Rémi » ont été utilisés comme « out-
groups » car elles ne sont pas apparentées a la variété Rouge de Bordeaux.
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La projection des individus des groupes de RB identifiés ci-dessus dans
le premier plan de ’AFC (fig.3) permet de voir que tous les individus de
I'accession 6310 de la collection sont bien regroupés (en haut a droite),
associés aux individus appartenant aux populations de Basile et Denis
(groupe (1)). Aucun d’entre eux ne se trouve projeté dans le quartier en bas
a droite ou se trouvent la plupart des individus du groupe (2). Au contraire,
de nombreux individus des populations de Gaston et Lucien se retrouvent
dans le quartier en haut a droite, indiquant une plus forte hétérogénéité au
sein de ces populations et/ou un mélange de génotypes.

¢ RB-Aime
[ ] X W X " RB-Basile-Cons06
* o L e RB-Basile-Is0l06
- W B o % gXa
700 4 L] ¥R owe x xBE RB-Denis03
X X RB-Denis06
® Rouge-Charmilles
¢ RB-Emile
" RB-Gaston06
4 Rouge-Roc05
T T T T T T T XRB-Jules
-50 50 100 150 220 250 300 350 X RB-Lucien

200 |

Axe 1
L
X

¢ RB-Marcel
x ® RB-Paul-N2
A RB-Paul-N3
® Col-6310

-300 7

% Col-23761
-80d1 an, .% “if; < { * X RB-Basile-2ep03
. ﬁ o4 ¢ RB-Denis03
A RB-Basile-Mel03
. 4 4ARB-Remi03
RB-Gaston-Sel03

Axe 2
Figure 3 : Projection des individus dans le plan défini par les deux premiers axes de
PAFC réalisée sur les données de génotypage microsatellite (13 locus). La figure se
focalise sur un secteur du plan qui contient les deux groupes de RB étudiés
identifiés sur P'atbre. I’axe 1 explique 11,32 % de la variation et I'axe 2, 6,45 %.

3.2. Diversité intra-populations

Seul un échantillon est completement homogene génétiquement (RB-
Basile-Mel03), mais un bon nombre est assez homogene avec une diversité
génétique intra-population inférieure a 10% (tabl. II). C’est le cas pour trois
des quatre accessions de la collection et pour toutes les populations de
Denis et de Basile, c'est-a-dite pour tous ceux du groupe (1). En plus, les
populations d’FEmile, Marcel et Paul ainsi que le Rouge des Charmilles ont
une diversité du méme ordre.
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Au contraire, les populations de Gaston, Jules et Lucien présentent des
diversités extrémement fortes, supérieures a 30%. Des valeurs intermédiaires
sont obtenues pour les RB de Aimé et Rémi, ainsi que pour le Rouge du
Roc et le numéro 23761 de la collection. Similairement, le nombre moyen
d’alléles détectés dans chaque population varie de 1 (RB-Basile-Mel03) a
3,46 (RB-Gaston06) (tabl. II). L’hétérozygotie observée donne en théorie
une indication sur les croisements et permet lestimation du taux
d’allogamie. Nous ne l'avons pas fait ici car une partie des marqueurs
microsatellites présentait des profils ambigus pour les hétérozygotes dus a la
présence de stutters. Il faudra l'estimer sur le jeu de marqueurs le plus
approprié lorsque nous aurons complété les données de génotypage. Ici, les
taux d’hétérozygotie sont le plus souvent inférieurs a 1 % (populations
d’Aimé, Jules, Marcel, Paul, Rémi, accession de la collection 6310 et
populations RB-Basile-Isol06, RB-Basile-Mel03, RB-Denis06). Les autres
sont compris entre 1 et 7%. Ces valeurs faibles sont cohérentes avec le
régime de reproduction majoritairement autogame du blé, mais indiquent
malgré tout lexistence quasi-systématique de quelques croisements au
moins.

3.3. Variabilité phénotypique pour les caractéres de précocité

L’évaluation phénotypique en station montre que des populations
d’origines  différentes sont significativement différentes pour leur
développement précoce, leur date d’épiaison en conditions vernalisées (fig. 4)
et leur besoin en vernalisation. L’héritabilité pour la date d’épiaison en
conditions vernalisées varie de 0.71 a 0.87 indiquant quune part
prédominante de la variation entre échantillons est due a des différences
génétiques. De plus, les populations de RB montrent des niveaux de variabilité
différents. Par exemple, I’étalement au sein d’'une population de la date
d’épiaison en conditions vernalisées varie de 2 (collection 23761) a 10 jours
(RB-Gaston06, RB-Lucien, RB-Jules) selon lorigine de la variété-population
(fig. 4). On trouve ainsi une relation assez nette entre la diversité génétique
moléculaire intra-population et la variabilité pour le caractére de précocité
d’épiaison, caractére majeur dans 'adaptation climatique. La distribution des
types printemps et hiver, déterminés a partir de I'observation en conditions
non vernalisées avec semis au printemps, est également tres variable allant de
0 a 100% de plantes hiver. Si 'on excepte le Rouge des Charmilles et les deux
accessions de la collection 23756 et 23760 qui sont enticrement constituées de
plantes de type «hiver», des plantes de type «printemps» sont
systématiquement présentes, la population RB-Denis03 étant la plus «hiver »
alors que les RB provenant des agriculteurs Emile, Paul, Rémi et Aimé sont
trés majotitairement « printemps ». L’accession 6310 de la collection présente
65% de plantes « printemps ».
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7/5 8/5 9/5 10/5 11/5 12/5 13/5 14/5 15/5 16/5 17/5 18/5 19/5 20/5 21/5 22/5 23/5 24/5

RB-Aimé
RB-BasileCons06

RB-Basilelsol06

3B-BasleMel03

3B-Basile-2ep03

Col6310

CorzaTeT —

Col23760

Col23756

RB-Denis03
[ RB-Denis06 (1)
RB-Denis06 (2)

RB-Denis06 (2)

Rouge Charmilles

RB-Emile
RB-GastonSel03
RB-Gaston06

Rouge du Roc

RB-Jules

RB-Lucien
RB-Marcel

RB-Paul-N1

RB-Paul-N2

RB-Rémi05

Figure 4 : Distribution des dates d’épiaison des plantes au sein des différentes
populations dans le dispositif d’évaluation a la station expérimentale INRA du
Moulon avec semis a 'automne 2006. Pour chaque échantillon sont données les
dates d’épiaison relevées dans la répétition 1 (la ligne du dessus) et celles relevées
dans la répétition 2 (ligne du dessous). En clair, la date correspondant a une ou deux
plantes de la parcelle épiées, en plus sombre, I’étalement des épiaisons de 5 a 90 %
des plantes, et en tres sombre, la date correspondant a 100 % des plantes de la
parcelle épiées.

4. DISCUSSION

Lanalyse génétique des échantillons de la méme variété-population,
obtenus aupres de paysans et aupres des gestionnaires de la Collection
Nationale montre que la diversité conservée dans les champs et dans les
chambres froides est différente, a plusieurs points de vue. Cette remarque
n’interdit pas des ressemblances entre les populations cultivées dans certains
champs et celles conservées a la collection, en témoigne la ressemblance
génétique entre les lots fournis par Basile, Denis et la référence Col6310.
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D’une part, les niveaux d’hétérogénéité génétique different. Les
populations caractérisées par une faible variabilité génétique (accessions de
la collection, mais également Basile, Denis) sont gérées dans un souci de
conservation a lidentique. Cela se traduit par des précautions a différents
moments de la mise en culture (tous les dix ans pour la collection lors de la
régénération des graines conservées) : isolement des parcelles, évitement des
mélanges, élimination des hors-types a la récolte. Le matériel génétique
utilisé par ces trois acteurs, issu originellement de la collection Verneuil,
héritiere de la collection historique Vilmorin, avait par ailleurs pour
caractéristique une base génétique relativement faible liée a sa gestion
statique conservatrice sur plusieurs décennies.

Drautre part, les différentes populations étudiées se structurent
majoritairement en deux groupes génétiquement distincts. Cette
structuration s’explique relativement bien par la circulation de semences qui
a eu lieu entre le groupe Denis-Basile-Collection INRA d’une part et le
groupe Gaston, Jules, Rémi, Paul d’autre part. Il est a noter (ce que ne
montre pas la carte des échanges) que le transfert de semences de 'INRA
Moulon vers Gaston, ainsi que celui de Basile vers Gaston est relativement
récent, en tout cas ultérieur a la diffusion des semences dans le réseau en
aval de Gaston — si bien que les semences diffusées par Jules ou Rémi n’ont
pas d’origine commune avec celles issues de la collection Vilmorin-Verneuil.
Ces semences sont issues de la Communauté de ’Arche (notée Arche 47),
une communauté d’inspiration gandhienne créée dans les années soixante-
dix. Cette observation nous améne a formuler ’hypothése du réle de
passeur intergénérationnel qu’auraient joué les communautés de néo-ruraux,
du fait de l'intérét précurseur qu’elles ont porté aux variétés paysannes et
locales et de leur position centrale et visible au sein de certains réseaux
agricoles [18].

L’adaptation locale aux conditions du milieu et aux pratiques paysannes
peut également expliquer une part de la structuration de la diversité. La
précocité d’épiaison, ainsi que les besoins en vernalisation, sont des
caractéres majeurs de I'adaptation climatique, et leur diversification au sein
de populations d’origine commune est 2 mettre en relation avec les résultats
de Pexpérimentation Gestion dynamique [14], [31]. Les pratiques paysannes
sont elles aussi diversifiantes, comme en témoigne par exemple le semis
accidentel par Aimé de son RB au printemps, qui a contribué a la contre-
sélection dans sa population des types « hiver ». La sélection, ici indue, est
parfois délibérée : ainsi la population Rouge du Roc est-elle une sélection
d’épis « barbus » réalisée par Gaston dans une parcelle de RB qui aboutit a
une certaine différenciation par rapport au génotype de la population
d’origine. Ainsi la diversité des populations de blé cultivées est a mettre en
relation a la fois avec la diversité des conditions pédoclimatiques et avec la
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diversité des stratégies paysannes [2], [23], [22], [28], [29]. Chercher a
optimiser la conservation a la ferme en préconisant aux agriculteurs un type
donné de gestion pourrait conduire a un effet paradoxal, a savoir
Puniformisation des choix et des pratiques, alors que la propriété
diversifiante de ce dispositif repose précisément sur la diversité des
environnements et des stratégies de culture.

La grande hétérogénéité de la variété-population Rouge de Bordeaux,
constatable ici a travers Dléclatement génétique des populations qui la
représentent, nous interroge sur la délimitation de cette catégorie variétale. La
majorité des personnes apparaissant dans le réseau d’échange identifient le lot
de semences qu’ils recoivent grace aux indications qui leur sont simultanément
fournies. Par le nom, attribut essentiel des semences, mais aussi par les
informations associées lors de I’échange (usages, origine, histoire), une certaine
continuité génétique et culturelle des variétés est ainsi assurée. La
dénomination des semences est d’autant plus importante de nos jours que la
disparition des variétés anciennes dans le paysage agricole s’est accompagnée
de Toubli de leurs caracteres phénotypiques. Mais lidentification des
populations majoritairement par leur filiation n’exclut pas le recours ponctuel
aux criteres phénotypiques. Cette étude nous en fournit trois exemples : (i) la
« variété » Rouge des Charmilles est issue d’une opération de re-nomination
par un paysan, d’'une population initialement qualifiée de RB, mais qu’il jugeait
atypique (elle est de fait éloignée génétiquement des autres populations de
RB) ; (i) la population de Marcel a été constituée sur critéres phénotypiques a
partir d’'un mélange de 20 variétés qui contenait initialement du RB ; (iii) du
coté de la collection, deux des accessions notées « type RB» (Col23760 et
Col23756) se sont avérées apres enquéte étre des blés de Haute-Loire, a épis
rouges, tebaptisés « type RB » lors de leur entrée dans la collection™.

Cette définition multiple de la pariété, aux contours imprécis et laissés a
Pappréciation de chacun, pose la question de la nature de ce qui est
conservé/cultivé sous un nom variétal donné : le type qui correspond le plus
fidelement possible au type conservé dans la collection historique ? Une
diversité génétique issue de la variété-population d’origine, mais qui aurait
évolué au cours depuis sous leffet des pressions de sélection rencontrées
pendant des décennies de cycles de culture ? Un ensemble génétiquement

“ L’absence apparente de filiation de ces deux accessions avec la variété-population
RB explique leur position excentrée dans 'arbre par rapport aux autres échantillons
de RB. C’est grice aux informations recueillies lors de la mise en collection de
’accession que nous avons pu revenir a la personne qui avait fourni ’échantillon, et
parachever Iidentification de la variété-population d’origine. D’ou I'importance de
noter lors du recueil de semences, 2 la ferme, le maximum d’informations
permettant d’en reconstituer la généalogie, en partenariat avec les détenteurs de
savoirs vivants que sont les agriculteurs collectionneurs.
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hétérogene mais exprimant des phénotypes convergeant vers la description
phénotypique de la variété ? Une reprise des analyses avec plus de
marqueurs et une analyse des génotypes multilocus nous permettraient
d’établir plus précisément les relations entre les individus appartenant a des
échantillons différents et de savoir §il s’agit de recombinants ou de
mélanges de génotypes d’origine hétérogene,. Eet ainsi d’évaluer la part de
variabilité issue de recombinaisons génétiques au sein de la variété-
population RB ancestrale, et celle associée a des mélanges avec des
populations d’origine différente. 1l faut noter cependant que les échanges et
mélanges de semences ainsi que les flux de génes non controlés font partie
intrinseque de la dynamique des systemes traditionnels de gestion a la ferme
et ne remettent pas en question le « périmetre » phénotypique des variétés-
populations ainsi maintenues, comme cela a été décrit notamment dans le
cas des variétés de mafs au Mexique [28], [29]. Les flux de genes (force
homogénéisante) sont alors contrebalancés par la sélection divergente (force
diversifiante). Dans ces contextes, les variétés cultivées a la ferme dérivent
bien d’une variété ancestrale, tout en incorporant une part de diversité
exogene.

Méme si la caractérisation des mécanismes en jeu et la connaissance de la
nature de la diversité conservée dans la gestion a la ferme sont encore
partielles, il nous semble que nous présentons ici les premiers éléments
indiquant que des réseaux d’agriculteurs en France apportent a la gestion de
la diversité génétique une contribution positive et originale, complémentaire
de celle, centrale des collections ex si#. Ces éléments nous conduisent a
inciter 'ensemble des acteurs de la gestion du vivant a développer, pour plus
de sécurité et d’efficacité des dispositifs de conservation, un passage plus
régulier des ressources d’un compartiment a lautre :

— Des champs a la collection, afin d’assurer la conservation de
ressources encore menacées d’érosion du fait de leur insuffisante
diffusion dans le paysage agricole francais. L’analyse génétique a
montré la facon dont I'accession Col-23761 et la population Rouge
du Roc dont elle était issue avaient divergé, alors que la premicre
était censée représenter la deuxieme. Il conviendra pour éviter cet
écueil de veiller a prélever des échantillons sur un volume significatif
et de procéder a des prélevements réguliers rendant compte de
I’évolution des populations dans leur milieu agricole.

— De la collection aux champs, afin de permettre aux ressources
génétiques conservées de se rediversifier en évolution conjointe avec
les agrosystémes, et de permettre aux agriculteurs 'usage de variétés
reléguées par le marché et, de ce fait, difficilement accessibles
ailleurs.
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Ainsi, il conviendrait pour une meilleure gestion des ressoutrces
génétiques, de renforcer les pattenariats pour I’heure informels entre
agriculteurs et gestionnaires de collection.

La reconnaissance de cette gestion évolutive par les acteurs
institutionnels de la conservation des ressources génétiques nous apparait
aujourd’hui incontournable, ce qui nous conduit des questions d’ordre
stratégique. Entre deux objectifs complémentaires mais parfois
contradictoires, la conservation a I'identique des variétés patrimoniales et le
développement du potentiel évolutif des ressources génétiques, quelle
priorité les acteurs institutionnels de la conservation se donnent-ils ? Sachant
Au regard de la biodiversité cultivée dans les champs, comment envisagent-
ils d’organiser et de coordonner leurs efforts avec ceux des paysans ? Par
ailleurs, ces résultats conduisent a des considérations sur la nécessité de faire
évoluer la réglementation. Actuellement, le réglement UPOV en vigueur en
France interdit toute transaction (marchande ou non) de semences autres
que celles correspondant aux variétés inscrites au catalogue officiel des
obtentions végétales. Si I’Europe permet des mesures d’exception pour la
consetvation 7 sitw des variétés dites «de conservation » (directive
européenne 98/95CE), si d'autres pays d'Eutope (Italie par exemple)
semblent aujourd’hui plus avancés dans la prise en compte réglementaire de
la conservation a la ferme, la France dispose d’un nombre d’expériences et
d’un recul sur celle-ci qui la place en bonne position pour contribuer
significativement a 'aménagement de cette réglementation. Afin d’avancer
dans ce sens, une étude basée sur des expérimentations et 'analyse de cas est
en cours actuellement dans le  projet européen  STREP
« FarmSeedOpportunities » (http://www.farmseed.net/home/).
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Abstract: Agriculture diversity and heritage in the mid-Rio Negro region (Bra-
zilian Amazon). Local norms and practices about perception and management of
agrobiodiversity are seen as a biological cum cultural heritage. We develop a methodo-
logical approach for interdisciplinary study of agrobiodiversity in multiple scales (do-
mestic unit, village, region). We offer some results of its application on the mid-Rio
Negro region, in a pluriethnic context. The agticultural system is based on slash and
burn practices in a low density area. Three study areas were chosen : two of them are
forest villages and one is an urban area (7,000 inhabitants). Agricultural diversity was
studied with 4, 9 and 5 families respectively. The results show a broad agrobiodiversity
(243 cultivated plants and 73 varieties of manioc for 18 families). Under current con-
ditions, this diversity is maintained in the urban area as well. We stress the different
plant collections managed by each woman agriculturalist. Such high diversity is linked
to an extremely active and wide circulation of plants between spaces and people at
different scales. Resources were socially and geographically mapped, and they showed
a flux that extends 500 km up as well as 500 km down river. However, most of these
exchanges take place in the village and its vicinity and are associated with kinship. In
town, the flux is determined by neighbourhood and economic factors rather than by
family links. In both cases, plant circulation takes place outside of agricultural devel-
opment institutions, markets and economic relations. They belong to a larger system
of exchange in which phytogenetic resources are not individually owned. Further-
more, agricultural diversity is related to a very rich handicraft culture and to a complex
food system. Finally, we argue that legal tools currently being built in Brazil around
phytogenetic resources are not conducive to the preservation and valorisation of an
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agricultural system which produces diversity such as the one we describe in the mid-
Rio Negro region. As things stand now, registering that system as cultural heritage
could provide a better acknowledgement of its worth, give it visibility and ensure its
conservation. How can they be articulated with Brazilian recent juridical norms on
biodiversity and traditional knowledge?

agrobiodiversity/ Amazonia/ networks/ legislation/ cultural heritage

Résumé: Nous mettons en regard la construction patrimoniale de
l'agrobiodiversité avec les différents instruments de conservation discutés
aujourd’hui au Brésil. La question posée est d'identifier comment les notmes et
pratiques locales de perception et gestion de l'agrobiodiversité s'articulent aux
instruments juridiques de conservation et valorisation de la biodiversité et savoirs
associés récemment mis en place au Brésil. L’article comprend deux volets, une
proposition  méthodologique  pour une approche interdisciplinaire de
'agrobiodiversité et 'application de cette approche a la région du moyen Rio Negro.
Les résultats portent sur 'amplitude de la diversité agricole, le role fondamental de
la circulation des variétés et especes cultivées dans le maintien d’une diversité élevée,
sa dimension culturelle et régionale.

agrobiodiversité/ Amazonie/ réseaux/ législation/ patrimoine culturel

1. INTRODUCTION

Des traités internationaux aux certifications, un faisceau d’instruments
juridiques et économiques se met en place en vue d’assurer des droits de
propriété intellectuelle sur le vivant, notamment les ressources
phytogénétiques, et de contribuer a la conservation de ces ressources via
leur wvalorisation économique. Ces instruments procurent un nouvel
éclairage aux modes classiques de conservation des plantes, ex situn, on farm
ou in sitn. En méme temps, la diversité agricole, toujours produite dans un
contexte socioculturel et écologique particulier, est en passe de s’articuler
avec un systeme dont les rouages sont en grande part inconnus des
populations concernées. De manicre symétrique, les normes et les formes de
gestion locales des ressources phytogénetiques sont zerra incognita pour les
acteurs institutionnels de la conservation. La question posée est donc celle
de la construction d’une interface susceptible d’assurer la pérennité dun
patrimoine agricole, c’est-a-dire d’une diversité agricole porteuse de sens et
de références. Nous proposons ici une approche pluridisciplinaire qui
permet d’analyser les processus associés a la production et a la conservation
locales de la diversité agricole a partir de I’étude de la gestion de cette
diversité dans la région du moyen Rio Negro.
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2. UN NOUVEAU CONTEXTE LEGAL POUR IA
CONSERVATION DE I’ AGROBIODIVERSITE ?

La conservation de I'agrobiodiversité s’inscrit aujourd’hui au Brésil dans
une double dynamique, 'une qui tend a renforcer des droits de propriété
intellectuelle sur le matériel biologique, I'autre qui reléve de politiques de
valorisation de la diversité culturelle. Ainsi, en marge des deux principaux
instruments de protection de 'agrobiodiversité que sont la loi de protection
des cultivars (9.456/97) et celle des semences (10.771/2003), deux
instruments sont depuis peu mobilisés pour assurer une protection de
I'agrobiodiversité traditionnelle. Il s’agit de la mesure provisoire 2186/16 qui
réglemente Dapplication au Brésil de la Convention sur la Diversité
Biologique et du décret 3551/2000 qui vise a la protection des biens
culturels immatériels.

La premiere régit l'acces a la biodiversité et aux connaissances
traditionnelles  associées, qu’il s’agisse de recherche scientifique,
technologique ou de bioprospection. Elle constitue une avancée dans la
construction d’une recherche davantage participative et dans la protection
des savoirs associés a la biodiversité [20]. Le Ministere de ’Environnement
est chargé de son application. Cette mesure est toutefois aujourd’hui en
cours de révision et un nouveau projet de loi, a caractere plus restrictif, est
actuellement soumis a une consultation générale [4]. Issu de négociations
laborieuses entre différents ministéres, il vise sous sa forme actuelle 2
faciliter I'accés aux ressources phytogénétiques en vue de la création
variétale. Sous prétexte de réglementer le traité de la FAO, il instaure de fait
une différence de traitement juridique pour la diversité génétique en général
et pour l'agrobiodiversité en particulier. Cette derniére devrait relever du
Ministere de PAgriculture et non, comme la premiere, du Ministere de
IEnvironnement. Ce nouveau systeme traduit une vision de la diversité
agricole dissociée de la diversité culturelle qui la produit. Une reformulation
de la loi de protection des cultivars est également en cours avec pour
objectif la consolidation des droits de propriété intellectuelle sur ceux-ci. Si
elle est approuvée, elle créera des restrictions a la circulation et a ’échange
des variétés et savoirs agricoles, et ira a I’encontre des processus producteurs
de diversité tels que nous avons pu les observer.

A lopposé de cette dynamique restrictive, le décret 3551 permet de mettre
'accent sur 'ancrage culturel de diverses formes d’expression. Il s’appuie sur
la Constitution qui inclut, dans le concept de biens culturels, des biens
matériels et immatériels (formes d’expression, de création, connaissances, ...)
et permet d’enregistrer au patrimoine culturel brésilien des manifestations
d’ordres divers, religieux, esthétique, artistique, ..... L’enregistrement d’un bien
est de nature déclaratoire et est mis en ceuvre par Plnstitut du Patrimoine
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Historique et Artistique National (Iphan [5]), organisme relevant du Ministere
de la Culture. Sl n’assure pas de protection au sens juridique du terme,
Penregistrement d’un bien immatériel au patrimoine de la nation entraine
cependant I'application de mesures de protection et de valorisation définies
d'un commun accord entre la population locale, via ses associations
représentatives, et I'Iphan. Appliquée a la diversité agricole, cet instrument de
patrimonialisation opere selon une logique proche de celle des GIAHS
(Globally Ingenions Agricultural Heritage Systems) de la FAO. L’existence de cet
instrument, qui s’inscrit dans la logique des conventions de I'Unesco de 2003
et de 2005, ouvre de nouvelles perspectives pour penser la conservation et la
valorisation de la diversité agricole, en général objet de mesures centrées sur sa
dimension productive ou génétique ou sur son intérét économique.

3. ASPECTS METHODOLOGIQUES : RESEAUX SOCIAUX
ET FLUX DE PLANTES

Pour aborder la diversité agricole en tant que construction a la fois
biologique et culturelle nous avons privilégié une entrée par une analyse
systémique en nous intéressant a 'ensemble des plantes cultivées en un lieu
par un groupe donné et non a ses seules especes majeures. Nous entendons
par cultivée toute plante, domestiquée, en cours de domestication ou
sauvage, qui fait 'objet d’une intentionnalité de présence en un lieu. La
méthode, construite avec les apports de plusieurs disciplines scientifiques,
part du constat selon lequel les connaissances sur la diversité des plantes
cultivées ne peuvent étre comprises hors du cadre des dynamiques spatiales
et sociales associées et ce, a des échelles d’espace et de temps variées. Dans
ce sens, un protocole a été défini afin de (i) relever la diversité agricole
cultivée en un lieu (parcours commenté avec les agriculteurs, photographies,
relevé des noms, usages et origine des plantes) ; (i) caractériser les espaces
associés (relevés GPS des parcelles cultivées et de leurs acces, report sur les
images satellites, cartographie, histoire de la gestion des espaces) ; (iii) relier
les histoires de vie des familles ou des individus, leurs principales étapes, et
les réseaux de circulation des plantes cultivées, en identifiant en particulier
les liens de parenté réelle ou symbolique, et les bases spatiales des
trajectoires des individus.

Les flux de germoplasme, modelés par les prises de décision des
agriculteurs, révelent lancrage non seulement social et territorial, a
différentes échelles, de la diversité agricole mais aussi intergénérationnel. Les
réseaux de circulation de plantes cultivées ont déja été abordés par différents
auteurs qui insistent plus sur les liens entre cette circulation et la diversité
génétique ([2], [3], [12], [16], [18], [21]) ou sur l'approvisionnement en
germoplasme ([1], [8], [15]) que sur leur dimension socioculturelle. Les
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données de base - quelle est P'origine de chaque plante cultivée dans un
espace donné, de qui a-t-elle été obtenue et d’ou? — ont été traitées sous
forme de tableau et formalisées avec le logiciel Pajek [17] permettant une
interprétation visuelle des flux.

Le projet de recherche, la divulgation de ses résultats et le contexte légal
de lacces a la biodiversité et savoirs associés ont été discutés avec les
communautés concernées. Cette démarche, outre son aspect déontologique,
est une obligation légale (MP 2186) pour I'obtention de I'autorisation de
recherche du Conseil du Patrimoine Génétique. Nous avons procédé a
I'identification des plantes 7 sitn et a partir de photographies sans collecte de
matériel. L’étude a été menée sur trois terrains dans le cadre du programme
de recherche BRG: dans le moyen Xingu aupres d’un village amérindien
Kayapo, dans le haut et moyen Rio Negro aupres de populations de
différentes ethnies, et dans le haut Jurud, en Amazonie péri-andine, aupres
d’agriculteurs descendants de Nordestins. Pour des raisons de place, nous
n’exposons dans cet article que les résultats obtenus sur le Rio Negro ou
Iétude a été menée de maniére exhaustive dans deux villages, Tapereira et
Espirito Santo avec environ 25 (4 familles) et 50 personnes (9 familles) et a
Santa Isabel (7 000 habitants) en peu plus en amont, aupres de 5 familles.

4. LES PARTICULARITES DE LA ZONE D’ETUDE: LE
MOYEN RIO NEGRO

A Técart des fronts de colonisation, la région du moyen Rio Negro
appartient a ’Amazonie des fleuves (fig. 1). De Barcelos au haut Rio Negro,
soit sur un parcours de 600 km, environnement forestier est omniprésent,
seulement interrompu par des villages formés de quelques familles et les
trois petites villes de la région, Barcelos, Santa Isabel et Sio Gabriel. La
densité de population (0,2 hab/km?), les voies d’acceés limitées au réseau
fluvial, I’histoire et la position excentrée de la région par rapport au reste du
pays expliquent que I’élevage, 'agrobusiness et les violents conflits fonciers,
désormais paradigmatiques de ’Amazonie dite des routes, y soient minimes.
On y connait par contre le méme processus d’urbanisation (autour de 40 %
des 65 000 habitants vit en ville) associé a une importante mobilité de la
population et au maintien de liens complexes entre le rural et I'urbain [11].
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Figure 1: La région du Rio Negro, localisation des sites d’étude.

L’agriculture sur brilis est Pactivité dominante. Elle est centrée sur le
manioc et destinée a la consommation familiale et a la vente de produits a
petite échelle. La gestion des abattis, le choix et la connaissance des variétés
cultivées relevent des activités féminines tandis que la préparation de
’abattis est un travail masculin. Une famille déboise ou défriche moins d’un
demi-hectare par an pour subvenir a ses besoins et geére deux a trois
parcelles a différents stades de production.

La population, majoritairement amérindienne, est multiethnique (familles
linguistiques tukano oriental et arawak) et traversée par des revendications
identitaires. Dans le haut Rio Negro, en amont de Sio Gabriel, celles-ci se
sont concrétisées depuis une quinzaine d’années par la reconnaissance de
Terres Indigenest et la multiplication de projets économiques et culturels
menés par les associations locales, relayées ou non par des ONG. En aval,
cette dynamique est plus récente avec une demande de reconnaissance de
Terres Indigénes en cours.

"
La Constitution brésilienne de 1988 attribue des droits spécifiques aux peuples

autochtones et notamment l'usufruit exclusif et collectif de leurs Terres Indigeénes. Les
Terres Indigenes, territoires reconnus d’occupation ancestrale, occupent aujourd’hui
20 % de la surface de ’Amazonie légale.
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5. RESULTATS

5.1. L’amplitude de la diversité

La région du Rio Negro est connue comme étant un centre secondaire
de diversité agricole [7] et nos résultats confirment cette importance pour sa
conservation. Sur les trois sites, qui concernent au total 18 familles, on a
recensé 242 especes de plantes cultivées (tabl. I) avec 75 variétés nommées
et différenciées pour le manioc dont une de manioc doux et une
ornementale. Les abattis et le jardin entretenus par une agricultrice et/ou sa
famille comportent de 17 4 96 especes et de 6 a 20 variétés de manioc amer.
La diversité infraspécifique est également élevée dans les piments, les
ananas, les ignames et les bananiers. De manicre générale, une plus large
gamme de plantes cultivées va de pair avec une ancienneté de résidence
ou/et I’age de l'agricultrice. Les trois sites, urbain et forestiers, renferment
une diversité comparable tant au niveau des especes qu’a celui des variétés :
on recense 35 variétés de manioc amer a Espirito Santo, 28 a Tapereira et 44
a Santa Isabel. Le développement d’une agriculture péri-urbaine a Santa
Isabel n’est donc pas aujourd’hui synonyme d’une érosion de la diversité
agricole en terme quantitatif global : la perte éventuelle de variétés locales
lors des migrations est compensée par l'obtention de nouvelles variétés,
locales ou extra-locales.

Tableau I : Nombre d’especes cultivées dans les trois sites par catégorie d’usage.

Catégorie d’usage Espirito Santo Tapereira Santa Isabel | TOTAL
N=9) (N=4) (N=5)
Alimentaire annuelle 27 26 28 38
Fruitier 39 41 46 61
Médicinale 37 30 75 99
Ornementale 9 3 23 34
Technique 6 2 1 6
Protectrice des abattis 4 1 4 4
TOTAL 122 103 177 242

(N= nombre de familles)

Toutefois, méme si la diversité des plantes alimentaires demeure
remarquable dans Dagriculture péri-urbaine, 'augmentation de diversité
constatée en ville concerne surtout les plantes poussant aux alentours des
maisons et correspondant aux catégories d’usage ornementale et médicinale.
Les ornementales sont insignifiantes dans les deux villages mais prennent de
I'importance dans le creuset qu’est la ville, ou se mélent apports esthétiques,
alimentaires et thérapeutiques des groupes amérindiens et ceux issus du
modele occidental d’urbanisation, de la mission salésienne et des pouvoirs
publics. La catégorie médicinale compte une vingtaine d’especes issues de la
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pharmacopée généralisée brésilienne qui ne se retrouve pas nécessairement
dans les sites forestiers.

11 faut souligner que 'ensemble des plantes entretenues par une agricultrice
présente une dimension individuelle et locale forte. Chaque famille, voire
chaque femme, constitue et remanie continuellement son propre assemblage.
En moyenne, moins d’un tiers des plantes est commun aux différentes
familles d’'un méme site et moins d’un quart en ce qui concerne les maniocs.
L’observation est confirmée par le calcul des indices de similitude de Jaccard
[9] dont la moyenne est de 0,30 £ 0,034 a Espirito Santo, de 0,24 + 0,064 a
Tapereira et de 0,24 + 0,027 a Santa Isabel (p=0,05). Pour le manioc, on
obtient des indices moyens respectivement de 0,27+ 0,04, 0,17£ 0,13 et 0,14+
0,04. Le caractere singulier des collections se retrouve a I’échelle intersite avec
des indices de 'ordre de 0,35 (51 des 242 espéces sont communes aux trois
sites), et de 0,26 a 0,27 pour les variétés de manioc (10 varié¢tés communes).
La singularité de ces ensembles de plantes cultivées reconnue a Iéchelle de
I'unité domestique et du site n’est pas signe d’une gestion statique mais résulte
de l'intérét remarquable dont les habitants font preuve pour la circulation et
I’échange de plantes. Ainsi, la diversité agricole du Rio Negro ne saurait se
résumer a celle d’'une unité domestique: chacune d’entre elles offre une
version singuliere, a la fois méme et différente, de la diversité régionale. En
somme, les agriculteurs du Rio Negro se comportent comme des
collectionneurs qui s’appliquent a constituer, entretenir et gérer une famille
originale de plantes. Ceci confirme I'importance d’une perspective régionale
pour Iétude de la diversité agricole.

5.2. Flux, réseaux sociaux et espace géographique

On distingue les plantes selon quatre sources d’obtention possibles :
celles issues d’une germination spontanée 7 foco, celles issues « des anciens »
qui occupaient antérieurement la terre, celles provenant du propre stock de
lagricultrice, et celles - plus nombreuses et seules a faire I'objet dune
circulation au sens géographique du terme - obtenues auprés d’une tierce
personne (parente, voisine, patron de I'extractivisme) ou institution urbaine.
Ces quatre grandes catégories correspondent respectivement a 5,9 % (70),
1,1% (13), 13,1 % (156) et 79,9 % (951) des 1190 faits élémentairest a
Porigine de la présence des plantes cultivées qui ont pu étre qualifiés (259
non identifiés sur un total de 1 449). Ces valeurs mettent bien en évidence
I'importance de I’échange dans 'obtention de germoplasme. Chaque relation

#Nous avons considéré comme fait élémentaire, la présence d’une espéce ou vatiété
dans un espace particulier (jardin, abattis, ...) provenant d’'une méme source chez
une agricultrice donnée. Ainsi, la présence d’'une méme espéce fruitiere par exemple
peut résulter de plusieurs événements si les personnes donatrices sont différentes.
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entre agricultrice et donateur est porteuse d’une a 28 plantes cultivées, les
valeurs les plus élevées étant essentiellement liées a 'obtention de variétés de
manioc (tabl. II).

Tableau II: Importance des différentes sources d’obtention de plantes dans les

trois sites étudiés.

Site | Espirito Santo Tapereira Santa Isabel Total
Source (IN=9) (N=4) (N=5)
Parenté 267 (55,3 %) 127 (48,4 %) 138 (31,0 %) 532
Voisinage 115 (23,8 %) 56 (21,4 %) 148 (33,3 %) 319
Stock petrsonnel 54 (11,2 %) 28 (10,7 %) 74 (16,6 %) 156
Spontané 19 (3,9 %) 18 (6,9 %) 33 (7,4 %) 70
Institutions urbaines 10 (2,1 %) 3 (1,1 %) 37 (8,3 %) 50
Patron 6 (1,2%) 29 (11,1 %) 12 (2,7 %) 47
Anciens et autres 12 (2,5 %) 1 (0,4 %) 3 (0,7 %) 16
Total 483 262 445 1190

(N= nombre de familles)

La circulation du germoplasme opere selon deux logiques. La premicre
est constitutive du processus méme de 'agriculture sur bralis qui exige le
transfert continu du matériel propagatif des anciens abattis vers les
nouveaux, dans un espace restreint. La seconde se fonde sur des réseaux
d'échange structurés par les normes sociales et par les histoires de vie des
individus inscrites dans des espaces plus vastes. Il importe de souligner que
sous sa forme actuelle, la circulation de plantes ne releve pas de relations
marchandes et se réalise en marge des institutions de développement
agricole. Elle s’integre dans un systeme généralisé de flux de ressources
phytogénétiques, non  appropriables  individuellement, dont le
fonctionnement est gage de pérennité et de sécurité alimentaire pour la
collectivité. Cette circulation repose sur un ethos collectif de solidarité et de
maintien d’un patrimoine commun.

L’analyse du réseau d’obtention des plantes souligne son caractére
individuel (fig. 2). Chaque agricultrice, soit en ville ou en zone forestiére, a
son propre réseau de donneurs. Une diversité élevée peut étre interprétée
comme le signe d’une sociabilité accomplie. De maniere générale, les
réseaux les plus larges sont ceux des agricultrices les plus anciennement
établies. Les échanges font appel a des liens basés sur la parenté (environ
45 % des obtentions), les relations de voisinage (27 %), celles avec des
institutions urbaines (préfecture, mission, écoles, marché, commerces ou
encore dépotoir, 4 %) ou encore celles entretenues avec les anciens patrons
de Pextractivisme (4 %) qui ont un acces privilégié a d’autres sources de
plantes (mission, pouvoirs publics).
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Figure 2 : Exemple de formalisation des sources mises en jeu dans 'obtention des
plantes cultivées a Espirito Santo (cercle gris de a a i : informateur-récepteur ; point
noir : donneur ; A : anciens ; S : spontané ; U : urbain).

Le développement de 'agriculture autour de la ville s’accompagne de
deux modifications majeures. La part du voisinage se renforce au détriment
des liens familiaux (tendance a laquelle contribue la configuration de
I’habitat urbain) et passe de 23 a 33 %. La transmission d’ascendants a Ego
diminue en ville (43 a 28 %) au profit d’une transmission d’enfants a Ego
(12 a 38 %). Cette transformation peut étre interprétée comme une perte de
la dimension patrimoniale attachée 4 la diversité et préfigure selon toute
vraisemblance une évolution régionale. De plus, en ville, les réseaux de
circulation des plantes se calquent sur ceux d’obtention d’un espace forestier
ou ouvrir un abattis. L’obtention de germoplasme devient alors en quelque
sorte un produit dérivé de l'acces a la terre. Cette configuration s’oppose a
celle relevée en zone foresticre ou I'acces a la terre est soumis a une simple
entente au sein du village.

Les plantes circulent dans un espace régional structuré par le fleuve avec
pour points extrémes Mitu en Colombie et Manaus. De 70 a 90 % des flux
se réalisent dans I'espace du village et de ses alentours. Les flux secondaires,
d’origine plus lointaine, sont cependant originaux car ils drainent des plantes
issues de niches culturelles bien spécifiques. Ainsi la ville de Santa Isabel est
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marquée par un apport de plantes du haut Rio Negro (souvent des
médicinales) et extra-régional. Des curiosités botaniques, des fruitiers
nouveaux ou des ornementales (un pied de vigne, du ramboutan, un
grenadier, une nouvelle variété de piment, ...) viennent du Minas Gerais ou
des commerces de Manaus.

5.3. Le traitement de la plante

Le statut des plantes cultivées dans I’abattis releve davantage de regles
d'usufruit d'un bien collectif que de régles de propriété individuelle. Ce
caractére de bien collectif, qui s’applique aussi en zone foresticre a la terre,
se traduit a contrario par le regard défavorable porté sur celle qui esquive
I’échange : donner des plantes, en particulier des boutures de manioc, est
une obligation a laquelle on ne saurait se soustraire. De méme, négliger ce
patrimoine en abandonnant par exemple un abattis au feu ou a la friche sans
en avoir auparavant soustrait les derniéres récoltes et boutures, releve d'un
manquement aux regles élémentaires de gestion et de traitement des plantes
cultivées. Dans ce cas, ce n’est pas tant I'espace cultivé qui est abandonné
mais les plantes présentes, c’est-a-dire des étres que Iagricultrice dit devoir
« élever » au-dela de les avoir plantés. Comme cela a déja été décrit ailleurs
([10], [14] notamment) et ne peut étre développé ici, le mode de traitement
des plantes doit étre rapporté au mode de traitement d’autrui et du méme,
les plantes et les hommes partageant finalement des modeles comparables
de relations avec les autres étres. Cette conception, qui place la pratique
agricole au sein des pratiques sociales, joue certainement un role clé pour la
conservation de la diversité dans le Rio Negro.

La notion de bien collectif ne s’étend cependant pas a toutes les plantes.
Les médicinales, objets de savoirs spécialisés, et celles qui assurent la
protection des abattis relévent davantage d’une propriété, familiale ou
individuelle. De méme, chaque arbre fruitier planté autour de la maison
appartient 2 un membre de la famille qui bénéficie de sa production, peut la
vendre a titre personnel mais en assume lentretien. S'i s'absente, il peut
céder ce bien a un tiers selon des modalités définies en commun. En tout
état de cause, il apparait que la gestion de la diversité agricole s'encadre dans
un systeme de normes et valeurs davantage centré sur les ressources
biologiques que sur les regles du foncier habituellement prises en
considération par les organismes de développement.

L’importance des noms ne peut étre dissociée de celle des objets
biologiques qui les supportent. Ainsi, les noms de manioc sont construits a
partir des éléments de lenvironnement naturel, végétal et animal: une
collection de variétés est aussi une collection de mots qui confirment, en
I’élargissant encore, cet intérét pour la diversité biologique [13].
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5.4. Diversité agricole, culture matérielle et systéme alimentaire

Enfin, les artefacts et objets sont a la charniere des registres agricole et
alimentaire. La diversité culinaire observée dans la région est tout autant liée a
celle des plantes cultivées qu’a celle des objets utilisés pour leur culture et leur
transformation. Il faut une douzaine d’artefacts aux différentes
fonctions (rape, platine a torréfier, hotte de portage, couleuvre a manioc,
tamis, éventail 4 feu, récipients...) pour que le manioc devienne I'aliment de
base qui est consommé, comme ailleurs dans ’Amazonie des fleuves, avec du
poisson. L’enquéte menée a Santa Isabel montre combien les aliments et les
boissons issus du manioc sont diversifiés : « farines » de couleur et consistance
différentes, galettes aux tailles et compositions variées, bouillies, bicres,
condiments, etc. Chaque préparation associe généralement plusieurs variétés
de manioc, et plusieurs produits différents dérivent de la transformation du
tubercule (farine de manioc, fécule, suc, ...). Pareillement, les piments se
consomment surtout en mélange que ce soit en poudre ou macérés. Un grand
nombre de fruits et de tubercules sont encore consommés tels quels, crus ou
cuits, en bouillies, bieres ou jus.

Si la recherche de la diversité semble présider aux pratiques agricoles,
artisanales ou alimentaires, elle ne saurait étre réduite a une simple stratégie
face au risque. Rien n’impose a Iagricultrice de mélanger plusieurs variétés
différentes au moment de fabriquer sa farine, si ce n’est l'intérét qu’elle
porte a la constitution et a 'entretien d’une collection particuliere de plantes.

6. CONCLUSION : DE L’AGROBIODIVERSITE AU
PATRIMOINE AGRICOLE

Les résultats confirment 'importance de la région du Rio Negro comme
centre de diversité. Mais cette importance ne peut étre évaluée a la seule
aune d’un hotspot. La diversité agricole est étroitement reliée aux autres
registres socioculturels et matériels des populations locales. Les travaux de
terrain, menés a une échelle détaillée, témoignent aussi de changements dans
ces différents registres : baisse de la diversité des maniocs’, changements
dans les relations sociales impliquées, abandon d’objets et aliments
traditionnels au profit de leur version industrialisée. En revanche, la ville,
initialement pensée comme facteur d’érosion, apparait comme un espace de
reconstruction de la diversité. A Iéchelle régionale, il n’y a pas dans

§

La comparaison des données sur la diversité des maniocs relevés a Tapereira entre
1996 [12] et 2006 montre que celle-ci a toutefois été réduite de moitié (66 variétés
cultivées par 5 agricultrices en 1996).
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I'immédiat de pertes d’objets biologiques, d’artefacts ou de savoir-faire,
celles-ci demeurent ponctuelles. Mais les indicateurs relevés annoncent-ils
une rupture qui meénerait vers un modele généralisé amazonien de diversité
agricole ou relévent-ils d’une adaptation continue a des nouveaux contextes
qui préserverait des spécificités locales ? En d’autres termes comment
penser le devenir de cette diversité ? Quels intéréts locaux et nationaux
mobilise-t-elle ?

L’intérét local pour la diversité des plantes cultivées est manifeste par
Pampleur des acteurs qu’elle mobilise, par la fierté qu’elle engendre et par la
sécurité alimentaire qu’elle offre. Les trois ans de travaux de terrain avec les
discussions qu’ils ont générées ont sans aucun doute contribué a donner une
nouvelle légitimité aux plantes cultivées et savoir-faire associés. A la suite
des travaux sur le manioc, les indications géographiques semblaient une
option intéressante pour conserver et valoriser une diversité locale [19].
Aujourd’hui, en approfondissant la gestion de la diversité agricole dans le
Rio Negro, elle nous semble difficile a mettre en ceuvre par la multiplicité
des groupes sociaux qui participent de lexistence de cette diversité, par
I'immensité du territoire en jeu et par le risque de spécialisation qu’elle
engendre. La valorisation des produits locaux passe davantage par leur
insertion sur les marchés locaux ou régionaux et leur juste rémunération que
par la mise en place d’une organisation lourde.

En revanche, la conception de I'Iphan ouvre des perspectives pour
Penregistrement d’éléments plus vastes du patrimoine culturel brésilien tel
que le systeme agricole du Rio Negro, caractérisé par une multitude
d’éléments interdépendants et dynamiques. Elle permet de s’attacher a
conserver des processus plus que des produits [6]. C’est cette possibilité qui
a été discutée, et retenue, par 'association locale du moyen Rio Negro
(Acimrn™) sensibilisée au devenir du systéme agricole régional qui a fait la
demande d’enregistrement aupres de 'Iphan. L’objectif est de donner a cette
diversité une visibilité et une reconnaissance sur le plan régional et national.
Le dossier est aujourd’hui en cours de montage. Cet enregistrement, sil se
concrétise, servira de support a d’autres actions traduisibles en termes de
reconnaissance d’une identité culturelle, de services environnementaux et de
conservation de l’agrobiodiversité, aujourd’hui garantis par lexistence de
cette agriculture traditionnelle.

* Association des Communautés Indigenes du Moyen Rio Negro.
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Détection par ECOTILLING du polymophisme
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Abstract: EcoTILLING for identification of allelic variation in poplar resis-
tance genes. For this pilot project, we screened 92 P. #richocarpa individuals for both
detection of SNPs in heterozygous and homozygous variants. The individuals come
from different populations of natural areas. Taking advantage of the localization of
rust resistance genes on genetic map and the alignment onto the available genome
sequence, 14 positional candidate genes for rust resistance were selected to be ana-
lyzed through EcoTILLING technique for nucleotide polymorphism. This method
has been developed from TILLING method (Targeting Induced Local Lesions in
Genomes) which was set up in Arabidgpsis for analyzing natural variability in plants.
EcoTILLING has been used and set up in P. #ichocarpa, species used as parent in
inter-specific crosses to obtain high-productive clones for wood production. Due to
its origin as method for variation detection in homozygous species, it was adapted to
heterozygous species with some modifications. Each experimental DNA is analyzed
two times: singly and mixed with an homozygous reference DNA. After heating to
separate DNA strands and slow decreasing of temperature to form heteroduplex
molecules between alleles diffeting in SNP and in/del positions, expetimental samples
are partially digested with enzyme Endol that cut DNAs in mismatch points. Digested
samples are then separated in an acrylamide gel. The analysis of single samples permit
to discover mutations for which analyzed individuals are heterozygous. In this case,
Endol enzyme recognizes mismatches between alleles within one individual. While
when experimental DNAs mixed with reference DNA are digested, mutation points
can be due to difference between the two alleles of one individual or to a difference
between the DNA of analyzed individual and the reference DNA. In this second case
all mutation points should be detected, while in the first one only mutations for which
samples are heterozygous are detected. In this study a single allele from a BAC library
of a P. trichocarpa individual has been used as reference. Our results show that Eco-
TILLING method is suitable for SNPs detection and genotyping of heterozygous
individuals. This is possible also for high polymorphic genes such as resistance genes.

* Cortrespondance et tirés a part : faivre@evtry.inra.fr
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Nevertheless for routine applications, capillary systems for fragments separation could
speed up the process and permit also a faster lecture of data.

EcoTILLING/ Poplar/ heterozygous/ resistance genes/ allelic variant

Résumé : La technologie EcoTILLING est testée comme méthode de génotypage
de moyen a haut débit pour sa capacité a détecter le polymorphisme nucléotidique
des genes chez une espece hétérozygote. Cette méthode est développée chez le
peuplier baumier, espece américaine introduite dans les schémas de création
variétale en Europe. Les génes choisis sont des genes candidats positionnels,
controlant la résistance a la rouille foliaire. La démarche développée, d’abord chez
les plantes autogames fortement homozygotes, a ensuite été adaptée aux contraintes
imposées par ’hétérozygotie, chez les plantes allogames. Deux digestions partielles
des hétéroduplexes avec 'enzyme Endol sont conduites parallelement, 'une avec un
ADN dit de référence, l'autre sans cet ADN de référence. La premiere permet
d’identifier les points de mutation, la seconde permet de révéler le polymorphisme
entre alleles d’'un méme individu. I’ADN de référence correspond a un seul allele
issu d’une banque BAC d’un individu P. #richocarpa. Nos résultats montrent que
IPEcoTILLING permet la détection de SNP ainsi que le génotypage d’individus
hétérozygotes, méme pour des genes cibles tres polymorphes. Cependant, pour une
utilisation en routine, il serait nécessaire de séparer les produits de digestion par
électrophorese capillaire afin d’optimiser la capture des SNP.

EcoTILLING/  peupliet/  hétérozygote/ génes de  tésistance/
polymorphisme all¢lique

1. INTRODUCTION

Le développement de la génomique structurale et fonctionnelle donne
accés a un nombre important de génes impliqués dans I'adaptation des
organismes a leur environnement. Avec I'aide des nouvelles technologies de
génotypage moyen-débit nous sommes maintenant 2 méme de procéder a la
détection des variations alléliques des ressources génétiques. Dans ce travail
nous proposons de tester 'une de ces technologies appelée EcoTILLING.
L’EcoTILLING est une méthode de détection de polymorphisme simple,
SNP et courtes insertion/déléton, et de génotypage moyen-débit. La
technique dérive de celle du TILLING développée pour caractériser des
mutations induites chimiquement, dans la séquence de genes cibles [2], [4],
[20], [21]. L’EcoTILLING consiste en la recherche systématique de
polymorphisme au sein de populations naturelles dans les genes cibles [3].
Chez les plantes allogames, deux expériences sont réalisées en parallele, 'une
correspond a Pamplification d’un mélange d’ADN, constitué d’une séquence
de référence et dun ADN a génotyper, la seconde correspond a
Pamplification de PADN d’un seul individu. La premiere permet de localiser
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les points de mutation qui peuvent exister entre la séquence de I'individu et
la séquence de référence, la seconde permet d’identifier si I'individu est
homozygote ou hétérozygote aux points de polymorphismes révélés en
présence de la référence. De par ses caractéristiques PEcoTILLING doit se
révéler trés performante pour la détection directe du polymorphisme
nucléotidique aprés PCR chez les organismes allogames. Cette méthode a
été utilisée avec succes chez le peuplier [7]. Les auteurs ont montré ainsi que
PEcoTILLING était adapté a la détection d’un fort taux d’hétérozygotie.

L’intégrité des peupleraies européennes est menacée depuis plusieurs
dizaines d’années par le champignon Melampsora larici populina (Mip), agent
causal de la rouille foliaire. Depuis le début des années 80, on assiste aux
contournements des résistances successivement sélectionnées [18]. Les
premicres expérimentations ont montré un controle génétique de la
résistance totale et de la résistance partielle observées [12]. Depuis lors, des
efforts particuliers ont été faits pour identifier et localiser des genes de
résistance durable et comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents.
Un geéne de résistance qualitative R1 contourné par la virulence 1, hérité de
P. deltoides a été localisé sur le chromosome XIX. Ce locus est tres
étroitement lié a un QTL de résistance partielle. Un gene majeur (Rus), a
ensuite été localisé sur la carte génétique de P. #richocarpa, il explique de 35 a
63 % de la variation associée a la résistance partielle a plusieurs isolats de
Mp mesurée a la fois par la variation de sporulation du champignon en
laboratoire et par le niveau de sensibilité exprimé en pépiniere [5], [6], [10].
Depuis Rys a été cartographié plus finement, et, nous avons pu assigner Rus
au chromosome XIX de P. #ichocarpa. La séquence cible révélée apres
alignement de la carte génétique fine et de la séquence du génome
(http://genome.jgi-psf.otg/Poptrl /Poptrl.home.html, [23]) montre une
composition riche en genes de résistance arrangés en super—cluster [11].
L’exploitation de la synténie entre P. deltoides et P. trichocarpa montre que R1
et Rus sont localisés dans la méme région du chromosome XIX. Un autre
locus de résistance (Mer), hérité de P. deltoides, contourné par la virulence 7, a
été cartographié¢ également dans la méme région génomique [1], [13], [18],
[24]. Cette région chromosomique comporte donc, les genes les plus
importants responsables de la variation de I'expression de la résistance du
peuplier vis-a-vis de la rouille foliaire. Nous avons maintenant pour objectif
de trouver dans cette région chromosomique les variants moléculaires
influant sur la résistance a la rouille foliaire par une approche dite de genes
candidats positionnels. Les genes sont choisis d’apres leur position dans le
génome, dans notre démarche, les génes sélectionnés se trouvent dans
I'intervalle des marqueurs génétiques encadrant Rus.
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel

2.1.1. Collection de P. trichocatpa

Quatre vingt douze génotypes différents appartenant a lespece P.
trichocarpa sont utilisés dans le cadre de cette étude. Les individus sont issus
de différentes provenances naturelles situées dans différents bassins fluviaux
du nord-ouest des Etats-Unis (états de Washington et de I'Oregon) et du
Canada (Colombie Britannique), partie centrale de 'aire naturelle de cette
espece (tabl. I).

Tableau I : Liste et coordonnées géographiques des individus P. #richocarpa utilisés
dans cette étude. Les nombres entre parenthéses sont les nombres d’individus testés
par population.

Provenances Etats Coordonnées des provenances
Latitude Longitude Altitude (m)

003 (1) Oregon 45°20'N 121°40'0 1000
010 (25) Oregon 45°45'N 122°50'0 15
19 (2 Oregon 44°25'N 123°10'0 180
036 (1) Oregon 45°07'N 122°50'0 320
037 (20) Oregon 45°07'N 122°50'0 320
101 (1) Washington 47°00'N 122°45'0 30
112 (27) Washington 48°30'N 121°36'0 90
113 (5) Washington 48°29'N 122°15'0 30
202 (5) Colombie Britannique 48°46'N 124°44'0 260
220 (5) Colombie Britannique 49°05'N 123°50'0 150

I’ADN génomique a été extrait a partir de jeunes feuilles, a 'aide du kit
DNeasy 96 de chez Qiagen (Hilden, Allemagne) en utilisant le protocole du
fournisseur.

2.1.2. Banque BAC d’un individu P. trichocarpa

La banque BAC a été constituée a partir du génotype P. trichocarpa 101-
74, parent male d’une famille modele P. deltoides x P. trichocarpa utilisée en
cartographie génétique pour la détection de QTL. Ce clone a été choisi car il
est porteur de Iallele Rys. La banque est constituée de 52 224 clones répartis
dans 136 plaques de 384 puits. Les inserts issus d’une digestion partielle avec
Ienzyme Hindlll ont une taille moyenne de 150 kb. Les contaminations par
PADN chloroplastique et par PADN mitochondrial sont estimées
respectivement a 3 % et 0,3 %. La représentativité de cette banque est de 15
fois le génome du peuplier. Pour optimiser le criblage, la banque est
organisée en pools plaque (1 pool plaque contient les 384 clones d’une
plaque) et en pools lignes (1 pool ligne contient les 24 clones BAC d’une
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ligne d’une plaque). La banque est donc organisée en 136 pools plaques et
3264 pools lignes.

2.2. Méthodes

2.2.1. Conception des amorces

Les genes candidats utilisés pour cette étude sont des genes candidats
positionnels identifiés apres alighement des cartes génétiques sur la séquence
génomique (http://genome.jgi-psf.otg/Poptrl/Poptrl.home.html). Ce sont
des génes de résistance, groupés en clusters localisés a une extrémité du
chromosome XIX et sur le scaffold 117 (tabl. IIA). Pour 'EcoTILLING les
amorces doivent étre spécifiques d’un locus et conduire a 'amplification d’un
fragment n’excédant pas 1000 bases. Du fait de la redondance des genes de
résistance, les risques d’amplification multilocus sont importants. Clest
pourquoi nous avons développé une stratégie fondée sur lutilisation
d’amorces emboitées pour amplifier spécifiquement chaque locus. Nous
avons généré deux couples d’amorces. Un couple (1) spécifique de locus et un
deuxiéme couple (2) permettant 'amplification d’un fragment de taille
compatible avec 'EcoTILLING. Les amorces (1) ont été congues avec le
logiciel Primer 3 (v. 0.4.0) [19], d’apres la séquence du génome et apres ré-
annotation des génes, avec les critéres suivants : température d’hybridation
comprise entre 55 et 60°C et une longueur des amorces comprise entre 19 et
30 nucléotides. La spécificité des locus amplifiés a été vérifiée par ePCR (PCR
in silico, [15]) et par alignements Blast. Les tests d’amplification sont réalisés sur
ADN génomique du clone 101-74. Les différentes formes alléliques sont
ensuite isolées de la banque BAC (10 équivalents génome) par PCR afin
d’identifier la séquence d’ADN qui sera utilisée comme ADN référence.
L’ensemble de ces amplicons a été séquencé pour permettre le dessin des
amorces (2). Elles ont été dessinées a I'aide du logiciel Primer 3, avec une
température d’hybridation comprise entre 58 et 60°C et une longueur de 20 a
24 nucléotides (tabl. 1IB). L’amorce sens est marquée a I’aide du fluorochrome
IRDye 700 et 'amorce anti-sens avec le fluorochrome IRDye 800 (MWG-
Biotech, Ebersberg, Allemagne).
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Tableau ITA: Liste des genes candidats, leur position sur le génome séquencé
(http:/ /genome.jgi-psf.org/Poptrl/Poptrl.home.html)
d'amorces correspondants.

Modgeles de génes
PoptrNBS-LRR80

PoptNBSIRRS3

PoptrPK87
PoptrNBS-LRR90

PoptrTIR-NBS-LRR92
PoptrPKI8
PopNBS-LRR102

PoptrrTIR-NBS-LRR107
PoptrTIR-NBS-LRR109
PoptrTIR-NBS-LRR115
PoptrTIR-NBS-LRR65
PoptrTIR-NBS-LRR67
PoptrTIR-NBS-LRR72
PoptrTIR-NBS-LRR73

Localisation

LG_XIX

LG_XIX:

LG_XIX:
LG_XIX:

LG_XIX:
LG_XIX:

LG_XIX:

LG_XIX:

LG_XIX
LG_XIX
Sca_117:
Sca_117:
Sca_117:
Sca_117:

: 806257

837344

873510
899682

927237
979779
1028156

1073646
: 1095002
: 1147114
654568
673368
725442
734004

ct

nom des

Amorces
NBS80
BEDSO
BEDS3
NBS83
gV87a
BEDY0
LRR90
TIR92
gV98a
LRR102
NBS102
TIR107
TNL109
LRR115
NBS65
NBS67
NBS72
NBS73

couples

Liste des amorces définies dans le cadre de cette étude et taille des produits d’amplification

pb1 : taille des produits d’amplification issus de la PCR1 exprimée en paire de bases
pb2 : taille des produits d’amplification issus de la PCR2 exprimée en paire de bases

F : amorce sens
R : amorce anti-sens

160



Détection de SNP par EcoTILLING chez le peuplier

Tableau IIB : Séquence des couples d'amorces (1) et (2) et taille des amplicons.

Amorces Séquences des couples 1 pb_1  Séquences des couples 2 pb_2

NBS80 F-GGGTCAAGAATTTAAAGTCATTAAGG 1128 F-GAAAGCATATGTTCTTCGTTAATGG 1087
R-GGACACCTTGGTGAATGTCC R-GTCCGGAAGGAATTTCTTTAATTT

BEDS0 F-GTTAGGATCGTCAGTTTTTAGTTTCC 1093
R-GCAGCAATAAGCTTCTGCAA

BED83 F-TTTATACTTTAGGGCCTCGTTACTG 1069 F-TACTTTAGGGCCTCGTTACTGAAC 1041
R-AGTTTCTCCATGAACAAAGTCCA R-GCTTCTCTCTTAGAAAGTGGCTTC

NBS83 F-TCATTTTAGATGATTTGTGGGACT 1200
R- TAATGCAAAGACTTG

gV8T7a F-GGATGTTGCCACCTTCCTC 1071 F-ACCTTCCTCCCTAGCGATATTT 810
R-CAGGACTTCCAAGAAAACAAGG R-GTCCTGGCTTAATTTTGAGAACTT

BED90 F-TGGAGTTAGGATCATTTTCTATAGTTCC 641 F-TTTTATTTCAGTTTCAACCTTCC 496
R-AACAGTGATGCTAGTCACCAAATC R-AAAGATCTTCTCGTTGTCGTG

LRR90 F-TGATTTGCGATTCTCTCAAGTAAT
R-ACGATGCTTACCCATCTTATCC

TIR92 F-TCCCATCAGAATTTACATGTATTG 856 F-CTGCTCATAAACAAAAGCAAGTCT 672
R-GGTACTTATGAAGTCACTAATAGTATGGAC R-CTTGCTCCCTTGCTAATTTATTGT

gV98a F-TGAGTGACAAAGAAGATGGAGAA 1189 F-CTTGTGAAATACCAAGAAGGAAGA 895
RITGGACGACAAAACAAACTTACC R-CGACAAAACAAACTTACCTTGC

LRR102 F-GCATGGACGTAATTACTGATG
RIGCCTATTAATTTCAACCAAAG

NBS102 F-GAATAAATTGAGCTAAATCTCTAAAATAAC 1218 F-TCAGATGATGTTAGCATGGTAGG 942
R-GTTCTTTACCATGTGGTTGATG R-ATCCCAGATTCTGCTGTGTTTT

TIR107 F-TTCTAGTTATATTATGATAGTTAGAGGTGT -
RITGTTTATGTTGATATGTGCAG
RATTCATAAATGAGCATGGATAC

TNL109 F-AAATGGGTTACAACAATAGTTAGA -
RITGTTTATGTTGATATGTGCAG
RATTCATAAATGAGCATGGATAC

LRR115 F-GAAGTGCATGAATCTATTTGCCTAT 1139
R-GGGCTGTTTCTCGACCG

NBS65 F-GGATGGGTAAGCACTTGACTTAAT 828 F-GACAATTATTTGCAGGCATGAAG 618
R-AAGGCATGCCAACTAAAGAGC R-AAGGCATGCCAACTAAAGAGC

NBS67 F-TTCTCACATGATTCACAGACAACA 1245 F-GACAATTATTTGCAGGCATGAAG 618
RAATTCTTCTCAGTTTTTCCAATGC R-AAGGCATGCCAACTAAAGAGC

NBS72 F-TATGGTAGGAATCTGTGGACTTG 1016 F-CAACTGTTGCCAAAGCTATTTAC 884
RAAGCGAAGTTCTAATTTGTAGGC R-AACAATATCCTCATGAAACCACA

NBS73 F-ATCAAATGATGTTTGCATGGTAG 964 F-CAACTGTTGCCAAAGCTATTTAC 887

R-CACCATA CGGTCAATACAT

R-AACAATATCCTCATGAAACCACA

Liste des amorces définies dans le cadre de cette étude et taille des produits d’amplification

pb1 : taille des produits d’amplification issus de la PCR1 exprimée en paire de bases
pb2 : taille des produits d’amplification issus de la PCR2 exprimée en paire de bases
F: amorce sens

R : amorce anti-sens

2.2.2. EcoTILLING

L’ensemble de la démarche appliquée dans notre étude est résumé dans
la figure 1, la démarche est adaptée de celle décrite par Nieto e a/, [16]. Les
locus d’intérét (tabl. 1I) sont tout d’abord amplifiés a I'aide des couples
d’amorces (1) en utilisant comme matrice d’une part PADN génomique des
92 individus et d’autre part, PADN d’un pool plaque porteur de lalléle
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préalablement identifié, choisi comme référence. Aprés une étape de
dénaturation de PADN matrice (20 ng) 2 94 °C pendant 4 minutes, trente
cinq cycles d’amplification sont réalisés dans les conditions suivantes : 94 °C
30 secondes, 55-60 °C 30 secondes, 72 °C 40 secondes et pour finir 72 °C7
minutes. Les produits d’amplification sont vérifiés sur gel d’agarose puis
dilués au centieéme pour étre utilisés comme matrice pour la deuxieme PCR,
réalisée en présence du couple d’amorces (2) marqué. Les produits de cette
seconde amplification sont vérifiés et quantifiés sur gel d’agarose. Deux
expériences sont ensuite menées en paralléle pour détecter le
polymorphisme nucléotidique :

— La premiere est effectuée avec le produit PCR de chaque individu
mélangé a Pamplicon de référence. Le mélange est en proportion

1/1.

— La seconde est effectuée avec le produit PCR de chaque individu
seul.

Les ADN sont dénaturés a 94 °C, pendant 10 minutes, puis tenaturés en
abaissant la température de 0,1 °C par seconde jusqu’a 8 °C, pour favoriser
la formation des hétéroduplexes.

Une digestion partielle des hétéroduplexes est effectuée avec
Iendonucléase ENDO1 spécitique de ’ADN simple brin. Cette enzyme,
clonée a T'URGYV, est un homologue de 'enzyme Cell. Elle a été isolée a
partit  d’Arabidopsis thaliana et produite par transgénese chez le tabac
(Bendahmane, brevet PCT/EP2004/009166, [22]). La digestion est
effectuée dans un volume de 30 ul contenant 6 ul d’ADN, 3 ul de tampon
ENDO-1 10X (0,1M HEPES, 0,1 M MgSO4, 1 % Triton X-100, 0,2M KCI)
et enzyme ENDO1(3U). La réaction est effectuée a 45 °C pendant 20 mn.
La réaction est arrétée par l'ajout de 5ul EDTA 0,15M pHS8,0. Les
produits de digestion sont ensuite purifiés a travers une colonne de
Sephadex G50 (S-G50 ; GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK).
Les échantillons sont concentrés au Speed Vac pendant 1 heure aprés ajout
de 5 ul de tampon de charge/ formamide loading dye (GE Healthcare Life
sciences). La migration des échantillons est effectuée parallélement a un
marqueur de taille (Li-COR size standard 50-700 pb), sur gel d’acrylamide
0,5 % de séquence Li-COR (DNA LI-COR 4300 ; LI-COR Biosciences,
Lincoln, Nebraska, USA) de 96 puits 25 cm X 25 cm (1500V, 40mA, 40W,
45 °C). Le temps de migration dépend de la taille du fragment ’ADN (4h
pour 1000 pb). Les produits de digestion sont visualisés sous Adobe
Photoshop et la lecture est réalisée manuellement. La digestion partielle
génere des coupures a chaque point de mutation. Chaque coupure libere 2
fragments, 'un marqué avec le fluorochrome IRDye 700 et l'autre avec le
fluorochrome IRDye 800. La somme des tailles de ces deux fragments doit
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correspondre 2 la longueur totale du fragment amplifié avec les amorces (2).
Un individu hétérozygote au point de mutation est caractérisé par un profil
de digestion identique entre les 2 expériences. Un individu homozygote
possédant un allele différent de la séquence de référence présente un profil
de digestion lors de la premiere expérience (en présence de la séquence de
référence) et une absence de profil de digestion dans la deuxieme
expérience. Un individu homozygote avec un alléle identique a la séquence
de référence est identifié par I'absence de produits de digestion dans les
deux expériences. Les lectures des expériences 1 et 2 sont réalisées en
parallele a partir des profils de digestion marqués au fluorochrome IRDye
700, puis vérifiées par la lecture des profils marqués avec le fluorochrome
IRDye 800. Seuls les profils de digestion pouvant étre lus sans ambiguité
sont retenus.

3. RESULTATS

3.1. Conception des amorces

Les amorces définies selon le protocole proposé dans le paragraphe
Méthodes sont répertoriées dans le tableau II. Les amorces TIR 107 et TNL
109 ne conduisent a aucune amplification. Les amorces LRR 115 se révelent
étre non spécifiques de locus. Les autres couples d’amorces amplifient un
seul locus. Les couples BED 90, LRR 102 amplifient un seul des deux alleles
du clone 101-74. Le couple BED 80 amplifie deux alleles se distinguant par
un polymorphisme de longueur. Le couple LRR90 amplifie un fragment
d’ADN  présentant une séquence constituée de motifs LRR répétés
(Leucine-Rich Repeat), impossible a analyser pour générer des amorces (2).
Aucun produit d’amplification n’a pu étre obtenu avec les amorces (2),
NBS80. Sur 20 couples d’amorces (1) dessinés, au niveau de 14 genes

candidats positionnels, 9 seront finalement utiles en test pour
I'EcoTILLING.

3.2. Analyse du polymorphisme des geénes d’intéréts

La technique EcoTILLING a été appliquée a un échantillon de 92
individus P. #richocarpa. Apres sélection des loci, nous avons obtenu pour
chacun des 9 couples d’amorces (2) et pour 'ensemble des individus un
produit d’amplification représentant un locus unique.
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Figurel: Démarche globale de génotypage par EcoTILLING développée dans
cette étude.

L’analyse des produits de digestion issus du mélange de 'ADN a
génotyper et de PADN de référence permet de détecter et de localiser des
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points de mutation comme il est schématisé dans 'expérience 1 de la figure
1. I’observation de produits de digestion issus de PADN d’un individu seul
révele que cet individu est hétérozygote ou non au locus étudié (expérience
2, fig. 1B).

Fignre 2
A A% sarnples 48 saraples B
h Avver référence Sans référence
A A o ‘ TR
- M I ] | .:n- | i ] D f il lif th. I
<530 I
== 44l
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C Wtk b | '
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300 C
E D CB A
4 | 1 4
- 200 Fom T Inon 1
A=
= 145

| _ " 672 ph
o moye 7o |G NI” Al < 100

ADN enmélange avec | alléle référence

Figure 2 : Exemple de gels EcoTILLING obtenus avec le couple d’amorces TIR92.
A : images obtenues aprées EcOTILLING sur les ADN en mélange avec alléle de référence.
pb : échelle de poids moléculaire

A, B, C, D, E représentent les points de mutation

B : comparaison des profils obtenus aprés EcoTTLLING sur les ADN en mélange avec une
référence et sur les ADN des individus seuls.

Chaque piste correspond a la migration d’un seul individu

L’individu signalé par une étoile est hétérozygote, un des alleles est identique a D'allele de
référence lautre posséde un SNP noté D.

L’individu signalé par une fleche est homozygote au locus TIR92 possédant le point de
mutation D.

C : distribution des SNP le long de la séquence amplifiée par les amorces TIR92

La figure 2 représente une illustration d’une portion des gels
EcoTILLING obtenus pour Iétude du polymorphisme du géne PoprrTIR-
NBS-LRR92 avec le couple d’amorces TIR92. Les individus homozygotes
dont les alléles sont identiques a lallele de référence sont caractérisés par
une absence de produit de digestion (fig. 2A et 2B). Les individus
homozygotes avec un allele qui differe de celui de la référence par 1
polymorphisme, présentent une bande dans la premiére expérience et
aucune dans la deuxieme (fig. 2B). La somme des tailles des fragments
visualisés doit correspondre a la taille du fragment amplifié complet. Les
individus hétérozygotes sont identifiés par la présence de produits de
digestion dans les deux expériences. La comparaison avec une échelle de
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taille permet de localiser les points de mutation (fig. 2C). Nous disposons de
la séquence des 2 alleles de lindividu 101-74, nous avons compaté la
présence de SNP et les profils de digestion obtenus: Pour les geénes
PoptrTIR-NBS-LRR92,  Pop#rTIR-NBS-LRR72,  Pop#trTIR-NBS-LRRG5,
PoprPK87 les profils de digestion sont conformes a ceux attendus. Pour
PoptrTIR-NBS-LRR67, deux SNP séparés par 1 base ne sont pas lisibles.
Pour le géne Popt#TIR-NBS-LLRR73, nous avons observé un artefact. Enfin
pour les génes Popt-NBS-LRR83 et PoprPK98, les SNP ne sont pas tous
détectés dans nos conditions d’expérience. Le nombre de SNP pour chaque
geéne ainsi que le nombre estimé d’haplotypes pour chaque fragment de
genes est présenté dans le tableau III. Des SNP sont trouvés, pour chaque
fragment de génes étudiés mais le nombre est tres variable entre fragments :
Pour une lecture moyenne de 617 bases, le nombre varie entre 1 et 13 SNP
identifiés. Le nombre moyen de SNP par fragment de gene est égal a 7, la
longueur totale des séquences analysées est de 5560 bases, nous observons
en moyenne 1 SNP toutes les 84 bases. Pour chacun des SNP nous avons
observé des individus hétérozygotes et des individus homozygotes.

Tableau III : Polymorphismes observés par EcoTILLING pour 9 génes candidats
positionnels, potentiellement liés a la rouille foliaire.

Genes individus  No pb Sequence SNP Haplotype Hobs
PoptrNBS-LRR83 92 700 exon 1 8 15 0,81
PoptrPK87 84 510 introns 1, 2 exons 2, 4 12 18 0,78
2v98 92 800 Intron 4 1 2 0,34
PoptrNBS-LRR102 91 360 Exon 2 7 8 0,32
PoptrTIR-NBS-LRRG65 92 500 Exon 2 4 5 0,61
PoptrTIR-NBS-LRR67 92 460 Exon 2 13 24 0,68
PoptrTIR-NBS-LRR72 92 850 Exon 2 5 6 0,5
PoptrTIR-NBS-LRR73 92 800 Exon 2 11 18 0,85
PoptrTIR-NBS-LRR92 92 580 exon 1 5 6 0,46
Total 819 5560 66

No pb : nombre de paire de bases lisible sur le gel

Individus : nombre d’individus analysés

Haplotypes : le nombre d’haplotype a été estimé en utilisant le logiciel Haplotyper [15], [17]
Hobs : hétérozygotie observée par gene
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4. DISCUSSION

Nos résultats montrent que I'EcoTILLING est une technique pour
détecter les groupes d’haplotypes dont un représentant peut étre séquencé
pour identifier les génotypes. Ce résultat corrobore les premicres
conclusions de Gilchrist e a/, [7] qui ont montré que 'EcoTILLING
pouvait étre utilisé pour évaluer la diversité génétique de lespéce P.
trichocarpa. Dans notre étude 9 couples d’amorces (1) sur 20, initialement
dessinées se révelent utiles pour ce travail. La faible efficacité du dessin des
amortces est probablement inhérente a plusieurs facteurs : - La séquence du
génome est encore a I'état de brouillon qui possede des erreurs de séquence
et des erreurs d’assemblage. - Le polymorphisme élevé entre individus
appartenant a la méme espéce. - La redondance du génome et en particulier
la duplication des geénes de résistance. - La structure des génes de résistance.
L’introduction dans le protocole de deux PCR successives permet dans
notre cas, de sélectionner des amorces spécifiques de locus mais aussi de
limiter impact de la variation de qualité et de concentration entre les
différents échantillons d’ADN sur les résultats. En effet, avec la
miniaturisation des protocoles d’extraction d’ADN en plaque 96 puits, on
observe des rendements et des qualités d’ADN tres différents entre
échantillons. La lecture des points de mutation qui peuvent exister a environ
50 bases des amorces est impossible, nos observations sont conformes a
celles observées sur peuplier, melon et orge [7], [16], [14]. L’utilisation d’un
allele comme ADN de référence pour une espéce hétérozygote permet la
détection sans ambiguité des individus homozygotes et hétérozygotes
contrairement aux travaux de Gilrchrist e @/ [7], qui proposent d’utiliser
I’ADN de Nisqually, génome dont la séquence est connue.

La lecture des gels peut étre un obstacle au développement de
PEcoTILLING. Si on prend en compte le nombre d’individus et le nombre
moyen de SNP par gene, chaque gel peut comporter plusieurs centaines de
points de polymorphisme. Il est alors tres difficile de différencier les SNP
entre eux. En théorie, un point de mutation doit étre visualisé par les 2
bandes complémentaires attendues, I'une marquée 24 la fluorescence IRDye
700, lautre a la fluorescence IRDye 800. La séparation de produits de
digestion par électrophorese capillaire est probablement la solution pour le
déploiement de PEcoTILLING face a Poptimisation récente du séquencage
direct de produits PCR [14]. La qualité des résultats de séquencage direct
chez les espéces hétérozygotes dépend de la présence ou I'absence
d’évenements  d’insertion/délétion. ILa présence d’insertion/délétion
provoque un décalage des pics des chromatogrammes, ce qui empéche la
lecture des séquences. Les premiers résultats sont prometteurs dans le cas
du séquencage de régions exoniques présentant peu d’insertion/délétion,
mais pour les régions introniques, régulatrices ou en dehors de ces régions

167



P. Faivre-Rampant ¢ a/.

les résultats sont beaucoup plus aléatoires. Dans ces cas 'EcoTILLING
représente une alternative intéressante. Triques e# a/ [22] ont montré que
activité de 'enzyme Endol était suffisamment sensible pour reconnaitre un
mésappariement sur un hétéroduplex en mélange avec 7 homoduplexes [22].
Par conséquent, PEcoTILLING doit aussi étre efficace pour la détection des
SNP rares.

Le taux de bases polymorphes observé est de 1 base polymorphe pour
84 bases dans la collection de 92 P. #richocarpa. Ce taux est plus élevé que
celui observé par Iétude de Ingvarsson e af, [8] chez P. tremula (une base
polymorphe pour 93 bases) et chez chez P. nigra (Giusi Zaina,
communication personnelle) (une base polymorphique pour 124 bases).
L’étude faite par Gilchrist ez a/, [7], sur 9 genes d'intérét de P. #richocarpa en
EcoTILLING, a révélé un taux de bases polymorphes équivalent a celui
observé chez P. nigra (une base polymorphe pour 124 bases). Le taux de
base polymorphe plus élevé que nous observons est probablement du au
niveau élevé de polymorphisme, généralement observé dans le cas des genes
de résistance [9].
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Abstract : Contribution of Multilocus sequence analysis to the phylogeny and
taxonomy of two major groups of plant pathogenic bacteria : Xanthomonas
and Pseudomonas. The genus Xanthomonas and pseudomonads of the “syringae”
group encompass most of the plant pathogenic bacteria, among which several quar-
antine otganisms tegistered by the Eutopean Council Directive 2000/29/CE and
bioterror agents registered in dual-use goods regulations. However the taxonomy of
these groups is still controversial or even out-of-date in the case of ““syringae” group,
which makes difficult the drafting and the revision of the statutory texts.
Sequencing of protein-coding genes is more and more used to resolve phylogenetic
relationships between highly related species, and within species. Multilocus se-
quence analysis (MLSA) is a potential alternative to DNA-DNA hybridizations to
define bacterial species provided that a sufficient degree of congruence between
both methods could be demonstrated.

In this study, we sequenced fragments of four housekeeping genes (apD, dnaK, ¢fP
et gyrB) for a collection representative of Xanthomonas genus and gyrB and rpoD genes
for more than one hundred strains representative of the nine genomospecies of the
“syringae” group. Within these two taxa, species and genomospecies are supported
by extensive DNA-DNA similarity values which allowed comparison of the meth-
ods. Our results showed that MLSA is as resolutive as DNA-DNA hybridizations
to circumscribe species or genomospecies, and phylogenetic trees are in agreement
with previous DNA fingerprints results. Within “syringae” group, each genomospe-
cies is represented by a discrete cluster supported by bootstrap values above 98%.
The only incongruence is represented by genomospecies 3 and 8 which form a
unique cluster in MLSA. Additional hybridization experiments are needed to solve

* Cortespondance et tités & part : marion.le-saux@angers.inra.fr
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this point. Partial sequencing of only one gene is sufficient to assign unkown iso-
lates to a genomospecies but unsufficient to resolve the phylogenetic relationships
between the genomospecies. Within Xanthomonas, MLSA data evidenced the dis-
tance of X. albilineans, X. hyacinthi and X. translucens from the core genus, and the
relationships between previously and newly described species. In both genera,
MLSA resolves phylogenetic relationships between highly related species more
accurately than 7y trees. These data will strongly support the taxonomic studies that
are needed in these two major groups of plant pathogenic bacteria.

Pseudomonas/ Xanthomonas/ phylogeny/ taxonomy/ housekeeping gene

Résumé : Le genre Xanthomonas et les Pseudomonas du groupe « syringae»
représentent deux groupes majeurs de bactéries phytopathogenes, pour autant leur
taxonomie est encore controversée, voire obsolete dans le cas du groupe « syringae ».
Le séquencage de plusicurs genes de ménage (ou MLSA pour Multilocus Sequence
Analysis) est une approche dont Papport a la systématique des bactéries est
indéniable. Elle permet de définir avec plus de précision les relations
phylogénétiques entre especes proches, pour lesquelles le géne 775 avait montré ses
limites. Dans le cadre de ce projet nous avons séquencé les genes a#pD, dnaK, ¢fP et
2B pour une collection représentative du genre Xanthomonas et les gene gyrB et rpoD
pour une centaine de Pseudomonas du groupe « syringae ». Pour les deux genres, nos
résultats montrent que la MLSA posséde un seuil de résolution équivalent a celui
des hybridations ADN-ADN, technique de référence pour la délimitation de
I’espéce bactérienne. Les données obtenues sont cohérentes avec celles de cette
technique et celles des empreintes génétiques. La MLSA a permis d’élucider les
relations phylogénétiques qui lient les especes et fournit des données essentielles
pour les remaniements taxonomiques envisagés pour ces deux groupes.

Pseudomonas/ Xanthomonas/ phylogénie/ systématique moléculaire/ géne
domestique

1. INTRODUCTION

La systématique bactérienne connait un tournant majeur en raison de
Pacces généralisé au séquengage ; la phylogénie moléculaire n’utilise plus
exclusivement les genes de l'opéron ribosomique et le concept d’espece
bactérienne est ardemment discuté, a la lumiere des apports de la génétique
des populations. Le séquencage de genes de ménage (Multilocus Sequence
Analysis, MILSA) est envisagé comme une alternative aux hybridations ADN-
ADN (méthode lourde et maitrisée par peu de laboratoires) pour la
description de nouvelles especes [12]. Pour valider ce transfert, le comité Ad
Hoe pour la ré-évaluation de la définition d’espece en bactériologie encourage
I'étude de collections de souches pour lesquelles de nombreuses données
d’hybridation ADN-ADN sont disponibles [22]. La plupart des bactéries
phytopathogeénes appartiennent a des complexes d’especes dont la
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classification et la nomenclature demeurent encore confuses en raison des
divergences entre les classifications phénotypiques et génotypiques. Cette
particularité en fait d’excellents modeéles pour I'étude du concept d’espece et le
développement de nouvelles approches de systématique.

Les bactéries phytopathogenes sont regroupées dans un nombre assez
restreint de genres. Cette homogénéité taxonomique cache une diversité tres
grande qui s’exprime au niveau pathologique. L'exemple des Psewdononas du
«groupe P. syringaer et des Xanthomonas, divisés en des dizaines de pathovars
définis par I'hote et le type de maladie causée, est caractéristique. Ainsi, plus de
400 hotes végétaux différents sont attaqués par ces bactéries, dont plusieurs
especes de grand intérét économique (tiz, canne a suctre, banane, Citrus...) et
Pon assiste de facon récurrente a I'émergence de populations pathogenes
responsables d’épidémies dont 'incidence socio-économique peut-étre majeutre.
En Europe, ces observations ont conduit a Iinscription de plusieurs de ces
organismes dans les annexes de la directive européenne 2000/29/CE (P. syringae
pv. persicae, X. arboricola pv. pruni, X. axonopodis pv. phaseoki...) et dans la
réglementation des biens a double-usage (civil et militaire) : X. albilineans,
Xanthomonas pathogenes des Citrus et X. oryzae pv. oryzae.

La taxonomie du genre Xanthomonas a été révisée par Vauterin ef al. [24],
qui a décrit 20 especes sur la base de données d’hybridations ADN-ADN.
Depuis de nouvelles especes ont été décrites dont certaines remettent en
cause la classification établie par Vauterin ez a/. [24] entrainant des confusions
[14], [8], [20], [21], [9]. Les Pseudomonas du « groupe P. syringae » constituent une
lignée monophylétique au sein du genre Pseudomonas [16], [4] qui regroupe dix
especes et plus de 50 pathovars. Les travaux de Gardan ez a/. [11], basés sur
Ihybridation ADN-ADN ont montré quau moins neuf genomospecies
pouvaient étre distinguées chez les pathovars de P. syringae et les especes
apparentées, mettant ainsi en évidence des especes synonymes et des especes
cryptiques. En raison de I'absence de caractéres phénotypiques discriminants,
seules deux genomospecies ont pu étre élevées au rang d’espece.

Ainsi, un écueil majeur, pour la caractérisation de ces bactéries émergentes
en vue de Iétablissement et de la révision des textes réglementaires, est une
systématique encore a ce jour controversée (cas des Xanthomonas) ou non
révisée (cas des Pseudomonas), et on constate I'absence d’outils simples
d’identification tant au niveau de P'espeéce que du pathovar. Les techniques
actuellement utilisées (AFLP et rep-PCR) pour caractériser les pathovars [19],
[18] génerent des données difficilement reproductibles, et ne permettent pas la
constitution de bases de données ouvertes a la communauté scientifique.

Le projet a pour objectif de caractériser des collections représentatives
du genre Xanthomonas et du « groupe P. syringae » par séquengage de plusieurs
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genes de ménage, et de comparer les structures phylogénétiques obtenues
aux données génomiques (AFLP et hybridations ADN-ADN).

Il s’appuie sur une ressource majeure dans le domaine, la Collection
Francaise de Bactéries Phytopathogénes (CEFBP), entretenue par 'TUMR A77
(INRA, Beaucouzé, France).

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Collections étudiées

La tres grande majorité des souches utilisées dans cette étude
proviennent de la CFBP. Pour le « groupe P. syringae » nous avons caractérisé
I’ensemble des souches des travaux de Gardan e a/. [11] auquel nous avons
ajouté des représentants des pathovars décrits depuis cette date, ainsi que les
souches type de P. congelans et P. caricapapayae. La collection de souches de
Xanthomonas représente la diversité spécifique du genre. Une emphase
particuliere a été donnée a I'espece X. axongpodis, la plus diverse du genre.
Les souches ont été cultivées sur milieu LPGA (Levure 7g/L, Peptone 7
g/L, Glucose 7g/L, agar, 15 g/L) 4 27 °C.

2.2. Amplification PCR et séquengage des génes de ménage

Pour les souches du genre Psexsdomonas, 'amplification PCR a été réalisée
a partir de suspensions bactériennes bouillies. Une portion d’environ 900 pb
des génes grB (codant pour la sous-unité B de I'ADN gyrase) et rpoD
(codant pour PARN polymérase facteur sigma-70) a été amplifiée selon le
protocole décrit par Yamamoto ez al. [26].

IADN des souches de Xanthomonas a été extrait suivant le protocole
décrit par Llop e al. [15]. Les séquences partielles (environ 500 pb) des
quatre geénes domestiques suivants (répartis sur le chromosome de X.
camprestris pv. campestris souche ATCC33913) : apD (codant pour la chaine
beta de ’ATP synthase), dnaK (codant pour la protéine chaperonne DnaK),
¢fP (codant pour le facteur d’élongation P) et gy7B ont été obtenues a I'aide
des amorces décrites dans le tableau 1.
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Tableau I : Amorces utilisées pour Pamplification de fragments de genes dans le
genre Xanthomonas.

Géne  Amorce PCR Sequence (5°-37) Amorce pour le sfquencage  Sequence (5°-37)

apDd  PH-ATPD-F* GOGCALGATCGTTC AGAT emiATPCIF TTCAGATCATCGGCGCGOT
PXE-ATPD-R*  GCTCTTGGTCGAGGTGAT emi ATPCRR. TTGOTC GAGHTGATGCGCT

dnek  PH-DNAKF*  GOTATTGACCTCOGCACCAC ernidnall1F ACCAAGGACCOCGAAGTGCT
PH-DNAKE*  ACCTTCGOCATACGGGTCT etnidnal 2R, COATCGACTTCTTGACC AGG

efP P-:{-EFP-F* TCATCACCOAGACCOAATA emniefpl F TCACCOAGACCGAATACG
P-X-EFP-E* TOCTHETTGACGAACAGT P-X-EFP-E* TOCTGOTTGACGAACAGT

grE emigwBIF TOCGCGGCAATATCCTCAAD ermigyrBIF COCTACCACCGCATCATCCT
emigyrB4R GCGTTOTCCTOGATRARGTC emigyrB 3R AGGTGCTGAAGATCTGGTCG

Les produits PCR ont été confiés a la plate-forme OUEST-Génopole ou
a Macrogen pour purification et séquencage.

2.3. Analyses phylogénétiques

Les alignements ont été réalisés a 'aide du logiciel Multalin [7]. Les
données de séquences ont été concaténées et des arbres phylogénétiques ont
été réalisés a 'aide de la méthode Neighbor-Joining (en utilisant le parametre
kimura 2) du package PHYLIP [10]. La robustesse de la topologie obtenue a
été évaluée par une analyse de ré-échantillonnage (bootstrap, 1000 réplicats).

2.4. Hybridations ADN-ADN

Les ADN génomiques utilisés pour les hybridations ADN-ADN ont été
extraits suivant le protocole de Brenner ¢f a/ [6]. Les hybridations ADN-
ADN ont été effectuées par la technique dite nucléase S1 / acide
trichloroacétique comme décrit par Gardan ez a/. [11].

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Phylogénie du complexe « P. syringae et especes
apparentées »

L’analyse phylogénétique des séquences met en évidence des résultats tres
comparables avec les deux genes gyrB et 7poD : une structuration en groupes
discrets, portés par de longues branches, et validés par de fortes valeurs de
bootstrap (fig. 1). Lorsqu’on compare ces résultats aux données d’hybridation
ADN-ADN, on constate que la plupart des genomospecies correspondent a
ces groupes monophylétiques validés par de tres fortes valeurs de bootstrap.
Clest le cas des especes P. wviridiflava (genomospecies 6, notée GO6) et P.
cannabina (G9), et des genomospecies G2, G4 et G7. La genomospecies G1
forme un groupe monophylétique sur 'arbre 7poD, mais pas sur I'arbre gyrB.
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Figure 1: Arbre phylogénétique des Pseudomonas du « groupe syringae » construit par
Neighbor-Joining d’aprés les séquences concaténées de fragments des génes 7poD et
grB. Les valeurs de bootstrap significatives (= 80 %) sont indiquées (1 000
réplicats). Les souches dont I'appartenance a une genomospecies a été déterminée
par hybridation ADN-ADN sont surlignées en couleur; le nom de la
genomospecies est précisé aprés le nom du taxon (ex. G1). Les souches type sont
encadrées. Les souches dont le génome est séquencé sont indiquées par une fleche.
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En revanche, sur les deux arbres, les genomospecies G3 et G8 (pv. #heae,
actinidiae et P. avellanae) sont mélangées dans le méme groupe
phylogénétique. Le méme résultat est obtenu sur le dendrogramme de F-
AFLP (données du laboratoire non montrées). Il s’agit du seul cas
d’incongruence entre les données MLSA et F-AFLP d’une part, et
hybridations ADN-ADN d’autre part. Il est a noter que ces deux
genomospecies ne sont distinguées que sur la base de deux valeurs
d’hybridations [11]. Une étude d’hybridations ADN-ADN avec de plus
nombreuses valeurs croisées entre ces deux genomospecies est en cours
pour confirmer ou infirmer I'existence de deux genomospecies distinctes.

Par ailleurs, cette étude a permis de mettre en évidence plusieurs
synonymies de noms d’espece. L’espece P. ftwmae, définie comme la
genomospecies 5 par Gardan ef al. [11] se place au sein des souches de la
genomospecies 2 dans cette étude. Nous avons confirmé ce résultat par
hybridations ADN-ADN : P. #remae hybride a 71-80 % avec les souches de la
genomospecies 2 et 28-52 % avec les souches des autres genomospecies. Ainsi
P. tremae, P. meliae, P. amygdali, P. savastanoi et P. finserectae appartiennent a la
méme genomospecies.

Lespece P. congelans, qui correspond a des souches isolées de la
phyllosphére d’herbe, se place claitement parmi les souches de la
genomospecies 1 et ne constituerait donc pas une nouvelle espéce. Sur la base
d’un arbre phylogénétique du gene de PARNr16S, Behrendt e a/ [5] avaient
identifié P. savastanoi (genomospecies 2) comme espéce la plus proche et
n’avaient utllisé que cette espéce pour les hybridations AND-ADN. Des
discordances entre les topologies des arbres déduits du gene 775 et des genes
de ménage ont déja été montrées dans le genre Psendomonas [26], [2]. Elles sont
dues au faible pouvoir résolutif du gene 775 lorsqu’il s’agit d’étudier des especes
ayant divergé tres récemment. Cet exemple met en exergue les limites de la
phylogénie basée uniquement sur le géne de PARNr 16S pour révéler les
relations phylogénétiques entre especes proches et identifier les plus proches
voisins phylogénétiques d’un isolat lors des études taxonomiques.

L’espece P. caricapapayae se place avec les souches de la genomospecies 7.
Seule souche type d’espéce de ce groupe identifiée a ce jour, elle donnera le
cas échéant son nom a cette genomospecies.

Les pathovars décrits depuis 1999, ont pu étre classés sans ambiguité dans
une genomospecies. P. gyrinage pv. fraxini, nerii, castaneae, cunninghamiae,
daphniphylli, raphiolepidis, retacarpa, broussonetiae, cerasicola appartiennent a la
genomospecies 2. Ce résultat a été confirmé par hybridation ADN-ADN pour
quatre de ces pathovars. P. gyringae pv. alisalensis et pv. coriandricola se
regroupent avec P. cannabina (genomospecies 9), mais ces trois taxons forment
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trois branches distinctes. P. syringae pv. spinaceae, avii et actinidiae se placent dans
le groupe phylogénétique incluant les souches des genomospecies 3 et 8.

Le génome de trois souches du «groupe P. syringae» est actuellement
séquencé. 1l s’agit de P. gyringae pv. syringae B728a, P. syringae pv. phaseolicola
1448A et P. syringae pv. tomato DC3000. Bien qu’elles portent le méme nom
d’espece, ces trois souches représentent trois genomospecies différentes (fig.
1). Afin que ce statut d’especes différentes soit intégré dans les études de
génomique comparative, il devient urgent de nommer ces genomospecies.

La MLSA est donc un outil puissant dont le niveau de discrimination est
équivalent a celui des hybridations ADN-ADN. Le séquengage d’un seul géne
suffit pour attribuer une souche a une genomospecies, mais est insuffisant
pour décrire les relations phylogénétiques qui les lient. En perspectives, nous
envisageons d’offrir aux phytopathologistes un langage commun en proposant
un statut d’espéce aux genomospecies G1, G2, G3/G8, G4, et G7. L’absence
de caracteres phénotypiques discriminants pour identifier ces espéces sera
compensée par un outil rapide d’identification des especes par comparaison
des séquences du gene grB ou 7poD a une base de données de référence
disponible sur internet (site de la CFBP).

3.2. Phylogénie du genre Xanthomonas

Une représentation schématique de larbre phylogénétique du genre
Xanthomonas obtenu apres concaténation des séquences des quatre genes de
ménage atpD, dnaK, ¢fP et gyrB, est présentée figure 2. Les différentes especes
décrites par Vauterin ez /. [25] forment des lignées distinctes soutenues par de
fortes valeurs de bootstrap (ex. X. campestris, X. wvesicatoria, X. arboricola).
Certaines especes sont regroupées en groupes monophylétiques soutenus par
de fortes valeurs de bootstrap. Cest le cas par exemple de X. hortorum, X.
populi et X. ¢ynarae (bootsrap de 100 %) et de X. abbilineans, X. hyacinthi et X.
transtucens (100 %) (fig. 2). Ce dernier groupe est phylogénétiquement tres
éloigné des autres especes du genre Xanthomonas, et 'amplification de certains
génes de souches de ce groupe a posé probleme. Le génome d’une souche de
X. albilineans sera bientot disponible. Ces données permettront de dessiner de
nouvelles amorces plus adaptées a ce groupe d’especes tres divergentes.

Cette structuration génétique des especes de Xanthomonas est en accord avec
les résultats de Parkinson ez a/ [17] basé sur la séquence partielle du géne gyB.
Cependant, P'arbre construit avec les 4 génes de ménage souligne de facon
beaucoup plus marquée, la divergence des especes X. albilineans, X. transincens et
X. hyacinthi des autres especes du genre. Cette observation rejoint les résultats de
Hauben ez a/. [13] basé sur le gene 775, Ces auteurs soulignent le tres haut degré
de conservation du géne r7s (moyenne des valeurs de similitudes supérieure a
98 % au sein du genre Xanthomonas) et un niveau de résolution qui n’atteint pas
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celui des hybridations ADN-ADN. 1l en résulte que les différentes souches
d’une méme espéce ne forment pas de groupes monophylétiques. Au contraire,
les genes codant des protéines utilisés dans la présente étude, présentent un
niveau de résolution comparable a celui des hybridations ADN-ADN et sont de
bons marqueurs de la différentiation des espéces.

X. campestris

X. hortorum
X. populi

X. cynarae
WQ X. vesicatoria

plSl'

—100

X. cassavae
X codiaei

0.01
‘Q X. oryzae

100

as.

] X. axonopodis

L 85 X. euvesicatoria
Lo1_— X. perforans

X. alfalfae

X. citri

X. fuscans

X. melonis

X. bromi

X. albilineans
—10 X. hyacinthii
X. translucens

Figure 2: Arbre phylogénétique du genre Xanthomonas construit par Neighbor-
Joining a partir des données concaténées de séquences partielles de quatre génes de
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ménage (atpD, dnaK, ¢fP et gyrB). Les valeurs de bootstrap (>60) aprés 1000
simulations sont représentées sur cette figure.

Depuis la révision du genre Xanthomonas par Vauterin et al. [24], sept
nouvelles especes ont été décrites. La caractérisation de 'agent pathogeéne
émergent responsable de la graisse de I'artichaut a conduit 4 la description de
X. gynarae |23]. L’analyse MLSA place cette espece dans le groupe incluant X.
hortorum et X. populi (fig. 2). Ce résultat concorde avec les données
d’hybridations ADN-ADN, qui montrent que sut les 20 especes testées, les
plus fortes valeurs d’hybridation sont trouvées avec ces deux especes (49 %).

Les especes X. euvesicatoria, X perforans, X. alfalfae, X. citri et X. fuscans ont
été décrites suite a Iétude d’une collection de souches représentant des
pathovars de lespece X. axonopodis [14], [20], [21]. Ces nouvelles espéces se
placent dans P'analyse MLSA au sein du groupe constitué des souches de X.
axonopodis dans lequel elles forment chacune des groupes monophylétiques
présentant de fortes valeurs de bootstrap (fig. 2 et 3). Les propositions de
Jones et al. [14] et Schaad et al. [20] ne reviennent donc pas a proposer de
nouvelles especes dans un systeme de classification établi, mais a proposer un
nouveau systeme de classification qui place la limite d’espéce a un seuil
inférieur. Ces deux schémas de classification se chevauchant (deux
nomenclatures différentes sont possible pour les mémes souches), ils ne sont
pas compatibles et c’est a l'utilisateur de faire le choix d’adopter I'une ou
lautre des nomenclatures. Les données MLSA ne contredisent aucune des
deux classifications (les especes proposées forment toutes des lignées
phylogénétiques distinctes).

Lutilisation d’une collection partielle par Schaad ez a/ [20] pose
cependant probléme. Par exemple, il a ét¢ montré récemment par F-AFLP
que X. axonopodis pv. phaseoli est constitué de 4 lignées génétiques [3]. Les
représentants d’une seule de ces lignées ont été étudiés par Schaad ez a/. [20]
et reclassés dans espece X. fuscans subsp. fuscans. Nos données MLSA (fig.
3) montrent que si 'on adoptait la classification proposée par Schaad ez a/.
[20] les trois lignées génétiques restantes de X. axongpodis pv. phaseoli se
placeraient dans des espéces ou sous-especes différentes qui restent a
décrire. Une problématique similaire a été montrée avec les souches du
pathovar mangiferacindicae [1].

En conclusion, nos données soulignent I’hétérogénéité génétique de X.
axongpodis (Approved Lists 1980) emend. Vauterin 7 a/. [24] pat rapport aux
autres especes du genre. La structure génétique de cette espece révélée par
MLSA est cohérente avec les résultats antérieurs de rep-PCR et I’AFLP
(18], [3], [1] et d’hybridations ADN-ADN [24], [14], [20]. La question
fondamentale soulevée par ces données est «ou placer le seuil de
délimitation de I’espéce ?». Une étude plus approfondie par une approche
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polyphasique permettra de clarifier la taxonomie de ce groupe qui inclut
plusieurs organismes d’importance réglementaire du point de vue de la

quarantaine ou du bioterrotisme.
1oo< X. euvesicatoria

X. alfalfae subsp. citrumelonis
100 X. campestris pv. betae

o | X. alfalfae subsp. alfalfae
X. axonopodis pv. allii

94 |:1°0| X. axonopodis pv. phaseoli
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Figure 3 : Portion de I'arbre phylogénétique du genre Xanthomonas, correspondant a
Pespece X. axongpodis (Approved Lists 1980) emend. Vauterin ez a/ 1995 [24]. Cet
arbre a été construit par Neighbor-Joining a partir des données concaténées de
séquences partielles de quatre genes de ménage (afpD, dnak; ¢fP et gyrB). Les valeurs

181



M. Fischer-Le Saux ¢7 al.

de bootstrap (>60) aprés 1000 simulations sont représentées sur cette figure. Les
indications 9.1 a 9.6 désignent la correspondance avec les groupes identifiés par
Rademaker ez al. [18] par rep-PCR.

4. CONCLUSION

Nos résultats montrent que pour les deux groupes bactériens majeurs de
bactéries phytopathogenes étudiés, la MLSA possede un seuil de résolution
équivalent a celui des hybridations ADN-ADN, et fournit des données
cohérentes avec cette technique et celles des empreintes génétiques. Cette
approche, facile a mettre en ceuvre, générant des données facilement
échangeables et pouvant étre mises a disposition dans des bases de données,
représente incontestablement une alternative prometteuse aux hybridations
ADN-ADN pour la délimitation des especes bactériennes. I reste
cependant a définir quels criteres utiliser pour délimiter le seuil de 'espece
bactérienne. Au-dela de regles strictes et de seuils, le plus raisonnable serait
de conserver une approche polyphasique intégrant la topologie de I'arbre
MLSA et un maximum de données génotypiques, phénotypiques et
écologiques.

Les séquences des genes de ménage issues du présent projet viennent
enrichir la base de données liée aux accessions de la CFBP. En interne, ces
séquences représentent «la carte d’identité génétique» des souches et
pourront étre utilisées au cours des controles qualité visant 'authentification
de Tidentité du matériel biologique détenu a la CFBP. Ces controles
répondent aux exigences des lignes directrices de POCDE relatives aux
pratiques exemplaires concernant les centres de ressources biologiques et
aux exigences de la norme AFNOR NF S 96-900 « qualité des centres de
ressources biologiques » en cours de préparation. En externe, 'objectif est
de créer un service d’identification interactif des Xanthomonas et des
Pseudomonas sur le site web de la CFBP (http://www.angers.inra.fr/cfbp/ )
au travers d’outils dédiés a lidentification moléculaire (BLAST en lien avec
des bases de données d’intérét taxonomique, logiciels d’alignements et de
reconstruction phylogénétique).
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Abstract: Nucleotide diversity at the PHANTASTICA gene (PHAN) along an
altitudinal gradient for common ash (Fraxinus excelsior L..) and narrow-leaved
ash (Fraxinus angustifolia Valh.). The extent and pattern of DNA sequence varia-
tion in natural populations can provide useful information about the evolutionary
forces acting on a species. In this respect, an important point is to understand how
molecular variation at a single-gene level is affected by selection at higher phenotypic
level. This is a difficult task, as the effects of different evolutionary factors are con-
founded. Clinal variation in genetically traits can provide compelling evidence for
spatially varying selection across an environmental gradient. One means of distinguish
between adaptative and no adaptive causes of geographical variation is to compare
relative levels of between-population divergence in quantitative traits, neutral DNA
markers and candidate genes. Fraxinus excelsior 1. (common ash) and Fraxinus angustifo-
lia Valh. (narrow-leaved ash) are two widespread trees in Western Europe whose
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present distribution suggests an important influence of isolation and recolonisation
processes shaped by different ecological preferences. Common ash grows on low and
middle elevation hills while narrow-leaved ash prefers areas along rivers where flood-
ing may occur. Fraxinus excelsior flowers during March-April while F. angustifolia begins
flowering in late December.

For these two species, nucleotide variation was examined at two candidate gene,
PHANTASTICA (PHAN) and FRIGIDA gene along eight populations of an alti-
tudinal gradient in Orientals Pyrenees. PHANTASTICA gene encoded a MYB
transcription factor involved in the leaves form. FRIGIDA gene is a major gene
involved in the regulation of flowering time. These populations were also screen for
variation at molecular markers (4 nuclear microsatellites and 6 chloroplastic mi-
crosatellites) and at morphological (foliar characteristics) and phenological traits
(flowering period). Along this gradient, Fraxinus angustifolia populations were at low
altitude while F. excelsior populations were at middle elevation.

Canonical discriminant analysis indicated that the number of leaflets and leave areas
had significant differences along the altitudinal gradient. A clear temporal isolation
by divergent floral phenologies is observed between the two species. No chloro-
plastic microsatellites variability was found and nuclear microsatellite variability is
high along the gradient. Deficiency values were high but lower for Fraxinus angustifo-
lia compared to F. excelsior indicating probable temporal Walhund effect. Values for
genetic structure were moderate. Higher Fst were found in the case of populations
within species (Fst = 0.0325) compared to populations within total (Fst = 0.0227).
The FRIGIDA sequences obtained were impossible to interpret without any equiva-
lent under Genebank. PHANTASTICA sequences pointed out 57 polymorphic
sites along 392 bp obtained.

To infer natural selection from DNA polymorphism data, the Tajima’s D test was
used. The negative value obtained here concerning 103 sequences revealed either a
recent rapid expansion of Fraxinus populations, either purifying selection. The next
studies would requires others markers in the whole genome to better understand
the demographic history of the populations. The idea is not to overstate the preva-
lence of natural selection in plant genomes but to present only the right selected
genes.

Fraxinus / PHANTASTICA gene / nuclear mictosatellites / altitudinal
gradient / local adaptation

Résumé : Un aspect important en génétique des populations est de comprendre a
I’échelle nucléotidique, la base génétique de la variation adaptative gouvernée par la
sélection. Le jeu entre I'histoire des populations, le systeme de reproduction et la
sélection détermine la nature des variations et délimite les mécanismes qui
permettent la diversification. Dans ce travail, nous souhaitons mieux comprendre la
relation entre différents traits quantitatifs (morphologiques et phénologiques) et les
variations moléculaires (microsatellites nucléaires et chloroplastiques et deux genes
candidats PHANTASTICA et FRIGIDA) dans des populations naturelles de deux
especes de frénes (Fraxinus excelsior L., F. angustifolia Valh.) le long d’un gradient
altitudinal situé dans les Pyrénées orientales Pour notre échantillonnage de huit
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populations, le long de ce gradient altitudinal, ou des différences dans la
morphologie foliaire ont été mesurées, ou des décalages phénologiques induisent
des barricres de flux de geénes, nos marqueurs nucléaires de type microsatellites
semblent montrer une différenciation génétique récente entre les espeéces, la ou le
seul gene candidat obtenu, le gene PHAN soit traduit une augmentation récente de
taille des populations, soit montre une sélection positive. Ces hypotheses
demandent a étre confirmées et départagées par des études plus complétes sur
I’ensemble du génome a I'aide d’autres marqueutrs moléculaires.

Fraxinus / géne PHANTASTICA / microsatellites nucléaites / gradient
altitudinal / adaptation locale

1. INTRODUCTION

Deux especes du genre Fraxinus (frénes, Oleaceae) sont rencontrées en
France a Pétat naturel : Fraxinus excelsior L. (fréne commun) et Fraxinus
angustifolia Valh. (fréne oxyphylle). Ces deux especes, autochtones, ont des
aires de distribution séparées mais sont réellement en sympatrie dans
certaines régions, notamment dans les Vallées de la Loire, de la Sabne,
régions qui sont en limite d’aires pour le fréne oxyphylle. La combinaison
entre des analyses génétiques (marqueurs neutres de type microsatellites) et
morphologiques réalisées a I'échelle de la France [2] montrent pour ces
zones d’hybridation des structures tres différentes. Les Fst entre ces
populations ne sont pas différents indiquant que les marqueurs neutres ne
rendent pas compte de 'adaptation locale.

Un aspect important en génétique des populations est de comprendre a
Iéchelle nucléotidique, la base génétique de la wvariation adaptative
gouvernée par la sélection. Le jeu entre I'histoire des populations, le systeme
de reproduction et la sélection détermine la nature des variations et délimite
les mécanismes qui permettent la diversification. C’est une tache difficile
dans le sens ou les différents facteurs évolutifs sont étroitement intriqués.

L’approche genes candidats s’attache a choisir des geénes qui ont des
effets majeurs sur le phénotype. La variation allélique du gene est définie par
des haplotypes présentant un polymorphisme nucléotidique (SNPs). Bien
que limitée a quelques genes, ce type d’approche a été déja testée sur des
plantes modeles, Aradidopsis [12] et Pinus [3] et a permis d’appréhender
'adaptation a I’échelle locale.

Nous avons souhaité aborder ce type d’approche pour nos deux especes
de frénes. L’étude des variations adaptatives en populations naturelles étant
plus aisée dans des régions de transition clinale forte entre des populations
des deux especes, par exemple dans des régions ou I’élévation d’altitude est
rapide, nous avons réalisé un transect en Pyrénées Orientales, ou les deux
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especes semblent séparées par une étroite zone de transition, F. exvelsior
étant seul a partir de 300m d’altitude et F. angustifolia plutot en bord de mer.
La question que nous nous sommes posés était la suivante : est-ce que les
patterns de variations nucléotidiques observés sur des genes potentiellement
candidats associés a ceux de marqueurs neutres mesurés sur les mémes
populations indiquent une sélection locale ?

Pour cela, nous avons choisi de travailler sur deux genes candidats
particuliers trouvés dans la littérature. Nous avons tout d’abord étudié un
gene impliqué dans les variations des temps de floraison, appelé Frigida. Ce
locus agit de fagon synergique avec le locus Flowering C (FLC) qui cause une
floraison tardive [16]. Des traces de sélection ont pu étre détectées sur un
ensemble de séquences [12], et la variation a ce locus a pu étre étudiée en
populations naturelles d’.A. thaliana atin d’appréhender son potentiel
adaptatif [12]. Ensuite, nous avons choisi un autre candidat intéressant, le
gene PHANTASTICA (Phan), codant pour un facteur de transcription
impliqué dans la forme des feuilles d’un grand nombre d’especes, dont
Fraxinus americana : par exemple, sa sous-expression permet de produire des
feuilles palmées (type cannabis) au lieu de feuilles pennées (type fréne) [11].
Si Pexpression de ce gene peut étre impliquée dans le nombre de folioles
formées, celui-ci peut étre également un bon candidat pour I’étude de la
variation adaptative chez les frénes et la recherche de traces de sélection au
sein de la séquence promotrice.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

Nous avons choisi de travailler sur un cline altitudinal situé dans les
Pyrénées orientales a proximité de Perpignan dans la vallée du Tech (depuis
la mer, population Mas Larrieu 42°35” N, 3°01” E ; en altitude population
La Preste 42°24’ N, 2°24’E). Ce transect part de la mer et monte jusqu’a
1 100 metres (fig. 1). Huit populations (dont une nommée Atles, scindée en
deux) dont 3 de frénes oxyphylles (Mas Larrieu, Ortaffa, Nidolerres, a faible
altitude), 4 de frénes communs (La Forge, Arles 2, Parcigoule, La Preste, a
une altitude élevée) et 2 d’hybrides putatifs (St Jean et Arles 1, altitude
intermédiaire) ont été échantillonnées. Entre 300 et 800 m, nous n’avons pas
trouvé de populations de frénes.
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Figure 1 : Transect altitudinal des 8 populations de fréne oxyphylle, d’hybrides
putatifs et de fréne commun situé dans les Pyrénées orientales.

Sur 24 arbres cartographiés par populations, nous avons prélevé des
feuilles a I’échenilloir pour I'analyse moléculaire et pour les observations
morphologiques. Pour les mesures morphologiques, sur chaque arbre, nous
avons mesuré le nombre maximum et minimum de folioles par feuille puis,
sur une feuille, la longueur et la largeur de la feuille, puis sur chaque foliole
avant terminal, la longueur, la largeur, la position de I'axe de symétrie et le
nombre de dents. Par ailleurs, trois années de suite (2005, 2006, 2007) entre
décembre et mars, nous avons suivi sur place, le long du transect, la
floraison des deux especes. Pour cela, nous avons observé a plusieurs
reprises le stade de débourrement des fleurs selon une codification allant de
0a5 (de 0, pas de débourrement a 5, fleur fanée).

2.2. Analyses moléculaires

2.2.1. Marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques

L’ADN total a été extrait selon Fernandez-Manjarres ef al, [2]. Nous
avons choisi de travailler sur quatre marqueurs microsatellites nucléaires
(M230, [1])., 1999 ; FEMSALT 4, FEMSALT 10, FEMSALT 12 [13] qui ont
montré leur pertinence dans des publications précédentes [7], [8], [14]. Six
marqueurs microsatellites chloroplastiques  répertoriées dans deux
publications ont été testés (ccmp 6, ccmp 7, ccmp 10, [14] et CPFRAX2,
CPFRAXS5, CPFRAXG, [6]).
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Les protocoles moléculaires de PCR suivent Morand ez a/., [15]. La taille
allélique a été quantifiée grace a un séquenceur automatique 3700 ABI Prism
et analysée grice au logiciel Genescan (PE Applied Biosystems).

2.2.2. Géne FRIGIDA

Il n’existe que deux séquences ’ADNc de FRIGIDA sous Genebank ;
P'une est sur Arabidopsis et I'autre sur Oryza. Nous avons dessiné une série
d’amorces et avons testé différents couples sur différentes populations de
nos deux especes. Les températures d’hybridation des PCR étaient élevées
pour une meilleure spécificité (T = 60°C). Le séquencage a été réalisé sur un
échantillon d’individus au préalable. L’alignement des séquences a été réalisé
par CodonCode Aligner (www.codoncode.com) et par BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

2.2.3. Géne PHANTASTICA

Nous avons recherché ici le polymorphisme dans les populations de
frénes des deux especes. L'expérience était ici plus simple puisqu’il existait
en banque la séquence de ce gene sur Fraxinus americana. Nous avons dessiné
des amorces et avons testé ce gene en populations. Nous avons séquencé
pour les 24 individus des 8 populations, le gene dans les deux sens (384
séquences dans les deux sens). L’alignement des séquences a été réalisé par
par CodonCode Aligner (www.codoncode.com) et par BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

2.3. Analyses statistiques

Pour les données morphologiques, nous avons utilisé une Analyse
Canonique Discriminante (ACD) en utilisant PROC DISCRIM (SAS V8, SAS
Institute). Par ailleurs, pour déterminer s’il existait un lien entre nos variables
morphologiques et divers parametres écologiques, dont laltitude, nous avons
procédé a une analyse de corrélation canonique en utilisant PROC
CANCORR (SAS V8).

2.4. Analyses génétiques

Le nombre d’alléles A, le nombre d’alleles efficaces A., I’hétérozygotie
observée Ho et espérée Hg ainsi que le parameétre de différenciation
génétique Fis ainsi que le Fst ont été estimés en utilisant le logiciel
Geneticstudio (http://www.umsl.edu/~biology/Dyet/GeneticStudio/).
Pour tester la neutralit¢é du géne PHAN nous avons effectué le test
statistique de Tajima [17] estimé selon MEGA4 [18]. Toutes les positions
contenant des gaps et des données manquantes ont été éliminées de la base
de données (Option de délétion complete).
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3. RESULTATS

3.1. Analyses morphologiques et phénologiques

L’analyse canonique discriminante montre que les deux especes différent
morphologiquement comme larticle de Fernandez-Manjarres ez al., [2] le
suggérait déja. Les variables les plus significatives sont le nombre de folioles
et la surface foliaire. L’analyse morphologique nous révele bien deux
groupes distincts de populations correspondant aux deux especes (fig. 2).
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Figure 2 : Analyse canonique discriminante sur composantes principales de
variables morphologiques foliaires pour les 8 populations du transect.

La morphologie de la population St Jean est bien oxyphylle et non
hybride. La morphologie pour la population d’Arles 1, laisse plutot a penser
a un mélange dindividus des deux especes, bien distincts
morphologiquement et non a des hybrides. L’analyse de corrélation
canonique (fig. 3) a été effectuée notamment en prenant en compte l'altitude
et la surface foliaire. Elle est tres significative (F 2130= 61,02 P< 0,0001, R2 =
0,3923, fig. 3). A 200 m, les deux especes sont en mélange avec des
morphologies tres différentes (exemple d’Arles 1). Jusqu’a 800 meétres la
surface foliaire augmente avec laltitude. Ensuite les valeurs de surfaces
foliaires sont moins fortes mais toujours plus élevées pour le fréne commun
comparé au fréne oxyphylle.
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Figure 3 : Analyse de corrélation canonique de la surface foliaire des feuilles de
fréne en fonction de 'altitude le long du transect altitudinal.

Les mesures phénologiques sont elles aussi tres tranchées. Les
populations de fréne oxyphylle fleurissent chaque année entre janvier et
tévrier alors que celles de fréne commun fleurissent entre mars et avril. Sur
les 3 années de mesure nous n’avons jamais noté de recouvrement ce qui
suggere que ’hybridation est un phénomene rare sur ce transect, ce dernier
délimitant bien les échanges de genes entre les deux espéces.

3.2. 3.2. Analyses moléculaires

3.2.1. Marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques

Les microsatellites chloroplastiques testés ne sont pas polymorphes et ne
nous renseignent malheureusement pas, ni a échelle interspécifique, ni a
I’échelle intraspécifique. Les microsatellites nucléaires indiquent une forte
diversité allélique globale mais avec une tendance a la diminution en altitude
(tabl. I). Les valeurs du Fis sont élevées comme cela a déja été noté chez le
fréne et plusieurs fois explicité [14], [4]. Les valeurs de différenciation Fst
sont modérées et montrent une plus grande structuration des populations
quand considérées pour chacune des especes (le Fst moyen des populations
par rapport a ensemble est de 0,027 et le Fst moyen des populations prises
pour chaque espece est de 0,0325).
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Tableau I : Diversité génétique et déviation des proportions d’Hardy-Weinberg
pour les 4 loci microsatellites nucléaires sur le transect des Pyrénées. A, nombre
d’alléles ; A, nombre d’alleles efficaces; H, hétérozygotie observée; He,
hétérozygotie espérée ; Iis, coefficient de consanguinité intra-population.

Altitude
Pop (m) A Ae Ho He Fis
1 1 14,25 6,5734 0,6924 0,8537 0,1848
2 20 16,75 10,9445 0,5173 0,9402 0,4486
3 70 14,5 7,7437 0,5344 0,8644 0,3791
4 90 12,5 5,9197 0,5299 0,8335 0,3602
5 180 11,25 5,2867 0,5945 0,8392 0,29
6 260 14 8,8332 0,5363 0,9203 0,416
7 820 14,5 7,4509 0,4768 0,8684 0,4552
8 1100 11 5,8231 0,4519 0,8159 0,4488

3.2.2. Géne FRIGIDA

Nous avions choisi de travailler sur un gene impliqué dans les variations
de temps de floraison appelé FRIGIDA. Chez U'Arabidopsis, la floraison
tardive est un état ancien qui était bien adapté au moment des glaciations et
la floraison précoce aurait évoluée récemment suite aux glaciations par
sélection et mutation sur le locus FRIGIDA. L’examen attentif de ce gene
qui code pour une protéine 609 AA montre que chez les plantes précoces, il
aurait perdu sa fonctionnalité. L’inactivation de FRI s’est faite par une
délétion ponctuelle qui s’avere suffisante pour faire passer une plante d’une
écologie a une autre. Dans notre cas, nous nous sommes interrogés sur ce
gene et sur sa pertinence dans notre cadre d’étude avec les deux espéces de
frénes étudiées. Nous avons obtenu une séquence de plus de 800 paires de
bases relativement identique d’une population a 'autre et d’une espece a
lautre mais malheureusement n’ayant aucun équivalent en banque
actuellement. Nous nous interrogeons sur cette séquence. Dans la mesure
ou ce gene représenterait la séquence de FRIGID A, est-ce un intron ?

3.2.3. Géene PHANTASTICA (PHAN)

Nous avons obtenu des séquences de 602 pb correspondant a ’exon
identifié sur Fraxinus americana incluant une portion du facteur MYB 2 du
gene. Sur un premier examen de 103 séquences a partir d’un échantillon de
chacune des 8 populations, nous avons repéré 57 sites variables sur les 392
pb lisibles dont notamment chez les frénes oxyphylles (population Ortafa)
une insertion CACCCA. Le test de Tajima effectué (tabl. II) donne une
valeur négative de —1, 52 (15 substitutions de type non synonymes contre 42
synonymes). La valeur du test de Tajima est de -1,75 pour Fraxinus excelsior
et de -0,3527 pour F. angustifolia. Ces valeurs peuvent intégrer des erreurs de
séquencage quil nous faudra estimer. Elles indiquent néanmoins, soit une

195



N. Frascaria-Lacoste ¢/ al.

expansion récente des populations, soit une marque pour ce gene de
sélection de type purificatrice. Ceci n’est valable que pour ce géne et
demande une certaine prudence quant a une interprétation plus générale.

Tableau II : Le test statistique D de Tajima [17].

Nombre de | Nombre de sites P,=s/m D =P, /al Diversité nucléotidique = D
sites m séarégeants s (alléle al)
103 57 0,146530 0,028140 0,014754 -1,519716

4. DISCUSSION

L’examen des données morphologiques montre une nette différenciation
le long du cline altitudinal pour la morphologie des feuilles des deux especes
de frénes. Le nombre de folioles et la surface foliaire varient en fonction de
Paltitude. Ce que nous ne savons pas est la part de plasticité phénotypique
qu’il nous faudrait contréler en jardin commun. Les données phénologiques
montrent aussi un décalage net sur trois années entre les deux especes qui
interdit les flux de génes entre elles.

L’analyse sur les marqueurs microsatellites nucléaires montre une
diversité allélique plus faible en altitude et un coefficient de consanguinité
élevé probablement di en partie (la présence d’alléeles nuls étant aussi
probable) a un effet Walhund temporel comme nous I'avions suggéré par
ailleurs [4]. La différenciation entre les populations est modérée mais plus
forte entre les populations des deux especes. On est bien dans un cadre
d’évolution locale d’une différenciation génétique entre les deux types de
frénes probablement récente. Quatre autres marqueurs microsatellites
nucléaires sont a I’étude et viendront confirmer ou non ces premiers
résultats.

La formation des organes végétaux dépend de la fonction d'auto-
organisation des groupes de cellules non différenciées appelées le méristeme,
situé au sommet de la pousse et de la racine. Lors du développement de la
pousse post-embryonnaite, le méristéme apical de la pousse (MAP) produit
continuellement des organes : tiges, feuilles et fleurs sur une base régulicre.
Les variations subtiles dans le primordium initié par le MAP sont donc
responsables pour des différences que nous observons dans la nature. Des
analyses de mutants chez I’ Arabidopsis ont permis d’identifier les facteurs
génétiques impliqués au niveau du MAP. Les génes a homéoboite (KINOX)
de type « KNOTTED » de la classe 1 spécifiques aux plantes sont impliqués
dans la régulation de la formation des MAP, d’autres contrélent l'expression
de ces genes a homéoboite [5]. Des études génétiques ont pu identifier
plusieurs régulateurs négatifs qui modifient les phénotypes par une
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expression erronée de génes KNOX. Par exemple, le gene PHAN inhibe
l'expression du géne KINOX car il codifie pout une protéine de domaine
MYB qui est exprimée dans les primordia de la feuille et non pas dans le
MAP, régulant ainsi de facon négative son expression. L’examen de
Pexpression de ce géne chez de nombreuses especes végétales dont Fraxinus
americana suggere une corrélation entre son expression et le développement
des feuilles composées versus simples [11].

Dans notre étude, sur la base des séquences analysées et hors les erreurs
de séquencage, le gene PHAN traduit une augmentation récente de taille des
populations et/ou est soumis a une sélection de type putificatrice en raison
de sa fonction probablement vitale pour ’arbre. Nous ne pouvons trancher
pour I'une ou lautre des hypothéses a la lumiere des séquences analysées.
L’expansion récente des populations est une possibilité non négligeable a
considérer. Par ailleurs, le constat de sélection purificatrice est aussi un
indicateur de la conservation de la séquence avec un taux de substitutions
non-synonymes faible comparé a celui de substitutions synonymes. On est
dans le cadre d’une sélection positive qui exprime la fixation d’une mutation
favorable et qui, pour étre ainsi détectée, est peut-étre le signe d’un
évenement de sélection important récemment survenu. Les plantes
domestiquées sont, par exemple, de bons modéles pour détecter des
phénomeénes de sélection positive car elles ont subi récemment des
évenements drastiques de sélection a de nombreux loci [10].

Pour notre échantillonnage, le long de ce gradient altitudinal ou des
différences dans la morphologie foliaire ont été mesurées, ou des décalages
phénologiques induisent des barrieres de flux de genes, nos marqueurs
nucléaires de type microsatellites semblent montrer une différenciation
génétique récente entre les especes, la ou le seul gene candidat obtenu, le
géne PHAN, soit traduit une augmentation récente de taille des populations,
soit montre une sélection positive. Ces hypothéses demandent a étre
confirmées et départagées par des études plus completes sur ensemble du
génome 2 l'aide d’autres marqueurs moléculaires. Une banque d’EST sera
bient6t disponible pour le fréne et devrait permettre de mesurer de facon
plus large Peffet de la sélection sur ces gradients.
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Abstract: Analysis and exploitation of type I polyketide synthase genetic diver-
sity in soil metagenomic DNA. Type I polyketide synthases (PKSI) are modular
enzymes involved in the biosynthesis of many natural products of industrial interest.
PKSI modules are minimally organized in three domains: ketosynthase (KS), acyl-
transferase (AT), and acyl catrier protein. The KS and AT domain phylogeny of 23
PKSI clusters available in data bases was determined leading to reveal that many hori-
zontal transfers of PKSI genes have occurred mainly between actinomycetales species.
Such gene transfers may explain the homogeneity and the robustness of the actino-
mycetales group since gene transfers between closely related species could mimic
patterns generated by vertical inheritance. The linearity and instability of actinomy-
cetales chromosomes associated with their large quantity of genetic mobile elements
could have favored such horizontal gene transfers. In addition a metagenomic ap-
proach that provides direct access to diverse unexplored genomes, especially from
uncultivated bacteria was developed to detect new biosynthetic pathways among soil
bacteria. The ketosynthase domain (KS) of PKSI was used to screen a large soil me-
tagenomic library containing more than 100,000 clones to detect those containing
PKS genes. Over the 60,000 clones that were screened, 139 clones containing KS
domains were detected. A 700-bp fragment of the KS domain was sequenced for 40
of 139 randomly chosen clones. None of the 39 protein sequences were identical to
those found in public databases, and nucleic sequences were not redundant. Phyloge-
netic analyses were performed on the protein sequences of three metagenomic clones
to select the clones which one can predict to produce new compounds. Two PKS-
positive clones do not belong to any of the 23 published PKSI included in the analy-
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201



A. Ginolhac et al.

sis, encouraging further analyses on these two clones identified by the selection proc-
ess.

PKSI/ metagenomics/ horizontal gene transfer/ phylogenetic analysis/ soil

Résumé : Une banque ’ADN metagénomique de sol a été réalisée et criblée pour
la présence de génes PKSI. Plus d’une centaine de clones sur les 60 000 criblés ont
donné un signal positif. Une analyse plus approfondie limitée a 39 de ces clones a
permis de montrer I'intérét de approche metagénomique car toutes les séquences
des inserts étaient différentes les unes des autres (aucune redondance) et
présentaient un niveau de similarité tres bas avec les séquences des génes de voies
de biosynthese connues. Une analyse phylogénétique basée sur les domaines KS et
AT a été réalisée en intégrant trois de ces séquences issues du metagénome qui ont
été positionnées dans les arbres réalisés avec les séquences disponibles dans les
bases de données. Nous montrons que des analyses limitées aux seules séquences
d’ADN permettent de prédire la nouveauté des produits synthétisés et les substrats
incorporés et d’indiquer au moins sommairement la structure chimique du
polykétide qui pourrait étre synthétisé si ces génes étaient exprimés.

PKSI/ metagénomique/ transfert de génes/ analyse phylogénétique/ sol

1. INTRODUCTION

L’incapacité que présentent plus de 99 % des bactéries du sol a se
multiplier 7z vitro et développer des colonies sur des milieux de culture a sans
conteste fortement pénalisé I'étude du monde microbien [1]. La
microbiologie est ainsi devenue la science des paradoxes : d’un coté des
microorganismes modeles comme Escherichia coli ou Bacillus subtilis qui sont
certainement les organismes les plus étudiés et les mieux connus, le génome
de plusieurs isolats de ces bactéries a été séquencé et des centaines d’autres
micro-organismes bénéficient maintenant des facilités offertes par les
nouvelles approches de séquengage a haut débit. Mais de I'autre c6té, la trés
grande majorité des bactéries de I'environnement et en particulier du sol,
demeurent totalement inconnues sans que l'on puisse méme proposer
lordre de grandeur du nombre d’espéces bactériennes présentes dans ces
écosystemes [21], [0], [16]. L’exploitation du monde microbien reléve des
mémes incongruités, avec par exemple une pénurie a venir des antibiotiques,
dont plus de 70 % ont une origine bactérienne, alors que le réservoir de
nouvelles molécules que représente la fraction non cultivée des bactéries du
sol est quasiment inexploré. Tres certainement les efforts actuels dérivant
des avancées en génomique bactérienne vont permettre d’accroitre le
nombre de bactéries cultivées mais il est clair qu’ils ne suffiront pas a court
terme pour dévoiler et exploiter une partie significative de la diversité
bactérienne.

202



Détection des PKS par une approche metagénomique

Une parade a ces limitations, qui pénalisent les domaines fondamentaux
de la recherche mais aussi leurs applications industrielles réside dans
Iapproche metagénomique qui consiste a extraire PADN bactérien
directement de I'environnement, le cloner dans les vecteurs appropriés et le
multiplier dans des hotes bactériens domestiqués tant pour étudier que pour
exploiter les fonctions des génes ainsi récupérés [15]. Au cours des années
90 de tres nombreux travaux ont consisté a optimiser les méthodes visant a
extraire et purifier TADN bactérien directement de I'environnement, avec
comme objectifs de substituer le moins possible les biais liés a I'isolement
par ceux relevant de Dextraction des acides nucléiques. Pour des
environnements comme le sol et les sediments, ces défis étaient
particulicrement ardus vue la complexité physico-chimique de ces matrices.
Deux types de méthodes ont été développés avec soit une lyse bactérienne
réalisée 7n situ avant Pextraction et la purification de 'ADN, soit que ces
étapes aient été précédées de lextraction des cellules bactériennes et leur
purification des autres constituants du sol [4]. La méthode de lyse 7 situ peut
s’appliquer en routine pour le traitement de nombreux échantillons mais
présente I'inconvénient de ne pas sélectionner PADN procaryotique de celui
des micro-eucaryotes, ni de différencier ADN intra et extracellulaire. De
plus les traitements lytiques employés sont généralement assez déléteres
pour PADN, dont la taille aprés purification ne peut guere dépasser 100 kb.
Au contraire, la stratégie qui consiste a extraire les cellules bactériennes de la
matrice tellurique avant leur traitement est beaucoup plus lourde a mettre en
ceuvre mais produit un ADN de plus grande pureté, avec une majorité de
fragments I’ADN d’origine procaryotique d’une taille de plusieurs centaines
de kb [3]. C’est cette dernicre stratégie qui est privilégiée pour la constitution
de banques ’ADN metagénomique, la qualité de PADN extrait permettant
le clonage de fragments d’ADN de grande taille, tant pour accroitre la
représentativité de la diversité bactérienne que pour permettre 'expression
de voies de biosynthése a partir d’opérons complexes [3].

Ces approches metagénomiques ont permis de confirmer le tres
important niveau de la diversité bactérienne dans différents environnements
(2], [12], [19]. Elles permettent également d’aborder d’autres questions
concernant le potentiel adaptatif et évolutif bactérien et en particulier de
prendre en compte les transferts horizontaux de genes. Les travaux
présentés ici ciblent les génes qui codent les enzymes polyketide synthases
de type I, qui sont des enzymes multi-domaines modulaires impliquées dans
la synthese de nombreux produits naturels d’intérét industriel [18], [22]. Les
modules d’extension des PKSI sont organisés en au moins 3 domaines, une
kétosynthase (KS) pour la condensation décarboxylative de Tunité
d’extension sur la chaine en formation, une acyltransférase (AT) qui
sélectionne le substrat a charger et qui le transfére et une protéine porteuse
qui charge la chalne en formation. Les objectifs ont été d’étudier
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I'implication des transferts horizontaux de genes dans le modelage des voies
de biosynthese de métabolites secondaires chez des isolats connus ainsi que
dans des inserts de clones ’ADN metagénomique d’un sol apres criblage
moléculaire d’une banque construite au laboratoire.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Extraction de PADN du sol et construction de la banque
metagénomique

Toutes les données concernant lextraction de PADN du sol dit de
Montrond (50 km a ’est de Lyon) par la méthode de séparation initiale des
cellules bactériennes sur gradient de nycodenz sont présentées dans
Ginolhac ¢# al., [7]. Les fragments d’ADN de grande taille ont été clonés
dans un vecteur fosmidique grice au kit « EpiFos fosmid library
production » utilisé selon les procédures préconisées par le fabricant
(Epicentre Technologies). Les 100 000 clones recombinants obtenus ont été
transférés individuellement sur plaques de microtitration 96 puits pour
croissance, stockage et criblage.

2.2. Criblage moléculaire de la banque d’ADN metagénomique

Deux techniques ont été développées, la premicre basée sur une
approche PCR requérant Pextraction de PADN de pools de 96 clones a
l'aide du kit Nucleobond PC100 kit (Macherey Nagel) utilisé selon les
instructions du fabricant, PADN étant utilisé comme matrice dans une
réaction PCR avec les amotces KSLF (_-
CCSCAGSAGCGCSTSYTSCTSGA-3_) et KSLR (G_-
GTSCCSGTSCCGTGSGYSTCSA-3_) définies d’apres les motifs conservés
des domaines KS [7]. Les pools ’ADN présentant une réponse PCR
positive ont été traités par hybridation afin de localiser le ou les clones parmi
les 96 a l'origine du signal positif. La seconde approche a consisté a déposer
un aliquote de chaque suspension bactérienne sur une membrane a 'aide
d’un spotter adapté et de traiter les membranes en vue de permettre la
croissance bactérienne, la lyse cellulaire, I'adsorption de ADN puis leur
hybridation avec les sondes choisies.

2.3. Séquengage

Les inserts fosmidiques ont été séquencés en utilisant les approches de
marquage par transposition et sous-clonage dans le vecteur pBC SK (+/-)
(Stratagene) [7].
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2.4. Analyses phylogénétiques

Les séquences protéiques des domaines KS et AT détectées dans les
clones de la banque metagénomique ont été alignées avec 23 clusters PKS
présents  dans  les  bases de  données (disponibles 2
http://web.libragen.com/Phylogeny/sup_table.html)  représentant 203
domaines KS et 207 domaines AT. Les domaines KS et AT des clones
metagénomiques ont ¢été inclus et alignés en utilisant le programme
DbClustal [20] avec correction manuelle grice a Seaview [5]. Les
reconstructions phylogénétiques ont été réalisées avec Phylo_win [5] pour la
méthode de distance avec Neighbor Joining (NJ) et la matrice PAM alors
que le programme PhyML [9] a été utilisé pour la méthode du maximum de
vraisemblance (ML) en utilisant BION]J avec le modéle JTT de substitution.
Les valeurs de bootstrap ont été déterminées pour tous les arbres (500
répliques), ces 500 valeurs étant générées par SEQBOOT du programme
PHYLIP, version 3,57c, package pour la reconstruction ML. Toutes les
autres informations sont disponibles dans Ginolhac e 2/ [7] et [8].

2.5. Numéro d’accession des séquences nucléotidiques

Les 3 séquences nucléotidiques (Lib4, Lib7 et Lib10) codant les
domaines KS et AT ont recu les numéros d’accession AJ639921, AJ639922
et AJ639923 dans la base EMBL.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Analyse bioinformatique des domaines KS des génes PKSI
des bases de données

La majorité des domaines KS analysés provenant des bases de données
forment un groupe phylogénétique trés cohérent en accord avec leur origine
taxonomique puisque ces séquences proviennent toutes d’actinobactéries.
Les autres domaines KS forment un groupe plus lache et leurs origines sont
diverses (Nostocales, Chroococcales, Myxococcales, et Pseudomonadales).
Dans la plupart des cas les différents domaines d’une PKSI donnée forment
un groupe monophylétique cohérent en accord avec I’hypothése de
Iévolution des genes PKS pour laquelle 'organisation modulaire et la
diversité chimique des polykétides produits par ces enzymes proviendraient
d’une duplication de domaines [10], ce qui fait que la similarité de séquence
devrait étre plus importante entre les domaines d’'une méme PKSI qu’entre
ceux de différentes enzymes. L’analyse bioinformatique montre que les
PKSI chez les actinomycétales sont plus homogenes que dans les autres
groupes, ce qui peut indiquer que les transferts horizontaux y sont plus
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fréquents, ’homogénéité résultant d’un brassage important qui assure ainsi
une plus forte cohérence génétique comme I'avaient montré Torsvik e al,
[21]. Cependant, nos travaux ont montré plusieurs exceptions a ce postulat,
des incongruités phylogénétiques qui révelent des événements de transfert
horizontal. A titre d’exemples on peut citer des domaines KS des rapamycin
et ascomycin synthases qui sont séparés de leurs KS d’origine, incongruité
qui ne peut s’expliquer que par un transfert horizontal des genes figure 1
(figure 3 dans Ginolhac ¢f 4/, [8]). De plus le fait que 'embranchement trés
cohérent des actinobactéries comporte aussi une séquence d’un domaine KS
d’une myxococcale, Sorangium cellulosum (bactérie productrice du soraphen)
indique que les transferts de génes peuvent intervenir entre
microorganismes phylétiquement tres éloignés. Ces analyses phylogénétiques
peuvent aussi permettre de proposer des hypotheses évolutives comme par
exemple une acquisition récente des PKSI chez les actinomycétales qui
expliquerait la cohérence génétique et ceci en dépit de la grande diversité des
polykétides produits. Or nous observons que les domaines KS des PKSI
d’ordres bactériens non actinobactéries ne sont pas résolus. Cela signifie que
Pancétre commun des bactéries possédait des PKSI. Cette diversité aurait
ensuite été perdue pour les actinobactéries puis recréée secondairement.
Cette hypothése n’est pas parcimonieuse, surtout au vu de la tres grande
diversité des polykétides produits par les actinobactéries.

Une autre hypothése stipule une évolution trées rapide des geénes des
PKSI dans les autres groupes que les actinobactéries, qui auraient alors
masqué les traces de duplications des domaines KS d’une méme PKSI.
L’étude des taux relatifs d’évolution n’a montré aucune différence entre les
domaines KS quelle que soit leur origine taxonomique [8]. Ces travaux ont
aussi permis de tenter de corréler les nombreux transferts horizontaux
observés chez les actinobactéries aux particularités de leurs génomes
caractérisés par leur structure linéaire et une forte instabilité aux extrémités.
Les genes des voies de biosynthese sont localisés a ces extrémités et sont
donc sujets aux événements de duplication, délétions et recircularisation. De
méme il a été montré que ces genes peuvent étre localisés sur des plasmides
linéaires [24] ou entre des séquences d’'insertion [11] autant d’éléments en
faveur d’événements de transfert de genes fréquents chez ce groupe de
bactéries.
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Figure 1: Analyse phylogénétique des domaines KS basée sur 207 séquences
protéiques (voir texte). Le groupe appelé hybrid NRPS/PKS inclut les domaines KS
précédés par un NRPS. Les domaines KSQ et les domaines KS des modules de
chargement avec l'organisation ACP-KS-AT-AT-ACP forment le groupe appelé
KSQ/2AT. Les topologies d’arbres sont identiques patr chacune des 2 méthodes
utilisées. Les valeurs bootstrap indiquées sur la figure sont celles obtenues avec la
méthode ML/NJ. Les domaines KS donnant un groupe trés cohérent sont
présentés sous le nom du polykétide formé avec leurs valeurs de bootstrap
respectives. La figure présente le positionnement des séquences obtenues a partir
des clones de la banque d’ADN metagénomique du sol.

3.2. Construction de la banque d’ADN me tagénomique de sol

Une banque ’ADN metagénomique du sol de Montrond comprenant
plus de 100 000 clones a été obtenue avec une efficacité de clonage de 3x10°
clones par ng ’ADN; avec une taille moyenne des inserts variant entre 30 et
40 kpb. La taille cumulée des inserts atteint 3,5 Gpb ce qui correspond
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approximativement a 850 fois la taille du génome d’E. ¢o/i. Si 'on considere
une faible redondance de ADN cloné cette banque d’ADN représente 5 %
de la diversité bactérienne du sol estimée sur la base de 10 000 types
bactériens différents [21] ce qui donne acces a une diversité bactérienne 24
fois plus importante que par les méthodes de culture traditionnelles.

3.3. Criblage de la banque d’ADN metagénomique

Deux stratégies susceptibles d’étre employées pour le criblage de
banques d’ADN de cette ampleur ont été développées et sont maintenant
opérationnelles. La stratégie combinant le dépot robotisé sur membranes
haute densité d’un inoculum de chaque clone recombinant, en vue d’une
hybridation apres croissance et traitement des colonies, est la plus
prometteuse en termes de cout et d’efficacité. Les résultats présentés dans la
figure 2 montrent la spécificité de I’hybridation qui permet de repérer sans
difficulté les colonies produisant un signal positif. Chaque clone peut alors
étre traité indépendamment pour sous-clonage et séquengage des genes
d’intérét.

L

) o

Figure 2 : Portion d’'une membrane haute densité réalisée avec des clones I’ADN
metagénomique de sol déposés et cultivés sur membranes. L’hybridation permet de
révéler les clones dont linsert présente une similarité de séquence avec la sonde
utilisée.

C’est cependant une seconde stratégie basée sur la PCR qui a été utilisée
pour cribler 60 000 des 100000 clones de la banque d’ADN
metagénomique. Les amorces utilisées avaient été définies sur les zones les
plus conservées des domaines KS et de cette facon 139 clones ont pu étre
détectés. Dans une premiere étape 40 fosmides recombinants ont été choisis
au hasard parmi ces 139 clones pour étre sous-clonés et séquencés. Les 40
séquences nucléotidiques ne présentaient aucune redondance entre elles et
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leur niveau de similarité au niveau protéique avec les séquences disponibles
dans les bases de données ne dépassaient pour aucune d’entre elles 67 %
(maximum de 141 acides aminés identiques sur 210). Ces résultats
confirment I’étendue de la diversité génétique bactérienne et le potentiel de
I'approche metagénomique pour atteindre ces genes bactériens.

3.4. Analyse phylogénétique des génes PKSI détectés

Un site de domaine KS actif codant un cadre de lecture ouvert a été
détecté dans chacune des séquences d’ADN amplifiées a partir du
metagénome. L’analyse plus poussée a montré que certains de ces domaines
KS appartenaient a des hybrides entre des NRPS (non ribosomal polyketide
synthases) et des PKSI. Pour préciser I'analyse de ces genes, la séquence
complete de 3 inserts a été réalisée (Lib4, Lib7 et Lib10), représentatifs du
groupe des 11 clones présentant un domaine NRPS en amont du domaine
KS. De plus Lib4 et Lib7 ne possédaient pas un gene PKS a I'une ou lautre
des extrémités, argument fort en faveur de la totalité de la voie de
biosynthése sur I'insert.

3.5. Analyse des domaines KS

Un seul domaine KS a été détecté dans les séquences des clones Lib4,
Lib7 et Lib10 indiquant que les produits qui pourraient étre synthétisés a
partir de ces genes ne possedent pas une structure typique de polykétides.
Les analyses phylogénétiques ont été réalisées pour positionner ces
domaines KS issus du metagénome au sein de larbre phylogénétique
construit a partir des séquences dans les bases de données (voir figure 3).
Les séquences des domaines KS des clones Lib4, Lib7 et Lib10 présentaient
des valeurs de similarité faibles avec celles présentes dans la base GenBank
(respectivement 58, 61, et 58 % d’identité BLASTP avec leurs plus proches
voisins). Aucun de ces domaines KS ne se positionnait dans le groupe des
actinomycétales suggérant fortement que les bactéries a l'origine de ces
séquences n’appartenaient a cet ordre. On ne peut toutefois pas exclure que
des contraintes fonctionnelles fortes aient entrainé des genes a évoluer
différemment comme ce peut étre le cas des domaines KS catalysant une
chaine acyl initiale qui forment un groupe séparé indépendamment de la
position taxonomique de lorganisme [7], [13], [14]. Il est intéressant de
constater que ces domaines KS non conventionnels sont systématiquement
précédés d’un module NRPS qui est aussi détecté dans la séquence du clone
Lib10 qui se positionne dans ce méme groupe hybride.
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Figure 3 : Analyse phylogénétique des domaines AT basée sur 210 séquences
protéiques (voir texte). Les topologies d’atbres sont identiques par chacune des 2
méthodes utilisées. Les valeurs bootstrap indiquées sur la figure sont celle obtenues
avec la méthode ML/N]J. Le domaine appelé miaBbis cotrespond au second
domaine AT dans Porganisation ACP-KS-AT-AT-ACP. Les domaines AT situés a
Pextérieur des deux groupes malonyl et methylmalonyl n’ont pu étre regroupés par
I'analyse phylogénétique. La figure présente le positionnement des séquences
obtenues a partir des clones de la banque I’ADN metagénomique du sol.

Tres clairement les domaines KS des clones Lib4 et Lib7 n’appartiennent
pas a une des PKSI de la série utilisée dans cette étude indiquant que les 2
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polykétides qui pourraient étre synthétisés seraient différents de ceux
référencés, tandis que le domaine KS non conventionnel de Lib10 ne
permet pas de prédire la nouveauté fonctionnelle du produit potentiellement
synthétisé.

3.6. Prédiction de spécificité du substrat des domaines AT

La structure chimique du composé final dépend du substrat incorporé
reconnu par les domaines AT, du degré du cycle de réduction catalysé par
les domaines additionnels de chaque module et du nombre de modules et de
leur succession. La reconnaissance du substrat est un facteur clé qui
influence la structure du polykétide. Dans la plupatt des cas, I'incorporation
des substrats peut étre prédite par I'analyse phylogénétique des domaines
AT [23] qui montre que l'incorporation du malonyl et du méthylmalonyl
différencie 2 groupes distincts. Les 2 domaines AT des clones Lib7 et Lib10
se positionnent dans le groupe malonyl ce qui est un argument fort pour
prédire Iincorporation de malonyl par ce domaine PKSI. L’étude des
signatures des sites actifs, selon I'approche utilisée par Rondon e 4/, [17],
confirme l'incorporation d’un substrat de type malonyl pour le domaine AT
du clone Lib7 mais également pour le clone Lib10, méme si dans ce dernier
cas lanalyse était moins affirmative. Il n’en demeure pas moins que les
méthodes de signature et de phylogénie donnent des résultats cohérents
concernant I'incorporation de malonyl chez les 2 clones Lib7 et Lib10. En
revanche, une prédiction d’incorporation d’un substrat n’est pas possible
pour le clone Lib4, la séquence ne pouvant étre positionnée ni dans le
groupe malonyl ni dans celui du méthylmalonyl. De plus, la méthode basée
sur la signature du site actif concerne principalement les voies de
biosynthése des actinobactéries et que, comme I’a déja montré la phylogénie
du domaine KS, l'insert fosmidique serait d’'une autre origine taxonomique.

4. CONCLUSION

Par une approche de criblage moléculaire ciblée sur les génes PKSI, nous
avons détecté 139 clones d’intérét dans une banque ’ADN metagénomique
de sol de 60000 clones soit 0,23 % des inserts. Cette fréquence de
détection, I'absence de redondance et loriginalité des inserts obtenus
confirment lintérét de cette approche pour un acces a la biodiversité
bactérienne inconnue et méme son exploitation en termes de synthese de
nouveaux composés. Cette derniere étape est cependant particulicrement
complexe, du fait de la nécessité de transférer I'insert I’ADN a un hote
bactérien adapté et de trouver les conditions optimales de I'expression en
systeme hétérologue de ces genes. Méme dans le cas ou ces problemes
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d’expression dans un hote bactérien seraient réglés, I'analyse chimique des
composés naturels ainsi synthétisés n’est pas aisée. Nos travaux montrent
que Dlanalyse des séquences des genes PKSI fournit suffisamment
d’informations pour sélectionner les clones présentant le plus d’intérét, en
particulier sur la nouveauté des produits synthétisés et les substrats

incorporés qui permettent de prédire, au moins sommairement, la structure
chimique du polykétide.
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Abstract: CCR gene in Eucalyptus: a model of functional variability in forest
trees. Nucleotidic polymorphism of Cinnamoyl CoA Reductase (CCR) gene and its
relation with lignin content is studied within a breeding population of Eucalyptus uro-
Phylla S.T. Blake (“Timor Mountain Gum?”). The neatly full sequence (94%) are ob-
tained for 15 parental trees. This gene (3220 bp) is highly polymorphic showing 131
single nucleotide polymorphism (SNP), 17 insertion-deletions (INDEL), 1 polyA
sequence and a microsatellite site. Exons fragments encompass 10 non-synonymous
SNPs, half of them within exon 5 (194 bp). Fifteen different haplotypes are recon-
structed based on the polymorphism of exon 4 and intron 4. CCR promoting se-
quence (694 bp) including all the known regulatory sequences is described for the two
alleles of one of the genitor trees displaying QTL and CCR gene colocalization in its
genetic map. Five SNPs are presents. Lignin content was assessed within a sample of
35 full sib families (348 individuals) generated with the 15 parental trees, showing a
high genetic additive control for this trait (h*=0.76). A new algorithm based on Re-
versible-jump MCMC was developed in order to implement association studies. Half
of the progeny trees (208) were genotyped using the microsatellite fragment. The
results show that a significant part of the observed genetic variance of lignin content is
due to the nucleotide polymorphism of the studied gene. Those preliminary results are
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promising for developping early gene assisted selection for eucalyptus clones used as
raw material in charcoal and paper production.

CCR gene/ eucalyptus/ quantitative variation/ lignins/ association study

Résumé : La variabilité nucléotidique du géne codant la Cinnamoyl CoA Reductase
(CCR) et ses effets sur le taux de lignine est étudiée au sein d’une population
d’Encabyptus urgphylla S.T. Blake. La presque totalité de la séquence (94 %, 3220 paires
de bases) est décrite pour 15 individus. Le géne est hautement polymorphe et présente
131 mutations ponctuelles (SNP) ainsi que divers autres types de mutations. Les frag-
ments exoniques présentent 10 SNP non synonymes dont 5 dans l'exon 5. La
séquence promotrice (694 pb) est décrite pour les deux alleles d’un des géniteurs. Elle
regroupe 5 SNPs. L’analyse de la teneur en lignine de 348 arbres appartenant a 35
familles de pleins fréres obtenues avec ces 15 géniteurs montre que ce caractere
présente un fort controle génétique additif (h*=0.76). Un nouvel algorithme type
MCMC a été développé pour procéder aux études d’association sur 208 descendants
génotypés grace a un marqueur microsatellite présent dans le gene CCR. Les résultats
montrent qu’une part importante de la variance du taux de lignine est due au poly-
morphisme du gene CCR. Ces résultats laissent envisager le développement d’une
sélection précoce assistée par marqueurs.

géne CCR/ eucalyptus/ variabilité de caractéres quantitatifs/ lignines/ test
d’association

1. INTRODUCTION

La conservation et lexploitation durable des ressources génétiques
forestieres nécessitent une bonne connaissance de la variabilité naturelle
existante. Cette variabilité a souvent été analysée grice aux caractéres
phénotypiques eux-mémes ou a I'aide de marqueurs moléculaires anonymes
permettant de décrire la variabilité neutre au sein de populations forestieres.
Lanalyse de la variabilit¢ nucléotidique de geénes d’intérét reste encore
limitée chez les génomes forestiers méme si le développement récent de
programmes de séquencage fournit une quantité croissante de séquences
exprimées [14]. Ceci permet d’envisager une caractérisation de la variabilité
fonctionnelle afin d’élaborer des stratégies de conservation et de sélection
assistées par marqueurs chez ces espéces peu domestiquées et a long cycle
de révolution [22]. Les premiers travaux sur la variabilité de populations
forestieres grace a I'analyse de genes d'intérét ont été réalisés chez le pin et
Peucalyptus [30], [27]. Ils semblent indiquer une variabilité nucléotidique
plus importante ainsi qu’un déséquilibre de liaison intra-séquences plus
faible chez ces populations forestieres que chez 'homme, la drosophile ou
encore le mais. Une étude sur E. nitens indique que le déséquilibre de liaison
au sein du gene CCR décroit rapidement avec la distance physique et montre
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une répartition hétérogéne de la variabilité nucléotidique le long du gene
[34]. L’analyse de la diversité de genes pour les especes forestieres concerne,
en général, un fragment du gene (EST) et donc une partie limitée de sa
variabilité totale. De plus, les régions promotrices, dont la variabilité est
susceptible d’affecter 'expression du geéne, sont rarement prises en compte
[22]. La conservation et exploitation de la variabilité fonctionnelle de genes
d’intérét nécessitent un recensement des formes alléliques existantes et donc
I'analyse préalable de séquences les plus complétes possibles.

Les propriétés du bois constituent un caractere majeur pour 'amélioration
génétique des especes foresticres et leur adaptation au milieu. Ces propriétés
dépendent en grande partie de la lignine, qui est déposée dans les parois
secondaires des cellules du xyleme. Ainsi, un bois avec une forte teneur en
lignine nécessitera un traitement énergétique et chimique onéreux et polluant
pour la production de pate a papier alors quil sera adapté a la production
d’énergie. La voie de biosynthese spécifique des lignines est catalysée par deux
enzymes, la cinnamoyl CoA reductase (CCR) et la cinnamyl alcool
dehydrogenase (CAD). Elles utilisent comme substrat le cinnamoyl CoA
produit par la voie des phénylpropanoides pour synthétiser les monolignols,
qui sont finalement polymérisés en lignine grice a un groupe de peroxydases
et de laccases. Les connaissances approfondies de cette voie de biosynthese, la
disponibilité de séquences pour les genes de lignification et P'impact reconnu
des lignines sur la qualité du bois et son utilisation, en font un exemple de voie
métabolique de choix pour mener a bien une analyse de la variabilité
fonctionnelle de geénes candidats. Un des genes candidats évident pour ce type
d’approche est le géne CCR. En effet, la modulation de I'expression de ce
geéne chez des plants de tabacs transgéniques entraine une modification de la
quantité et de la qualité des lignines, avec, par exemple, jusqua 50 % de
diminution du taux de lignines et un changement dans la composition en
unités synapylique et coniférylique lorsque ce gene est réprimé [13]. De plus,
ce gene est préférentiellement exprimé dans le xyleme d’eucalyptus grace a la
présence de séquences promotrices spécifiques [17], [25]. Enfin, le gene CCK
a été cartographié chez E. wrophylla [10] et une colocalisation a été mise en
évidence entre ce gene et un QTL de teneur en lignines [11].

Au sein des programmes d’amélioration des arbres, la sélection se fait
classiquement par l'utilisation de modeles de génétique quantitative basés
sur le phénotype. Ces modeles appartiennent a la classe des modeles a effets
aléatoires, ou les effets aléatoires expriment les effets génétiques.
L’utilisation de marqueurs moléculaires tels que les SNP permet d’avoir une
information concernant les alleles des géniteurs et de la descendance sur
Iensemble du génome ou sur des zones d’intérét comme des genes
candidats. Une question centrale est alors de pouvoir estimer les effets
génétiques parentaux mais aussi les associations entre les caracteres
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phénotypiques et les SNP. L’objectif des études d’association est d’identifier
les formes aux sites polymorphes qui varient systématiquement avec les
individus porteurs de différents états d’une caractéristique phénotypique
donnée, quels que soient leurs parents [2]. Dans les études d’associations
entre des caracteres phénotypiques quantitatifs et un ensemble de SNP, les
méthodes de régression sont classiquement utilisées. Il est néanmoins
nécessaire de sélectionner les SNP significatifs parmi I'ensemble des
variations nucléotidiques observées. Plusieurs méthodes ont été utilisées
telles que les méthodes stepwise [7], les méthodes bayésienne (shrinkage
methods [37]) ou encore les méthodes SNP tagging [3]. Mais lorsque le
nombre de SNP sélectionnés reste important il est difficile, voire impossible,
de tenir compte des effets d’interactions. Une derniére approche alors
employée pour diminuer la dimension du probléme mais aussi pour étudier
les phénomenes d’épistasie consiste 4 fonder son analyse sur les haplotypes

(haplotype-based methods) [6], [4].

Dans le cadre de cette étude, nous proposons d’étudier leffet de la
variabilité du géne CCR d’Ewucalyptus urophylla sur la teneur en lignine. Le
genre Eucalyptus est un bon modele car il représente un des feuillus les plus
plantés au monde. Ses deux principales utilisations sont la production de
bois d’énergie et de bois de trituration, toutes deux directement reliées a la
teneur en lignine. I’ensemble des données actuelles traduit une tres grande
proximité des génomes entre les quelques espéces utilisées en plantation,
pourtant adaptées a des conditions écologiques spécifiques [12]. Chez E.
urophylla, des marqueurs microsatellites révélent une importante variabilité
dont la structuration ne reflete pas celle obtenue sur la base de caracteres
adaptatifs [35]. L’étude de la variabilité «utile» du géne CCR d’E. urophylla
constituera un modele de référence pour lanalyse de la diversité
«fonctionnelle» chez les arbres forestiers. Nous proposons une méthode
statistique qui permet simultanément d'estimer les vatiances génétiques des
géniteurs (additive et de dominance) et de sélectionner les SNP discriminant
les alleles qui expliquent significativement une part de la variation
phénotypique.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal et conditions de croissance

Le matériel végétal est issu d’un plan de croisement factoriel incomplet
de huit meres et huit peres E. #rgphylla non apparentés (graines d’origine de
Ille de Flores, Indonésie) ayant généré par croisement controlé 348
individus répartis en 35 familles de pleins freres de 9 ou 10 arbres chacune.
Le test de descendance a été mis en place en janvier 1992 dans la station
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forestiecte de Kissoko, Pointe-Noire, République du Congo (4°45°S,
12°00°E, 50m d’altitude). La pluviométrie annuelle est de 1 200 mm avec 4
mois de saison seéche. La température annuelle moyenne est de 24°C. Les
sols sont chimiquement pauvres (sable > 85 %, CEC<0,5 cmolc kg?),
développés sur un matériau détritique épais [16]. Une fertilisation de 150 g
de NPK 13-13-21 a été apportée a chaque arbre 15 jours apres plantation.
La parcelle unitaire est de 4 x 4 arbres plantés a 667 tiges / hectare. Les
arbres ont été abattus a 14 ans, ayant atteint 22,5 m de hauteur moyenne
pour une circonférence a 1,3 m de 53 cm.

L’ADN génomique des 16 parents et des 348 descendants a été extrait a
partir de jeunes feuilles séchées, suivant la méthode de Doyle et Doyle [9].
Les échantillons sont stockés a -20 °C.

2.2. Caractéres de croissance et analyse des lignines

La hauteur (Ht) et la circonférence (C) individuelles ont été mesurées
lors de I'abattage. Un disque de 2 cm d’épaisseur a été prélevé a 1,3 m de
hauteur sur chacun des 348 arbres. Un quartier de chaque disque a été
découpé, puis broyé au broyeur a couteaux (poudre 4 mm) et un aliquote de
la poudre obtenue a été broyé avec un broyeur a fléau (poudre 0,5 mm).

2.2.1. Analyses NIRS

Pour chaque échantillon, plusieurs spectres d’absorption dans le proche
infrarouge ont été enregistrés sur les deux types de poudres. Les poudres
sont conditionnées dans une salle régulée en température (20 °C) et en
humidité (humidité relative de 65 %). L’humidité d’équilibre du bois est de
Pordre de 12 %. Le matériel utilisé pour les données spectrales d’absorption
est un spectrophotometre proche infrarouge a transformée de Fourier
équipé d’une sphere d'intégration (BRUKER, modele Vector 22N-I). La
résolution retenue du spectromeétre est de 8 cm-! et chaque spectre est la
moyenne de 32 scans. La gamme spectrale est de 12,800-3,500 cm™ (780-
2,860 nm). L’acquisition des spectres a été réalisée a partir d’une coupelle
dont le fond en quartz laisse passer I’énergie lumineuse. Sur la base des
données spectrales des 348 poudres et des prédictions de lignines obtenues
au moyen d’équations de calibration existantes, 60 échantillons ont été
sélectionnés pour étre suffisamment représentatifs en termes de variabilité
spectrale et en termes de gamme en lignine.

2.2.2. Analyses chimiques de référence

Pour les 60 échantillons sélectionnés, 5 grammes de poudre (0,5 mm)
ont été soumis a extraction exhaustive dans un appareil de Soxhlet par les
solvants toluene/éthanol (2/1, v/v), éthanol, puis eau. Le résidu pariétal
(RP) ainsi obtenu, constitué essentiellement des parois, a été séché et pesé.
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Le dosage de la lignine acido-insoluble (dénommée Lignine Klason, LK) et
de la lignine acido-soluble (LLAS) a été réalisé a partir de 300 mg de RP et
selon la méthode décrite dans la littérature [8]. La structure des lignines a été
étudiée par thioacidolyse, a partir de 20 mg de RP, et selon la méthode
décrite antérieurement [19]. Les produits monomeres de type guaiacyles (G)
et syringyles (S) ont été analysés sous forme de leurs dérivés triméthylsilylés
et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM) [19]. Toutes ces analyses ont été réalisées en double.

2.3. Variabilité du gene CCR d’E. urophylla

2.3.1. Amplification et séquengage

Le gene CCK code la cinnamoyl CoA réductase. Cette enzyme catalyse la
réduction de cinnamoyl CoA en aldéhyde cinnamylique. La séquence du clone
génomique caractérisé chez E. gunnii ([17] ; Acc: X97433) a été utilisé comme
séquence de référence pour la définition d’amorces et I'analyse de séquence.
Sept couples d’amorces spécifiques ont été définis grace au logiciel OLIGO 4.
Un couple d’amorces supplémentaires a été utilisé pour amplifier la partie
promotrice la plus en aval du gene, située entre la position -628 pb en amont
et +66 pb en aval du site +1 de I'initiation de la transcription.

L’amplification des 8 fragments du gene CCR a été réalisée sur un
thermocycleur Applied Biosystems Gene Amp PCR system 2700 en utilisant
2 uL de tampon 10X (Invitrogen), 0,8 ul. ANTPs (solution stock a 5 mM),
0,8 uL. MgCl: (solution stock a 50 mM), 0,4 uL. de chaque amorce (solutions
stock a 10 pM), 20 ng ’ADN génomique (solutions stock a 20 ng.ul1), 0,8
unités de Taq DNA polymérase native (Invitrogen) complété par une
quantité suffisante d’eau ultrapure pour un volume final de 20 uL. Les
conditions de PCR impliquent une dénatutration initiale 2 94 °C pendant 5
minutes (min) puis 35 cycles de dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes
(sec), hybridation au Tm des amorces pendant 1 min, élongation a 72°C
pendant 1 min et enfin une étape d’élongation finale 2 72 °C pendant
10 min. La position des amorces sur la séquence référence et le Tm utilisé
pour chaque couple sont donnés dans le tableau L.
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Tableau I : Caractéristiques des amorces utilisées pour I'amplification des 7
fragments du géne CCR [20]. La séquence de chaque amorce, leur position sur la
séquence de référence E. gunnii (start et end) et la température d’hybridation sont

données.
Fragment Amorce 5'—3' Start (pb) _End(pb) Tm (°C)

CCRI Forward CACCTCCTGAACCCCTCT 151 168 63
Reverse CGCACCCCTTGATGGCTTCT 555 528

CCR2 Forward GCGAGGAACCGTCAGGAAC 302 320 58
Reverse TTTCCTCCCCAATCGTCTG 920 902
Forward AAGAATGTGCGATGGCGAACC 840 860

CCR3 Reverse GTCCCGATCACCGCTGGCT 1283 1265 70
Forward ACGTAAGAAAGAGGGACCG 1086 1104

CCR4 Reverse ACTTGAGGATGTGGATGATG 1757 1738 66

CCRS Forward GCTACGGCAAGGCAGTGG 1614 1631 66
Reverse AACCGACAACCCACACCTG 2244 2226

CCR6 Forward CTTAGATAGATAGTCCCGC 2047 2065 56
Reverse CAAAGGGATTCAAGACAGG 2695 2677

CCR7 Forward CGTCATCATCGTTCTCTCT 2496 2514 56
Reverse TGACAACTTCCATTCCAA 3194 3117

Les clonages des produits de PCR ont été réalisés sans purification
préalable en utilisant le kit de clonage TOPO-TA Cloning kit for sequencing
(Invitrogen). Les transformations ont été réalisées en utilisant les cellules One
Shot TOP 10 Chemically competent E. ¢o/i (Invitrogen). Pour chaque produit
de clonage 12 colonies ont été prélevées et ont servi de matrice pour
Pamplification PCR des fragments clonés (PCR sur colonie). Les
amplifications ont été réalisées sur un thermocycleur Applied Biosystems
Gene Amp PCR system 2 700 en utilisant 2 ulL de tampon 10X (Invitrogen),
0,8 ul. dNTPs (solution stock a 5mM), 0,8 uL. MgCl, (solution stock a
50 mM), 2uL. de chaque amorce F13 et R13 (Invitrogen) (solution stock a
2uM), 0.3 unités de Taq DNA polymérase native (Invitrogen) complété par
une quantité suffisante d’eau ultrapure pour un volume final de 20 L. Les
produits de lamplification PCR sur colonie ont été conservés pour
séquencage. Les conditions de PCR sont une dénaturation de 10 min a 94 °C,
40 cycles avec une dénaturation de 45 sec a 94 °C, une hybridation a 55 °C
pendant 45 sec et une élongation 2 72°C pendant 1 min et enfin une étape
d’élongation finale 2 72 °C pendant 10 min.

Les produits d’amplification PCR sur colonie ont été purifiés par
filtration sur membrane MultiScreen PCRu96 Plate (Millipore). Entre 20 et
40 ng ’ADN ont été prélevés et utilisés comme matrice pour la réaction de
séquence. Le séquengage a été réalisé sur séquenceur ABI 3730 DNA
Analyzer en utilisant le kit de séquencage Big Dye Terminator V1.1 cycle
sequencing kit (Applied Biosystems). Le séquengage a été effectué dans un
seul sens pour les fragments 1, 2, 3,4, 5 et 7 du géne CCR et le fragment 6 a
été séquencé dans les deux sens. Les séquences ont été analysées en utilisant
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le logiciel CodonCode Aligner puis alignées dans I’éditeur de séquences
BioEdit.

2.3.2. Génotypage des descendants du factoriel

Pour amplification du motif microsatellite une seconde PCR est réalisée
avec 1,5ul de produits d’amplification, 0,3 ul de chaque amorce a 2 uM
(amorce M13 marquée a 'IRD700 ou IRD800 et amorce antisens), 0,08 pl
de Taq (5 U), 1,5 ul Tampon 10X « Stand Taq Buffer » Biolabs, 0,6 ul de
dNTPs (5 mM) et 10,72 ul I’H20O. Les conditions d’amplification sont une
dénaturation de 4 min a 94 °C, suivie de 34 cycles avec dénaturation de 30
sec a 94°C, hybridation de 1 min a 53 °C (Tm spécifique de 'IRD700 et
800), une élongation de 1 min a 72 °C et enfin une élongation finale de 10
min a 72 °C. Pout la révélation sur LI-COR4300 (NE-USA) 1 pl de produits
PCR est ajouté a 10 ul de bleu (78 ml formamide, 10 ml de xyléne cyanol
1 %, 10 ml de bleu de bromophénol 1%, 2 ml ’'EDTA [0,5 M] pHS) et 9 ul
d’H20. Les échantillons sont dénaturés 3 min a 94 °C puis aussitot refroidis
dans la glace. Ils sont ensuite déposés sur un gel d’acrylamide non
dénaturant (960 ul de TBE 10X, 10 g d’urée, 5 ¢ d’acrylamide 19/1 et gsp
26 g avec de I'eau milliQ, 16 ul de Temed et 160 ul &’APS a 10%). La
migration est réalisée 2 1 500 V, 40 mA, 35W et 35 °C pendant 6 heures. La
révélation de la fluorescence se fait par excitation laser a une longueur
d’onde de 700 ou 800 nm.

2.4. Analyses statistiques

2.4.1. Estimation des paramétres génétiques

Lanalyse des données est faite pour chaque caractere (procédure Proc
Mixed de SAS) selon le modele Xk = px + o6 + B + 8 + &ijk (1) ou py est la
moyenne de la population, a; effet aléatoire de la mere i N(0,0°m), B effet
aléatoire du pere | N(O,0%p), 8; effet aléatoire d’interaction mere—pere
N(@Oo2mp), eii erreur N(0,6%r). Les variances associées aux différents effets
sont déduites de l'espérance des carrés moyens (méthode REML). Les
variances génétiques sont calculées comme suit : la variance additive mére
0*Am=40’m (2), la variance additive pere 6*A,=4c?p (3). Ces deux variances
sont deux estimations de la méme variance additive de la population
parentale, les meres et peres étant issus d’une population unique. Les
différences d’estimations sont attribuées aux effets d’échantillonnage. La
variance génétique additive dans la population de descendants est ainsi
0*A=2(c’m+o?p) (4), la variance de dominance 6?D=4c’mp (5), la variance
génétique totale en absence d’épistasie 6?G=c*A+c’D (6) et la variance
phénotypique  totale  dans la  population de  descendants
o’P=c’m+o’pto’mp+o? (7). Ces variances permettent de calculer
’héritabilité au sens strict: h?=c2A/c?P (8) et 'héritabilité au sens large de la
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valeur familiale H2=0?G /6P (9). L analyse multiple de variance (Proc GLM
MANOVA SAS) permet de calculer les variances associées aux différents
effets pour chacun des caractéres a expliquer ainsi que les covariances
COVmy,, COVpyy, COVmpyy, COVryy associées aux différents couples de
variables X et Y. Ces covariances sont décomposées en Covariance additive,
Covariance de dominance et Covariance résiduelle. Les variances et
covariances sont utilisées pour le calcul des corrélations entre caracteres. La
corrélation phénotypique entre caractéres op(x,y) peut avoir diverses
origines, génétique quand les ensembles de genes controlant les deux
caracteres sont identiques ou partiellement identiques (quelques génes
communs et des genes spécifiques) et environnementale quand les variations
de lenvironnement affectent conjointement les deux caracteres. Les
corrélations génétiques additives sont estimées par
oa(x,y)=CovA(x,y)/ \/(GZAX o?Ay) (10), les corrélations génétiques de
dominance par pp(x,y)=CovD(x,y)/ \/(GZDX a?Dy) (11), et enfin la corrélation
d’origine purement environnementale est déduite de la relation algébrique
entre les trois types, génétique pa, phénotypique pp et environnementale g
et sous ’hypothése d’une corrélation de dominance nulle, est donnée pat
oe=(pp -hihyoa)/ \ (1-h%)(1-h%) (12) ou h% et h? sont les héritabilités au sens
strict des caracteres x et y (8).

2.4.2. Sélection des SNP et test d’associations

La méthodologie développée [21] peut s'expliquer de la fagon suivante :
si K est le nombre total de SNP observés au sein du gene CCR, 2K formes
alléliques sont théoriquement observables. L’objectif est de déterminer un
nombre k<K de SNP ainsi que leur effet sur la variation du taux de lignine.
On notera (C1, ..., k) ces effets théoriques. En pratique, on observe un
nombre p d'alleles dans la population d'études, associés aux K SNP (p<2K).
Par exemple, si un seul SNP est inclus dans le modeéle (on dira qu'il est
« allumé ») alors seul p=2 alleles sont observables. Dans le cas ou 3 SNP
sont allumés, 23=8 alléles sont alors au plus obsetvables. Le modele peut
donc étre formulé, dans un cadre bayésien, de la facon suivante : soit k un
ensemble de SNP allumés, soit y le taux de lignine observé sur n individus
issus d'un plan de croisement de sotte que

2 2
y|m7p7&7k50 NN(al+a2 +m+p,0' )
ou m et p désignent les effets meéres et peres. Nous considérons les effets
de dominance négligeables.

o, i=1,2 sont les effets des 2 alléles (individus diploides) dépendant des
SNP inclus dans le modéle.
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Dans le cadre bayésien, pour définir le modele il est nécessaire de stipuler
les lois @ priori. Ainsi, on suppose que les effets meres et péres sont

distribués selon une loi gaussienne d'espérance nulle et de variance o2, et
G2, respectivement. On suppose que, connaissant les SNP "allumés" les

effets des alleles suivent une loi gaussienne centrée de variance G2,. La
distribution du nombre de SNP est uniforme sur [0,K]. Finalement, nous
supposons que G2, 0%, 02, et 02 sont indépendantes et suivent une loi
inverse gamma I&(103, 10-3). Les lois a priori ont donc été choisies comme
non informatives. L'inférence bayésienne repose sur l'étude de la loi «
posteriori des parameétres sachant les observations. Comme le nombre k de
SNP n'est pas connu, on est conduit a changer I'espace a parcourir. On
propose donc un algorithme Reversible-Jump MCMC définit de la maniere
suivante [31] :

1/ Initialiser les parametres O et une configuration ¥ de SNP « allumés ».

Y est un vecteur qui contient des 1 et des 0 (1 pour les SNP « allumés » 0
sinon).

2/ Pour i=1 a N itérations
3/ Choisir si on augmente ou on diminue le nombre de SNP « allumés ».

4/ Choisit un SNP parmi les SNP allumés (y=1), on le transforme en 0
— v

5/ Déterminer les nouveaux alléles efficaces, proposer de nouvelles
valeurs des parametres selon la loi a posteriori sachant les SNP choisis. — 0*

6/ Calculer le ratio de Métropolis-Hastings en tenant compte du
changement de dimension.

7/ On accepte ou on rejette 0* et y* proportionnellement au ratio
calculé.

3. RESULTATS

3.1. Analyse des caractéres quantitatifs

Le tableau II présente la moyenne, le coefficient de variation
phénotypique ainsi que les différents parametres génétiques associés aux
variables analysées. Les différents effets du modeéle (1) sont toujours tres
hautement significatifs (significatif pour leffet pere sur C). La variabilité
observée est globalement bien structurée par le modele : la réalisation d’une
telle structure sous I’hypothese H, (les variables explicatives introduites,
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mere, pere et interaction, n’ont pas d’effet) a une probabilité généralement
inférieure 2 0,0001.

Tableau II: Moyenne (Moy), coefficient de variation (CV), variances (génétique
additive mere 02Am, génétique additive pere o2Ap, génétique additive totale o2A,
dominance 02D, génétique totale 02G, phénotypique o2P) et héritabilités au sens
strict, h2, et large de la valeur familiale H2,

2

Moy CV(%) Am *Ap oA D &G o FAGG h’ | H
Ht(m) 212 172 i 506 320 413 140 553 13591 075 030 i 041
C(em). 33.0 212 12620 218 1419 11.90 2610 127.11: 054 0.1 021
LK (%) 28.1 43 | 148 071 110 012 122 1442 090 0.76 ; 0.85
SIG 242 124 10.092 0.035 0.064 0.000 0.064 0.098 i 1.00 0.65 | 0.65

Lorigine parentale a un effet majeur sur les performances des
descendants, ceci quel que soit le caractere considéré. Le contrdle de la
variabilité phénotypique observée entre familles est essentiellement d’origine
génétique pour le taux de lignine et le rapport S/G (H?= 0,85 a 0,65). Les
effets environnementaux sont plus sensibles pour les caracteres de
croissance (H*= 0,41 et 0,21). La variance de dominance représente la
moitié de la variance génétique totale pour la circonférence. Pour les autres
caracteres, le controle génétique est essentiellement additif. 11 s’ensuit que les
héritabilités au sens strict, h> = 62A/0?P, pour les caracteres chimiques sont
tres élevées (0,65 et 0,76), confirmant ainsi le fait que les caracteres « bois »
sont plus héritables que la croissance.

L’analyse multiple de variance est utilisée pour estimer les covariances
entre caractéres pris deux a deux et en dériver les corrélations génétiques et
environnementales (formules 10, 11, 12). Les résultats sont présentés dans le
tableau III. Les corrélations génétiques et environnementales sont positives
entre caracteres de croissances (C et Ht). Elles sont négatives entre quantité
et qualité de la lignine (S/G diminue quand LK augmente). Par contre, Les
corrélations génétiques et environnementales entre teneur en lignine et
croissance sont antagonistes. En sélectionnant sur la croissance (en
particulier sur la croissance en hauteur) on s'attend a diminuer la teneur en
lignine et le rapport S/G. Cette diminution, favorable a la production de
pate a papier, est préjudiciable pour 'obtention de bois énergie et pourrait
alors étre compensée par une amélioration de 'environnement.
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Tableau III : Corrélations génétiques additives (gras) et environnementales
(italique) entre les 4 variables. La valeur en grisé n’est pas significativement dif-
férente de zéro.

LK S/G Ht C
LK 1 -0.15 -055 -0.03
S/IG -0.39 1 0.27 0.37
Ht 044 -017 1 0.64
C 027 -022 082 1

3.2. Variabilité du gene CCR chez E. urophylla

3.2.1. Séquengage du géne CCR des géniteurs du factoriel

Les 7 fragments ciblés du gene ont été générés pour 15 des 16 génotypes
E. urophylla étudiés. Le géne n’a pas pu étre amplifié chez un géniteur du fait
d’'une mauvaise qualit¢é de PADN génomique. Au total, la description de la
variabilité de CCR est possible sur 94 % du gene avec en moyenne 116
séquences par fragment (120 attendues avec 8 clones par parent). La totalité
des introns 1, 2, 3 et 4 sont disponibles. Pour les régions codantes, on dispose
d’informations de séquence pour 100 % des exons 2, 3, 4, 48 % et 88 %
respectivement pour les exons 1 et 5. Ces régions correspondent aux
extrémités 5’UTR et 3’UTR non traduites. Des polymorphismes de type SNP,
INDEL, poly A et microsatellite ont pu étre mis en évidence au sein du gene.

Tableau IV : Répartition et caractéristiques des variations en fonction des zones
codantes ou non codantes du géne CCR. Les données suivantes sont présentées : la
taille des fragments en paires de base (pb) chez E. gunnii (E. g.) et E. urophylla (E. u.),
le nombre de SNP (SNP, Bi-SNP et Tri-SNP), de SNP non synonymes (SNP NS),
d’insertions/délétions (INDEL), de motif polyA et microsatellite. La fréquence des
SNP par paires de bases (F SNP), la fréquence totale des variations (F Tot), le
nombre de transversions (Nb V), le nombre de transitions (Nb S) et le rapport
transition sur transversion (S/V) [20].

Nature de la Taille (pb) Caractéristiques des sites polymorphes
séquence E g E.u |SNP SNP NS Bi-SNP tri-SNP INDEL Poly A Microsat FSNP FTot NbV NBS S/V
Exon 1 324 156 1 1 - - - - - 1/778  1/78 1 1 1
Exon 2 156 156 | 4 1 - - - - - 131 131 2 3 1.5
Exon 3 185 186 | 4 1 - - - - - 137 137 2 3 1.5
Exon 4 355 355 14 2 - - - - - 122 1722 2 14 7
Exon 5 220 194 | 1 5 1 - - - 1/28  1/28 3 6 2
Totalexons | 1240 1047 | 24 10 - 1 - - - 1/30 _1/30 10 27 2.7
Intron 1 109 117 | 3 - - - 2 1 - 1/39 120 2 1 0.5
Intron 2 663 748 | 29 - 1 - 6 - - 126 121 12 19 1.6
Intron 3 166 166 | 6 - 1 - - 1/28 124 1 4 4
Intron 4 1024 1142 | 52 - 5 - 8 - 1 120 1/17 23 37 1.6
Total introns | 1962 2173 | 90 - 6 - 17 1 1 123 1/19 38 61 1.6
Total géne | 3202 3220 | 114 10 [3 1 17 1 1 125 1722 48 88 1.8
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Le tableau IV donne la répartition des sites polymorphes au sein des régions
codantes et non codantes. Le type et le nombre de sites vatiables sont
différents entre les introns et les exons. Les SNP sont en moyenne plus
fréquents dans les introns (1/23) que dans les exons (1/30). Dans les exons,
les sites de mutations sont de plus en plus fréquents au sein de I'exon 4
(1/22). Les fréquences des SNP sont de 1/78 pout I'exon 1 (sur 48 % de
Pexon 1), 1/31 pour I'exon 2, 1/37 pour Pexon 3 et 1/28 pour I'exon 5.
L’ensemble des INDEL est mis en évidence dans les zones introniques.
Enfin, le ratio entre le nombre de transitions et le nombre de transversions
est plus élevé dans les exons (2,7) que dans les introns (1,6). Ceci montre un
biais pour le type de mutation entre régions codantes et non codantes. Sur
les 131 sites SNP étudiés, on met en évidence 10 mutations non synonymes
dont 5 sont portées par le dernier exon.

3.2.2. Haplotypes parentaux

Les haplotypes ont été reconstruits pour 1 161 pb, soit 36 % du gene
CCR, en considérant pour chacun des 15 géniteurs séquencés les fragments
correspondant a 'exon 4 et I'intron 4. La sélection de cette région du géne a
été motivée par son niveau de variabilité plus important (1 SNP pour 21pb
en moyenne) et par la présence d’un microsatellite permettant de génotyper
les descendants. Un total de 15 haplotypes a été mis en évidence a partir des
30 alleles portés par les 15 parents séquencés. L'un d’entre eux n’est
reconstruit que partiellement avec plus de 50% de linformation de
séquence disponible (géniteur 14-132).
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Figure 1: Arbre des distances entre les 14 haplotypes d’E. urophylla (H E. u.) et des
haplotypes pour E. gunnii (H E. gun.), E. globulus (H E. glo.) et E. saligna (H E. s.). Le
calcul des distances est réalisé grace a la méthode du plus proche voisin, pour une
partie du gene CCR regroupant I'exon 4 et Iintron 4. Les résultats d’'un test de
bootstrap (1 000 répétitions) supérieurs a 80 % sont indiqués. L’unité de longueur
de branche correspond au nombre de nucléotides différents entre deux séquences
pondété par le nombre de sites comparés. Tous les sites d’insertion/délétion ont été
conservés.

L’arbre des distances entre les 14 haplotypes complets d’E. #rophylla et les
régions correspondantes des clones génomiques CCK de trois autres especes
du méme sous-genre (Symphyomyrtus), E. gunnii (X97433), E. globulus
(AY0656821) et E. saligna (AF297877) a été obtenu en utilisant la méthode
des plus proches voisins [32]. Il met en évidence deux groupes d’haplotypes
correspondant aux deux sections Maidenaria (E. globulus et E. gunnii) d’une
part et Latoangulatae (E. saligna et E. urophylla) d’autre part (fig. 1).

3.2.3. Génotypage des descendants du factoriel

Le génotypage du microsatellite a été réalisé sur 208 individus issus de 21
familles (2 a 3 familles pour chacune des huit méres du dispositif). Le profil
microsatellite des descendants permet de reconstruire leur haplotype et d'en
déduire leur génotype a chacun des SNP le long des 1161pb considérées. Le
tableau V indique la ségrégation des 15 haplotypes séquencés ainsi que celle
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des deux haplotypes du géniteur 14-147 (H, et Hy, identifiés grace au locus
microsatellite). On dispose en moyenne de 9,5 individus par famille.
L’homozygotie ou I'hétérozygotie supposées des géniteurs (données du
séquencage) est confirmée par les ségrégations observées de type 2 %2 ou Y4
Ya Ya V4. La figure 2 illustre la ségrégation des haplotypes H9, H4, H7, H3 et
H11 dans deux familles issues de la mere 14-138.

Tableau V : Haplotypes parentaux mis en évidence a partir des fragments 5 et 6 du
gene CCR. La répartition des haplotypes au sein de chacune des familles est déter-

minée grice au génotypage microsatellite des 208 descendants étudiés [20].

Meéres Péres pifff: I:illfle Genortnyg;};a;r;maux Génotypes des descendants Effec{;fézggpzhaque
14-137 10 (H4;H7) / (H6;H11) (H7;H6) / (H4;H6) / (HT;H11) / (H4;H11) 2/7/1/0
14-138 14-130 10 (H4;H7) / (H3;H11) (H4;H11)/ (H7;H11) / (H4;H3) / (H7;H3) 6/3/1/0
14-142 10 (H4;H7) / (H9;H6) (H4;H9) / (H7;H9) / (H7;H6) / (H4;H6) 3/2/2/3
14-135 10 (H3;H6) / (H4;H5) (H3;H4) / (H6;H5) / (H3;H5) / (H6;H4) 4/2/2/2
14-144 14-130 9 (H3;H6) / (H3;H11) (H3;H11)/(H3;H3) / (H6;H11) / (H6;H3) 2/4/2/ 1
14-142 9 (H3;H6) / (H9;H6) (H3;H6) / (H6:H9) / (H6:H6) / (H3;:H9) 2/1/3/3
14-137 8 (H2;H1) / (H6;H11) (H2;H6) / (H1;H11) / (H2;H11) / (H1;H6) 4/1/3/0
14-128  14-135 10 (H2;H1) / (H4;H5) (H2;H5) / (H1;H5) / (H1;H4) / (H2;H4) 4/2/2/2
14-142 7 (H2;H1) / (H9;H6) (H2;H6) / (H1;H6) / (H1;H9) / (H2;H9) 1/3/2/1
a1ag 14132 10 (H4;H4) / (H12;H3) (H4;H12) / (H4;H3) 4/6
14-148 10 (H4;H4) / (H4;H7) (H4;H7) / (H4;H4) 6/4
14-133 14-135 10 (H13;H6) / (H4;H5) (H6;H5) / (H13;H4) / (H6;H4) / (H13;H5) 4/1/17 4
14-130 10 (H13:H6) / (H3;H11) (H13:H11)/(H13:H3) / (H6:H11) / (H6:H3) 2/4/2/2
14-146 10 (H7;H5) / (H5;H5) (H5;H5) / (H7;H5) 4/6
14-136 14-148 10 (H7;HS) / (H4;H7) (H7;H7) / (H4;H7) / (H5;H4) / (H5;H7) 2/4/2/2
14-147 9 (H7;H5) / (Ha;Hb) (H5;Hb) / (H7;Hb) / (H7;Ha) / (H5;Ha) 2/4/2/1
14-132 9 (H8;H15) / (H12;H3) (H8;H12) / (H15;H3) / (H15;H12) / (H8;H3) 2/1/4/2
14-140 14-146 10 (H8;H15) / (H5;H5) (H8;H5) / (H15;H5) 2/8
14-147 10 (H8:H15) / (Ha;Hb) (H8:Ha) / (H15;Hb) / (H8:Hb) / (H15;Ha) 4/2/2/2
14-132 10 (H14;H10)/ (H12;H3)  (H10;H12)/ (H10;H3) / (H14;H3) / (H14;H12) 4/1/4/1
14-152 14-148 8 (H14;H10) / (H4;H7) (H10;H7) / (H14;H7) / (H10;H4) / (H14;H4) 3/3/2/2
14-147 9 (H14;H10) / (Ha;Hb) (H14;Hb) / (H10;Hb) / (H10;Ha) / (H14;Ha) 3/2/2/2
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Figure 2 : Profils microsatellite obtenus pour deux familles intra-spécifique d’E.
urophylla issues de la mere 14-138 et des peres 14-130 et 14-142. La ségrégation des 5
haplotypes portés par ces trois géniteurs (H3, H4, H7, H9 et H11) est donnée par le
locus microsatellite.

3.2.4. Variabilité de Ia partie promotrice chez le géniteur 14-144

Un fragment de 694 pb correspondant a la partie promotrice la plus en
aval du géne (-628 pb/+66 pb pat rapport au site +1 de Pinitiation de la
transcription) a été généré a partir du génotype E. urophylla 14-144. Ce
fragment contient toutes les séquences connues pour intervenir dans la
régulation de lexpression du gene CCR chez Ewcahptus [17]. Les deux
formes alleliques présentes différent par 5 SNPs, dont 4 portent le méme
nucléotide que la séquence d’E. gunnii. 1ls différent de cette derniere par 20
SNPs et 1 INDEL de 14 pb (fig. 3).

230



Variabilité fonctionnelle du gene CCR d’Eucalyptus

-628

|
E g CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAATGGGTATGATTTAACTTACACGGCATGGATCACACGCAAAA
Eua CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAACGGGTATGATTTAACTTACACGGCATGGATCA@®ACGCAAAA
Eub CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAACGGGTATGATTTAACTTACACGGCATGGATCAWACGCAAAA

AAGAAAAAG-———— TCGATCCTCAAGGGTTATGACCATTTCTCATTTGGCTGCCGAACTCCTCCAGTAAGGACAT
AAGAAAAAGGAAAGTCGATCCTCAAGIGTTATGACCATTTCTCATTTGGCTGCCGAACTCCTCCAGTAAGGACAT
AAGAAAAAGGAAAGTCGATCCTCAAGEGTTATGACCATTTCTCATTTGGCTGCCGAACTCCTCCAGTAAGGACAT

TTGATAAAAGAT ACATAGTACGTTCAT—=—=—————————— ATGATTTTTTTAAAAAACACTTCACTAAAAGAAA
TTAATAAAAGAT CCATAGTACGTTCAT|NNG ATGATTT AAAAACACTTCACTAAAAGAAR
TTAATAAAAGAT CCATAGTACGTTCATH ATGATTT INERNOAAAAACACTTCACTAAAAGAAE

TTATTTACATTATTCAGAAAAATTSATCAATGAATTTTTCATTTAACAATTACAATTGGCGCCTTACCATT GTCG
TTATTTACATTATTCAGAAAAATTMATCAATGAATTTTTCATTTAACAATTACAATTGGTGCCTTACCATTATTG
TTATTTACATTATTCAGAAAAATTEATCAATGAATTTTTCATTTAACAATTACAATTGGTGCCTTACCATTATTG

TTCCAAACTAAATAAACAATCATTTCTTGAAAACGCTTCATAATTTTTTGTGAAGTAAACACACCCATTAACACT
TTCCCAACTAAATAAACAATCATTTCTT GGAAACGCTTTATAATTTTTTGTGAAGTAAACACACCCATTAACACT
TTCCCAACTAAATAAACAATCATTTCTTG GAAACGCTTTATAATTTTTTGTGAAGTAAACACACCCATTAACACT

AATATATTTTATAGATATCTCCAAGTACTAGAATCTCATCCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA
AATATATTTTATAGGTATYTCCAAGTACTACAATCTCATCCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA
AATATATTTTATAGGTATITCCAAGTACTACAATCTCATCCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA

AAAA---CATGGAAAATAAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTAGAGAAAGGAGTGGTC
AAAAA GGAAAATAAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCT #ICTCT TAGAGAGAGGAGTGGTC
AAAAA GGAAAATAAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCT §TCTCT TAGAGAGAGGAGTGGTC

CTTATAGGGGAGCGGGTCATTTCATGCGGTAGGTGGGTCTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATATA
CTTATAGGGGAGCGGGTCATTTCGTGCGGTAGGTGAGTCTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATATA
CTTATAGGGGAGCGGGTCATTTCGTGCGGTAGGTGAGTCTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATAT ~

+1

|
TATATATATATATATATATATATATATGTCTTGAGTGCTAGCCACCTTCGAA TCAAGCCGTCAAAAAGCGTCCAA

Figure 3 : Comparaison des deux haplotypes du géniteur E. urophylla 14-144 (E. u. a
et E. #. b) et du clone E. gunnii (E. g., Acc. EGU132750) pour la partie promotrice
du geéne CCR (-628 pb/+66 pb par rappott au site +1 de I'initiation de la transcrip-
tion). Les sites variables entre E. gunnii et E. urgphylla sont surlignés en gris, ceux qui
varient entre haplotypes E. #rophylia sont surlignés en noir.

3.3. Variabilité fonctionnelle du géne CCR

Les tests d’associations ont été réalisés uniquement pour le caractere LK et
les haplotypes reconstruits a partir des fragments 5 et 6. Le programme ne
prenant pas encore en charge les données manquantes, les haplotypes
présentant des données manquantes ne sont pas considérés dans 'analyse. Au
total, 68 SNPs sont observés soit un nombre potentiel d’alléles de 2%8=3 1020,
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En pratique on observe uniquement 11 haplotypes sur les 15 mis en évidence
en 3.2.2.

Dans le cadre de nos algorithmes d’estimation type MCMC, nous avons
lancé 20 chaines avec des points de départs différents sur 100 000 itérations
avec un burning de 10 000. Systématiquement, 3 SNP sont sélectionnés
(SNP N°3, 10 et 50) avec des probabilités @ posteriori pour 'une des chaines
égales respectivement a 0,68, 0,90 et 0,61. Les résultats pour les autres
chaines sont du méme ordre. Ces SNP correspondent a deux SNP présents
sut 'exon 4 et un sur intron 4. Le site SNP N°3 sélectionné correspond a
un des deux SNP NS de I’exon 4, dont la variabilité T/G observée implique
un changement d’acide aminé amidé (asparagine) en acide aminé dibasique
(ysine).

Quatre groupes d’alleles sont reconstruits a partit des 3 SNP
sélectionnés. La variance des effets alléliques est estimée a 0,39 avec une
variance d’estimation de 0,082. Les variances des effets meres et peres sont
égales a 0,236 et 0,274 avec des variances d’estimation égales a 0,025 et
0,055 respectivement. Par analogie a I'expression de Ihéritabilité au sens
strict utilisée dans les modeles classiques de génétique quantitative (cf
section 2.4.1), nous avons calculé I’héritabilité du gene CCR (identifié aux
fragments 5 et 0), I'héritabilité¢ parentale et globale. Ces héritabilités sont
respectivement estimées a 0,37, 0,48 et 0,85. L’héritabilité globale est la
méme que celle obtenue dans le cas classique, ce qui tend a valider les
résultats.

On peut confirmer ce résultat a I'aide d’une analyse de variance qui
montre des effets significatifs pour les groupes d’alleles (données non
présentées). Lors des décompositions de type I, Pordre d’introduction des
facteurs dans le modele est important dans le cas déséquilibré, [33]. Quel
que soit 'ordre d’introduction, leffet « groupe d’alléles » reste significatif,
méme si la significativité des effets est plus faible dans le deuxieme cas.
Néanmoins, ces résultats doivent étre pris avec précaution car le plan
d’expérience est fortement déséquilibré avec 132 individus pour le groupe 1,
23 pour le groupe 2, 6 le groupe 6 et enfin 5 pour le dernier groupe. Ce
dernier groupe est constitué d’une seule forme haplotypique (H8) portée par
un seul géniteur.

4. DISCUSSION

Différents auteurs ont mis en évidence Iimportance du controle
génétique de la qualit¢é du bois d’eucalyptus [28], [36]. Ces caracteres
présentent généralement une héritabilité supérieure a celle des caractéres de
croissance, comme cela a pu étre montré chez quelques espéces résineuses
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[29], [15]. Les résultats obtenus dans cette étude vont dans le méme sens.
L’analyse des caractéres quantitatifs indique I'importance des effets
pléiotropiques des génes (un gene peut avoir un effet sur deux caracteres
différents). Le taux de lignine est négativement corrélé aux autres caracteres.
Pour un niveau de ressources environnementales donné (eau, éléments
minéraux, lumicére...), les individus qui poussent rapidement semblent
favoriser la synthese de cellulose ou d’hémicellulose au détriment de celle de
la lignine. Dans le méme temps, ces individus favorisent la synthése de S au
détriment du G. Le matériel végétal choisi se préte particulicrement bien a
Iobjectif général de Iétude, notamment en ce qui concerne ses
caractéristiques phénotypiques. En effet, 'observation d’une forte variabilité
des caracteéres phénotypiques est un pré-requis a I’analyse de leur association
a la variabilité moléculaire des genes supposés en étre a I'origine. L’analyse
montre 'importance du controle génétique de la variabilité des différents
caracteres étudiés. L’héritabilité au sens large du taux de lignine, caractere
majeur de cette étude, est supérieure a 0,8. La variance génétique additive
représente une large part du controle génétique, conduisant a une tres forte
héritabilité au sens strict (0,76 pour le taux de lignine). Les gains génétiques
directs attendus sont donc élevés, pouvant atteindre 2,5 points pour le taux
de lignine, ceci avec un taux de sélection de 1 %. Le dispositif utilisé permet
de faire la part des effets génétiques et environnementaux dans la corrélation
entre caracteres. L’absence de corrélation phénotypique entre caractéres de
croissance et taux de lignine résulte des effets antagonistes des corrélations
génétiques et environnementales. La réduction du taux de lignine induit par
la sélection sur la croissance peut étre corrigée, au moins en partie, par une
amélioration des pratiques culturales.

L’amplification de 94 % du gene CCR chez E. wrophylla a partir de la
séquence d’un clone génomique d’E. gunnii traduit un niveau de conservation
important du gene chez ces deux especes d’Ewmcalypins appartenant au sous-
genre Symphyomyrtns. Les travaux réalisés sur ce gene chez E. globulus [27] vont
aussi dans ce sens. il existe une conservation relative entre espéces pour ce
gene, la variabilité du gene CCR mise en évidence chez E. wrophylla apparait
plus élevée que celle décrite antérieurement chez E. globulus [27]. En effet,
dans les introns on observe en moyenne un SNP pour 23 pb chez E. wrophylla
et 1/33 pb chez E. globulus. Cette tendance se retrouve aussi au niveau des
exons avec un SNP pour 30 pb chez E. urgphylla et 1/49 pb chez E. globulus.
Trois hypotheses peuvent expliquer ces différences : i/ le pool de variabilité
présent au sein des échantillons utilisés pour décrire la variabilité du géne est
différent, i/ la stratégie de séquencage, produits clonés dans notre étude s
produits PCR chez E. globulus, a un effet sur la variabilité mise en évidence, iii/
enfin, un niveau de variabilité plus important de CCR chez E. wrophylla par
rapport a E. globulus. Lorsqu’on s’intéresse aux fréquences observées chez des
especes plus éloignées et sur des genes différents on constate aussi des
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vatiations sensibles. Pour 18 genes, le mais présente en moyenne 1 SNP pour
124 pb au sein des zones codantes et 1 SNP pour 31 pb au sein des zones non
codantes [5]. Les auteurs ont travaillé sur un ensemble de variétés représentant
la diversité génétique des variétés améliorées aux Etats-Unis. On constate que
pour une espece ayant subi une forte pression de sélection le niveau de
variabilité des introns, ne codant pas la protéine, reste proche de celui observé
chez Euncalyptus, espece encore peu sélectionnée. Pour les régions codantes, le
niveau de variabilité au sein du géne CCR d’E. wrophylla et &’ E. globulus semble
bien supérieur a celui observé pour d’autres genes chez des especes annuelles
fortement sélectionnées ou chez d’autres especes forestieres [30]. L'impact de
la variabilité nucléotidique sur la structure protéique de la CCK est plus fort
chez E. globulus que chez E. urgphylla malgré un niveau de variabilité global
(exon et intron) moins important. Lacombe ¢f a/. [17] ont déctit chez E. gunnii
plusieurs sites structuraux différents pouvant avoir un role fonctionnel chez la
protéine CCR. Un site de huit acides aminés (KNWYCYGK) est proposé
comme le site catalytique de la protéine (exon 4). Ce site catalytique, fortement
conservé chez de nombreuses especes végétales [20], n’est pas variable dans
notre échantillon E. wrophylla. Les SNPs non synonymes mis en évidence
peuvent cependant avoir des effets non négligeables sur la structure tertiaire
de la protéine et affecter ainsi ses propriétés physicochimiques.

Les résultats préliminaires obtenus sur le promoteur de CCK pour un des
géniteurs E. urophylla semblent indiquer quaucun des sites polymorphes
n’affecte les sites consensus de type MYB présents sur le promoteur CCR
[18] et conduisant a une expression spécifique de ce géne dans le xyléme.
Malgré tout, on peut envisager que des variations de séquences dans le
promoteur puissent influencer 'expression du gene. En effet, d’'une part les
complexes protéiques régulateurs de la transcription associent plusieurs
protéines qui peuvent se fixer en plusieurs endroits sur la partie promotrice.
D’autre part, leur fixation peut étre potentiellement influencée par
Ienvironnement nucléotidique. 11 a donc été décidé de poursuivre ce travail
in planta en exprimant un gene rapporteur GUS sous le contrdle de ces
différentes formes alléliques. Une comparaison des résultats observés entre
les deux alleles du géniteur E. #rophylla 14-144 et les résultats décrits pour le
promoteur dI’E. gunnii [1] permettront de voir si Pexpression du gene est
modulée entre les génotypes.

Lanalyse de la variabilité fonctionnelle du gene CCR réalisée sur 36 % de
la séquence comprenant 'exon 4 et I'intron 4, zones les plus variables dans
notre échantillon et codant le site catalytique présumé, met en évidence que
le polymorphisme entre 11 haplotypes testés explique environ 40 % de la
variance génétique du taux de lignine dans notre échantillon. Sur quatre
groupes d’haplotypes différenciés par 3 SNP, un des groupes composé de
allele H8 présente des teneurs en lignine significativement supérieures aux
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trois autres groupes d’alleles. Un effet de la variabilité du gene CCR sur des
propriétés du bois a déja été mis en évidence chez E. nitens. Thumma et al.
[34] ont mis en évidence un effet significatif de deux haplotypes sur ’angle
des micro-fibrilles. Le résultat du test d’association présenté dans cette étude
demande a étre confirmé en considérant a la fois le nombre total
d’haplotypes, la séquence entiere du gene, et 'ensemble des descendances
du plan de croisement factoriel E. urophylla x E. urophylla.

D’un point de vue statistique, il reste a étudier 'influence des lois a priori
pour les effets « groupes alléliques » : 1) L’équivalent bayésien d’une analyse
de variance avec effet fixe pour les effets groupe d’alleles consiste a choisir
une loi normale de variance fixée et grande comme prior pour ces mémes
effets. Dans ce cas on s’intéresse a leffet spécifique de chaque groupe
d’alleles sur le caractere lignine. ii) Le choix d’une loi normale avec une
variance inconnue que 'on cherche a estimer et sur laquelle on pose un
prior Inverse-Gamma est la version bayésienne d’'un modéle a effets
aléatoires pour les groupes d’alleles. Cette situation propose de rendre
compte de leffet de la variabilité (qui se résume aux groupes d’alleles
considérés) du gene CCR sur le caractere lignine. Enfin, il est nécessaire
pour valider la méthode de la comparer avec les méthodes d’association
classiquement utilisées [2].

Par la suite, on souhaite développer une extension de ce modele qui
prendrait en compte les données manquantes et une dépendance entre les
effets des groupes d’alleles. On se demande aussi si le partage d’'une méme
histoire évolutive conduit a des effets similaires. L’utilisation d’une similarité
calculée a partir d’'une distance de Nei [23] ou d’une distance fondée sur le
graphe des coalescents [24] pourrait étre envisagée pour valider cette
hypothese.

Ces résultats préliminaires sur effet de la variabilité du gene CCR sur la
teneur en lignine chez E. urophylla sont trés prometteurs pour envisager une
sélection assistée par marqueurs pour la teneur en lignine au sein de
programme d’amélioration des eucalyptus au Congo.
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Abstract: Analysis of wild rabbit al,2fucosyltransferases polymorphism and
search of a relationship with sensitivity to viral hemorrhagic disease. Rabbit
Hemorrhagic Disease Virus (RHDV) is an emergent and highly virulent Calicivirus
(Lagovirus), which has become the major cause of mortality in wild rabbit popula-
tions (Oryctolagus cuniculus). Animals die in the eatly 72 hours by flashing hepatitis
and hemorrhages. RHDV binds to the histo-blood group antigen H type 2

(Fuco2GalB4GIlcNAc) expressed by tracheal and intestinal epithelial cells. Among
Caliciviridae, RHDV and Norovirus (NoV) share carbohydrate ligands of the same
family. In human, polymorphism at the FUT2 locus is responsible for the genetic
susceptibility or resistance to infection by vatrious NoV strains. In rabbit, both the
Fut2 and Sec? genes encode al,2 fucosyltransferases, which synthesize the H type 2
antigen in epithelial cells, whereas Futl encodes another al,2 fucosyltransferase
expressed in brain. Nonfunctional alleles at the Fut2 and Sec1 loci could thus po-
tentially determine resistance to RHDV. In this study, we looked for the presence
of the H type 2 antigen on buccal epithelial cells of wild rabbits from 2 distinct
geographic French areas which are under RHDV pressure and from one area where
RHD was never recorded. Some animals expressing either weakly or not at all the H
type 2 antigen were found in the 3 populations (“nonsecretor-like” phenotype).
Their frequency increased according to the impact of RHDV, suggesting that RHD
outbreaks selected survivors with low expression of the virus ligand. The polymoz-
phism of the Futl, Fut2 and Secl coding regions of 138 wild rabbits from 2 ateas
under RHDV pressure was then analysed. A high polymorphism was observed for
the Fur2 and Sec? genes, with 14 and 26 variable positions, respectively. In contrast,

* Cortrespondance et tirés a part : jlependu@nantes.inserm.fr
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the Fut1 gene showed a very low polymorphism. No introduction of either a non-
sense codon or a frameshift that would obviously generate nonfonctional alleles was
found. Gene conversion between the 2 rabbit Fuz2 and Sec! genes was observed.
Conversion is known to enhance the genetic polymorphism while contributing to
homogenization of paralogues, consistent with a potential role of Fut2 or Secl in
relation with environmental factors. The frequency of a Secl haplotype was in-
creased among survivors relative to dead animals in one area hit by RHDV out-
breaks. Secl enzyme variants showed either moderate, low or undetectable catalytic
activity. In contrast, all variant Fut2 enzymes showed strong catalytic activity. Thus,
although the genetic polymorphisms of the coding regions of rabbit al,2 fucosyl-
transferases described here cannot explain the “nonsecretor-like” phenotype, a Secl
variant may be associated with resistance to RHD.

rabbit hemorrhagic disease virus/ calicivirus/ fucosyltransferase/ O(H)
blood-gtoup/ disease tesistance

Résumé : La maladic hémorragique virale du lapin (RHD) est une des causes
principales de mortalité des lapins de garenne. Le virus de la RHD (RHDYV) se fixe
sur I'antigene H type 2 dont la synthese nécessite une al,2 fucosyltransférase. Nous
avons recherché un déficit de synthese de P'antigene chez le lapin qui pourrait con-
duire a une résistance au RHDV. Son absence ou sa faible expression sur les cellules
épithéliales buccales de certains lapins a permis de définir un phénotype déficient,
“nonsécreteur-like”. La fréquence de ce phénotype s’est avérée associée a I'impact
de la RHD dans des populations de lapins de garenne. Trois genes d’ol,2
fucosyltransférases existent chez le lapin : Fut?, Fut2, Secl. Seuls les deux derniers
sont exprimés dans les tissus épithéliaux. Le polymorphisme de ces trois genes a été
caractérisé chez 138 lapins de deux sites sous pression du RHDV. Au contraire de
Fut1, un fort polymorphisme a été observé pour Fuz2 et Secl associé a une impor-
tante conversion génique entre ces deux genes. De plus, sur un des deux sites, la
fréquence d’un variant de Sec7 est nettement augmentée dans le groupe des lapins
survivants comparé au groupe des morts lors d’épidémies. L’analyse fonctionnelle
des vatiants enzymes correspondant a l'ensemble des haplotypes Fut2 et Secl
n’explique pas la survie de certain lapins. I ’association d’un haploype Secl avec la
survie pourrait s’expliquer par une association avec un déficit d’expression d’al,2
fucosyltransférase, plutoét quun déficit d’activitité catalytique.

virus de la maladie hémorragique du lapin/ calicivirus/ fucosyltransférase/

groupe sanguin O(H)/ résistance maladie

1. INTRODUCTION

Le RHDV (rabbit haemorrhagic disease virus) est un virus a ARN positif
simple brin de la famille des Caliciviridae (genre lagovirus). I est
responsable d’une maladie foudroyante du lapin (Oryctolagns cunicuins)
caractérisée par une hépatite fulgurante accompagnée d’une coagulation
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intravasculaire disséminée, la maladie hémorragique virale du lapin ou RHD
(rabbit haemorrhagic disease) [3]. Les premiers cas ont été décrits en Chine
en 1984 et en France en 1987-1988. Son impact, tant dans les populations
sauvages de lapins de garenne que chez les lapins domestiques, est trés élevé
puisque les taux de mortalité peuvent atteindre 90 % [4]. Actuellement la
lutte contre cette maladie n’est possible qu’en élevage, la prophylaxie étant
basée sur la vaccination systématique des animaux. Dans les populations de
lapins de garenne, la RHD est considérée comme l'une des causes
principales de régression de Pespece dont les prélevements cynégétiques
sont passés de 6,4 millions de lapins en 1983-1984 a 3,2 millions en 1998-
1999 [5]. L'impact de la maladie est particuliecrement fort dans les régions
seches au Sud de la France et en Péninsule Ibérique. Dans ces zones, la
diminution drastique des populations de lapins de garenne menace plusieurs
especes qui dépendent du lapin pour leur survie. Il s’agit du lynx pardelle
(Lynx pardinus), de l'aigle ibérique (Aguila aldaberti) et de l'aigle de Bonelli
(Hieraaetus fasciatus), prédateurs spécialistes du lapin. En France, on note en
outre une régression du lézard ocellé (Lacerta lepida) dans les zones ou le
lapin se raréfie. Ce lézard, dont la limite Nord de I'aire de répartition est le
sud de la Vendée, utilise les terriers creusés par les lapins comme sites
d'hivernage et comme gites diurnes en cas de forte chaleur estivale.

Nous avons observé antérieurement que le RHDV se fixe sur un
trisaccharide présent sur les cellules épithéliales des voies respiratoires et
digestives supérieures du lapin, portes d’entrée du virus [9]. Ce trisaccharide,
Fuca2GalB4GleNACB-R, existe chez d’autres espéces de mammiféres, par
exemple chez Thomme. Sa synthése nécessite Paction d’une
fucosyltranstérase qui catalyse l'addition dun résidu fucose (Fuc) en
position al,2 sur le galactose (Gal) du précurseur [6]. Chez le lapin, trois
génes codent pour de telles enzymes : les genes Furl, Fut2 et Secl. Seuls Fut2
et Sec! sont exprimés dans les cellules épithéliales [1].

Chez ’homme, nous avons montré que le polymorphisme du gene
FUT2, orthologue de Fuz2 du lapin, controlait la sensibilité ou la résistance
au virus Norwalk, prototype des calicivirus humains (genre norovirus). En
effet ce virus, responsable de gastroentérites, se fixe sur les cellules
épithéliales digestives humaines par Iintermédiaire dun trisaccharide
fucosylé tres voisin de celui sur lequel se fixe le RHDV:
Fuca2GalB3GIcNAcB-R. L’addition du résidu fucose aux cellules
épithéliales de la surface de lintestin gréle humain requiert 'enzyme FUT2.
Le gene FUT2 est polymorphe, certains alleles, dénotés FUT2+, codant
pour une enzyme fonctionnelle. D’autres, dénotés FUTZ2-, sont inactifs ou
codent pour des enzymes a l'activité catalytique fortement diminuée. La
présence d’un allele FUT2+ confere le phénotype « sécreteur » caractérisé

par la présence du motif glycannique Fuca2Galf sur les cellules épithéliales
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ou dans les sécretions comme la salive. Le génotype FUTZ2- correspond au
phénotype « nonsécreteur » caractérisé par ’absence de ce motif. Les
individus nonsécreteurs sont totalement résistants a l'infection par le virus
Norwalk et par d’autres souches de norovirus, montrant qu’il s’agit d’un
ligand indispensable a linfection (pour une revue voir [2]). Dans la mesure
ou le RHDV se fixe sur un glycane trés voisin de celui qui est utilisé par
plusieurs souches de norovirus, nous avons émis ’hypothése qu’il pourrait
exister des lapins de phénotype « nonsécreteur-like » dépourvus du ligand
glycannique fucosylé sur leurs cellules épithéliales. De tels lapins seraient
résistants a 'infection par le RHDV par absence de récepteur. Nous avons
donc recherché lexistence du phénotype «nonsécreteur-like» chez les
lapins de garenne. Ce phénotype ayant pu étre mis en évidence, nous avons
déterminé le polymorphisme des régions codantes des trois genes
d’al,2fucosyltranstérases Fur1, Fut2 et Sec! du lapin et nous avons cherché a

le mettre en relation avec le phénotype nonsécreteur-like et la survie a des
épidémies de RHD.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Echantillonnage

Sur 3 territoites d'étude de I'ONCEFS cortespondant a 3 sites
géographiques touchés de maniére trés différente par la RHD, des frottis
buccaux réalisés a I'aide d’un coton-tige ont été obtenus a l'occasion de
captures d'animaux : le site Dompierte, non affecté, par la RHD, le site de
Cerisay ou la RHD a causé une mortalité de l'ordre de 50 % en 2000 et le
site de Chevreloup, touché par la RHD en 1995 et 1996, ou la mortalité a
dépassé 90 %.

Par ailleurs, des prélevements d'un morceau d'oreille (environ 1 cm?)
conservé dans l'alcool ont été utilisés. Ces prélevements avaient été effectués
avant, pendant et apres les épidémies de 1995 et 1996 sur le site de
Cheévreloup et pendant I'épidémie sur le site de Cerisay.

2.2. Recherche du phénotype « nonsécreteur-like »

Les coton-tiges ont été mis en présence d’l ml de PBS puis centrifugés a
1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire a été récupéré et incubé
pendant 1 h a température ambiante en présence de la lectine UEA-I
couplée au FITC (Sigma). Cette lectine reconnait spécifiquement le motif
Fuca2GalB4GleNAcB-R reconnu par le RHDV. Les cellules ont été ensuite
lavées 3 fois au PBS, puis les noyaux colorés a Ilodure de propidium avant
observation sous un microscope a épifluorescence (Olympus). La
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fluorescence membranaire des cellules a la morphologie de cellules
épithéliales buccales a été notée fortement positive, faible ou absente.

2.3. Amplification des génes rFutl, rFut2 et r Secl et séquengage

Les extraction d'ADN ont été réalisées a partir des fragments d'oreille a
l'aide du kit d'extraction QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Les parties
codantes completes des genes Furl, Secl et Fut2 ont été amplifiées par PCR
a laide d’amorces déduites des séquences X80226, X91269 et X80225 pour
Futl, Fut2 et Sel, respectivement: gen Fut2 (CCCAAGAGCT
AACTAACATC CCTGCTG), et gen Fut2 inv (GCAAGAAACG
GGTCTTGGCC CACGTGAC) pour le gene Fur2, gen Secl
(CTTCAGCCTG CACAGCCCCA GCCGTT) et gen Secl inv
(ACTCCGTGTG GGATCCCGGG TCCATGC) pour le gene Secl, gen
Futl (CTGTCTGGAA  AGCCATCATC) et gen Futl inv
(GTAGAATCAC TCTGGCTGTG) pour le gene Furl. L’amplification a
été réalisée en présence de 2,5 % DMSO, 3 minutes a 94 °C, 35 cycles
comprenant 30 secondes a 94 °C, 30 secondes a 68 °C et enfin 2 minutes a
72 °C, puis de 10 minutes d'élongation finale a 72 °C. Les séquences ont été
réalisées sur un séquenceur Applied Biosystems 3 730 (plate-forme Ouest-
Génopole /IFR26) et analysées a I'aide du logiciel BioEdit v7.0.5.3 (Hall
T.A, North Carolina State University, Department of Microbiology).

2.4. Amplification et clonage

Pour le clonage, les amplifications ont été réalisées grace au kit AmpliTaq
Gold with GeneAmp 10X PCR Gold Buffer & MgCl> Solution (Applied
Biosystems) avec les amorces rFut 2.3 (ATGAGCACCG CCCAGGTCCC
CTTC) et rFut 2.2 inv (TCAGTGCTTG AGCAATGGGG ACAG ) pour
Fut2, 1Secl.3 (ATGAGATTCG CCCCTGACTA TGTCC) et rSecl.2 inv
(CTAGAGGCCA CTCCACAAGG C) pour Secl. Les fragments obtenus
correspondent a une taille de 1044 pb pour Fut2 et 1066 pb pour Secl. Le
clonage a été réalisé en vecteur pcDNA 3.1 grace au kit NT-GFP Fusion
TOPO TA Expression Kit (Invitrogen) selon les recommandations du
fabricant en utilisant 2 pl de produit de PCR frais pour une incubation de 20
minutes a température ambiante. Les bactéries utilisées pour la
transformation sont les E. c/i One Shot TOP10F (Invitrogen). La présence
de linsert dans le vecteur a été vérifiée par PCR sur 20 a 30 colonies. Cette
amplification a permis également de renseigner le sens d’insertion dans le
vecteut, en utilisant 'amorce T7 Pro (TAATACGACT CACTATAGGG)
avec une amorce Iinterne aux inserts Fu2 et Secl, rFut3.2 Inv

(GTTGAGGTGG TAGTTCTGCC).
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2.5. Test d’activité des variants d’al,2fucosyltransférases

Pour étudier la fonctionnalité de chacun des variants alléliques de Fuz2 et
de Sect, les régions codantes ont été clonées dans un vecteur d’expression
eucaryote de facon a obtenir des protéines de fusion avec la GFP (green
fluorescent protein) du coté intracytoplasmique (N-ter). Apres amplification
et purification a I'aide du kit Miniprep Qiagen, les vecteurs pcDNA 3.1
recombinants ont été transfectés de facon transitoite dans des cellules CHO
par la Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Quarante huit heures aprés la
transfection, les cellules ont été récupérées et la présence de résidus fucose
liés en position 1,2 a été testée par cytométrie en flux a I'aide de la lectine
UEA-I Pour cela 2,5x10° cellules viables sont incubées a 4°C pendant 20
min avec la lectine marquée par la biotine (Vector) diluée a 5 pg/ml. Apres
3 lavages, les cellules ont été incubées en présence de streptavidine couplée a
la phycoérythrine (BD Biosciences) 0,5 pg/ml. Aprés 3 nouveaux lavages, la
fluorescence des cellules a été mesurée sur un FACScalibur (Becton-
Dickinson) et analysée a l'aide du logiciel CellQuest. L’efficacité de
Pexpression protéique a été quantifiée par lintensité de la fluorescence de la
GFP en FL1 et la présence du ligand Fuca2GalB4GIcNACB-R a été
mesurée en FL-2.

3. RESULTATS

3.1. Le phénotype « nonsécreteur-like »

Chez ’homme, les phénotypes sécreteur ou nonsécreteur sont définis a
partir d’échantillons de mucines salivaires. Le marquage par la lectine UEA-I
ou son absence définissent les deux phénotypes. Les mucines salivaires du
lapin et d’autres espéces de mammiferes ne semblent pas exprimer la
structure glycannique correspondante. Nous I'avons donc recherché sur les
cellules épithéliales buccales recueillies a I'aide de coton-tiges. Nous avons
observé une intensité de marquage variable d’un individu a l'autre et défini
arbitrairement un seuil qualitatif entre faiblement positif (douteux) et
clairement positif ou négatif. Les individus faiblement positifs et négatifs ont
été regroupés pour former le groupe de phénotype « nonsécreteur-like ». Le
tableau I montre une nette association entre le pourcentage d’animaux
possédant ce phénotype et I'impact de la RHD dans trois populations de
lapins de garenne.
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Tableau I: Représentation du phénotype « nonsécreteur-like» dans 3 populations
de lapins de garenne en fonction de I'impact des épidémies de RHD.

Population % nonsécreteur-like % morts de RHD

|: Dompierre 14,8 (27) 0
*
ok Cerisay 47,1 (70) ~50

Chévreloup 71,8(32) ~90

3.2. Polymorphisme des geénes d’al,2fucosyltransférases chez les
lapins de garenne

Le séquencage des parties codantes des genes Furl, Fut2 et Secl des
lapins de garenne de 2 sites frangais a permis de mettre en évidence un
important polymorphisme. Des échantillons de 95 animaux ont été obtenus
du site de Chevreloup et de 43 animaux du site de Cerisay. Pour cet
ensemble de 138 individus, sur environ 1 kb, un total de 2, 14 et 26
positions variables a été trouvé pour les geénes Futl, Fut2 et Secl,
respectivement. Sur ces différentes positions, on note 1 mutation silencieuse
et 1 non silencieuse pour Fut7, 8 mutations silencieuses et 6 mutations non
silencieuses pour Fut2, 12 mutations silencieuses et 14 non silencieuses pour
Secl. Ces mutations se répartissent sur 3 haplotypes pour Futl et sur 7
haplotypes pour les 2 autres genes, montrant que le gene Sec/ présente une
variabilité plus importante que le géne Fur2 et qu'en comparaison des deux
autres, le géne Fut1 est tres peu variable.

La structure de ces enzymes n’est pas encore connue. Néanmoins, par
homologie avec d’autres glycosyltransférases, une structure générale a pu
étre déduite. Ces enzymes possédent une courte région N-terminale
intracytoplasmique, un domaine transmembranaire, une région tige
possédant des sites probables de O-glycosylation et une région catalytique
divisée en deux sous domaines. Le sous domaine N-terminal étant
vraisemblablement impliqué dans la fixation du substrat donneur, le GDP-
fucose et le sous domaine C-terminal