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Abstract: CCR gene in Eucalyptus. a model of functional variability in forest trees Nucleotidic
polymorphism of Cinnamoyl CoA Reductase (CCR) gand its relation with lignin content is studied
within a breeding population dfucalyptus urophylla S.T. Blake (“Timor Mountain Gum”). The nearly
full sequence (94%) are obtained for 15 parenedsr This gene (3220 bp) is highly polymorphic
showing 131 single nucleotide polymorphism (SNR),risertion-deletions (INDEL), 1 polyA sequence
and a microsatellite site. Exons fragments encomp@sion-synonymous SNPs, half of them within exon
5 (194 bp). Fifteen different haplotypes are retoicsed based on the polymorphism of exon 4 andrint

4. CCR promoting sequence (694 bp) including al khown regulatory sequences is described for the
two alleles of one of the genitor trees displayidflL and CCR gene colocalization in its genetic map.
Five SNPs are present. Functional variability & fnomoting sequence will be studiedplanta through
genetic modification oArabidopsis thaliana. Lignin content was assessed within a sample duBSib
families (348 individuals) generated with the 15gudial trees, showing a high genetic additive adritr

this trait (h2=0.76). A new algorithm based on Rsil@e-jump MCMC was developed in order to
implement association studies. Half of the progaegs (208) were genotyped using the microsatellite
fragment. The results show that a significant pathe observed genetic variance of lignin contertue

to the nucleotide polymorphism of the studied géiease preliminary results look promising in orter
develop early gene assisted selection for eucayplones used as raw material in charcoal and paper
production.

Keywords : CCR gene, eucalyptus, variability, liggiassociation study

Résumé : La variabilité nucléotidique du géne codmrCinnamoyl CoA Reductase (CCR) et ses effets
sur le taux de lignine est étudiée au sein d'urmufation dEucalyptus urophylla S.T. Blake. La presque
totalité de la séquence (94%, 3220 paires de bases)écrite pour 15 individus. Le géne est hautéme
polymorphe et présente 131 mutations ponctuellBER{Sinsi que divers autres types de mutations. Les
fragments exoniques présentent 10 SNP non synongoms5 dans I'exon 5. La séquence promotrice
(694 pb) est décrite pour les deux alleles d'un gésiteurs. Elle regroupe 5 SNPs. La variabilité
fonctionnelle de ce promoteur sera étudiée grammaExpression dadgabidopsisthaliana. L'analyse de

la teneur en lignine de 348 arbres appartenantfariies de pleins fréres obtenues avec ces 1beges
montre que ce caractére présente un fort contéiétigjue additif (h2=0.76). Un nouvel algorithmpdy
MCMC a été développé pour procéder aux étudesataion sur 208 descendants génotypés grace a un
marqueur microsatellite présent dans le géne C@R.résultats montrent qu’'une part importante de la
variance du taux de lignine est due au polymorpgisim gene CCR. Ces résultats laissent envisager le
développement d’une sélection précoce assistémg@aueurs.

Mots clefs : géne CCR, eucalyptus, variabiliténiligs, test d’association



1 INTRODUCTION

La conservation et I'exploitation durable des resses génétiques forestieres nécessitent une bonne
connaissance de la variabilité naturelle existafitette variabilité a souvent été analysée grace aux
caractéres phénotypiques eux-mémes ou a l'aide atgumurs moléculaires anonymes permettant de
décrire la variabilité neutre au sein de populaitorestiéres. L'analyse de la variabilité nucldigtie de
génes d'intérét reste encore limitée chez les gésoforestiers méme si le développement récent de
programmes de séquencage fournit une quantitésartis de séquences exprimées (Gupta and Rustgi,
2004 [14]). Ceci permet d’envisager une caractéoisale la variabilité fonctionnelle afin d’élabordes
stratégies de conservation et de sélection assipgemarqueurs chez ces espéces peu domestiquEges e
long cycle de révolution (Neale and Savolainen,42[®2]). Les premiers travaux sur la variabilité de
populations forestiéres grace a I'analyse de géie®rét ont été réalisés chez le pin et I'eucalgpPot

et al., 2005 [30], Pokeet al., 2003 [27]). lls semblent indiquer une variabilit@cléotidique plus
importante ainsi qu’'un déséquilibre de liaisonardéquences plus faible chez ces populations iBrest
que chez 'homme, la drosophile ou encore le niéig. étude SUE. nitens indique que le déséquilibre de
liaison au sein du gene CCR décroit rapidement #aveatistance physique et montre une répartition
hétérogéne de la variabilité nucléotidique le lalggene (Thummat al., 2005 [34]). L'analyse de la
diversité de génes pour les espéces forestierezim) en général, un fragment du géne (EST) at don
une partie limitée de sa variabilité totale. Desplles régions promotrices, dont la variabilité est
susceptible d'affecter I'expression du géne, sanément prises en compte (Neale and Savolained, 200
[22]). La conservation et I'exploitation de la \atilité fonctionnelle de genes d'intérét nécessitem
recensement des formes alléliques existantes et ltoralyse préalable de séquences les plus coesplét
possibles.

Les propriétés du bois constituent un caractéreemnapour l'amélioration génétique des espéces
forestiéres et leur adaptation au milieu. Ces [ét§s dépendent en grande partie de la ligninegsui
déposée dans les parois secondaires des celluledédoe. Ainsi, un bois avec une forte teneur gnitie
nécessitera un traitement énergétique et chimigéeeox et polluant pour la production de pate agpap
alors qu'il sera adapté a la production d'énergi@.voie de biosynthése spécifique des lignines est
catalysée par deux enzymes, la cinnamoyl CoA radec{CCR) et la cinnamyl alcool dehydrogenase
(CAD). Elles utilisent comme substrat le cinnam@gA produit par la voie des phenylpropanoides pour
synthétiser les monolignols, qui sont finalemerymeérisés en lignine grace a un groupe de peroxglas
et de laccases. Les connaissances approfondiesttdevoie de biosynthese, la disponibilité de séges
pour les génes de lignification et I'impact recortas lignines sur la qualité du bois et son utilisg en

font un exemple de voie métabolique de choix powmnen a bien une analyse de la variabilité
fonctionnelle de géne candidats. Un des genesdaatisdévident pour ce type d'approche est le gérie.CC
En effet, la modulation de I'expression de ce géimez des plants de tabacs transgéniques entragne un
modification de la quantité et de la qualité dgsilies, avec, par exemple, jusqu’a 50% de diminutio
taux de lignines et un changement dans la compnpsitn unités synapylique et coniférylique lorsgae ¢
géne est réprimé (Grima-Pettenati and Goffner, 189)). De plus, ce géne est préférentiellement
exprimé dans le xyleme d’eucalyptus grace a lagmess de séquences promotrices spécifiques (Lacombe
et al., 1997 [17] ; Pawset al., 2004 [25]). Enfin, le géne CCR a été cartograghigzE. urophylla (Gion

et al., 2000 [10]) et une colocalisation a été mise eidahce entre ce géne et un QTL de teneur en
lignines (Gion, 2001 [11]).

Au sein des programmes d’'amélioration des arbaesgélection se fait classiquement par I'utilisatitn
modeles de génétique quantitative basés sur leopfg Ces modéles appartiennent a la classe des
modeles a effets aléatoires ou les effets aléataipgriment les effets génétiques. L'utilisation de
marqueurs moléculaires tels que les SNP permetoid’amne information concernant les alléles des
géniteurs et de la descendance sur I'ensemble wlonge ou sur des zones d'intérét comme des génes
candidats. Une question centrale est alors de poestmer les effets génétiques parentaux maisi ées



associations entre les caractéres phénotypiqudeseSNP. L'objectif des études d'association est
d’identifier les formes aux sites polymorphes qaiient systématiquement avec les individus portdars
différents états d'une caractéristique phénotypidoenée, quelques soient leurs parents (Balding6 20
[2]). Dans les études d'associations entre des@ares phénotypiques quantitatifs et un ensembiNe

les méthodes de régression sont classiquemergéasli Il est néanmoins nécessaire de sélectioamer |
SNP significatifs parmi I'ensemble des variationgl@otidiqgues observées. Plusieurs méthodes ont été
utilisées telles que les méthodes stepwise (Coeall Clayton, 2002 [7]), les méthodes de bayésienne
(shrinkage methods ; Carlsa@hal., 2004 [3]) ou encore les méthodes SNP tagging @/éaml., 2005
[37]). Mais lorsque le nombre de SNP sélectionméser important il est difficile, voire impossiblde
tenir compte des effets d'interactions. Une demagproche alors employée pour diminuer la dimensio
du probléeme mais aussi pour étudier les phénoméiégsstasie consiste a fonder son analyse sur les
haplotypes (haplotype-based methods) (Clark, 2642 hen and Rodriguez, 2007 [4]).

Dans le cadre de cette étude, nous proposons @etiaffet de la variabilité du géne CCRHlicalyptus
urophylla sur la teneur en lignine. Le geriEacalyptus est un bon modéle car il représente un des fsuillu
les plus plantés au monde. Ses deux principalisatitins sont la production de bois d'énergieeebdis

de ftrituration, toutes deux directement reliées &heur en lignine. L'ensemble des données aetuell
traduit une trés grande proximité des génomes dagrquelques espéces utilisées en plantationtgaur
adaptées a des conditions écologiques spécifiq@ém (et al., 2005 [12]). ChezE. urophylla, des
marqueurs microsatellites révelent une importartgabilité dont la structuration ne refléte paslecel
obtenue sur la base de caractéres adaptatifsgmagial., 2007 [35]). L'étude de la variabilité «utile» du
géne CCR E. urophylla constituera un modele de référence pour l'analgee la diversité
«fonctionnelle» chez les arbres forestiers. Nousp@sons une méthode statistique qui permet
simultanément, d'estimer les variances génétiques gkniteurs (additive et de dominance) et de
sélectionner les SNP discriminants les alléleseygliquent significativement une part de la vadati
phénotypique.

2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel végétal et conditions de croissance

Le matériel végétal est issu d'un plan de croisanfctoriel incomplet de huit méres et huit pékes
urophylla non apparentés (graines d’origine de l'ile de &oprindonésie) ayant généré par croisement
contrélé 348 individus répartis en 35 familles deins fréres de 9 ou 10 arbres chacune. Le test de
descendances a été mis en place en janvier 1992 ldastation forestiere de Kissoko, Pointe-Noire,
République du Congo (4°45’S, 12°00'E, 50m d’altéuid_a pluviométrie annuelle est de 1200mm avec 4
mois de saison séche. La température annuelle meyest de 24°C. Les sols sont chimiquement pauvres
(sable > 85%, CEC<0.5cmolc Kg développés sur un matériau détritique épais éfah®75 [16]). Une
fertilisation de 150 g de NPK 13-13-21 a été ammoe chaque arbre 15 jours aprés plantation. lceibar
unitaire est de 4x4 arbres plantés a 667 tigestahe Les arbres ont été abattus a 14 ans, afteitta
22.5m de hauteur moyenne pour une circonférencgna de 53cm.

L’ADN génomique des 16 parents et des 348 descemdaété extrait a partir de jeunes feuilles séghée
suivant la méthode de Doyle et Doyle (1990, [98s [échantillons sont stockés a —20°C.

2.2 Caractéres de croissance et analyse des Iggnine

La hauteur (Ht) et la circonférence (C) individesliont été mesurées lors de I'abattage. Un disg2em
d’épaisseur a été prélevé a 1.3m de hauteur soustdes 348 arbres. Un quartier de chaque disgoe a
découpé, puis broyé au broyeur a couteaux (poudm)4t un aliquote de la poudre obtenue a été broyé
avec un broyeur a fléau (poudre 0.5mm).



2.2.1. Analyses NIRS Pour chaque échantillon, plusieurs spectres d'atisardans le proche infrarouge
ont été enregistrés sur les deux types de poudesgoudres sont conditionnées dans une sallegegul
température (20°C) et en humidité (humidité relatde 65%). L’humidité d'équilibre du bois est de
I'ordre de 12%. Le matériel utilisé pour les dormépectrales d'absorption est un spectrophotomeétre
proche infrarouge a transformée de Fourier équipdedsphere d’intégration (BRUKER, modeéle Vector
22N-I). La résolution retenue du spectrométre esBam' et chaque spectre est la moyenne de 32 scans.
La gamme spectrale est de 12,800-3,500¢A80-2,860nm). L’acquisition des spectres a épdisée a
partir d’'une coupelle dont le fond en quartz laipssser I'énergie lumineuse. Sur la base des dennée
spectrales des 348 poudres et des prédictiongdi@éis obtenues au moyen d’équations de calibration
existantes, 60 échantillons ont été sélectionnas @tre suffisamment représentatifs en termes de
variabilité spectrale et en termes de gamme eimkgn

2.2.2 Analyses chimiques de référencePour les 60 échantillons sélectionnés, 5 gramragmddre (0.5
mm) ont été soumis a extraction exhaustive danappareil de Soxhlet par les solvants toluéne/éthano
(2/1, viv), éthanol, puis eau. Le résidu pariéRP) ainsi obtenu, constitué essentiellement desigaa
été séché et pesé. Le dosage de la lignine acsddulrie (dénommée Lignine Klason, LK) et de lailgn
acido-soluble (LAS) a été réalisé a partir de 3@Dda RP et selon la méthode décrite dans la litéra
(Dence, 1992 [8]). La structure des lignines aédt&liée par thioacidolyse, a partir de 20 mg de &P,
selon la méthode décrite antérieurement (Lapietrra., 1995 [19]). Les produits monoméres de type
guaiacyles (G) et syringyles (S) ont été analysts gorme de leurs dérivés triméthylsilylés et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la@pétiie de masse (CPG-SM) (Lapieetel., 1995
[19]). Toutes ces analyses ont été réalisées dnalou

2.3 Variabilité du CCR &. urophylla

2.3.1 Amplification et séquencage Le géne CCR code la cinnamoyl CoA réductase. Gmiyme
catalyse la réduction de Cinnamoyl CoA en Aldéh@ilenamylique. La séquence du clone génomique
caractérisé cheg. gunnii (Lacombeet al., 1997 [17]; Acc :X97433) a été utilisé comme séquence de
référence pour la définition d’amorces et I'analgeeséquence. Sept couples d’amorces spécifiques on
été définis grace au logiciel OLIGO 4. Un couplardbrces supplémentaires a été utilisé pour ampléfie
partie promotrice la plus en aval du géne, situdeeda position -628 pb en amont et +66 pb en dual
site +1 de linitiation de la transcription.

L'amplification des 8 fragments du gene CCR a éulisée sur un thermocycleur Applied Biosystems
Gene Amp PCR system 2700 en utilisant 2uL de tampoh(Invitrogen), 0.8uL dNTPs (solution stock a
5mM), 0.8uL MgC} (solution stock & 50mM), 0.4uL de chaque amorotu(®ns stock a 10uM), 20ng
d’ADN génomique (solutions stock & 20ng:} 0.8 unités de Taq DNA polymérase native (Ingjen)
complété par une quantité suffisante d’eau ultragpour un volume final de 20uL. Les conditions de
PCR impliquent une dénaturation initiale a 94°Cdaatt 5 minutes (min) puis 35 cycles de dénaturation
94°C pendant 30 secondes (sec), hybridation au €mainorces pendant 1 min, élongation a 72°C
pendant 1 min et enfin une étape d’élongation éirsal72°C pendant 10 min. La position des amorces su
la séquence référence et le Tm utilisé pour chaquple sont donnés dans le tableau I.

Les clonages des produits de PCR ont été réabisessmirification préalable en utilisant le kit denage
TOPO-TA Cloning kit for sequencing (Invitrogen). d &ansformations ont été réalisées en utilisant le
cellules One Shot TOP 10 Chemically competertoli (Invitrogen). Pour chaque produit de clonage 12
colonies ont été prélevées et ont servi de mapace I'amplification PCR des fragments clonés (PR
colonie). Les amplifications ont été réaliséessuthermocycleur Applied Biosystems Gene Amp PCR
system 2700 en utilisant 2uL de tampon 10X (Ingém), 0.8uL dNTPs (solution stock a 5mM), 0.8uL
MgCl; (solution stock a 50mM), 2uL de chaque amorce é1R13 (invotrogen) (solution stock a 2uM),
0.3 unités de Tag DNA polymérase native (Invitrggeomplété par une quantité suffisante d'eau
ultrapure pour un volume final de 20uL. Les progluite I'amplification PCR sur colonie ont été



concervés pour séquencage. Les conditions de P@iRuse dénaturation de 10 min a 94°C, 40 cycles
avec une dénaturation de 45 sec a 94°C, une hyibrida 55°C pendant 45 sec et une élongation a 72°C
pendant 1 min et enfin une étape d'élongation ériaV2°C pendant 10 min.

Les produits d’amplification PCR sur colonie ong¢ giurifiés par filtration sur membrane MultiScreen
PCRu96 Plate (Millipore). Entre 20 et 40ng d’ADNt@né prélevés et utilisés comme matrice pour la
réaction de séquence. Le séquencage a été réaliséquenceur ABI 3730 DNA Analyzer en utilisant le
kit de séquencage Big Dye Terminator V1.1 cyclausaging kit (Applied Biosystelms). Le séquencage a
été effectué dans un seul sens pour les fragmerts3, 4, 5 et 7 du géne CCR et le fragment 6a ét
séquencé dans les deux sens. Les séquences anaBigces en utilisant le logiciel CodonCode Aligne
puis alignées dans I'éditeur de séquences BioEdit.

2.3.2. Génotypage des descendants du factoriePour I'amplification du motif microsatellite une
seconde PCR est réalisée avec 1.5ul de produitsptifecation, 0.3ul de chaque amorce a 2uM (amorce
M13 marquée a 'IRD700 ou IRD800 et amorce antised98 pl de Taq (5 U), 1.5 pl Tampon 10X
« Stand Taq Buffer » Biolabs, 0.6 ul de dNTPs (5net1)10.72 ul d’'HO. Les conditions d’amplification
sont une dénaturation de 4 min a 94°C, suivie decy@des avec dénaturation de 30 sec a 94°C,
hybridation de 1 min a 53°C (Tm spécifique de I'lRID et 800), une élongation de 1 min a 72°C enenfi
une élongation finale de 10 min a 72°C. Pour |&laion sur LI-COR4300 (NE-USA) 1ul de produits
PCR est ajouté a 10ul de bleu (78ml formamide, 1@mlxyléne cyanol 1%, 10ml de bleu de
bromophénol 1%, 2ml d’'EDTA [0.5 M] pH8) et 9ul d’B2 Les échantillons sont dénaturés 3 min a 94°C
puis aussitdt refroidis dans la glace. lls sontugasdéposés sur un gel d'acrylamide non dénaturant
(960ul de TBE 10X, 10g d'Urée, 5g d’Acrylamide 1%t gsp 26g avec de I'eau milliQ, 16ul de Temed
et 160ul d'APS a 10%). La migration est réaliséE580V, 40mA, 35W et 35°C pendant 6 heures. La
révélation de la fluorescence se fait par excitalkiger a une longueur d'onde de 700 ou 800 nm.

2.4. Analyses statistigues

2.4.1. Estimation des paramétres génétiques’analyse des données est faite pour chaque cegacté
(procedure Proc Mixed de SAS) selon le modgle>{u + ai + B + 5 + &k (1) oup, est la moyenne de la
population,o; effet aléatoire de la méré\(0,62m), f; effet aléatoire du pereN(0,62p), 9; effet aléatoire
d’interaction mére—perd(0,62mp), jx erreurN(0,6%r). Les variances associées aux différents eiets
déduites de I'espérance des carrés moyens (méRBUH.). Les variances génétiques sont calculées
comme suit : la variance additive mefé\,=452m (2), la variance additive peseA,=4c2p (3). Ces deux
variances sont deux estimations de la méme variaddéive de la population parentale, les méres et
péres étant issus d'une population unique. Lesrdiffces d'estimations sont attribuées aux effets
d’échantillonnage. La variance génétique additivensd la population de descendants est ainsi
02A=2(c2m+o2p) (4), la variance de dominane&=4c2mp (5), la variance génétique totale en absence
d’épistasiec2G=c2A+52D (6) et la variance phénotypique totale dans daufation de descendants
o2P=s2m-+o2p+o2mp+o?r (7). Ces variances permettent de calculer hBilité au sens strict: hd2A/c2P

(8) et I'héritabilité au sens large de la valeunifiale H2=52G/c2P (9). L'analyse multiple de variance
(Proc GLM MANOVA SAS) permet de calculer les vaian associées aux différents effets pour chacun
des caractéres a expliquer ainsi que les covasaB&/m,, COVp,, COVmp,, COVr, associées aux
différents couples de variables X et Y. Ces covaes sont décomposées en Covariance additive,
Covariance de dominance et Covariance résiduedis. Mariances et covariances sont utilisées pour le
calcul des corrélations entre caracteres. La adioél phénotypique entre caracteppé,y) peut avoir
diverses origines, génétique quand les ensemblgemes contrdlant les deux caractéres sont idesgiqu
ou partiellement identiques (quelques génes comnetirdes genes spécifiques) et environnementale
guand les variations de I'environnement affectemtj@intement les deux caractéres. Les corrélations
génétiques additives sont estimées @dx,y)=CovA(x,y)N(c?A, 62A,) (10), les corrélations génétiques
de dominance papp(x,y)=CovD(x,y)N(c2Dy 0?D,) (11), et enfin la corrélation d’origine purement
environnementale est déduite de la relation algébrentre les trois types, génétigue phénotypiquee



et environnementalg: et sous I'hypothése d’'une corrélation de dominandke, est donnée pae=(pp-
hehypa)/N(1-h2)(1-h2) (12) ou h et hz sont les héritabilités au sens strict des caratést y (8).

2.4.2. Sélection des SNP et test d’associatiorisa: méthodologie développée (Mortigtral., 2008 [21])
peut s'expliquer de la fagon suivante : si K estdmbre total de SNP observés au sein du géne 2CR,
formes alléliques sont théoriguement observablashjéctif est de déterminer un nombrskkde SNP
ainsi que leur effet sur la variation du taux dmiine. On noterac(, ..., ay) ces effets théoriques. En
pratique, on observe un nombre p d'alléles dapopalation d'études, associés aux K SNP fp<Rar
exemple, si un seul SNP est inclus dans le modelelifa qu'il est « allumé ») alors seul p=2 afiedent
observables. Dans le cas ol 3 SNP sont allunié8, dliéles sont alors au plus observables. Le neodel
peut donc étre formulé, dans un cadre bayésiela, fdeon suivante : soit k un ensemble de SNP &&m
soit y le taux de lignine observé sur n individssuis d'un plan de croisement de sorte que

y|m7 p1g1k10-2 - N(a1+a2 +m+ p’a-Z)

ou m et p désignent les effets méres et péres. dimsdérons les effets de dominance négligeables.
a;, i=1,2 sont les effets des 2 alleles (individydaides) dépendant des SNP inclus dans le modéle.
Dans le cadre bayésien, pour définir le modélestireécessaire de stipuler les laigriori. Ainsi, on
suppose que les effets méres et péres sont dégdribelon une loi gaussienne d'espérance nulle et de
variancea”, et ¢, respectivement. On suppose que connaissant les'@Nmés" les effets des alléles
suivent une loi gaussienne centrée de variafigelLa distribution du nombre de SNP est uniforme sur
[0,K]. Finalement, nous supposons qife, 6%, 0’ et ° sont indépendantes et suivent une loi inverse
gamma I&(10° 10°%. Les loisa priori ont donc été choisies comme non informatives.férence
bayésienne repose sur I'étude de laalposteriori des paramétres sachant les observations. Comme le
nombre k de SNP n'est pas connu, on est conduibager I'espace a parcourir. On propose donc un
algorithme Reversible-Jump MCMC définit de la maaisuivante (Richardson and Green, 1997 [31]):

1/ Initialiser les paramétre® et une configuratiory de SNP « allumés ». est un vecteur qui
contient des 1 et des 0 (1 pour les SNP « allun@sinon).

2/ Pour i=1 a N itérations

3/ Chaisir si on augmente ou on diminue le nomigr&NP « allumés ».

4/ Choisir un SNP parmi les SNP allumgs=1), on le transforme en 9 y*.

5/ Déterminer les nouveaux alléles efficaces, pgepae nouvelles valeurs des parameétres selon
la loi a posteriori sachant les SNP choisis. 6*

6/ Calculer, le ratio de Métropolis-Hastings eratg@ncompte du changement de dimension.

7/ On accepte ou on rejefi& et y* proportionnellement au ratio calculé.

3 RESULTATS

3.1. Analyse des caractéres guantitatifs

Le tableau 1 présente la moyenne, le coefficientvaigation phénotypique ainsi que les différents
paramétres génétiques associés aux variables éasalyses différents effets du modéle (1) sont tasjo
trés hautement significatifs (significatif pourffet pére sur C). La variabilité observée est glefvent
bien structurée par le modéle : la réalisation d'uelle structure sous I'hypothése Hes variables
explicatives introduites, mére, pére et interactinltont pas d'effet) a une probabilité généralement
inférieure & 0.0001.

L'origine parentale a un effet majeur sur les perfances des descendants, ceci quel que soit leté&aa
considéré. Le contrble de la variabilité phénotypi@bservée entre familles est essentiellemenigiier
génétique pour le taux de lignine et le rapport §4&= 0.85 a 0.65). Les effets environnementaux son
plus sensibles pour les caractéres de croissardeed(M1 et 0.21). La variance de dominance reptésan
moitié de la variance génétique totale pour laotiférence. Pour les autres caractéres, le contrble



génétique est essentiellement additif. Il s'en qui les héritabilités au sens strict, i82A/62P, pour les
caractéres chimiques sont trés élevées (0.65 8}, @@nfirmant ainsi le fait que les caractéresis I»
sont plus héritables que la croissance.

L’'analyse multiple de variance est utilisée poumesr les covariances entre caractéres pris dedeu

et en dériver les corrélations génétiques et enmementales (formules 10, 11, 12). Les résultat$ so
présentés dans le tableau 2. Les corrélationsigaeétadditives sont toutes significativement défées

de zéro sauf entre C et LK. Les corrélations emviemnentales montrent qu’'une meilleure disponibilité
des ressources a un effet positif sur la croissandeauteur et en circonférence. Elle favoriseadeéme
fagcon une augmentation du taux de lignine et egtdplfavorable a la synthése du monomeére G.
L'ensemble de ces résultats démontre a I'évidefiogpdrtance de la distinction entre corrélations
phénotypiques, génétiqgues et environnementalesticylarement claire dans le cas du couple
croissance/taux de lignines.

3.2. Variabilité du géne CCR chEzurophylla

3.2.1. Séquencage du géne CCR des géniteurs du daiel : Les 7 fragments ciblés du géne ont été
générés pour 15 des 16 génotypesrophylla étudiés. Le géne n’a pas pu étre amplifié chegémiteur

du fait d'une mauvaise qualité de I’ADN génomigie. total, la description de la variabilité de CCR e
possible sur 94% du géne avec en moyenne 116 sgxsupar fragment (120 attendues avec 8 clones par
parent). La totalité des introns 1, 2, 3 et 4 sdisponibles. Pour les régions codantes, on dispose
d’'information de séquence pour 100% des exons4, 83% et 88% respectivement pour les exons 1 et 5
Ces régions correspondent aux extrémités 5’UTRWTR non traduite. Des polymorphismes de type
SNP, INDEL, poly A et microsatellite ont pu étresnain évidence au sein du géne. Le tableau 3 danne |
répartition des sites polymorphes au sein des mégiodantes et non codantes. Le type et le nonre d
sites variables sont différents entre les intrdriesexons. Les SNP sont en moyenne plus fréquents

les introns (1/23) que dans les exons (1/30). Desexons, les sites de mutations sont de pludwen p
fréquents au sein de I'exon 4 (1/22). Les fréquerdes SNP sont de 1/78 pour I'exon 1 (sur 48% de
I'exon 1), 1/31 pour I'exon 2, 1/37 pour I'exon 81¢28 pour I'exon 5. L’ensemble des INDEL est &5
évidence dans les zones introniques. Enfin, leo ratitre le nombre de transitions et le nombre de
transversions est plus élevé dans les exons (B&/dgns les introns (1.6). Ceci montre un biais p@u
type de mutation entre régions codantes et nonnteslaSur les 131 sites SNP étudiés, on met en
évidence 10 mutations non synonymes dont 5 sotégmpar le dernier exon.

3.2.2. Haplotypes parentaux Les haplotypes ont été reconstruits pour 1161qib36% du géne CCR,
en considérant pour chacun des 15 géniteurs sépidar fragments correspondant a I'exon 4 et gimtr
4. La sélection de cette région du géne a été émipar son niveau de variabilité plus importanSIP
pour 21pb en moyenne) et par la présence d’'un satebite permettant de génotyper les descenddnts.
total de 15 haplotypes a été mis en évidence & pait 30 alléles portés par les 15 parents ségsenc
L'un d'entre eux n'est reconstruit que partiellemewec plus de 50% de l'information de séquence
disponible (géniteur 14-132).

L'arbre des distances entre les 14 haplotypes atmplE. urophylla et les régions correspondantes des
clones génomiques CCR de trois autres especes due rséus genreSfmphyomyrtus), E. gunnii
(X97433),E. globulus (AY656821) etE. saligna (AF297877) a été obtenu en utilisant la méthodepties
proches voisins (Neighbor-Joining ; Saitou and Ne&97 [32]). || met en évidence deux groupes
d’haplotypes correspondant aux deux sectibtedenaria (E. globulus et E. gunnii) d'une part et
Latoangulatae (E. saligna et E. urophylla) d’autre part.

3.2.3. Génotypage des descendants du factoridle génotypage du microsatellite a été réalisé268r
individus issus de 21 familles (2 a 3 familles pobacune des huit meres du dispositif). Le tableau
indique la ségrégation des 15 haplotypes séquerigisque celle des deux haplotypes du géniteurdl-
(Ha4 et H, identifiés grace au locus microsatellite). On dspen moyenne de 9.5 individus par famille.



L’homozygotie ou I'hétérozygotie supposées destgérs (données du séquencage) est confirmée par les
ségrégations observées de type ¥z ¥ ou Y4 Va ¥a Ygure B illustre la ségrégation des haplotypes H9,
H4, H7, H3 et H11 dans deux familles issues dedeeni4-138.

3.2.4. Variabilité de la partie promotrice chez legéniteur 14-144: Un fragment de 694 pb
correspondant a la partie promotrice la plus en duagéne (-628 pb/+66 pb par rapport au site +1 de
I'initiation de la transcription) a été généré atpalu génotypee. urophylla 14-144. Ce fragment contient
toutes les séquences connues pour intervenir damégulation de I'expression du géne CCR chez
Eucalyptus (Lacombeet al., 1997 [17]).Les deux formes alleéliques présentes différenbp@lPs, dont 4
portent le méme nucléotide que la séquenke glinnii. lls différent de cette derniére par 20 SNPS et 1
INDEL de 14pb (Figure 3).

3.3 Variabilité fonctionnelle du géne CCR

Les tests d'associations ont été réalisés uniquepan le caractére LK et les haplotypes recortstrai
partir des fragments 5 et 6. Le programme ne ptemas encore en charge les données manquantes, les
haplotypes présentant des données mangquantes tnpasooonsidérés dans I'analyse. Au total, 68 SNP
sont observés soit un nombre potentiel d’alléle®e3 10°. 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 M@MC, nous avons lancé 20 chaines avec des points
de départs différents sur 100000 itérations avebwming de 10000. Systématiquement, 3 SNP sont
sélectionnés (SNP N°3, 10 et 50) avec des prob&bidi posteriori pour I'une des chaines égales
respectivement a 0.68, 0.90 et 0.61. Les résybmis les autres chaines sont du méme ordre. Ces SNP
correspondent & deux SNP présents sur I'exon 4nesun l'intron 4. Le site SNP N°3 sélectionné
correspond a un des deux SNP NS de I'exon 4, dowatiabilité T/G observée implique un changement
d’acide aminé amidé (Asparagine) en acide amingsdlijoe (Lysine).

Quatre groupes d’alléles sont reconstruits a paetr3 SNP sélectionnés. La variance des effétigalbs

est estimée a 0.39 avec une variance d’'estimatod.@B2. Les variances des effets meres et pénés so
égales a 0.236 et 0.274 avec des variances d'¢stimégales a 0.025 et 0.055 respectivement. Par
analogie a I'expression de I'héritabilité au seticisutilisée dans les modéles classiques de et
quantitative (cf section 2.4.1), nous avons calthkritabilité du géne CCR (identifié aux fragmei et

6), I'héritabilité parentale et globale. Ces hdmiiités sont respectivement estimées a 0.37, 0.4885.
L’héritabilité globale est la méme que celle obterdans le cas classique, ce qui tend a valider les
résultats.

On peut confirmer ce résultat & I'aide d’'une aralgs variance qui montre des effets significatifarges
groupes d'alléles (données non montrées). Lorsddesmpositions de type |, I'ordre d'introductionsde
facteurs dans le modéle est important dans le éséadilibré (Scheffé, 1959 [33]). Quelque soitdiar
d’introduction, I'effet « groupe d’alléles » rest@nificatif, méme si la significativité des effedst plus
faible dans le deuxieme cas. Néanmoins, ces résul@vent étre pris avec précaution car le plan
d’expérience est fortement déséquilibré avec 18%itus pour le groupe 1, 23 pour le groupe 2, 6 le
groupe 6 et enfin 5 pour le dernier groupe. Ceidegroupe est constitué d'une seule forme hapigtyp
(H8) portée par un seul géniteur.

4 DISCUSSION

Différents auteurs ont mis en évidence l'importarte contrble génétique de la qualité du bois
d’eucalyptus (Poket al., 2006 [28] ; Vigneroret al., 2003 [36]). Ces caractéres présentent génératemen
une héritabilité supérieure a celle des caraceagoissance, comme cela a pu étre montré chégquese
especes résineuses (Rotal., 2002 [29] ; Hannrupt al., 2004 [15]). Les résultats obtenus dans cette
étude vont dans le méme sens. L'analyse des cegactgiantitatifs indique l'importance des effets
pléiotropiques des génes (un géne peut avoir eh &ff deux caractéres différents). Le taux deraest



négativement corrélé aux autres caractéres. Poniveau de ressources environnementales donné (eau,
éléments minéraux, lumiére...), les individus qui gs&nt rapidement semblent favoriser la synthése de
cellulose ou d’hémicellulose au détriment de celdela lignine. Dans le méme temps, ces individus
favorisent la synthése de S au détriment du G. a&rnel végétathoisi se préte particulierement bien a
I'objectif général de I'étude, notamment en ce cpiicerne ses caractéristiques phénotypiques. Ef eff
I'observation d'une forte variabilité des caracsepmhénotypiques est un pré requis a l'analyse de le
association a la variabilitt moléculaire des gémepposés en étre a l'origine. L’'analyse montre
I'importance du controle génétique de la variabities différents caractéres étudiés. L’héritakdlitésens
large du taux de lignine, caractére majeur de cétide, est supérieure a 0.8. La variance génétique
additive représente une large part du contrdle tgir& conduisant a une trés forte héritabilitésans
strict (0.76 pour le taux de lignine). Les gain\@éues directs attendus sont donc élevés, pouvant
atteindre 2.5 points pour le taux de lignine, aagic un taux de sélection de 1%. Le dispositifsdtil
permet de faire la part des effets génétiques dtaemementaux dans la corrélation entre caractéeres
L’'absence de corrélation phénotypique entre caextée croissance et taux de lignine résulte detsef
antagonistes des corrélations génétiques et emérnentales. La réduction du taux de lignine ingait

la sélection sur la croissance peut étre corrig@emoins en partie, par une amélioration des prasiq
culturales.

L’amplification de 94% du gene CCR chiézurophylla a partir de la séquence d’'un clone génomiqée d’
gunnii traduit un niveau de conservation important duegé&hez ces deux espécefwtalyptus
appartenant au sous geiggnphyomyrtus. Les travaux réalisés sur ce géne dhagiobulus (Pokeet al.,

2003 [27]) vont aussi dans ce sens. S'il existe eoreservation relative entre espéces pour ce daéne,
variabilité du géne CCR mise en évidence chearophylla apparait plus élevée que celle décrite
antérieurement chez globulus (Pokeet al., 2003 [27]). En effet, dans les introns on obs&wvenoyenne

un SNP pour 23 pb chdz urophylla et 1/33 pb chek. globulus. Cette tendance se retrouve aussi au
niveau des exons avec un SNP pour 30 pb Ehamophylla et 1/49 pb cheE. globulus. Trois hypothéses
peuvent expliquer ces différences : i/ le pool ddabilité présent au sein des échantillons usiligéur
décrire la variabilité du gene est différent, @/dtratégie de séquencage, produits clonés dares étatle

vs produits PCR chek. globulus, a un effet sur la variabilité mise en évidenéégenfin, un niveau de
variabilité plus important de CCR chBz urophylla par rapport &. globulus. Lorsqu’on s’intéresse aux
fréquences observées chez des especes plus éighéer des génes différents on constate aussi des
variations sensibles. Pour 18 genes, le mais pgeésenmoyenne 1 SNP pour 124 pb au sein des zones
codantes et 1 SNP pour 31 pb au sein des zonesadamtes (Chingt al., 2002 [5]). Les auteurs ont
travaillé sur un ensemble de variétés représetaativersité génétique des variétés améliorée Eaats-

Unis. On constate que pour une espéce ayant subitoute pression de sélection le niveau de vdit@bi
des introns, ne codant pas la protéine, reste prdehcelui observé ché&ucalyptus, espéce encore peu
sélectionnée. Pour les régions codantes, le nideamriabilité au sein du géne CCHREdirophylla et dE.
globulus semble bien supérieur a celui observé pour d'augémes chez des espéces annuelles fortement
sélectionnées ou chez d'autres especes forestiemst al., 2005 [30]). L'impact de la variabilité
nucléotidique sur la structure protéique de la G&8Rplus fort cheE. globulus que chez. urophylla
malgré un niveau de variabilité global (exon etanj moins important. Lacombet al. (1997 [17]) ont
décrit chezE. gunnii plusieurs sites structuraux différents pouvantiraum rdle fonctionnel chez la
protéine CCR. Un site de huit acides aminés (KNWYBRY est proposé comme le site catalytique de la
protéine (exon 4). Ce site catalytique, fortememtservé chez de nombreuses espéces végétalesn(Picho
et al., 1998 [26]), n'est pas variable dans notre échantE. urophylla. Les SNPs non synonymes mis en
évidence peuvent cependant avoir des effets noligeébles sur la structure tertiaire de la protéhe
affecter ainsi ses propriétés physicochimiques.

Les résultats préliminaires obtenus sur le promadeuCCR pour un des génitelzsurophylla semblent
indiquer qu’aucun des sites polymorphes n'affee® sites consensus de type MYB présents sur le
promoteurCCR (Lacombeget al., 2000 [18]) et conduisant a une expression spggfide ce géne dans le



xyleme. Malgré tout, on peut envisager que desatiaris de séquences dans le promoteur puissent
influencer I'expression du géne. En effet, d’'uneatpas complexes protéiques régulateurs de la
transcription associent plusieurs protéines quiveeu se fixer en plusieurs endroits sur la partie
promotrice. D'autre part, leur fixation peut étretgntiellement influencée par I'environnement
nucléotidique. Il a donc été décidé de poursuiwdravailin planta en exprimant un géne rapporteur
GUS sous le contréle de ces différentes formefiqalis. Un comparaison des résultats observés lestre
deux alléles du génitelf. urophylla 14-144 et les résultats décrits pour le promotiE. gunnii
(Baghdadyet al., 2006 [1]) permettront de voir si I'expressiongine est modulée entre les génotypes.

L'analyse de la variabilité fonctionnelle du genéRCréalisée sur 36% de la séquence comprenannl’exo
4 et I'intron 4, zones les plus variable dans nétrieantillon et codant le site catalytique présume, en
évidence que le polymorphisme entre 11 haplotygst®$ explique environ 40% de la variance génétique
du taux de lignine dans notre échantillon. Sur gugtoupes d’haplotypes différenciés par 3 SNRjem
groupes composé de l'allele H8 présente des temrutgnines significativement supérieures auxstroi
autres groupes d'alléles. Un effet de la varigbilitt géne CCR sur des propriétés du bois a déjaigtén
évidence cheE. nitens. Thummaet al. (2005 [34]) ont mis en évidence un effet signiffcde deux
haplotypes sur I'angle des micro-fibrilles. Le désudu test d’association présenté dans cetteeétud
demande a étre confirmé en considérant a la faisrebre total d’haplotypes, la séquence entiérgée,

et 'ensemble des descendances du plan de croiséactariel E. urophylla x E. urophylla.

D’un point de vue statistique, il reste a étudiefluence des loisa priori pour les effets « groupes
alléliques » : i/ L'équivalent bayésien d'une amsalyde variance avec effet fixe pour les effets geou
d’alleles consiste a choaisir une loi normale dearare fixée et grande comme prior pour ces ménatseff
Dans ce cas on s'intéresse a l'effet spécifiqueldmue groupe d’alléles sur le caractére lignithd.e
choix d’'une loi normale avec une variance inconque I'on cherche a estimer et sur laquelle on pose
prior Inverse-Gamma est la version bayésienne diadéle a effets aléatoires pour les groupes dssllél
Cette situation propose de rendre compte de I'efifela variabilité (qui se résume aux groupes éled
considérés) du géne CCR sur le caractére ligninéin Bl est nécessaire pour valider la méthoddade
comparer avec les méthodes d’association classiguteutilisées (Balding 2006 [2]).

Par la suite, on souhaite développer une exterd#one modéle qui prendrait en compte les données
manguantes et une dépendance entre les effetsalgseg d'alléles. On se demande aussi si le partage
d’'une méme histoire évolutive conduit a des eff@tsilaires. L'utilisation d’'une similarité calculég
partir d'une distance de Nei (1972 [23]) ou d'uiigtahce fondée sur le graphe des coalescents (bigy,db
2001 [24]) pourrait étre envisagée pour validetechypothése.

Ces résultats préliminaires sur I'effet de la Maili®#¢ du gene CCR sur la teneur en lignines cBez
urophylla sont trés prometteurs pour envisager une séleesgistée par marqueurs pour la teneur en
lignines au sein de programme d'amélioration desigptus au Congo.
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Tableau | : Caractéristiques des amorces utilisées pamplification des 7 fragments du géne
CCR (d'aprés Mandroat al., 2008 [20]). La séquence de chaque amorce, lesitign sur la

séquence de référenEegunnii (start et end) et la température d’hybridation samreées.

Fragment Amorce 553’ Start (pb) End(pb) Tm (°C)

CCR1 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

Tableau Il : Moyenne (Moy), coefficient de variati¢@V), variances (génétique additive mé&@Am,
génétique additive pérg2Ap, génétique additive totale2A, dominanceag2D, génétique totaler2G,

phénotypiques2P) et héritabilités au sens strict, h?, et largdadvaleur familiale H2.

Moy CV(%)ic°Am cAp oA oD oG 0P {c°Alc’G KW | H
Ht(m) 212 17.2; 5.06 320 413 140 553 13559 075 (©¢30 041
C(cm) 53.0 21.2{ 26.20 218 14.19 1190 26.10 127.11 0.54 1 6.0.21
LK (%) 28.1 4.3 148 0.71 1.10 0.12 1.22 1442 0.90 0i76 0.85
SIG 242 12.4: 0.092 0.035 0.064 0.000 0.064 0.998 1.00 ).6B5 0.
Tableau 1l : Corrélations génétiques additives

(gras) et environnementales (italique) entre les 4

variables.

La valeur

en grisé n'est

significativement différente de zéro.

LK S/G Ht C
LK 1 -0.15 -0.55 -0.03
S/IG -0.39 1 0.27 0.37
Ht 044 -0.17 1 0.64
Cc 027 -022 082 1
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Tableau IV : Répartition et caractéristiques degtians en fonction des zones codantes ou nonnteslau gene CCR.
Les données suivantes sont présentées : la taglér@gments en paire de base (pb) éhegunnii (E.g.) etE. urophylla
(E.u.), le nombre de SNP (SNP, Bi-SNP et Tri-SNP), d&PShon synonymes (SNP NS), d'insertions/délétions
(INDEL), de motif polyA et microsatellite. La frégunee des SNP par paire de bases (F SNP), la fréguetale des
variations (F Tot), le nombre de transversions (Nbh & nombre de transitions (Nb S) et le rappaahdition sur
transversion (S/V) (d’aprés Mandretial., 2008 [20]).

Nature de Ig  Taille (pb) Caractéristiques des sites polymorphes
séquence E.g E.u | SNP SNP NS Bi-SNP tri-SNP INDEL Poly A Microsat FSNP FTdtbV NBS SNV
Exon 1 324 156] 1 1 - - - - - 178 1718 1 1 1
Exon 2 156 156 4 1 - - - - - 1/31  1/31 2 3 15
Exon 3 185 186 4 1 - - - - - 1/37 137 2 3 15
Exon 4 355 355 14 2 - - - - - 122  1/22 2 14 7
Exon 5 220 194 1 5 - 1 - - - 1/28 1/28 3 6 2
Total exons| 1240 104f 24 10 - 1 - - - 1/30 1/30 10 27 2.7
Intron 1 109 117 3 - - - 2 1 - 1/39 1/20 2 1 0.5
Intron 2 663 748| 29 - 1 - 6 - - 126  1/21 12 19 1.6
Intron 3 166 166 6 - - - 1 - - 1/28 1/24 1 4 4
Intron 4 1024 1143 52 - 5 - 8 - 1 1/20 1/17 23 37 1.6
Total introng 1962 2178 90 - 6 - 17 1 1 1/23  1/19 38 61 1.6
Total géne 3202 322p 114 10 6 17 1 1 1/25 1/22 48 88 1.8

Tableau V : Haplotypes parentaux mis en évidencertér pkes fragments 5 et 6 du géne CCR. La répamtitles
haplotypes au sein de chacune des familles estndétsr grace au génotypage microsatellite des 208eddants
étudiés (d’aprés Mandraati al., 2008 [20]).

Meéres Peéres Effectif Génot){pe pgrentaux Génotypes des descendants Effectif,pour chaqu
par famille mére/pére géenotype
14-137 10 (H4;H7) / (H6;H11) (H7;H6) / (H4;H6) / (H714) / (H4;H11) 2/7/1/0
14-138 14-130 10 (H4;H7) / (H3;H11) (H4;H11) / (H7;H11) / (HHB) / (H7;H3) 6/3/1/0
14-142 10 (H4;H7) | (H9;H6) (H4;H9) / (H7;H9) / (H7:)6(H4;H6) 3/2/213
14-135 10 (H3;H86) / (H4;H5) (H3;H4) / (H6;H5) / (H3;)B(H6;H4) 4121212
14-144 14-130 9 (H3;H6) / (H3;H11) (H3;H11) / (H3;H3) / (H61H) / (H6;H3) 2141211
14-142 9 (H3;H6) / (H9;H6) (H3;H6) / (H6;H9) / (H6;HBYH3;H9) 2/1/3/ 3
14-137 8 (H2;H1) / (H6;H11) (H2;H6) / (H1;H11) / (H214) / (H1;H6) 4/1/3/0
14-128 14-135 10 (H2;H1) / (H4;H5) (H2;H5) / (H1;H5) / (H1;)A(H2;H4) 41272/ 2
14-142 7 (H2;H1) / (H9;H6) (H2;H6) / (H1;H6) / (H1;H9YH2;H9) 1/3/2/ 1
14149 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
14133 14135 10 (H13;H6) / (H4;H5) (H6;H5) / (H13;H4) / (H#4) / (H13;H5) 4/1/1/ 4
14-130 10 (H13;H6) / (H3;H11) (H13;H11) / (H13;H3)H&;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;H5) / (H4;H7) (H7;H7) / (H4;H7) | (H5;)A(H5;H7) 2141212
14-147 9 (H7;H5) / (Ha;Hb) (H5;Hb) / (H7;Hb) / (H7;HAJH5;Ha) 2/4/2/1
14-132 9 (H8;H15) / (H12;H3) (H8;H12) / (H15;H3) / (B:H12) / (H8;H3) 2/1/47 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) / (Ht#) / (H15;Ha) 4/2/2] 2
14-132 10 (H14;H10) / (H12;H3)  (H10;H12) / (H10;H3H14;H3) / (H14;H12) 4117411
14-152 14-148 8 (H14;H10) / (H4;H7) (H10;H7) / (H14;H7) / (BH4) / (H14;H4) 3/3/2/2
14-147 9 (H14;H10) / (Ha;Hb) (H14;Hb) / (H10;Hb) / (BtHa) / (H14;Ha) 3/2/2] 2
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Figure 1: Arbre des distances entre les 14 halgstyfE. urophylla (H E. u.) et
des haplotypes pod. gunnii (H E. gun.), E. globulus (H E. glo.) etE. saligna (H
E. s). Le calcul des distance est réalisée grace ataadé du plus proche voisin,
pour une partie du géne CCR regroupant I'exon Unéton 4. Les résultats d’'un
test de bootstrap (1000 répétitions) supérieurs a 86f indiqués. L'unité de
longueur de branche correspond au nombre de nig#éodifférents entre deux
séquences pondéré par le nombre de sites comparés. |8s sites d’insertion
délétion ont été conservés.
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Figure 2: Profils microsatellite obtenus pour deamilles intra-spécifique .
urophylla issues de la mére 14-138 et des péres 14-130kt2A.4-a ségrégation des
5 haplotypes portés par ces trois géniteurs (H3H¥4H9 et H11) est donnée par le
locus microsatellite.
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-628

I
CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAAT GGGTATGATTTAACTTACACGGCATGGATCACACGCAAAA

E.g.
E.ua  CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAACGGGTATGATTTAACT TACACGGCAT GGATCASBACGCAAAA
E.ub  CTCCTCCTCCAACTGACCTAACAAACGGGTATGATTTAACTTACACGGCATGGAT CGCAAAA

AAGAAAAAG: - - - - TCGATCCTCAAGGGT TATGACCATTTCTCATTTGGCTGCCGAACTCCTCCAGTAAGGACAT
AAGAAAAAGGAAAGT CGATCCTCAACRGT TATGACCAT T TCTCATTTGGCTGCCGAACTCCTCCAGTAAGGACAT
AAGAAAAAGGAAAGT CGATCCTCAAGEGT TATGACCATT TCTCAT TTGGCT GCCGAACTCCT CCAGTAAGGACAT

TTGATAAAAGATACATAGTACGT TCAT-- - - - === - - - - - - ATGA TTTAAAAAACACT TCACTAAAAGAAA
TTAATAAAAGATCCATAGT ACGT TCATIRECNEE Y YEWAAT GATT TV YA AAAAACACT TCACTAAAA( a
TTAATAAAAGATCCATAGTACGTTCA ATGA SAAAAACACT TCACTAAAAGAAE

TTATTTACATTATTCAGAAAAATT[@ATCAATGAATTTTTCATTTAACAATTACAAT TGBCGCCTTACCATTGTCG
TTATTTACATTATTCAGAAAAAT TIRATCAATGAAT TTTTCATTTAACAATTACAATTGGTGCCTTACCATTATTG
TTATTTACATTATTCAGAAAAAT T[EATCAATGAATTTTTCATTTAACAATTACAATTGGTGCCTTACCATTATTG

TTCCAAACTAAATAAACAATCATTTCTTGAAAACGCTTCATAATT GTGAAGTAAACACACCCATTAACACT
TTCCCAACTAAATAAACAATCATTTCTTGGAAACGCTTTATAATT GTGAAGTAAACACACCCATTAACACT
TTCCCAACTAAATAAACAATCATTTCTTGGAAACGCTTTATAATT GTGAAGTAAACACACCCATTAACACT

AATATATTTTATAGATATCTCCAAGTACTAGAATCTCATCCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA
AATATATTTTATAGGTAT[@ TCCAAGTACTACAATCTCATCCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA
AATATATTTTATAGGTATTCCAAGTACTACAATCTCAT CCTTGAACCATGGAAAATAAGGCTTATCCAAAAAAA

AAAA- - - CATGGAAAATAAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT TAGAGAAAGGAGTGGTC
 TGGAAAAT AAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCT®TCTCT - - - - - - - - TAGAGAGAGGAGTGGTC
a | GGAAAATAAGGGCAAATGCTCTCTCTCTCTCTCTYTCTCT - - = - - - - - TAGAGAGAGGAGTGGTC

CTTATAGGGGAGCGGEGT CATTTCATGCGGTAGGT GEGTCTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATATA
CTTATAGGGGAGCGGGT CATTTCGT GCGGTAGGT GAGT CTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATATA
CTTATAGGGGAGCGGGT CATT TCGT GCGGTAGGT GAGT CTTGGTAAACATTGTCTTTTTCCCTTATATATATAT~
+1
|
TATATATATATATATATATATATATATGT CT TGAGTGCTAGCCACCT TCGAATCAAGCCGT CAAAAAGCGTCCAA

CTTGAGTGCTAGCCACCT TCGACT TAAGCCGT CCACAAGCOGTCCAC

Figure 3: Comparaison des deux haplotypes du géritawophylla 14-144
(E. u. a etE. u. b) et du clone. gunnii (E. g., Acc. EGU132750) pour la
partie promotrice du géne CCR (-628 pb/+66 pb pppaa au site +1 de
linitiation de la transcription). Les sites variab entreE. gunnii et E.
urophylla sont surlignés en gris, ceux qui varient entre dtgpks E.
urophylla sont surlignés en noir.
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