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Résumé

Déterminisme génétique de la dynamique de croissance et de la composition
isotopique du carbone chez ['Eucalyptus en réponse aux variations
environnementales.

Les différents scénarios sur 1’évolution du climat prévoient une augmentation de la fréquence et de
I’intensité des sécheresses. La croissance des arbres forestiers étant fortement conditionnée par la
disponibilité en eau, ces changements devraient impacter de maniere significative la productivité des
foréts plantées. La compréhension de l'impact des facteurs génétiques et environnementaux sur la
dynamique de croissance est donc un enjeu majeur pour assurer les niveaux de production des
plantations de demain. L’Eucalyptus, grace a sa croissance rapide et a la disponibilité de ressources
génétiques et génomiques, est un modele biologique idéal pour mener ces recherches.

L’objectif de cette thése est de caractériser I’architecture génétique de la dynamique de croissance
a différentes échelles de temps chez Ieucalyptus en relation avec: (i) les variations
environnementales, et notamment 1’évolution de la disponibilité en eau, et (ii) la composition
isotopique du carbone de I’arbre (3°C), un caractére li¢ a Iefficience d’utilisation de I’eau. Pour
répondre a cet objectif, un croisement interspécifique Eucalyptus urophylla x E. grandis a été étudié
dans quatre dispositifs expérimentaux en République du Congo. Notre approche se base sur la
cartographie des loci a effet quantitatif (QTL) et combine : (i) un génotypage haut débit, (ii) une
caractérisation inter et intra-annuelle de la croissance et du 8"°C, ainsi qu’un suivi en continu des
micro-variations du rayon et (iii) une caractérisation en continu des facteurs environnementaux.

Ces travaux ont tout d'abord conduit a la construction des premiéres cartes génétiques a haute
résolution chez 1’Eucalyptus. L'analyse de ’architecture génétique du 8**C a ensuite permis de mettre
en évidence des génes candidats positionnels, potentiellement impliqués dans la variation de ce
caractére. Enfin, la caractérisation inter et intra-annuelle de la dynamique de croissance a permis de
montrer que I’architecture génétique de la croissance, au stade adulte, est structurée par les réponses a
I’environnement au stade juvénile. Ces réponses ont ensuite été analysées grace aux profils de micro-
variations du rayon, permettant ainsi de préciser leurs déterminants génétiques

Nos résultats soulignent I'importance de considérer la croissance comme un caractére dynamique,
non seulement pour la compréhension de ses bases génétiques, mais également a des fins de sélection

de variétés adaptées a un environnement changeant.

Mots clés: dynamique de croissance, micro-dendrométre, 8'°C, cartographie génétique, QTL,

interaction génotype x environnement, Eucalyptus.



Abstract

Genetic determinism of growth dynamics and carbon isotope composition in
Eucalyptus in response to environmental changes.

Scenarios of climate changes forecast an increase in frequency and intensity of droughts, related to
an increase of global temperatures and changes in rainfall distribution. Growth of forest trees highly
depends on water availability and will be significantly impacted by these changes. The understanding
of the impact of genetic and environmental factors on the growth dynamics is a major challenge to
ensure production levels of future planted forests. Eucalyptus, thanks to its rapid growth and the
availability of genetic and genomic resources, is a perfect model to conduct this research.

The objective of this thesis is to characterize the genetic architecture of growth dynamics in
Eucalyptus at different time scales, in relation with: (i) environmental changes, including changes in
water availability, and (ii) isotopic composition of carbon (8*3C), a character associated with water-use
efficiency. To this end, an interspecific cross between E. urophylla x E. grandis was studied in four
experimental trials in the Republic of Congo. Our approach, based on mapping of quantitative trait
loci (QTL), combines (i) a high-throughput genotyping, (ii) a characterization of inter and intra-annual
growth dynamics and 3'3C, as well as a continual measurement of stem radial micro-variations and
(iii) a continual characterization of environmental factors.

First of all, this work led to the construction of the first high-resolution genetic maps in
Eucalyptus, improving the sequence of the reference genome. Then, the analysis of genetic
architecture of 8"3C enabled the identification of positional candidate genes, which might be involved
in the variation of this trait. Finally, inter and intra-annual characterization of growth dynamics
highlight that genetic architecture of adult growth is structured by responses to the environment at the
juvenile stage. These responses were then analyzed using daily profiles of stem radial micro-
variations, which enabled the characterization of the genetic determinants of response to the
environmental factors at the juvenile stage.

Our results highlight the importance of considering growth as a dynamic trait, not only to

understand its genetic basis, but also to select in a changing environment.

Keywords: growth dynamics, micro-dendrometer, §'3C, genetic mapping, QTL, genotype by

environment interaction, Eucalyptus
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- Introduction

Une forte production de bois, résultat de la croissance apicale et radiale, est un objectif
essentiel des programmes d'amélioration des arbres forestiers. Sa dynamique de formation
résulte d'un large éventail de processus écophysiologiques, dont certains sont fortement
dépendants des variations environnementales. C’est le cas par exemple de la photosynthese,
qui dépend notamment de la demande évaporatoire et de la disponibilité en eau du sol pour
I’entrée du carbone atmosphérique dans la plante. Dans le cadre de 1’évolution du climat,
I’augmentation des températures moyennes combinée a un changement du régime des
précipitations va accroitre la fréquence et I’intensité des sécheresses, notamment en Amérique
centrale, en Afrique et en Australie. Cette baisse de la disponibilité en eau devrait
s’accompagner d’une réduction de la productivité des foréts plantées dans les régions
concernées. Le maintien de la productivité dans un environnement plus limitant est donc un
axe majeur des programmes d’amélioration des especes foresticres. Pour répondre a cet enjeu,
des recherches en génétique, dont un front de science qui porte sur Iutilisation de
I’information génomique pour augmenter I’efficacité de la sélection et les gains génétiques
par unité de temps, sont en fort développement chez les arbres forestiers. Les travaux réalisés
au cours de cette thése sur la caractérisation de I’architecture génétique (nombre de génes,
leur localisation sur le génome et leurs effets sur la variation phénotypique) de la dynamique

de croissance et de la composition isotopique du carbone de 1’arbre s'intégre dans ce cadre.

Cette thése s’inscrit également dans le cadre du programme d’amélioration génétique des
eucalyptus mené conjointement par le Centre International de Recherche Agronomique pour
le Développement (CIRAD) et le Centre de Recherches sur la Durabilité des Plantations
Industrielles (CRDPI) en République du Congo. Depuis 1989, un schéma de sélection
récurrente réciproque a été mis en place pour obtenir des combinaisons hybrides entre
Eucalyptus urophylla et Eucalyptus grandis. Les premiers travaux de cartographie génétique
entre ces deux espéces datent de 1992. Le croissement interspécifique utilisé lors de ces
premiers travaux constitue le croissement de référence utilisé dans cette these. Au-dela de son
importance économique, le genre Eucalyptus présente deux atouts pour étudier 1’architecture
génétique de la dynamique croissance et son interaction avec les variables environnementales.
En effet, sa croissance rapide en conditions tropicales (rotation entre 6 et 7 ans) permet un
acces rapide a des arbres matures. De plus, le développement récent des ressources
génomiques pour ce genre (génome de référence pour E. grandis, catalogues de séquences

exprimées et de polymorphismes) ouvre la voie a une caractérisation fine de ’architecture

14
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génétique de la croissance et des caracteres associés, grace a I’identification des génes sous-

jacents aux loci a effets quantitatifs (QTL).

Dans ce contexte, les recherches présentées dans ce manuscrit portent sur 1’étude du
déterminisme génétique et environnemental de la dynamique de croissance dans une
descendance de plein-freres d’Eucalyptus. Elles s’appuient sur des dispositifs au champ
installés en République du Congo.

Le premier chapitre décrit le contexte global et scientifique des travaux et aborde les
concepts utilisés dans les chapitres suivants. Il présente également I’objectif de la these ainsi
que les questions de recherche associées.

Le second chapitre présente le croisement biparental de référence E. urophylla x E.
grandis utilisé, ainsi que les essais au champ dans lesquels le croisement a été suivi. Un focus
est fait sur I’installation du dispositif de suivi en continu des micro-variations du diametre du
tronc. Les méthodes utilisées pour le traitement du signal de micro-variations, la cartographie

génétique et la détection de QTL sont également décrites.

Le troisieme chapitre traite de ’effet de la disponibilité en eau sur I’évolution temporelle
du déterminisme génétique de la croissance, ainsi que de I’interaction QTLXE. Les résultats
de ce chapitre proviennent de 1’analyse de trois dispositifs, pour lesquels des mesures de
hauteur et circonférence ont éte réalisées sur 5 ans, a une échelle intra-annuelle (au cours de la
saison de pluie et de la saison seche) et interannuelle. Ce chapitre a été publié dans la revue
BMC Plant Biology en 2013.

Le quatriéeme chapitre se focalise sur la cartographie génétique a haute résolution et son
utilisation, pour mieux comprendre la structure du génome de référence de 1’eucalyptus
« BRASUZ1 », grace a la comparaison entre carte physique et carte génétique. L’effet du
nombre d’individus et de marqueurs sur la précision et la résolution des cartes est abordé. Ce
chapitre fait I’objet d’un article préparé pour le numéro spécial "Eucalyptus Genome" de la
revue New Phytologist, une fois que le génome de cette espece sera publié. Les cartes

génétiques produites servent de base pour la détection de QTL des chapitres 5 et 6.

Le cinquiéme chapitre s’attache a disséquer I’architecture génétique de la composition
isotopique du carbone (8'°C), un indicateur de I’efficience d’utilisation de 1’eau chez les
plantes. L’analyse porte sur trois dispositifs, pour lesquels des mesures de §'°C ont été

réalisées a partir de la cellulose extraite du bois ou des feuilles formées, en saison seche et en
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saison des pluies. Le contenu en génes des QTL majeurs de ce caractére est étudié grace a
I’alignement des cartes génétiques sur la séquence de référence du génome. Ce chapitre est
également présenté sous forme d’un article a soumettre. Il traite également de la comparaison

de I’architecture génétique du 5™°C et de la croissance.

Dans le sixieme chapitre, l'analyse de I’architecture génétique de la croissance est
étendue a un effectif important (960 individus). En parallele, le signal de micro-variations du
rayon sur un sous-ensemble de 222 individus est analysé a différentes échelles de temps (jour,
semaine, mois). L’effet des wvariations environnementales sur celui-ci est décrypté.
L’architecture génétique des différentes composantes de la croissance radiale est ensuite

décrite.

Enfin, une conclusion générale ainsi que les perspectives de ces travaux sont abordées

dans un septieme chapitre.
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Figure 1.2 : Changements de la couverture forestiére mondiale entre 1990 et 2005 (d'apreés [1, 3]).
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1.1 Contexte général

1.1.1 Un intérét croissant pour les foréts plantées

Les foréts ont deux réles majeurs aux objectifs parfois contradictoires : un rdle écologique
et un rdle socio-économique.

En effet, les foréts qui recouvrent actuellement environ 30% des terres émergées, soit
quatre milliards d’hectares [4], sont considérées comme le réservoir de 80% de la biodiversité
terrestre. Ainsi, 12% des foréts du monde sont principalement assignées a la conservation de
la diversité biologique [5, 6]. Par ailleurs, les foréts contribuent également & la protection des
sols contre 1’érosion [7], a la lutte contre la désertification et a la préservation des ressources
en eau. Enfin, les foréts jouent un rdle essentiel dans le cycle du carbone, d’une part en fixant
une partie du carbone atmosphérique par photosynthése et d’autre part parce qu’elles
représentent environ 45% du carbone terrestre (652 Gt) contenu majoritairement dans la
biomasse (289 Gt) et dans les sols (291,5 Gt, Figure 1.1) [5]. Compte tenu de leurs différentes
fonctions, les foréts sont donc au centre des préoccupations environnementales sur 1’évolution
du climat (réduction de I’émission de gaz a effet de serre) [8] et sur la conservation de la

biodiversité (réduction de la déforestation).

Parallelement, 30% des foréts de la planéte sont affectées en premier lieu a la production
de bois et 24% sont destinées a des usages multiples, comprenant la production de bois et de
produits forestiers non ligneux (fruits, champignons, gibiers) [5]. Environ la moitié du bois
récolté correspond a du bois de feu, ’autre moitié a du bois rond a usage industriel (bois de
trituration, bois d’ceuvre,...). La production de bois au niveau mondial représentait en 2005,
3,4 milliards de m2 soit 0,7% de la totalité du matériel sur pied. La valeur des extractions de
bois était estimée a 97 milliards de dollars US. Quant a la valeur totale des produits non
ligneux extraits des foréts en 2005, elle se chiffrait a 18,5 milliards de dollars US. Outre la
valeur marchande de produits forestiers, les différentes étapes de la chaine de production du
bois emploient 10,5 millions de personnes dans le monde, majoritairement en Asie [4]. On

estime qu’environ 1,2 milliard de personnes dépendent de la forét pour subsister [4, 9].

L’exploitation importante du bois et la conversion des foréts en surfaces agricoles,
conjuguées a des phénomeénes naturels (feu, ravageur,...), tendent a diminuer les surfaces
forestieres, notamment celles des foréts naturelles [5] (Figure 1.2). Bien que cette tendance ne

soit pas récente [10], elle s’est accélérée au cours des derni¢res décennies avec une
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Figure 1.3 : Production mondiale de bois rond industriel (issu de [11])
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Figure 1.4 : Evolution des températures moyennes a la surface globe: a I’échelle annuelle (a gauche) et
décennale (a droite). Les données issues de 1’étude de Berkeley Earth sont en noir et celles issues d’un modéle
utilisant les émissions volcaniques de sulfate et la teneur atmosphérique en CO, sont en rouge. La teneur en CO,
est responsable de la montée progressive et le sulfate d’origine volcanique est responsable des courtes
réductions. L'inclusion de l'activité solaire n’améliore pas de maniére significative I'ajustement du modele. La
zone grise est l'intervalle de confiance & 95%. (d'apres [12])
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diminution de 13 millions ha/an de 2000 & 2010. Ces pertes ne sont qu’en partie compensées
par I’augmentation des surfaces de foréts plantées (+ 4,9 millions ha/an de 2000 a 2010) [4] et
I’expansion naturelle des foréts (+ 2.9 millions ha/an de 2000 a 2010), donnant des pertes
nettes évaluées a environ 5.2 millions ha/an entre 2000 et 2010 [5]. L’augmentation de la
demande en bois, poussée par la croissance démographique mondiale et les politiques
environnementales, incitant a augmenter la part des énergies et des matériaux renouvelables
tels que le bois, devrait accentuer cette tendance au cours des prochaines années. Ainsi, la
consommation de bois rond a usage industriel est estimée a 2,44 milliards de m3 pour 2030
(Figure 1.3), contre 1,68 milliards de m3 en 2005 [5, 11]. En 2005 les foréts plantées
satisfaisaient 66% de la production de bois rond industriel [13]. Les foréts plantées
représentaient 264 millions d’hectares en 2010, soit 6,6 % des surfaces de foréts, et devraient
atteindre 300 millions ha d’ici 2020. Cette hausse de la superficie devrait permettre de
satisfaire la majeure partie de la demande en bois, atténuant ainsi la pression qui s’exerce sur

les foréts naturelles [14].

Les foréts plantées sont composées aux trois quarts par des essences indigénes, le reste
correspondant a des especes introduites [5]. La majorité des surfaces plantées le sont en
coniféres (54% en 2005), le genre Pinus representant a lui seul 32% des surfaces. Pour les
feuillus (39% en 2005), le genre Eucalyptus est majoritaire avec 8% des surfaces. Il est
essentiellement planté en régions tropicales, avec d’importantes surfaces en Inde, au Brésil et
en Chine qui représentent 56% des plantations d’Eucalyptus. Certaines espéces plus
résistantes au froid sont plantées en régions tempérées. En républigue du Congo, les
plantations industrielles de la région de Pointe-Noire représentent la quasi-totalité des

boisements d’Eucalyptus du pays soit environ 36 000 ha.

1.1.2 Le changement climatique et ses incidences sur la productivité des foréts

Le climat de la Terre est un systéme complexe en constante évolution, sous I’influence de
différents facteurs internes (composition atmosphérique, volcanisme,...) et externes
(rayonnement solaire, rotation de la Terre,...) qui agissent a différentes échelles de temps et
d’espace sur les différents compartiments de la terre (atmosphére, hydrosphere, biosphere).
Les changements climatiques récents, observés au cours des derniéres décennies montrent une
accélération de ces évolutions, avec notamment une augmentation de la température moyenne

de la surface terrestre de 0.6 a 0.9 °C sur les 50 derniéres années [12, 15-19] (Figure 1.4).
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Figure 1.5: A gauche : Evolution des températures moyennes a la surface du globe par rapport a la période
1980-1999. Différents scénarios sont représentés (A2, A1B et B1). Ces scénario sont basés sur la production de
GES selon différentes hypothéses d’évolutions des sociétés [16]. Les barres au milieu de la figure indiquent les
valeurs les plus probables (zone foncée) et les fourchettes probables selon les six scénarios étudiés. A droite :
Evolution projetée de la température en surface pour le début et la fin du XXI siécle par rapport a la période
1980-1999, pour les scénarios A2 (en haut), A1B (au milieu) et B1 (en bas). (d'apres [16])
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Figure 1.6 : Variations relatives du régime des précipitations (%) pour la période 2090-2099, par rapport a la
période 1980-1999. Les valeurs indiquees sont des moyennes tirées de plusieurs modeles pour des périodes
allant de décembre a février (& gauche) et de juin & ao(t (a droite). Les zones en blanc correspondent aux régions
ol moins de 66 % des modeles concordent sur le sens de la variation, et les zones en pointillés a celles ou plus de
90 % des modeles concordent sur celui-ci. (d'apres [16])
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L'impact des activités humaines (production de gaz a effet de serre (GES), notamment le CO,)
sur ces changements a clairement été mis en évidence par différentes études [12, 15-17]
(Figure 1.4). Compte tenu de la progression constante des émissions de GES au niveau
mondial, avec une prévision de 59 Gt équivalent CO/an en 2020 [20], et de la longue durée
de vie du CO; dans 1’atmosphére, ’augmentation des températures moyennes devrait donc se
poursuivre. Les différents modeles prévoient une hausse globale entre 1 et 2°C pour la
période 2020-2029, et entre 1 et 3,7°C pour la période 2090-2099, par rapport a la période
1980-1999 (Figure 1.5). Cette hausse des températures va entrainer une augmentation de
I’évaporation et des précipitations de fagon hétérogéne a la surface du globe [21]. Les
latitudes élevées recevront des précipitations plus importantes en raison de la capacité
supplémentaire de transport d’eau de la troposphére. De nombreuses régions arides et semi-
arides des latitudes moyennes verront une diminution des précipitations. Les changements les
plus importants de précipitations portent sur le nord de I'Eurasie et de I'Amérique du Nord, et
devraient survenir surtout en hiver (Figure 1.6). Contrairement a l’augmentation de la
concentration atmospherique en CO, qui sera globalement homogene a la surface du globe, les
températures et les précipitations ne changeront pas de maniére uniforme, impliquant une

variabilite régionale forte.

Malgré les incertitudes liées aux scénarios et aux modeles de projection, sur I’intensité, le
rythme et la répartition spatiale des changements climatiques [16], il est désormais certain que
I’évolution du climat affectera toute la biosphére. Les foréts, qu’elles soient naturelles ou
plantées, seront touchées par I’évolution du climat [22], notamment par I’augmentation de la
concentration atmosphérigue en CO,, 1’augmentation des températures et le changement de la
distribution des précipitations. Par ailleurs, sous l’effet du changement climatique, les
dynamiques des bio-agresseurs risquent d’étre modifiées et les phénoménes extrémes, tels que
les feux de foréts ou les tempétes risquent d’étre plus fréquents. L’effet de ces différents
facteurs sur la productivité des foréts est détaillé par la suite. Il est important de noter qu’ils

interagissent bien qu’ils soient présentés séparément.

1.1.2.1 Effet de l'augmentation de la concentration en CO2

La concentration atmosphérigue actuelle en CO, (= 385 ppm) ne permet pas a la RuBisCo
(enzyme qui permet la fixation du CO,) de fonctionner en condition saturante en CO,. En

effet, elle sature lorsque que la concentration en CO, tend vers 1000 ppm, ce qui est supérieur
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aux previsions de concentration atmosphérique en CO, pour 2100 (= 700 ppm).
L’augmentation de la concentration en CO; permettra donc, pour les plantes en Cs (tous les
arbres), une meilleure activité photosynthétique, une réduction de la conductance stomatique
et donc une meilleure efficience d’utilisation de I’eau (WUE) [23-25]. Des expériences
d’enrichissement en CO, (FACE = free-air CO2 enrichment, OTC = open-top chamber) a
moyen et long termes ont montré une augmentation de la croissance des arbres [24-27]. Cette
tendance générale masque des différences parfois fortes. En effet, en relation avec plusieurs
facteurs : la région, I’espéce, 1’age et la durée de I’expérience, les gains en croissance peuvent
étre nuls [28-31] ou s’élever jusqu’a 23% (en moyenne) sur Pinus taeda, Liquidambar
styraciflua et Populus tremuloides, alba, nigra [32], 27% sur Pinus taeda [33], ou 33% sur
Larix decidua [29]. Outre les effets sur la croissance, 1’élévation de la concentration en CO,
peut avoir un effet sur les propriétés du bois comme la densite, la taille des vaisseaux ou le

pourcentage de cellulose [34-36].

Ces études FACE sur les arbres forestiers ont été conduites en régions tempérées ou
boréales, mais a ce jour aucune expérience n’a été conduite en régions tropicales, bien que la
compréhension des effets d’une augmentation de CO; sur les foréts tropicales soit cruciale
[37, 38]. Toutefois, des modeles ont été développés afin de prédire 1’effet d’une augmentation
de CO; dans ces régions [39]. Par exemple, Almeida et al. [40] ont montré une augmentation
de 26% de la productivité sur plantation d’Eucalyptus au Bresil, a ’horizon 2050. Une étude
FACE sur Eucalyptus a débuté en 2012 dans la région de Sydney en Australie [41], et devrait
permettre de mieux comprendre et prédire les effets d’une augmentation de la concentration

en CO, sur ce type de végétation.

Les gains de productivité observés sont néanmoins plus faibles que les gains sur 1’activité
photosynthétique [42, 43]. Différentes hypothéses ont été formulées pour expliquer cette
différence. Une acclimatation peut survenir apres une exposition sur le long terme a une
concentration élevée en CO,, avec notamment une réduction de ’activité et de la quantité des
enzymes photosynthétiques (RuBisCo) [44]. Le transfert vers les puits de carbone de I’arbre
(racine, tronc) étant limité, cette acclimatation peut étre reliée a une accumulation de
carbohydrates dans les feuilles, ce qui entraine une régulation négative de la photosynthese
[45]. Néanmoins, différentes especes comme le peuplier [46] ou le chéne sessile [47] ne

présentent pas d’acclimatation sur le long terme. Une autre hypothése est la limitation de la

25



1 Contexte

Increased
growth

\4

Decreased 7
Ooue) Growing season temperature

Response to increased
growth temperature
o

>

Figure 1.7 : Représentation schématique de la réponse des arbres a une
augmentation des températures en fonction de leur localisation
géographique. La région colorée indique la fourchette de réponse. Les
espéces provenant d’un environnement froid (en bleu) sont susceptible
d’avoir une meilleure croissance si 1’eau et les nutriments ne sont pas
limitant. Les espéces provenant d’un environnement chaud (en rouge)
devraient présenter une diminution de la croissance avec une variabilité
moins importante entre génotypes ou entre especes (D’aprés [48])
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productivité par d’autres facteurs jouant un réle dans la croissance, comme la disponibilité en

eau et en nutriments [25, 27, 42].

1.1.2.2 Effet de 'augmentation des températures

La température ayant un réle dans la plupart des processus biologiques et chimiques, son
augmentation aura notamment un effet sur la photosynthese, la transpiration et la respiration
[48-50], ce qui pourrait avoir un effet positif sur la croissance. De plus, I’augmentation des
températures moyennes aura des conséquences sur la phénologie foliaire et/ou cambiale [51-
54], conduisant un allongement de la saison de croissance. Enfin, la minéralisation du carbone
et de l'azote du sol et de la litiere devrait étre accélérée par la hausse des températures [55,
56].

Une hausse des températures se traduira difféeremment en termes de croissance selon la
latitude, les especes considérées et D’interaction avec d’autres facteurs, notamment la
disponibilité en eau et en nutriments [56, 57]. Pour les hautes latitudes ou altitudes, la
température est un facteur limitant pour la croissance. Une hausse des températures devrait
permettre, au moins a court terme, une augmentation de la productivité en améliorant la
photosynthése et en allongeant la période de croissance [56, 58]. Par exemple, Rossi et al.
[53] ont montré qu’une augmentation des températures moyennes allongera la période de
croissance du xyleme de 8 a 11 jours/°C sur Picea mariana. Neanmoins, une plus grande
variabilité de réponse a une augmentation des températures est attendue pour les especes de
ces régions, comparées a des especes tropicales ou de climats chauds (Figure 1.7). En effet,
I’augmentation des températures peut avoir un effet neutre ou négatif selon les especes
étudiées [48, 59, 60]. A I’opposé, les espéces de climats plus chauds seront en majorité
pénalisées par la hausse des températures. Différentes études ont montré que la croissance de
différentes especes d’arbres est négativement corrélée avec les températures minimales dans

les régions chaudes [61, 62].

Ces résultats, de I’effet a long terme d’une hausse des températures sur la croissance, sont
issus de I’analyse des relations entre le climat passé et la croissance, mais aussi d’approches
expérimentales d’augmentation de la température au champ, ces derniéres ayant tendance a
sous-estimer les effets de la température. Ces deux types d’approches tendent a donner des

résultats convergents [63].
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Encadré 1 : L’eau dans la plante

L’eau absorbée par la plante sert a assurer des fonctions physiologiques majeures comme [64]:

— Le transport de solutés (seve brute et élaborée) au niveau cellulaire et entre organes, et le
refroidissement par transpiration,

— La photosynthése, ou 1’eau intervient comme donneur d’électrons, et d’autres réactions
métaboliques ou I’eau sert de réactif ou de substrat.

— Laturgescence et la croissance des différents organes.

La majeure partie (99%) de I’ecau absorbée par la plante ne fait que transiter par celle-ci. L’eau passe
du sol au végétal (via les poils absorbants) et du végétal vers I’atmosphére (via les stomates)
constituant ainsi le continuum sol-plante-atmosphere [65]. Cette circulation s’effectue en suivant un
gradient de potentiels hydriques décroissants (théorie de la tension-cohésion [66]). La transpiration, en
abaissant le potentiel hydrique des parties aériennes crée une différence de potentiel entre le systeme
aérien et le systéme racinaires ce qui permet a I’eau d’étre absorbée au niveau des racines puis de
circuler dans la plante. Afin de maintenir son statut hydrique, la plante régule ce flux grace aux
stomates, qui en fonction de leur degré d’ouverture, opposent une résistance plus ou moins forte aux
échanges gazeux entre la plante et ’atmosphére. Au niveau de Ses stomates la plante perd de 1’eau,
mais fait également rentrer du CO, nécessaire a la photosynthese. La transpiration et la photosynthese

sont donc deux mécanismes intrinséquement liés.

En conditions de déficit hydrique (quantité d’eau transpirée supérieure a la quantité d’eau absorbée) le
métabolisme de la plante est perturbé, ce qui provogue notamment une réduction de la croissance et du
développement des organes [67-69]. Un stress hydrique peut étre d0 a deux facteurs distincts :

— Une forte demande évaporatoire a un instant donné (échelle de temps courte).

— Une disponibilité en eau du sol insuffisante (échelle de temps plus longue).

Drought Duration ) . .
Short Long Figure 1.8 : Représentation schématique de 1’effet
§ Mortallty MORTALITY ; de l’évglution ,dl.l climat‘sur Ia,mortalité des arb_res.
g threshold Le seuil de résistance a la sécheresse ne variant
pas, la diminution des précipitations et
I’augmentation des températures vont conduire a
E £z des dépassements plus fréquents de ce seuil, et
g y %’ £ donc a une mortalité plus élevée. D'aprés [70]
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L
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1.1.2.3 Effet du changement des précipitations

Parmi les changements climatiques prévus, I’évolution des précipitations (volume et
répartition) est celui qui aura la plus grande incidence sur la productivité des foréts naturelles
et plantées. En effet, I’eau est un constituant cellulaire majeur et joue un rdle dans de
nombreux processus physiologiques (Encadré 1). Le volume des précipitations, ainsi que leur
distribution au cours de I'année, conditionnent la disponibilité en eau pour la plante et ont une
influence forte sur la croissance des arbres [71-77]. Pour des plantations d’Eucalyptus au
Brésil, suivant un gradient de pluviométrie, la production de bois varie entre 12 t/ha/an en
moyenne pour les sites les plus secs (897 mm) et 24 t/ha/an pour les sites les plus humides
(1411 mm) [73]. Par ailleurs, il a été montré qu’une part importante des foréts du globe sont
sensibles aux sécheresses, entrainant une mortalité pouvant aller jusqu’a 100% dans certains
cas [70, 78]. Cette sensibilité des arbres forestiers a la sécheresse peut s’expliquer par un
fonctionnement proche de leur limite hydraulique en conditions contraintes [79, 80]. En effet,
un stress hydrique peut provoquer une embolie gazeuse (cavitation) dans le xyléme, ce qui
réduit la capacité des arbres a fournir de l'eau aux feuilles pour les échanges gazeux
photosynthétiques et peut entrainer la mort. La réduction des précipitations dans plusieurs
régions [21] du monde va accentuer les risques de sécheresse, et donc entrainer une

diminution de la croissance des arbres et une augmentation de la mortalité (Figure 1.8).

Les propriétes du bois peuvent elles aussi étre modifiees par la disponibilité en eau.
Wimmer et al. [81] ont montré une réduction de 1’angle des microfibrilles lorsque les arbres
subissent un stress hydrique. La densité du bois est également modifiée selon la disponibilité
en eau : elle augmente avec le déficit hydrique [82, 83]. D’autres propriétés, comme le
pourcentage de lignine ou de cellulose peuvent varier. Suivant I’utilisation finale du bois (bois
d’ceuvre, pates a papier, charbon), ces variations des propriétés du bois peuvent-étre

importantes pour les procédés de transformation.

1.1.2.4 Effet des événements extrémes et des bio-agresseurs

Bien que leur prévision ne soit pas aisée du fait de leur caractere aléatoire, les phénomenes
extrémes, comme les tempétes ou les feux, augmenteraient avec 1’évolution du climat [84-86].
Flannigan et al. [87] ont modélisé, en relation avec le changement climatique, une
1éme

augmentation de 74 a 118% de la superficie brilée au Canada a la fin du 2 siecle. Ces

événements extrémes peuvent avoir une incidence importante sur la productivité des foréts et
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des conséquences néfastes au-dela du seul domaine forestier [88]. Les feux de foréts
représentaient environ 350 millions d'hectares de pertes dans le monde en 2000. Le vent cause
lui aussi des dommages importants : les tempétes de décembre 1999 en France avec 140

millions de m®de bois endommagés en sont un exemple.

Par ailleurs, il est généralement admis que le changement climatique est susceptible
d'augmenter l'activité de différentes espéces de ravageurs et de pathogénes, et de modifier
leurs aires de répartition [89-91]. Les températures plus chaudes ont déja amélioré les
possibilités de propagation des insectes thermophiles [92]. Les conséquences varient d'une
défoliation et perte de croissance ponctuelles a des dommages a I’échelle de I’ensemble du
massif forestier. Toutefois, la modélisation des impacts du changement climatique sur les
épidémies d'insectes et de pathogenes reste limitée [93, 94].

1.1.3 Gestion et adaptation des foréts plantées

Les foréts plantées sont par définition le produit de I’intervention humaine. Contrairement
aux foréts naturelles, une adaptation planifiée face au changement climatique est donc plus
facilement envisageable [95]. La connaissance des effets de 1’évolution du climat sur la
productivité des foréts plantées est un prerequis indispensable pour réduire leur vulnérabilité
face au changement climatique. Différentes échelles d’action (massif forestier, bassin versant,
parcelle, arbre) peuvent étre combinées, afin d’apporter des solutions aux différents risques,

mais également pour tirer parti de certains bénéfices du changement climatique.

La gestion a grande échelle (massif) est plutot associée a la gestion de la productivité des
foréts plantées sur le long terme [96]. Des moyens sont déja mis en ceuvre pour adapter le
matériel forestier de reboisement en fonction des potentialités des sites. Les principaux
criteres pris en compte sont la production et la qualité du bois, la résistance aux bio-agresseurs
et la tolérance au déficit hydrique et au froid (notamment dans le cas de I’eucalyptus) [97, 98].
L’évolution du climat nécessite de prendre en compte les contraintes futures, grace a des
modeles de production intégrant ’effet de la réduction de la disponibilité en eau [40] ou des
dynamiques de ravageurs [93]. Cette anticipation des risques permet de privilégier une espéce
ou un génotype plutdét qu’un autre dans des conditions changeantes. Le changement
climatique n’a pas que des effets néfastes. Par exemple 1’augmentation des températures
moyennes permet d’envisager 1'utilisation d’espéces ou de génotypes plus sensibles au froid

mais plus productifs.
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La gestion de la ressource en eau passe €¢galement par une gestion a 1’échelle du bassin
versant, afin de minimiser I’impact des changements de couverts (coupe rase, boisement) sur
le cycle hydrologique [99, 100]. L’adaptation a grande échelle doit également tenir compte
des prévisions d’augmentation des risque d’incendies et d’attaques de bio-agresseurs, afin de
structurer le massif pour minimiser les pertes [101]. La mise en place de ces pratiques de
gestion planifiée a grande échelle peut cependant étre limitée par 1’acquisition des données et

le suivi régulier nécessaire pour mener a bien ce type de gestion.

A D’échelle de la parcelle, c’est ’ensemble de 1’itinéraire technique qui peut étre adapté.
Les effets des pratiques sylvicoles (préparation du sol, densité de plantation, fertilisation
initiale, élagage, éclaircies, irrigation,...) sur la croissance a moyen terme sont bien connus et
ont permis des gains de productivité importants au cours des derniéres décennies [97, 102-
106]. Par contre, les interactions entre ces pratiques et les contraintes environnementales sont
encore peu connues, sauf pour la contrainte hydrique [107-109]. En effet, différentes études se
sont focalisées sur les pratiques sylvicoles permettant de réduire I’impact d’une sécheresse sur
la croissance, notamment par une diminution de la densité de plantation ou par des éclaircies
[107].

Quelle que soit 1’échelle de gestion, la sélection variétale est un €lément central pour
I’adaptation des foréts plantées au changement climatique. En effet, le maintien de la
productivité par l’adaptation des pratiques sylvicoles présente des limites. La durée de
rotation importante des especes forestieres favorise leur exposition aux contraintes
environnementales changeantes. Les rotations pour des especes a croissance rapide restent
relativement longues : 25 a 30 ans pour le Pinus radiata, 7 a 10 ans pour les hybrides E.
grandis x E. urophylla. Les variétés améliorées présentent généralement de bonnes
performances sur plusieurs caractéres d’intéréts [97], c’est pourquoi elles présentent un
avantage important dans les systemes de production que sont les foréts plantées. Dans ce
contexte, I’amélioration génétique pour la croissance en condition contrainte est

incontournable pour le maintien de la productivité a moyen et long terme.
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Encadré 2 : Principe fondamental de la génétique quantitative.

La génétique quantitative se base sur la décomposition du phénotype (P) d'une population donnée

en une somme des effets génétiques (G) et de I’effet de I’environnement (E) :
P=G+E

Si on s’intéresse a la variance phénotypique (Vp) au sein d'une population, elle aussi peut-étre
décomposé par la somme de la variance génétique (V) et de la variance environnementale (Vg) ainsi
que 2 fois covariance entre G et E. En expérimentation, la répartition aléatoire des génotypes dans
I’environnement permet de considérer 1’indépendance entre G et E et donc leur covariance comme
nulle. On obtient ainsi [110].

Vp:VG+VE

On peut ensuite décomposer Vg (sur la base du modele infinitésimal [111]) en variance additive (Va),

variance de dominance (Vp), et variance épistatique (V) :
VG = VA + VD +V1

L'héritabilité au sens large (H?) donne la part de variance phénotypique d’origine génétique :
po Vo
Vp

L’héritabilité au sens strict (h?) caractérise la part de variance phénotypique qui se transmet (variance
additive) a la descendance :

o
Vp
L'héritabilité (H? h?) varie ainsi théoriquement entre 0 et 1. Plus I’héritabilité d’un caractére est proche

de 1, plus le déterminisme génétique de ce caractére est important. Inversement un caractére qui ne

dépend pas du génotype des individus a une héritabilité proche de 0.

32




ﬂfj ? 2
: 1 Contexte

1.2 Deéterminisme génétique et environnemental de la croissance chez
les arbres forestiers

La sélection vise a optimiser les valeurs d'un ou plusieurs caractéres d’intérét, grace a la
variabilité génétique naturelle présente au sein des espéces. Chez les arbres forestiers, cette
variabilité génétique est importante du fait de leur régime de reproduction préférentiellement
allogame et de leur faible domestication [112, 113]. Les caracteres cibles de la sélection
varient selon les espéces et le contexte environnemental et socio-économique, mais les
principaux sont : la croissance, les propriétés du bois (densité, % de lignine, % de cellulose) et
la résistance aux bio-agresseurs (ex : rouilles, chancres, ... [114]). Les stratégies de sélection
dépendent de la biologie de I’espece, de la variabilité et de I’héritabilité du caractére étudié
(Encadré 2) et éventuellement de la possibilité d’hybridation entre especes
phylogénétiquement proches. Cependant, quelle que soit I’espéce, il existe des contraintes
intrinséques a la sélection chez les arbres forestiers : i/ L’espace nécessaire a un programme
d’amélioration est généralement important. Les différents tests (provenance, descendance,
clonal,..) au champ couvrent souvent plusieurs dizaines d’hectares. De plus, la mise en place
d’une pépinicre est indispensable pour I’élevage des plants. ii/ Le temps necessaire pour
obtenir les phénotypes des caractéres d’intérét économique est relativement long, car ce sont
majoritairement ceux de D’arbre adulte (croissance, propriétés du bois). En effet les
correlations juvénile-adulte pour ces caracteres sont relativement faibles [115-117], et ne
permettent pas une efficacité de la sélection satisfaisante avant le tiers de la durée de rotation
en général. Pour les especes d’eucalyptus plantées dans les tropiques, la sélection s’opére a
partir de 3-4 ans. Elle est de I’ordre de 10-12 ans pour le pin maritime en France. Par ailleurs,
méme si des méthodes favorisant la floraison précoce ont é€té mises au point (notamment chez
I’eucalyptus, [118, 119]) plusieurs années sont souvent nécessaires avant la maturité sexuelle
et donc I’obtention de descendants, que ce soit par croissement contr6lé ou non. iii/ L’effet de
I’environnement est relativement important sur les caractéres d’intérét économique du fait de

la pérennité des espéces. L héritabilité au sens strict pour ces caractéres est en général faible a

moyenne (0,1 a 0,6) [120, 121] et varie en fonction de I'age [122, 123].

Afin de réduire ces contraintes, des recherches utilisant des prédicteurs précoces

moléculaires sont en cours, pour améliorer la connaissance du fonctionnement du génome des
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Figure 1.9 : Principaux caracteres en relation avec la croissance des arbres et approches génomiques utilisées
pour les étudier. Les fleches indiquent le sens de 1’approche : génétique directe (du phénotype au géne) vs
génétique inverse (du géne au phénotype). Sont indiqués en gras les caractéres étudiés et 1’approche utilisée dans

le cadre de cette these. Adapté de [124].
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arbres forestiers [125-129]. L’objectif de ces recherches est, d’améliorer I’efficacité de la
sélection en augmentant les gains génétiques par unité de temps gréace a la sélection assistée
par marqueurs au sens large. Cela passe par I’indentification des bases génétiques et
environnementales des caractéres d’intérét [124-126]. Les différentes méthodes utilisées pour
y parvenir sont présentées dans la Figure 1.9. Dans cette thése, la méthode utilisée pour
identifier les bases génétiques de la croissance est I’analyse de liaison dans une descendance
de plein-fréres entre la variabilité phénotypique et le polymorphisme génétique au niveau de
marqueurs moléculaires (analyse QTL).

1.2.1 La croissance, ses relations avec les variables environnementales et la
composition isotopique de carbone

Parmi les différents caracteres cibles de la sélection, la croissance est un caractére majeur.
La plupart du temps, elle est estimée par des mesures de circonférence et de hauteur, qui
permettent d’estimer le volume du tronc et celui a I’hectare. C’est cette grandeur (m®/ha ou

m?*/ha/an) qui intéresse directement I’exploitant forestier et que la sélection vise & augmenter.

1.2.1.1 L’impact des variables environnementales sur la croissance

La croissance est notamment déterminée par la vitesse de la division cellulaire au niveau
des méristéemes primaires (méristeme apical) et secondaires (cambium) [130, 131]. Dans le
cas des eucalyptus tropicaux, la croissance est continue, que ce soit au niveau du cambium ou
des méristemes apicaux. En effet, contrairement a la plupart des arbres forestiers, ils ne
présentent pas d’endodormance. On n’observe donc pas de cernes annuels, contrairement a
des espéces de climat tempéré qui présentent un arrét de croissance pendant I’hiver. Cette
croissance continue permet d’obtenir des niveaux de productivité élevés (jusqu’a 40 m*/ha/an)
en conditions tropicales pour des hybrides entre E. urophylla et E. grandis [105]. Ces hauts
niveaux de croissance sont souvent associés a des prélevements de ressources importants [69,
132-134] et a une activité photosynthétique élevée [69]. Par exemple, pour une plantation
d’eucalyptus au Brésil, la consommation d’eau annuelle par les arbres (transpiration) a été
évaluée a 1394 mm, soit environ 67% des apports en eau (pluie) [135]. Dans le méme type de
plantation, la consommation en nutriments lors de la premiére année a été estimée a : 155, 10,
52, 55 et 23 kg/ha de N, P, K, Ca et Mg [134].
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Figure 1.10 : Sensibilité de différents parametres physiologiques a la
diminution du potentiel hydrique foliaire (d'apres [136]).
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Figure 1.11: Micro-variations de la croissance radiale pour deux
especes d’Eucalyptus. L’évolution temporelle est différente entre les
deux espéces. Les auteurs définissent trois phases pour caractériser ces
différences : une phase de contraction (S), une phase de reprise (R) et
une phase d’évolution nette du rayon (I). D'aprés [137]
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Comme évoqué dans le paragraphe 1.1.2, les processus physiologiques (photosynthese,
absorption de nutriments, transport d’assimilas,...) qui permettent cette croissance dépendent
des variables environnementales, et notamment de la disponibilité en eau [64]. La réduction
de la croissance fait partie des premieres réponses phénotypiques observées suite a
I’apparition d'un déficit hydrique (Figure 1.10). La disponibilité en eau et sa variabilité
temporelle est donc 'une des principales limitations de la croissance. Des expérimentations
au champ sur eucalyptus ont montré un gain de croissance de 30% au Brésil [138] et 40% en
République du Congo [139] en levant cette contrainte grace a I’irrigation. Cette différence de
productivité souligne 1’importance de la saison seche notamment dans le cadre des plantations

d’eucalyptus en République du Congo.

1.2.1.2 La dynamique de croissance

Bien que la mesure que I’on en fait soit la plupart du temps ponctuelle, la croissance est un
processus dynamique. De ce fait, de nombreuses études ont cherché a modéliser la trajectoire
de croissance en fonction du temps et de I’environnement [140-143]. Ces modéles sont
utilisés pour des échelles de temps longues (durée de rotation), afin d’améliorer la gestion et
les pratiques sylvicoles, et de prédire la production de biomasse. Les premiers modeles
utilisés sont des modeéles empiriques basés sur des mesures du diametre a différents ages
[142]. Avec I'amelioration de la compréhension du fonctionnement physiologique de I’arbre
et de son interaction avec les facteurs climatiques, des modeles mécanistes ont ensuite été
élaborés. lls tiennent principalement compte de 1’allocation du carbone, de I’interception de la
lumiere, de la disponibilité en eau et en nutriments, des effets du climat et de la sylviculture
[74, 144, 145]. Ces modeéles nécessitent de nombreuses mesures pour étre calibrés puis

validés, et sont souvent adaptés a un type de plantation donné.

A une échelle beaucoup plus fine, la croissance est également étudiée a travers les
variations journaliéres du rayon du tronc (Figure 1.11). L’acquisition de mesures a cette
échelle se fait directement au niveau du tronc grace a des micro-dendrometres. Ces variations,
qui sont de ’ordre de la centaine de pm, ont été mises en relation avec le statut hydrique de
I’arbre et les flux d’eau dans le tronc [146-152]. Il existe une latence entre la variation du
potentiel hydrique foliaire (ou des branches) et les variations du rayon du tronc. Cette latence

est notamment expliquée par la capacité de stockage (capacitance) du tronc [147, 151].
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Encadré 3 : Les isotopes stables du carbone et I’efficience d’utilisation de 1’eau

La composition en isotope stable du carbone (**C et**C) d’un échantillon (8'°C) est définie de maniére
relative par rapport a un standard qui est en général la Pee Dee belemnite (PDB, [153]) et est exprimée
en pour mille (%o) :

3 <13C/12Céch

=" _ 1) x 1000
1?’C/lchDB )

Du fait de la différence de taille entre le *CO, et le *CO,, il existe une discrimination par les plantes
en faveur de la molécule la plus petite (**CO,). Cette discrimination isotopique du carbone (A) est
définie par I’équation suivante [154]:

_ Sair - 6plante
1+ Spiante/1000

A

avec une composition isotopique de ’air (34;) d’environ -8%.. Pour les plantes en C3 (la majorité des
arbres), deux étapes principales intervient dans la discrimination a I’égard **C : (a) la diffusion du CO,
a travers les stomates et (b) la carboxylation du ribulose bisphosphate par la RuBisCO [155-157].
D'autres processus interviennent dans la formation de A mais sont en général négligés: la dissolution et
diffusion du CO; dans la phase liquide et la photorespiration [155-157]. L’équation résultante est la
suivante [156]:

Ci
A=a+(a—b)C—
a

avec C, la concentration en CO, de I’atmosphére et C; celle de I’espace intercellulaire. Farquhar et al.
[156] ont mis en lien A et I’efficience d’utilisation de 1’eau intrinséque (water use efficiency, WUE;)
qui est défini comme le rapport entre I'assimilation de CO, (A) et la conductance stomatique pour I'eau

(9s) [158]. De manieére simplifiée, cela donne 1’équation suivante :

WUE A C, b—A
= — = — X
' gg 16 b—a

A est donc négativement relié a la WUE,. D’abord mise en évidence chez les plantes annuelles [154,
158], cette relation a également été chez les arbres forestiers bien qu’il existe une variabilité

importante du 5"3C entre le différent compartiment de ’arbre [159, 160].
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L’arbre représente I’interface entre le sol et ’atmosphére dans le continuum sol-plante-
atmosphére. Son tronc sert de tampon entre les feuilles qui transpirent et les racines qui
absorbent de I’eau. Au début de la journée, I’arbre transpire et mobilise I’eau contenue dans le
tronc, ce qui provoque la réduction de son rayon. Lorsque la transpiration s’arréte, 1’arbre
retourne a un équilibre hydrique grice a I’absorption racinaire, on observe alors une
augmentation du rayon. (Figure 1.11) Le signal des micro-variations du rayon est donc un
indicateur du contenu en eau du tronc, mais il integre également la croissance radiale (division
du cambium, élongation cellulaire). Selon 1’échelle d’analyse, I’information apportée par le
signal sur le statut hydrique et la croissance radiale n’est pas la méme. Sur un pas de temps
journalier, bien que de la croissance ait lieu, le signal traduit majoritairement le
fonctionnement hydrique. Sur une échelle de temps plus longue (semaine, mois), il traduit

essentiellement la croissance.

1.2.1.3 La composition isotopique du carbone de l'arbre, un indicateur

de l'efficience d’utilisation de I'eau et son lien avec la croissance

Le lien entre la croissance de I’arbre et 1’eau peut également étre abordé sous 1’angle de
I’efficience d’utilisation de 1’eau (water use efficiency, WUE). En effet, la WUE est définie a
I’échelle de I’arbre comme le rapport entre la quantité de biomasse et la quantité d’eau
transpirée pour la produire [132]. La WUE est principalement liée a I'absorption de lumiére, a
la capacité photosynthétique des feuilles, a la transpiration de la canopée et a la conductance
stomatique, qui est en partie déterminée par les caractéristiques hydrauliques des différents
compartiments de I’arbre (racines, tronc et feuilles) [69, 161]. A I’échelle de la feuille, la
WUE intrinséque peut étre définie comme le rapport entre l'assimilation du CO, (A) et la
conductance stomatique pour l'eau (gs). Cette grandeur a €té mise en relation avec la
discrimination par les plantes entre les deux isotopes stables du carbone (**C et **C) et par
extension avec la composition isotopique du carbone (5'*C) de la plante (Encadré 3, [154,
156, 158]). De ce fait le 8*°C a été utilisé comme un indicateur intégré et robuste de la WUE
dans de nombreuses études [158, 162-164].

Chez les arbres forestiers, la relation entre croissance et '*C (et par extension la WUE) a
été étudiée chez de nombreuses espéces, mais aucune tendance claire ne se dégage. En effet,
des corrélations phénotypiques positives (Eucalyptus globulus [165], Pinus pinaster [166,
167], Pinus elliottii [168], Populus deltoidesxPopulus trichocarpa [169]), nulles (Araucaria
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Encadré 4 : Notions d’interaction génotype-environnement (GxE) et de plasticité phénotypique.

Une modification de I’environnement peut induire ou non une réponse des génotypes considérés. Si
cette réponse est différente d’un génotype a un autre il y a interaction. Cette interaction peut étre

intégrée dans le cadre du modele de génétique quantitative (Encadré 2) :
P=G+ E+GXE
La variance associée est modélisée de la maniére suivante :
Ve = Vg + Vg + Vexg

Dans ce modele, la part de variance environnementale ainsi que celle associée a ’interaction GxE

représentent la plasticité phénotypique.

La réponse de deux génotypes a un changement d’environnement peut étre représentée

schématiquement de la maniere suivante :

Vp = Vg Vp = Vg + Vg Vp = Vg + Vi + Vixg

Valeur phénotypique

\

El E2 El E2 El E2

» » »
» L »

Cette représentation du comportement d’un génotype en fonction de 1’environnement est également
appelée norme de réaction. L’environnement peut correspondre a une variation du milieu ou a une

variation temporelle.
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cunninghamii [170], Eucalyptus [171], Populus deltoidesxPopulus nigra [172], Populus nigra
[173]) ou négatives (Eucalyptus globulus [174, 175], Pinus radiata [176]) ont été mises en
évidences entre ces deux caracteres. Cette variabilité entre études souligne les différents
mécanismes physiologiques qui conduisent au 5'°C et par extension & la WUE, mais
¢également la variabilité présente au sein de 1’arbre [177]. Dans le cas d’une corrélation
positive, I'assimilation de la feuille serait prépondérante dans 1’élaboration de la WUE. A
I’inverse, la conductance stomatique serait limitante dans le cas d’une corrélation négative.
Cette variabilité peut également, s’expliquer par Ieffet marqué des variations
environnementales notamment de disponibilité en eau sur §°C [168, 171, 176] mais
également sur la croissance. De plus, plusieurs étapes de discrimination des isotopes du
carbone existent entre I’assimilation du carbone au niveau foliaire et la croissance du tronc ce

qui complexifie le lien entre §'°C et croissance [159].

1.2.2 Les bases génétiques de la croissance

1.2.2.1 Un déterminisme génétique relativement faible

Comme le suggérent les observations au niveau phénotypique, 1’héritabilité de la
croissance, au sens large comme au sens strict, est en géneral assez faible (0,1 a 0,4 ; [120,
122, 123, 178, 179]) quelle que soit I’espéce considérée. Méme si aucune tendance claire ne
se dégage des différentes etudes, le déterminisme génétique de la croissance varie dans le
temps. Selon Franklin [180], d’aprés des observations sur coniféres (Pinus ponderosa, Pinus
taeda, Pinus elliottii et Pseudotsuga menziesii), trois phases peuvent étre observées : une
phase juvénile caractérisée par une héritabilité faible (acclimatation), une phase mature avec
une héritabilité élevée, et une phase de suppression avec une chute d’héritabilité associée a la
mort des arbres les plus faibles. Ce modéle n’a toutefois pas été confirmé sur Eucalyptus [181,
182] ou sur Pinus sylvestris [183]. Du fait du faible nombre de mesures pour caractériser la
croissance dans la majorité des études, I’évolution temporelle de I’héritabilité a été¢ décrite en
utilisant des modeles de croissance [184, 185]. Par ailleurs, l’interaction génotype-
environnement (GxXE, Encadré 4) est un facteur clé dans la compréhension du déterminisme

génétique de la croissance.
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Figure 1.12: Représentation schématique de I’approche de génomique directe utilisant 1’analyse QTL. La
cartographie génétique et I’analyse QTL sont utilisées dans des populations en ségrégation, spécifiquement
créées pour présenter une variabilité phénotypique importante pour le caractere cible (croissance). Les QTL
majeurs détectés sont localis€s sur une carte génétique haute résolution qui permet d’affiner la région (cette étape
nécessite de grands effectifs). La région génomique d'intérét est ensuite projetée sur la séquence d'un génome de
référence afin d’analyser son contenu en genes. Plusieurs approches de génomique inverse peuvent alors étre
utilisées pour identifier, tester et valider les génes sous-jacents aux QTL ciblés. D'aprés [126]
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A cotés des méthodes basées sur le phénotype, qui ont montré leur efficacité en sélection,
les approches intégrant I’information moléculaire sont en train de se développer. La nécessité
de mettre en place des approches plus rapides, pouvant intégrer des caractéres plus complexes

motive cette évolution.

1.2.2.2 L’architecture génétique de la croissance

L’analyse QTL est une approche dite de "génétique directe" qui part de la variabilité du
phénotype pour détecter les zones chromosomiques impliquées dans son déterminisme
(Figure 1.12). Elle permet d’étudier ’architecture génétique de caractéres complexes comme
la croissance, c’est-a-dire de déterminer le nombre, la localisation et ’effet des régions
génomiques impliquées dans le déterminisme génétique du caractére. Cette approche ainsi
que la cartographie génétique (support de ’analyse QTL) sont détaillées dans les parties 2.6 et
2.7 du materiel et méthodes de cette thése.

De nombreuses études de détection de QTL ont été réalisées chez les arbres forestiers
depuis la création des premiéres cartes genétiques [186, 187]. Des QTL pour les caracteres
liés a la croissance ont été détectes dans les principales espéces d'arbres utilisées en plantation
[124, 188]. Que ce soit pour le diameétre ou la circonférence, la variation phénotypique
expliquée par les QTL est généralement faible (de l'ordre de quelques %) mais peut dans
certain cas atteindre jusqu'a 20 a 30 % [189-193]. Ces forts pourcentages de variance
expliquée sont probablement surestimés, en raison des faibles tailles d’échantillons utilisés

dans la plupart des études [194].

A P’instar de I’héritabilité, ’architecture génétique de la croissance varie en fonction du
temps et de I’environnement. En effet, différentes études ont montré une variabilité dans la
localisation et ’effet des QTL de croissance en fonction de ’environnement : 1’interaction
QTL-environnement [195-201]. Par exemple sur le saule, Ronnberg-Wastljung et al. [195] ont
trouvé 14% de QTL communs entre traitement sec et irrigué pour la hauteur et 28% pour la
circonférence. Un pourcentage plus élevé de QTL communs (60%) a été mis en évidence pour
la croissance en hauteur entre deux milieux (naturel et contr6lé) sur Picea glauca [200]. Pour
des essais au champ sur Eucalyptus globulus, Freeman et al. [201] ont mis en évidence que
38% des QTL de croissance présentaient de I’interaction GXE. Malgré une variabilité entre
études, qui est a relier avec 1’espéce et les conditions de croissance plus ou moins stressantes,

I’instabilité des QTL de croissance en fonction de I’environnement semble forte.
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Une évolution des QTL de croissance au cours du temps a également été rapportée.
Emebiri et al. [190] ont caractérisé trois types de QTL en fonction de leur évolution
temporelle : précoce, intermédiaire et tardif. Cette instabilité temporelle est d’autant plus
marquée que I’intervalle de temps entre mesures est long [191, 199, 202, 203]. Toutefois, ces
¢tudes ne présentent qu’un faible nombre de mesures pour caractériser la croissance (4 a 5
tout au plus), et pour certaines d’entre elles, seule une faible part de la durée de rotation est
étudiee. Cette instabilité des QTL de croissance en fonction du temps est & mettre en relation
avec I'impact de D’environnement sur la dynamique de croissance, et lI’évolution de

I’héritabilité de ce caractére au cours du temps.

Un dernier facteur d’instabilité des QTL de croissance est le fond génétique. En effet, les
études qui ont conduit des analyses QTL sur plusieurs croisements montrent que les régions
mises en évidence ne sont pas forcément répétables [204]. Pour Picea glauca, seulement 20%
des QTL mis en évidence étaient communs entre deux familles de plein-freres non
apparentées [200]. La méme tendance a été observée chez Eucalyptus globulus, avec
seulement 16% de QTL communs entre 4 familles de plein-freres [201]. Cette instabilité peut
s’expliquer par des effets alléliques différents entre familles pour les différents QTL, avec une
possibilite d'interaction GXE. Une autre cause de l'instabilité peut étre le manque de
marqueurs communs entre croisements, ce qui limite la colinéarité entre chaque carte

parentale et donc limite la possibilité d'identifier des QTL communs ou spécifiques.

Ces différentes contraintes a I’identification de régions génomiques stables pour la
croissance ont limité cette approche au domaine de la recherche. Néanmoins I’arrivée des
nouvelles technologies de séquencage et de génotypage a haut débit devrait permettre de
surmonter certaines de ces limites. Tout d’abord, les marqueurs développés récemment sont
plus facilement transférables entre pedigrees ou especes [205-208]. Pour I’Eucalyptus, une
puce DArT a été développée [205], permettant la cartographie génétique comparée entre
plusieurs espéces [209], mais aussi l'analyse comparative des QTL pour les caractéres de
croissance entre différentes études. De plus, la disponibilité de génome annoté comme celui
du P. trichocarpa [210] ou d’E. grandis (http://www.phytozome.net/eucalyptus.php), et celui
de Picea abies [211] va permettre d’identifier des genes candidats dans les intervalles de
confiance des QTL. Cette démarche sera facilitée par I’obtention de cartes génétiques

précises, grace au génotypage d’un grand nombre d’individus et de marqueurs. Car
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contrairement aux espéces de grandes cultures, il n’existe pas de population hautement

recombinante chez les arbres. La cartographie génétique est donc basée sur des F1, F2 ou BC.

La question majeure associée a 1’étude de I’architecture génétique est donc I’effet de
I’environnement sur la croissance, et plus particulierement I'étendue de I’interaction GXE.
Dans un contexte de variabilité des conditions environnementales (disponibilité en eau) lié au
changement climatique, la prise en compte de l’interaction GXE est essentielle dans la

caractérisation de I’architecture génétique de caracteres complexes comme la croissance.

1.2.3 Stratégie d’intégration de l'interaction GXE pour I'étude de l'architecture
génétique de la croissance

Il existe plusieurs approches pour intégrer I’interaction GXE dans [’analyse de
I’architecture des caractéres complexes tels que la croissance [212-215]. Elles peuvent étre
séparées en deux catégories. La premiére comprend des approches centrées sur le génotype
(marqueurs moléculaires), reposant sur I’analyse comparative des QTL détectés dans
plusieurs environnements. Pour ces approches, I’interaction QTL x environnement (QTLXE)
peut étre testée de maniére statistique. La seconde rassemble différentes approches basées sur
une modélisation du phénotype, pour obtenir des variables synthétiques qui caractérisent le
génotype indépendamment de I’environnement. Dans ces différentes approches
I’environnement peut alors traduire une variation des conditions du milieu (sites d’étude
différents, modification d’une ou plusieurs variables environnementales en milieu contr6lé)

ou bien une évolution temporelle (trajectoire de croissance).

Cette partie donne 1’éventail des possibilités pour étudier 1’interaction QTLXE mais ne se
veut pas exhaustive au niveau des modeles statistiques utilisés car ils sont nombreux et pour
certains spécifiques a ’espéce ou a I’expérimentation (cas de la modélisation du phénotype).
Deux revues de van Eeuwijk et al. [212, 213] fournissent I’écriture formelle et des

applications sur un large éventail de modéles.

1.2.3.1 Les approches centrées sur le génotype

La premiére méthode parmi les approches centrées sur le génotype (QTL) est la
comparaison, a posteriori, de la localisation et des effets des QTL détectés dans plusieurs

environnements. L’interaction QTLXE n’est alors pas modélisée de manicre statistique, c’est
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la présence ou I’absence de QTL dans les différents environnements qui nous renseigne

indirectement sur I’interaction QTLxXE. Deux types de QTL peuvent alors étre distingués :

— Des QTL détectés dans tous les environnements. Il n’y pas donc pas d’interaction
QTLXE, ce sont donc des QTL constitutifs car ils sont indépendants des conditions

environnementales.

— Des QTL détectés seulement dans certains environnements. 1l y a donc une
interaction QTLXE possible.

Cette approche qualitative a été appliquée dans différentes études chez les arbres forestiers,
pour caractériser la stabilité de I’architecture génétique de la croissance [189, 193, 195, 200,
216]. Ces études donnent un apercu de I’effet de I’environnement sur ’architecture génétique

de la croissance, mais ne permettent pas de quantifier le niveau d’interaction.

D'autres approches ont été¢ développées pour tester de maniére plus formelle I’interaction
QTLXE grace a des modeles statistiques. La méthode la plus simple consiste en une analyse
de variance a partir des QTL obtenus dans différents environnements. Elle a notamment été
employée dans une étude sur Pseudotsuga menziesii [217] et une plus récente sur E. globulus
[201]. L’avantage de cette méthode est sa simplicité de mise en ceuvre, mais elle ne met pas a
profit les répétitions fournies par les différents environnements. Afin d’utiliser I’ensemble de
I’information fournie par les différents environnements, de nombreuses méthodes d’analyse
QTL ont éeté proposees [218-226]. En plus de tester I'nypothése d’interactions QTLXE, le
traitement simultané des données provenant de plusieurs environnements peut augmenter
significativement la puissance de détection des QTL, avec une meilleure estimation des
positions et des effets. Ces différentes méthodes se différencient notamment par le cadre
statistique choisi et les limites qu’il implique. Certaines sont basées sur 1’utilisation de
modeles de mélange [218, 219], d’autres sur des méthodes de régression [220, 222],
I’utilisation de modéles mixtes [221, 223-225] ou sur une approche bayésienne [226].
D’abord développée pour les espéces de grandes culture [227-229], pour lesquelles les
expérimentations multi-site sont courantes, ces approches ont également été utilisées chez les
arbres forestiers, surtout dans le cadre d’approche pluriannuelle [230] plutdt que multi-site. Le
faible nombre d’études utilisant ces méthodes reflete la difficulté de mise en place et de suivi

expérimental multi-environnement chez ces espéces pérennes.
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1.2.3.2 Les approches basées sur la modélisation du phénotype

La prise en compte de l’interaction GXE pour I’étude de D’architecture génétique de
caractéres complexes a également été abordée sous I’angle du phénotype. Ces approches
utilisent la modélisation du phénotype afin de minimiser ou d’intégrer I’effet de
I’environnement sur le caractére étudié. Elles peuvent étre conduites en deux étapes: la
modélisation du phénotype puis la détection de QTL conventionnelle, ou en une seule étape
dans un méme cadre statistique qui combine la modélisation du phénotype et la détection de

QTL. Dans les deux cas, les modéles utilisés pour décrire le phénotype sont du méme type.

La modélisation du phénotype

L’objectif de la modélisation du phénotype est d’obtenir une ou plusieurs variables
synthétiques, propres a chaque génotype, a partir de ’ensemble des données phénotypiques
obtenues dans différents environnements. Deux types d’approches sont principalement
utilisés.

La premiere approche de modélisation se base sur des modéles linéaires a effets fixes ou
mixtes, qui intégrent ’ensemble du plan d’expérience pour modéliser I’interaction GXE. Elle
comprend de nombreuses méthodes, qui différent par la modélisation de I’interaction GXE

[231]. Les méthodes les plus courantes sont :

— La décomposition en valeurs singulieres, comme les modeles AMMI (additive
main effects and multiplicative interaction, [232]) qui modélisent I’interaction GXE

de fagcon multiplicative grace a une analyse en composantes principales.

— La régression factorielle, qui utilise directement des données environnementales

pour caractériser I’interaction GXE. Un cas particulier est la régression de Finlay et

Wilkinson [233].

— Le modele mixte qui contrairement aux deux premieres méthodes, modélise
I’interaction GXE en effet aléatoire. Cette méthode peut aussi intégrer les deux

précédentes.

A partir de ces différentes méthodes on peut donc estimer (ou prédire dans le cadre du
modele mixte : BLUP) des paramétres de 1’interaction GXE ou des effets génétiques pour

chaque génotype. Ces différents parametres sont ensuite utilisés en analyse QTL classique.
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Figure 1.13 : Réponse de 1’élongation foliaire chez le mais a la température (a, d), au déficit
de pression de vapeur (b, €) et au contenu en eau du sol (c, f) pour deux génotypes (RILS).
Les cercles représentent une expérimentation en serre sans déficit hydrique du sol (symbole
plein : nuit, symbole ouvert : jour), les losanges une expérimentation au champ, les triangles
une expérimentation en serre avec un déficit hydrique du sol faible, les carrés une
expérimentation en serre avec un déficit hydrique du sol modéré. D’aprés [234].
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Figure 1.14: Exemple de résultat d’analyse QTL avec 1’approche de
« functional mapping » sur la croissance en hauteur du soja. Les courbes
de croissance pour les deux classes de génotype (ligne pleine et ligne
pointillée) sont représentées au niveau d’un QTL. Les deux années de
mesure sont représentées en bleu et en rose. Les barres verticales
indiquent le point d’inflexion de la courbe. D’aprés [235].
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Les travaux de Rae et al. [198] sur peuplier sont un exemple d'utilisation des modeles AMMI

pour étudier l'architecture génétique de l'interaction GxE.

La seconde approche consiste a modéliser le phénotype en fonction d’une variation
environnementale (température, luminosité, contenu en eau du sol) ou temporelle pour obtenir
des courbes de réponse, des normes de réaction ou des trajectoires de croissance. Cette
approche utilise des modéles linéaire, non-linéaire ou non-paramétrique pour ajuster les
données phénotypiques. Les courbes obtenues sont définies par un nombre réduit de
paramétres qui ont une signification biologique (la sensibilité au déficit hydrique, la vitesse de
croissance etc.) et qui caractérisent les génotypes. En général, les courbes de réponse fondées
sur des relations empiriques sont établies dans différentes conditions expérimentales
(conditions contrblées, au champ) et sont valables sur une large gamme de conditions
environnementales pour un génotype donné (Figure 1.13). Par conséquent, elles peuvent étre
considérées comme une caractéristique stable d'un génotype. Cette approche a été appliquée
dans le cadre d’analyses QTL sur différentes espéces : Arabidopsis thaliana [236], Zea mays
[234, 237], Hordeum vulgare [238].

Les approches combinées

Aussi appelées « functional mapping » [239], ces approches font la synthese entre la
modélisation du phénotype et I’analyse QTL. Elles ont été développées plus particulierement
pour I’analyse des courbes de réponse [235, 240-246]. Bien que plus difficiles a implémenter,
ces approches apportent plusieurs avantages, comme la prise en compte de I’incertitude sur
les paramétres du modele de croissance dans ’analyse QTL. Ces approches ont été appliquées
pour décrire I’architecture génétique de la dynamique de croissance chez le peuplier [239,
247, 248] et le soja (Figure 1.14, [235]), ainsi que la sénescence foliaire chez la pomme de
terre [246]. Malgré la puissance de ce type d’approche pour I’étude de la croissance et de sa

dynamique, elle reste encore peu utilisée.
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Figure 1.16 : Représentation schématique de la mise en évidence de I’interaction GXE grace a la
prise en compte de la trajectoire de croissance a une échelle plus fine. A gauche, les génotypes (gris
et vert) ont le méme phénotype quel que soit le temps (ou I’environnement) il n’y donc pas
d’interaction GXE. A droite, les trajectoires de croissance sont différentes entre génotypes en
fonction des différents environnements traversés, (E1 & E4) ce qui permet de mettre en évidence une

interaction GxXE
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1.3 Objectif de la these et démarche adoptée

Dans un contexte d’évolution des contraintes environnementales et d’augmentation de la
demande en bois au niveau mondial, le maintien de la productivité des foréts plantées est un
enjeu majeur. Une sélection plus efficace, basée sur I’information génomique est une des
pistes envisageable pour y répondre. Cependant, plusieurs freins a sa mise en place
demeurent. Les ressources génomiques n’étant plus le facteur limitant, grace a ’accélération
des technologies de séquencages et de génotypage haut débit et a la baisse des colts, le
principal défi reste la prise en compte de I’interaction GXE dans I’étude de I’architecture
génétique d’un caractére. Ceci est d’autant plus marqué pour un caractere complexe comme la
croissance, qui varie en fonction des contraintes environnementales mais aussi en fonction du
temps. L’analyse des bases génétique, ontologique et environnementale de la croissance est
donc au cceur des recherches sur I’amélioration génétique des arbres forestiers. L’eucalyptus,
grace a sa croissance rapide (rotation entre 6 et 10 ans) et a la disponibilité d’un génome de
référence, constitue un systéeme biologique unique pour disséquer le déterminisme génétique

et environnemental de la dynamique de croissance.

L’objectif de la these est de comprendre le déterminisme génétique et environnemental de
la croissance, par I’analyse de 1’architecture génétique de la dynamique de croissance et de
I’efficience d’utilisation de 1’eau chez I’Eucalyptus. Pour le premier volet, différentes échelles
de temps en relation avec les variations environnementales et notamment la disponibilité en
eau ont été étudiées. Pour le second volet, la composition isotopique du carbone a été utilisée
comme indicateur de I’efficience d’utilisation de I’eau. Cet objectif se décompose en plusieurs

questions de recherches associées a des hypotheses de travail :

— La prise en compte de la dynamique de croissance permet-elle d’expliquer I’instabilité

de I’architecture génétique de la croissance ?

Hypothese : La croissance totale (radiale et apicale) est un caractére intégrateur des
différents environnements traversés par [’arbre. L’étude de la dynamique de
croissance a différentes échelles de temps permet de décomposer les réponses de

[’arbre aux variations environnementales (Figure 1.15).

Hypothese : La dynamique de croissance est un indicateur de la plasticité aux
contraintes abiotiques (surtout hydrique) qui permet une meilleure prise en compte de

’interaction GXE (Figure 1.16).

51



: 1 Contexte

—  Existe-il un déterminisme génétique commun entre la croissance et le §*°C ?

Hypothése : Le déterminisme génétique entre la croissance et 6°C est différent, bien
que des corrélations phénotypique et génétique aient été mises en évidence entre ces

deux caractéeres.

Pour répondre a cet objectif, un croisement biparental interspecifique E. urophylla x E.
grandis a été étudié dans quatre dispositifs expérimentaux : trois dispositif QTL et un test
clonal. Ces dispositifs ont été plantés a Pointe-Noire en République du Congo. Dans cette
région, le climat présente des variations de pluviométrie importantes entre la saison seche et la
saison des pluies. Ces variations entre saisons sont moins fortes pour la température et
I’humidit¢ de I’air. Ces conditions sont donc favorables pour observer l'effet de la

disponibilité en eau sur la croissance.

L’approche utilisée combine : i/ un génotypage de la descendance de plein-freres, ii/ une
caractérisation inter et intra-annuelle de la croissance et du §*°C, ainsi qu’un suivi en continu
des micro-variations du diametre, et iii/ une caractérisation en continu des facteurs

environnementaux (température, pluviométrie, humidité du sol,...).
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Figure 2.1: Localisation des provenances des deux géniteurs du
croisement étudié : E. urophylla en rouge et E. grandis en vert.
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Cette partie est consacrée a la description des quatre essais (P93, P97, P98 et P10) étudiés
au cours de cette thése. Elle présente les différentes données utilisées ainsi que 1’ensemble des
méthodes d’analyse mises en ceuvre. Les méthodes plus spécifiques sont abordées dans les
parties "matériels et méthodes" des articles. Le dispositif de suivi en continu des micro-
variations du rayon (P10), dont la mise en place a demandé un investissement important en

premiere année de thése, est présenté de maniére plus détaillée dans ce chapitre.

2.1 Matériel végétal et essais

Le matériel végétal étudié au cours de cette thése est un croisement interspécifique entre
deux génotypes d’Eucalyptus : un génotype d’E. urophylla (14.144) utilisé comme parent
femelle et un génotype d’E. grandis (9.21) utilisé comme parent male. Cette combinaison
hybride est I’'une des plus performantes dans les conditions congolaises. Elle est intégree
comme famille élite dans le programme d’amélioration génétique mené par le CRDPI (Centre
de Recherche sur la Durabilité et la Productivité des Plantations Industrielles) en République
du Congo. Ce croisement (14.144 x 9.21) a donc été choisi pour cette these, car il constitue le
croisement de référence au CIRAD pour les travaux de cartographie génétique et d’analyse de

I’architecture génétique des caractéres de croissance et de qualité du bois [1-4].

Ces deux espéces sont trés proches phylogénétiqguement [5, 6], elles appartiennent au
méme sous-genre botanique (Symphyomyrtus) et a la méme section (Latoangulatae). Leur
hybridation est rendue possible par cette proximité génétique [7]. En revanche, leurs aires de

répartition naturelles sont géographiquement séparees.

E. urophylla occupe I’archipel des petites iles de la Sonde partagé entre I’Indonésie et le
Timor oriental. On la rencontre a des altitudes tres variables (de 300 a 3000 m) et sous des
régimes de précipitations contrastés (de 3 & 8 mois de saison seche) [8]. Le génotype d’E.
urophylla 14.144 provient de I’ile de Flores en Indonésie a proximité du volcan Lewotobi
(122°46’E 8°31°’S, Figure 2.1). E. grandis se trouve exclusivement sur la cbte Est de
I’ Australie ou les précipitations annuelles moyennes varient entre 1100 et 3500 mm, avec des
températures annuelles moyennes de 12 a 24°C [9]. Le génotype E. grandis 9.21 provient de
la localité d’ Atherton (145°40’E 17°17°S, Figure 2.1).
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Tableau 2.1: Caractéristiques des quatre essais étudiés. Ht : hauteur, C : circonférence, D : diamétre

Essai P93 P97 P98 P10
Date de plantation avr.-1993 avr.-1997 nov.-1998 nov.-2010
Densité (arbres/ha) 667 667 802 802
Nombre 201 oo 000 (60x10 2500 dont 240
d’individus clones)
Mesure de Ht/C Ht/C Ht/C Ht/D micro-
croissance variations
Données
phénotypiques  Nombre de 5 17 10 7 288 par jour
mesures
Age final 59 mois 62 mois 60 mois - -
Mesure de §2°C 1 sur bois 1 sur bois - - 2 sur feuilles
Nombre
Lindividus 201 190 60 1040
Données marqueurs 769 +5175 278 769 +5175 5175
génotypiques
Type de RAPD, SSR, RAPD RAPD - SSR - SNP
marqueurs EST, SNP EST - SNP
Lieu Station de Pointe Noire Sur l'essai
Données Pas de temps Journalier 5_min .
climatiques Variables T°C, pluviométrie, humidité relative de I’air TC, plu.w.orneme’ HR,
, humidité du sol,
mesurées (HR) S
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Figure 2.2: Normales mensuelles pour la station météo de Pointe-Noire en République
du Congo (calculées sur la période : 1988 — 2006). Précipitations (barres bleues), HR :
humidité relative (tirets violets), T°C : température (maximum en rouge, minimum en
jaune), DI : durée d’insolation moyenne par jour (pointillés bleus).
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Ces deux especes ont montré des comportements contrastés en République du Congo [10],
que 1’on cherche a combiner au sein d’hybrides interspécifiques. En effet, I’espéce E. grandis
qui présente de fortes potentialités de croissance est peu adaptée aux conditions congolaises,
contrairement a 1’espéce E. urophylla. Cette adaptation d’E. urophylla se manifeste, entre
autres, par une floraison importante (nombre de fleurs et durée de la floraison) et de meilleure
qualité pour réaliser des croisements contrdlés (fleurs plus grosses et moins fragiles qu’E.

grandis), ce qui a conduit a son utilisation comme parent femelle.

Des descendants hybrides (F’1) issus du croisement E. urophylla (14.144) x E. grandis
(9.21) ont été plantés dans quatre dispositifs différents (Tableau 2.1) : trois sont antérieurs a
cette thése (dispositifs P93, P97 et P98 plantés respectivement en 1993, 1997 et 1998) et le
quatrieme (P10) a été installé au démarrage de cette these en novembre 2010. P93, P97 et P10
correspondent a des dispositifs QTL plantés avec des génotypes différents (familles de plein-
fréres sans répétitions) alors que P98 est un test clonal de 60 génotypes issus de P93, avec 10

répetitions clonales.

L’installation et le suivi des essais ainsi que les mesures phénotypiques ont été réalisés en

partenariat avec le CRDPI localisé a Pointe-Noire (République du Congo).

2.2 Site d’étude et conditions pédoclimatiques

Le site d’étude se situe en République du Congo dans la région de Pointe-Noire. Le climat
de cette région est classifié comme "savane équatoriale avec hiver sec” [11]. Il présente deux
saisons contrastées en termes de disponibilité en eau : la saison des pluies d’octobre a mai, et
la saison seche de juin a septembre. Les précipitations moyennes sont de 1200 mm par an,
I’humidité relative de I’air moyenne est de 85% et la température moyenne est de 25°C. Ces
valeurs moyennes cachent des variations interannuelles parfois fortes pour les précipitations et
la durée relative des deux saisons. Contrairement aux précipitations, la température et
I’humidité ne présentent que de faibles variations saisonniéres : 2% pour I’humidité de ’air et
3°C pour la température (Figure 2.2). Ces conditions climatiques sont donc favorables pour
observer I’effet des variations de la disponibilité en eau sur la croissance au champ des

eucalyptus.
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Figure 2.3 : Localisation des parcelles au sein du massif forestier d’Eucalyptus dans la région cotiére de
Pointe-Noire (République du Congo). La carte de la région de Pointe-Noire a été réalisée par A.S.
Dzomambou au CRDPI.
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Les quatre essais ont été plantés sur le plateau de Kissoko, a I’est de Pointe-Noire (4.45°
S, 12° E, Figure 2.3). Ce plateau, formé par I’érosion de la chaine de montagnes du
Mayombe, située a 100 km a I'Est, est caractérisé par des sols trés profonds, principalement
composés de sables (= 90%). Ces sols sont considérés comme pauvres, du fait de leur faible
rétention en eau et d’une faible capacité d’échange cationique [12]. Ils sont classés en tant

qu’Arenosols ferraliques [13] et sont naturellement recouverts par de la savane herbaceée.

2.3 Installation, suivi et traitement du dispositif P10

Le dispositif P10 a été installé dans le cadre du projet FEDER Abiogen (N° 32973), qui
porte sur I’analyse de I’architecture génétique de la dynamique de croissance de 1’Eucalyptus
(Pointe-Noire) et du Pin maritime (Bordeaux). Chaque dispositif permet le suivi en continu
des micro-variations du rayon sur 240 arbres grace a des micro-dendrométres, ainsi qu’un
suivi de variables environnementales comme la température ou ’humidité de 1’air et du sol. Si
ce type de suivi dynamique n’est pas nouveau chez les arbres [14-17], sa mise en place a
grande échelle (240 individus suivis par dispositif) n’avait jamais ¢été réalisée avant cette
these. Leur installation a donc nécessité de lever des verrous techniques qui sont détaillés dans

cette partie pour le cas de I’Eucalyptus.

2.3.1 Conception du dispositif

2.3.1.1 Dispositif initial

Le plan théorique du dispositif a été penseé avec quatre placeaux instrumentés, autonomes
au niveau de I’acquisition des données et de 1’alimentation électrique. Il était prévu de
mesurer les micro-variations du rayon de 64 arbres par placeau ainsi que la température et
I’humidité de I’air et du sol. Un placeau est équipé d’une centrale de mesure, d’un capteur de
température et d’humidité de I’air et de quatre sondes de mesure de I’humidité du sol. Un
placeau comporte également deux multiplexeurs afin de démultiplier la capacité en micro-
dendrometre, et donc le nombre d’arbres pouvant étre suivis. Chaque placeau est alimenté par
une batterie reliée a un panneau solaire pour assurer I’autonomie électrique. Cette
configuration théorique a été choisie afin d’optimiser le nombre de centrales de mesure, tout
en maintenant une faible distance entre ’arbre et la centrale. L’autonomie d’un placeau

permet aussi de minimiser la perte de données en cas d’incident.
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Figure 2.4: Plan de I’essai P10 avec les infrastructures et la localisation des arbres suivis sur les quatre

placeau (P1 a P4)
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2.3.1.2 Adaptation au cas de l'eucalyptus

Cette configuration théorique a ensuite été adaptée aux contextes “pin maritime" puis
"eucalyptus". En effet, Iinstallation du dispositif "pin maritime" de novembre 2010 a début
mars 2011, a permis a I’ensemble de I’équipe (Didier Bert, Régis Burlett, Jean-Marc Gion,
André Mabiala et moi-méme) d’appréhender les difficultés techniques. Cela a permis
d’installer de maniére efficace, sur une courte durée (1 mois), le dispositif "eucalyptus" a
Pointe-Noire. En paralléle, une mission de dix jours au Congo en février 2011, a permis

d’apporter du matériel sur place et de préciser les plans du dispositif "eucalyptus".

Afin d’assurer la sécurit¢ du dispositif, il a ¢été¢ décidé d’installer une cabane de
gardiennage a proximité immédiate de I’essai, ainsi qu’une cloture autour des placeaux suivis.
II a donc fallu adapter I’alimentation ¢électrique du dispositif pour permettre un
positionnement excentré (cabane de gardien) des batteries et des panneaux solaires (Figure
2.4). 1l a également été décidé de mettre en place un systeme de communication entre les
centrales des quatre placeaux et la centrale météo (située dans la cabane). La centrale météo
servant de point d’accés a I’ensemble du systéme. Il y a donc en tout cinq centrales de
mesures : quatre centrales "micro-dendrometres™ situées au niveau de chaque placeau et une

centrale "météo” située dans la cabane (Figure 2.4).

Cette phase a été essentielle pour une planification précise de la préparation et
I’installation du dispositif. Les différentes contraintes liées au site d’étude : envoi d’une partie
du matériel par bateau, durée fixe de la mission, éloignement du site d’étude, construction des

infrastructures rendaient cette planification d’autant plus importante.

2.3.2 Mise en place du dispositif

Un travail important a été réalisé en amont de I’installation du dispositif avec
I’échantillonnage des arbres instrumentés ainsi que la préparation du terrain et du matériel de
mesure. Ensuite, la mise en place du dispositif de suivi des micro-variations du rayon a été

effectuée durant le mois de mai 2011 et a mobilisé les cing personnes citées précédemment.
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Figure 2.5 : Comparaison de la distribution entre 1’échantillon des arbres suivis (vert) et la totalité de 1’essai
(bleu) pour le diamétre (a) et la hauteur (b) a 10 mois.

Figure 2.6 : Photo de la mise en place des infrastructures : a: cabane de gardien et
local de rangement, b: installation des poteaux pour la cl6ture, c: cébles
d’alimentations électrique et de communication entre centrales disposés pour étre
enterrés, d : fosse pour les mesures d’humidité du sol a différentes profondeurs.
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2.3.2.1 Préparation

Echantillonnage des arbres suivis

Un inventaire de la hauteur et du diamétre a été réalisé 3 mois apres la plantation de 1’essai
(février 2011), afin de préselectionner les arbres en fonction de leur représentativité et de leur
localisation sur la parcelle. Cet échantillonnage ne présentait pas d’écart significatif par
rapport a la globalité de I’essai en termes de moyenne et d’écart type (4,9 + 2,16 mm de
diametre pour ’ensemble de I’essai et 4,86 + 2,01 pour I’échantillonnage initial). Fin avril
2011, la sélection définitive des arbres suivis a été effectuée aprés une deuxieme mesure de
diametre. L’installation du support de capteur nécessitant un pergage du tronc, un diametre
minimal de 12 mm a été choisi pour sélectionner les arbres suivis. Cette contrainte technique
a induit un biais dans 1’échantillonnage : les arbres suivis sont en moyenne significativement
plus gros que ’ensemble de I’essai (Figure 2.5). La variabilité captée dans 1’échantillon est
aussi plus faible que celle de la population totale mais reste importante avec un coefficient de
variation phénotypique de 0,32 pour le diametre et de 0,29 pour la hauteur a dix mois contre

0.41 et 0.37 pour I’ensemble de 1’essai.

Préparation du terrain

La cabane de gardien ainsi que la cléture ont été mises en place début mai 2011, aprés un
nettoyage de la parcelle fin avril 2011 (Figure 2.6). La cléture a nécessité 140 poteaux traités
et 300 m de grillage. Le mat (3 m) de la station météo a éeté installé sur un socle en béton a
coté de la cabane. Ce mat est situé a 20 m de la parcelle et a 6 m de la cabane pour éviter un
effet de bordure lié a la proximité des arbres sur les mesures météo. Une tranchée de 40 cm de
profondeur, allant de la cabane jusqu’a I’intérieur de la cloture a été creusée afin d’enterrer les
cables d’alimentation et de communication. Sur chaque placeau, une fosse de deux metres de
profondeur a été creusée pour permettre I’installation de quatre sondes d’humidité du sol.
Deux poteaux par placeau ont été positionnés pour fixer les boftiers contenant les centrales

d’acquisitions de données et les multiplexeurs.

Préparation du matériel

Une partie de la préparation du matériel a été effectuée a Bordeaux. Le support de micro-
dendrometre a été adapté pour prendre en compte la croissance rapide des eucalyptus. Des
tests en conditions réelles de mesure ont été faits sur pin pour valider le prototype, puis 270

piéces ont été usinées (Annexe 1).
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Figure 2.7 : Vue intérieure d’un boitier "centrale de mesure" avant céblage final (a) et d’un boitier
multiplexeur (b). Centrale de mesure (1), module d’enregistrement (2), multiplexeur (3), bornier de
connexion (4) et régulateur de tension 12,5V vers 2,5V (5).
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Figure 2.8 : Plan détaillé du placeau P3.
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Les capteurs étant alimentés en 2,5 V, des circuits spécifiques convertissant du 12,5V (CC
entrant) en 2,5V (CC sortant) ont été préparés pour étre installés en amont de chaque
multiplexeur. Un travail important de préparation des cables a été réalisé a Pointe-Noire en
avril 2011 (au total 4,5 km de cébles ont été nécessaires a ce dispositif). Afin de relier les
capteurs a la centrale, des longueurs prédéfinies de cables ont été découpées, puis les
extrémités ont été dénudées pour pouvoir effectuer les branchements (Annexe 2). Deux
boitiers par placeau ont été préparés : I’'un contenant la centrale de mesure et un multiplexeur,
I’autre contenant le deuxiéme multiplexeur afin qu’il puisse étre déporté de la centrale (Figure
2.7). Les branchements entre les centrales, les multiplexeurs et les capteurs ont été réalisés
suivant un schéma précis. Chaque arbre suivi est associé a un capteur numéroté (avec un
étalonnage spécifique), une longueur de cable et une voie de mesure sur le multiplexeur. La

connexion entre la centrale et le capteur se fait par trois fils : rouge, vert et jaune (Figure 2.7).

2.3.2.2 Description détaillée des éléments du dispositif

A titre d’exemple, la Figure 2.8 représente de maniere détaillée la structure du placeau 3.
Un premier multiplexeur est relié a 31 arbres, le second a 29 arbres et le tout est connecté a
centrale d’acquisition. Les sondes de température et d’humidité sont reliées directement a la
centrale d’acquisition. Les autres placeaux sont équipés avec les mémes composants mais
différent au niveau du nombre d’arbres suivis (P1 : 58 arbres, P2 : 64 arbres et P4 : 58 arbres).
Les différentes mesures (micro-variations du rayon, variables environnementales) s’effectuent
via cinq centrales (CR1000, Campbell Scientific). L’enregistrement des données s’effectue
sur la mémoire interne des centrales ainsi que sur une carte mémoire, grace a un module
complémentaire d’enregistrement (CFM100, Campbell Scientific). Les programmes de

mesure d’une centrale mico-dendromeétre et de la centrale météo sont donnés en Annexe 3.

Mesure des micro-variations du rayon

La mesure des micro-variations du rayon de chaque arbre est realisée toute les 30 secondes et
moyennée toutes les cing minutes pour étre enregistrée. La mesure de tension variable,
spécifique a chaque capteur est effectuée au niveau du multiplexeur, et la mesure de tension
"totale" est effectuée de mani¢re globale pour I’ensemble des capteurs d’un méme
multiplexeur (les capteurs sont branchés en parallele). Le ratio entre ces deux tensions est

calculé et enregistré : c’est le signal de micro-variation brut.
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Figure 2.9: Vue schématique (a) et photo (b) d’un micro-dendrométre et du support

aluminium.
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Le capteur utilisé est un potentiométre linéaire (résistance variable a trois bornes). Il est
fixé a ’arbre par deux tiges en acier inoxydable et un support en aluminium maintenu par des
écrous papillon (Figure 2.9). Tous les capteurs sont positionnés au sud. La connexion entre le
capteur et la centrale d’acquisition est réalisée avec un céable blindé composé de trois fils (0,2
mm?2). Deux capteurs par placeau sont placés sur un support inerte (tube en acier) pour servir
de témoin. Pour mesurer I’hétérogénéité sur un méme arbre, un arbre par placeau comporte
trois capteurs. Les deux capteurs supplémentaires sont situés au méme niveau mais avec une

orientation différente (Est et Ouest).

Caractérisation environnementale

Le suivi des variables environnementales se fait d’une part au niveau de la centrale météo
pour la température, I’humidité de ’air, le rayonnement incident, la pluviométrie et la vitesse
du vent et d’autre part au niveau de chaque placeau pour la température, ’humidité de I’air et
I’humidité du sol. Les mesures sont enregistrées toutes les cinq minutes, au méme pas de
temps que les mesures de micro-variations. La mesure de température et d’humidité de I’air
est effectuée sous abri par une sonde unique (CS215, Campbell Scientific). Le rayonnement
incident est mesuré a trois métres du sol par un pyranométre (CS300, Campbell Scientific)
avec une gamme spectrale de 300 a 1000 nanometres. La pluviométrie est mesurée par un
pluviométre a auget basculant (0,2 mm/basculement, ARG100, Campbell Scientific)
positionné a 1,3 m du sol. La vitesse et la direction du vent sont mesurées grace a un
anémometre a coupelle (03002, Campbell Scientific) positionné a 3 m du sol avec une
précision de 0,5 m/s (de 0 a 50 m/s). La température du sol est mesurée a deux profondeurs :
0,15 et 1 m (107, Campbell Scientific) avec une précision de 0,1°C. La teneur en eau du sol
est mesurée par des sondes réflectométriqgues (CS616, Campbell Scientific) avec une
précision de 0,05% (% volumique). Ces sondes sont placées a différentes profondeurs : 0,15 ;
0,5; 1 et 2 m afin de couvrir la fraction du profil présentant les plus fortes variations
d’humidité. En effet, au-dela de deux meétres de profondeur, ces variations sont proches de ce

que I’on observe a deux métres [18].

81



7

2 Matériel et méthodes

Centrale master Centrale slave
Station météo P2 P1 P4 P3
CR1000 CR1000 CR1000 CR1000 CR1000
PakBus 1 PakBus 2 PakBus 3 PakBus 4 PakBus 5
ccsI 1/0 ccsI 1/0 ccsI 1/0 ccsI 1/0 ccsI 1/0
CCcs1/0 ccs 1/0 ccs1/o ccs1/0 ccs1/o
MD485 100 m MD485 0m MD485 0m MD485 0m MD485
RS- /i RS- RS- A RS- RS- y RS- RS- Y/ RS-
485 7 485 485 7 lass  ass] 7 lass  ass| 7 |ass

Figure 2.10 : Schéma du systéme de communication entre centrales (CR1000) via le module MD485. La centrale
météo sert de centrale "master", les autres sont des centrales "slave".
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Figure 2.11 : Patron journalier de micro-variation du rayon sur I’arbre X16_ Y39 a deux
périodes différentes : AV : sans régulateurs de tension et AP : avec régulateurs de
tension. Les mesures représentent une journée compléte (24h) pour les deux périodes.
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Alimentation électrique et communications entre centrales météo et micro-
dendrometres

L’alimentation électrique est séparée en deux systémes indépendants et identiques : le
premier alimente les placeaux 1 et 4 et le deuxieme alimente les placeaux 2 et 3 (Figure 2.4).
L’alimentation électrique de chaque systéme est permise grace a deux panneaux solaires (A-
10P, ATERSA) branchés en paralléle, qui rechargent via un régulateur de tension (Solsum
6.6F, Steca Elektronik) deux batteries (12V, 140Ah) branchées en parallele. Les deux

batteries sont reliées aux deux placeaux via un cable électrique (2,5 mmg?).

La communication entre centrales d’acquisition est opérée grace un réseau (RS-485)
organise de la maniére suivante. La centrale météo est la centrale "master" et les centrales
micro-dendromeétre sont des centrales "slave" (Figure 2.10). Les centrales sont reliées via le
port CS 1/0 a un module complémentaire (MD485, Campbell Scientific). Les cing modules
sont reliés entre eux par un réseau filaire (2,5 mm?) qui permet la communication en RS-485.
Les centrales ainsi que les modules MD485 sont configurés avec le méme débit (115,2 kBd).
Cette communication entre centrales permet I’acceés a I’ensemble du systéme depuis la cabane

de gardiennage via la centrale météo (Figure 2.4).

2.3.3 Amélioration et suivi du dispositif Eucalyptus

Des améliorations et des réparations ont été faites de maniére ponctuelle lors de trois
missions que j’ai effectuées a Pointe-Noire. Des régulateurs de tensions 12V/1,3A (THN 15-
1212, Tracopower) ont été placés en amont de chaque centrale, afin de réduire les fluctuations
de tension d’entrée liées aux panneaux solaires. Dans un méme objectif de régulation de la
tension du systéme, des convertisseurs de tension du 12V vers du 2,5V/1A (TSRN 1-2425A,
Tracopower) ont été installés en amont de chaque multiplexeur. Cette régulation de la tension
a deux niveaux a permis une forte diminution du bruit électrique présent dans le signal de

micro-variations (Figure 2.11)

Des essais de transmission des données via le réseau de téléphonie mobile ont également
été effectués afin d’envoyer les données automatiquement. La centrale météo munie d’un
modem devait collecter les fichiers de données de chaque placeau, puis faire un envoi via le
réseau mobile. Des difficultés liées a I’automatisation de la collecte de données et la mauvaise

réception du réseau, combinées a la difficulté de faire des tests en n’étant pas sur place, n’ont
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centrale météo

Fichiers journaliers — 4 centrales pdendro + 1

Concaténation des fichiers

graphiques

1 fichier par centrale contenant les données brutes +

Traitement des données pdendro:

— Suppression des données
aberrantes

Recalage initial

Recalage des capteurs
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aberrantes
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1 fichier par centrale contenant les données corrigées

Figure 2.12 : Etapes de traitements des données brutes issues du dispositif
P10. Les fichiers journaliers sont assemblés par centrales puis les données
sont corrigées. Différents graphiques sont générés pour chaque variable :
un graphique comprenant 1’ensemble des données et des graphiques par

période de deux semaines.
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Figure 2.13 : Relation linéaire entre le déplacement et le ratio de tension aux

bornes d’un micro-dendromeétre.
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pas permis de réaliser cet objectif. La récupération des données a donc été effectuée
manuellement via la centrale météo grace au logiciel dédié (Loggernet, Campbell Scientific).

Le suivi du dispositif a été assuré par André Mabiala (CRDPI) de fagon hebdomadaire :
récupération et envoi des données, recalage des capteurs de micro-variations et entretien des
capteurs météo. Les capteurs de micro-variations nécessitent un suivi trés fréquent. En effet,
la course maximale du capteur étant de 10 mm cela impose un recalage du capteur avant
d’arriver en bout de course. Dans notre cas, la croissance rapide des hydrides E. urophylla x
E. grandis a imposé des recalages tous les deux mois en moyenne la premiére année, puis a
une fréquence moindre. Le support a donc été pensé pour faciliter ce recalage et une cale de

8 mm d’épaisseur a été fabriquée pour servir d’étalon lors des recalages.

2.3.4 Traitement des données

Le traitement des données environnementales et du signal de micro-variations a été
effectué avec le logiciel R [19]. Les différentes étapes de traitements sont représentées dans la
Figure 2.12. A chaque étape, des graphiques sont genérés pour chaque variable afin de

visualiser la qualité des données et du traitement effectué.

Les centrales genérent un fichier par jour contenant 288 valeurs pour chaque variable
mesurée, soit une mesure toute les cing minutes. Le traitement de ces données commence par
la concaténation de ces fichiers journaliers, qui permet de générer un fichier par centrale avec
I’ensemble des données. Les données environnementales (T°, HR, PP...) sont directement
exploitables une fois les valeurs aberrantes éliminées. Par contre, les données de micro-
variations nécessitent un traitement informatique plus important avant de pouvoir étre
utilisées. Les valeurs aberrantes sont tout d’abord supprimées. La mesure de tension (ratio) est
ensuite convertie en déplacement (um) en utilisant 1’équation linéaire propre a chaque capteur
(exemple Figure 2.13). En effet chaque capteur a été étalonné indépendamment. Ensuite, la
course initiale du capteur lors de sa mise en place sur I’arbre étant arbitraire, la premiére
valeur de la période étudiée pour chaque capteur a été soustraite a ’ensemble des valeurs
(recalage a 0 initial). Au cours de la croissance de I’arbre le capteur a été recalé plusieurs fois,
faisant ainsi apparaitre des sauts de valeurs (Figure 2.14, a). Ces sauts de valeurs ont été
corrigés en additionnant la derniére valeur avant recalage et en soustrayant la premiére valeur
apres recalage a I’ensemble des données suivant le saut et ceci de maniere itérative. On

obtient ainsi la trajectoire de croissance radiale globale (Figure 2.14, b).
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Ces données sont ensuite lissées avec une moyenne mobile pour éliminer le bruit du signal (
Figure 2.15). Enfin, I’effet de la température sur la dilatation des matériaux du support mais
aussi sur la résistance globale du systéme est pris en compte grace aux capteurs témoins sur
support inerte. L’amplitude thermique moyenne durant la journée est relativement faible (8°C
+ 2.2°C) sur la période de mesure. Une fois ces traitements effectués, les données corrigées

sont exploitables pour 1’analyse.

2.4 Caracteres phénotypiques mesurés

2.4.1 Croissance

L’ensemble des essais a été mesuré pour des caractéres ponctuels de croissance : hauteur
et circonférence/diameétre. La hauteur a été mesurée a la perche au jeune age puis a I’aide d’un
dendrometre (Vertex 1V, Haglof, Suéde). La mesure de circonference a éte réalisée avec un
meétre ruban. Le diametre a eté mesuré avec un compas forestier. Les mesures de
circonference ont été faites a 1,3 m pour P93 et P97, et a 20 cm (hauteur du capteur) et 1,3 m
pour P10. La fréquence des mesures est variable selon les essais. P93 a été mesuré a 14, 26,
39, 51 et 59 mois. Pour P97, 17 mesures sont disponibles : 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 21,
24, 27, 30, 34, 44, 52 et 62 mois. P98 a été mesuré a 6, 12, 15, 25, 28, 33, 36, 42, 48, et 60
mois. Pour ces trois dispositifs antérieurs a la these (P93, P97 et P98) nous avons une vision
globale de la croissance jusqu’a 1’age de rotation (5 a 7 ans). En revanche, les mesures ne sont
disponibles que jusqu’a trois ans pour P10, qui a été planté au cours de la these : 3, 6, 10, 15,

18, 23, 27, 30 et 35 mois.

La croissance a également été modélisée afin d’obtenir la trajectoire globale (hauteur et
croissance) pour les essais P93, P97 et P98. Le modéle monomoléculaire est un cas particulier
du modéle de croissance von Bertalanffy-Richards [20, 21] qui a été largement appliqué pour

modéliser la croissance des arbres [22-26]. L'équation du modeéle est la suivante :
[(t) = Asym [1 - e‘elrc(t‘co)]

I(t) est la croissance cumulée a l'instant t; Asym est la croissance maximale (asymptote); Irc
est le logarithme de la constante, cO est I'age théorique pour lequel I(t) est égal a zéro. La

modélisation de la croissance a été réalisée avec le package R: nlme [27, 28].
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2.4.2 Mesures de 3C

La composition isotopique du carbone (5*C) d’un échantillon est définie par I'équation

B3¢/ Cech,

suivante : §13C = (W
PDB

_ 1) x 1000

Elle représente 1’écart entre le rapport des isotopes stables du carbone de I'échantillon et
celui du standard international (Peedee belemnite, PDB). Cette composition isotopique est
différente entre I’air et la matiére organique du fait de la discrimination du *3*CO; durant la
phase de transport et de fixation dans les plantes. Le 8"3C est directement relié a la

discrimination du **CO; (A) par la plante avec 1’équation suivante [29]:

_ 6air - aplante
1+ 8piane/1000

A

Avec une composition isotopique de I’air (8air) d’environ -8%o.. Farquhar et al. [30] ont mis
en lien la discrimination isotopique du carbone par la plante (A) et ’efficience d’utilisation de
I’eau intrinséque (water use efficiency, WUE;) qui est défini comme le rapport entre
l'assimilation de CO, (A) et la conductance stomatique pour l'eau (gs) [31]. De fait la
composition isotopique du carbone de la plante (8*3C) est utilisée comme un indicateur
intégratif et robuste de la WUE;. Cette mesure indirecte de la WUE; a notamment été utilisée
en amélioration génétique des plantes [32, 33] grace & la rapidité de la mesure du 8*3C par
spectrométrie isotopique de rapport de masse qui permet une caractérisation des phénotypes a

grande échelle.

Les mesures de 8°C ont été faites sur un compartiment différent de I’arbre selon les
essais. Pour P93 et P97, les mesures ont ¢été faites sur I’holocellulose extraite d’une portion de
rondelle de bois. Cette rondelle a été prélevée a mi-hauteur a 59 mois pour le dispositif P93 et
a 1,5 m a 62 mois pour le dispositif P97. Apres broyage de la portion de rondelle,
I’holocellulose a été extraite par la méthode Jayme-Wise [34] et placée dans des capsules
d’étain (1 mg). Pour P10, cinq feuilles de lumiere ont été prélevées a deux périodes
différentes : en fin de saison seche (septembre 2011) et en fin de saison des pluies (mai 2012).
Ces feuilles ont ensuite été broyées et la poudre a été placée dans des capsules d’étain (1 mg).
L’analyse de 8"°C a ensuite été effectuée a Nancy sur le Plateau Technique d’Ecologie
Fonctionnelle. La composition isotopique a été mesurée par un analyseur élémentaire en flux
continu (Carlo Erba NA 1500; CE Instruments) couplé a un spectrometre de masse a rapport

isotopique (Thermo-Finnigan; Delta S).
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Figure 2.16 : Evolution des micro-variations du rayon (trait noir) en relation avec le rayonnement incident (tirets
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Figure 2.17 : Extraction du minimum (rouge) et du maximum (vert) journalier du signal de micro-variations du
rayon.
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2.4.3 Micro-variations du rayon

Les variations journaliéres du rayon du tronc ont été mises en relation avec le statut
hydrique de I’arbre et les flux d’eau dans le tronc [15, 17, 35-39]. En effet, au cours de la
journée, les réserves d’eau du tronc sont d’abord mobilisées vers les feuilles durant la phase
de transpiration, ce qui induit une réduction du rayon du tronc (Figure 2.16). A I'inverse
quand I’arbre ne transpire plus, une partie de I’eau absorbée au niveau racinaire est mise en
réserve dans le tronc qui augmente donc de rayon (Figure 2.16). Ces micro-variations
journalieres, qui refletent le contenu en eau du tronc sont donc trés dépendantes de
I’environnement (contenu en eau du sol d’un c6té et demande évaporatoire de ’autre) [16,
40]. Elles sont principalement liées aux contractions des tissus élastiques : le bois en
formation, le cambium et surtout le phloeme [38, 41].

Le signal des micro-variations du rayon intégre également la croissance radiale (division
du cambium, élongation cellulaire). Suivant I’échelle d’analyse, 1’information apportée par le
signal sur le statut hydrique et la croissance radiale n’est pas la méme. Sur un pas de temps
journalier, bien que de la croissance ait lieu, le signal traduit majoritaire le fonctionnement
hydrique. Sur une échelle de temps plus longue (semaine, mois), il traduit essentiellement la

croissance.

Les micro-variations du rayon ont été mesurées sur 240 arbres du dispositif P10. Apres les
étapes de traitements décrites précedemment, des variables ont été extraites du signal de
micro-variation du rayon : le minimum et le maximum journalier (Figure 2.17). lls permettent
de calculer I’amplitude journaliére, les accroissements entre maximums ou minimums

successifs ainsi que les pentes associées aux phases de contraction ou de réhydratation.

2.5 Geénotypage

Avec le développement des technologies de génotypage haut débit [42, 43], la diminution
des colits de génotypage permet a ’heure actuelle une augmentation considérable du nombre
de marqueurs moléculaires et/ou d’individus génotypés. Dans ce contexte, il est nécessaire

d’optimiser les étapes en amont comme 1’extraction d’ADN.
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2.5.1 Extraction d’ADN

Une nouvelle méthode plus rapide a été développée pour remplacer 1’ancien protocole
d’extraction d’ADN [44] peu adapté a D’extraction d’un grand nombre d’échantillons.
L'extraction d'ADN de qualité a partir de feuilles d’eucalyptus est rendue difficile par la
présence de composés métaboliques secondaires (polyphénols, terpenes) et de glucides.
Différents protocoles ont donc été comparés et les meilleurs résultats en termes de qualité et
de quantité ont été obtenus avec un protocole utilisant des billes magnétiques (Smart D-N-
Adem-Kit). Ce protocole a ensuite été adapté pour I’extraction en plaque 96 puits (Annexe 4).
Cette méthode d’extraction par billes magnétiques a pour avantage d’étre automatisable. Les
ADN utilisés pour le génotypage de la puce SNP ont été extraits en suivant ce protocole puis
conservé a -20°C. La qualité et la quantité des ADN extraits ont été verifiées par migration
sur gel d’agarose (0,8%), spectrophotometrie (NanoDrop 8000) et spectrofluorimétrie (Quant-
iT Picogreen).

2.5.2 Design de la puce SNP "Eucalyptus”

Le design de la puce SNP Infinium (Illumina, San Diego, USA) a été réalise par Eric
Mandrou au sein de la plateforme GénoToul a Toulouse. Tout d’abord les deux parents du
croisement ont été entierement séquencés (Illumina HiSeq2000) par la société GATC Biotech
(Konstanz, Germany). Deux types de librairies ont été générés par parent, I’'une avec des
fragments de 300 pb dont 100 pb séquencées aux deux extrémités, ’autre avec des fragments
de 3kb séquenceés sur 50 pb aux deux extrémités. Apres alignement des séquences pairées sur
le génome de référence d’E. grandis (BRASUZ1, http://www.phytozome.net/eucalyptus.php),
la détection du polymorphisme a permis de mettre en évidence plus de cing millions de SNP
chez les deux parents. Plusieurs étapes de sélection ont été appliquées afin d’obtenir 6000
SNP pour le design de la puce, principalement basées sur : i/ la robustesse du SNP
(profondeur de séquencgage, ADT score...), i/ la couverture du génome (espacement entre

SNP de 80 ou 300 kb) et iii/ la ségrégation attendue dans la descendance (1:1 ou 1:2:1).

Le génotypage de 1152 individus pour 6000 SNP a été réalisé par Genes Diffusion (Douali,
France). Sur les 1152 individus génotypés, 48 sont les parents du croisement (24 répétitions
de chaque), 60 sont issus du P93 (60 clones du P98) et 1044 sont issus du P10 (dont les 240
(dont les 240 arbres suivis en continu). Les résultats de génotypage ont été analysés avec le

logiciel GenomeStudio (Genotyping module V1.9, lllumina).
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Figure 2.18 : Comportement schématique des chromosomes durant la méiose. La méiose est un type de division
cellulaire qui aboutit a la formation de gameétes. Elle comprend deux phases de ségrégation des chromosomes
apres une seule réplication. Au début de la réplication, les chromatides sceurs sont maintenues ensemble (cercles
violets). Ensuite au cours de prophase I, les chromosomes homologues s'apparient et le processus de
recombinaison débute avec au moins un crossing-over par paire. Les crossing-over ainsi que la cohésion entre
chromatides sceurs assure la liaison physique entre les chromosomes homologues recombinés, pour former un
bivalent a la métaphase . Durant ’anaphase |, cette cohésion est maintenue uniquement aux centromeres: les
chromosomes homologues se séparent vers les poles opposés, tandis que les chromatides sceurs restent ensemble.
A la métaphase Il, la cohésion au niveau du centromére est rompue, ce qui permet, en anaphase 11, la séparation
des chromatides sceurs vers des pdles opposés. Schéma d’aprés Crismani et al. [45].
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Les autres marqueurs moléculaires (RAPD, SSR et EST) disponibles pour les essais
P93 et P97, sont antérieures a cette these.

2.6 Cartographie génétique

La cartographie génétique permet de représenter la répartition et ’ordre des locus le long
des chromosomes. Elle s’appuie sur un phénoméne majeur dans le maintien et la création de
la diversité génetique [45, 46] : la recombinaison entre chromosomes homologues. Cette
recombinaison se déroule lors de la formation des gamétes (méiose) durant la prophase I, avec
la formation de crossing-over qui rompent le lien physique entre locus (Figure 2.18). Cet
échange de portions de chromosome produit des haplotypes différents des haplotypes
parentaux. En cartographie génétique, on cherche a estimer la fréquence d’occurrence des
crossing-over le long du génome, grace a I’observation de la "co-ségrégation™ des locus dans

une descendance.

On estime le taux de recombinaison (0) entre deux locus (marqueurs moléculaire) par le

ratio suivant :

nombre de gametes recombinés

nombre de gametes totaux

Le taux de recombinaison entre loci n’est pas une distance additive, il existence donc
différentes fonctions [47, 48] qui permettent de le transformer en distance génétique (cM),
afin d’obtenir la propriété d’additivité. La fonction de Kosambi, contrairement a celle
d’Haldane, tient compte du phénoméne d’interférence (réduction de la probabilité d’obtenir
deux crossing-over proches 1’'un de I’autre). Cette différence se répercute au niveau des taux
de recombinaison supérieurs 0,15 avec une augmentation de la distance estimée avec la
fonction Haldane. Ces deux dernieres restent les plus utilisées bien que d’autres fonctions

aient été développées [49, 50].

Différents facteurs influent sur la précision d’une carte génétique, comme le nombre
d’individus, le type de population, le nombre de marqueurs moléculaires ainsi que leur type

de ségrégation et I’algorithme de cartographie [51-54]. Dans le cas des arbres forestiers, les
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Génotypage : Mise en évidence du polymorphisme nucléotidique au niveau de différentes
régions du génome (marqueurs moléculaire, M). Homozygote (aa) et hétérozygote (ab) .
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Phénotypage : Mesure d’un ou plusieurs caractéres quantitatifs (ex: hauteur) dans une
descendance. Le caractere doit présenter une distribution proche d’une distribution normale
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Figure 2.19: Principe de la détection de QTL
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populations de cartographie sont issues d’individus fortement hétérozygotes du fait de la tres
faible domestication et du régime de fécondation préferentiellement allogame. Les possibilités
en termes de types de populations sont donc limitées. En effet, les descendances F’1 et BC
sont majoritairement utilisées, méme s’il existe des études sur des familles F2 [55]. La
cartographie de ce type de population peut étre effectuée avec la stratégie dite de "double
pseudo-testcross” [56]. Cette stratégie permet de construite une carte génétique pour les deux
parents, grace a I'utilisation des marqueurs hétérozygotes chez un seul parent et homozygote
chez I’autre, ségrégeant ainsi dans la descendance de pleins-freres dans les proportions
mendélienne 1/2 : 1/2. La cartographie simultanée des deux parents (carte consensus) peut
¢galement étre effectuce grace a 1’utilisation de marqueurs polymorphes chez les deux parents

(SSR, SNP, DAIT).

Dans cette étude nous avons utilisé deux logiciels de cartographie génétique qui
permettent I’analyse simultanée de marqueurs avec différents types de ségrégation : JoinMap
[57, 58] et le package R : onemap [59, 60]. JoinMap a été utilisé pour genérer les cartes
génétiques du P93 et P97. Celles du P10 ont été générées avec les deux logiciels. Cela a

permis de comparer les résultats obtenus au niveau de I’ordre des marqueurs.

2.7 Détection de QTL

Un caractére qui présente une variation continue au sein d’une population (caractére
quantitatif) est supposé étre contrdlé par plusieurs genes a effet faible : modele infinitésimal
[61]. Cependant, il été montré que quelques génes majeurs (QTL, quantitative trait locus)
pouvait participer de fagon significative a cette variabilité (modele oligogénique). L analyse
QTL cherche a caractériser 1’architecture génétique de ce type de caractere : c’est-a-dire a
déterminer le nombre de régions du génome impliquées ainsi que leurs positions et leurs
effets. Cette approche se base sur I’analyse combinée de 1’information moléculaire et d’un
caractéere quantitatif dans une descendance en ségrégation. Elle permet de tester
statistiquement le lien entre variation génétique (comme celle de marqueurs moléculaires) et

variation phénotypique (Figure 2.19). Si ce test est significatif, on met en évidence un QTL.

Partant d’une analyse simple marqueur (analyse de variance a un facteur), I’analyse QTL a
évolué vers des méthodes plus en plus complexes : i/ "I’interval mapping" (IM) [62, 63]
utilisant I’information de la carte génétique pour positionner les QTL le long du génome ii/ le

"composite interval mapping” (CIM), [64, 65] et iii/ le "multiple interval mapping" (MIM)
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[66, 67], qui prennent compte des cofacteurs (marqueurs significativement associés au
caractere) ce qui permet une meilleure estimation de la localisation et de I’effet des QTL.
Parallelement a ces méthodes classiques, des approches bayésiennes ont également été

développées [68-70] mais restent pour I’instant peu utilisées chez les plantes.

Comme pour toutes les analyses statistiques, la taille de I'échantillon est un facteur
critique. Pour des petites tailles d’échantillon, le risque de ne pas détecter de QTL a effet
faible et donc de surestimer 1’effet de ceux détectés est important. C'est ce que l'on appelle

communément l'effet "Beavis" [71].

Dans cette étude, les différentes analyses QTL ont été réalisées avec le package R qtl [72,
73]. La méthode de CIM a été utilisée pour leur détection. Le taux d’erreur de type I au
niveau du génome a été calculé avec dix mille permutations [74]. Les intervalles de confiance

(95%) autour des QTL ont été calculés avec la fonction bayesint.

Les interactions QTL x E ont été testées en analyse de variance avec les fonctions Im et

anova du logiciel R [19].
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Abstract

Background: The genetic basis of growth traits has been widely studied in forest trees. Quantitative trait locus
(QTL) studies have highlighted the presence of both stable and unstable genomic regions accounting for biomass
production with respect to tree age and genetic background, but results remain scarce regarding the interplay
between QTLs and the environment. In this study, our main objective was to dissect the genetic architecture of the
growth trajectory with emphasis on genotype x environment interaction by measuring primary and secondary
growth covering intervals connected with environmental variations.

Results: Three different trials with the same family of Eucalyptus urophylla x £. grandis hybrids (with different
genotypes) were planted in the Republic of Congoe, corresponding to two QTL mapping experiments and one
clonal test. Height and radial growths were monitored at regular intervals from the seedling stage to five years old.
The correlation between growth increments and an aridity index revealed that growth before two years old (r=0.5;
0.69) was more responsive to changes in water availability than late growth (r=0.39; 042) for both height and
circumference. We found a regular increase in heritability with time for cumulative growth for both height

[0.06 - 0.33] and circumference [0.06 - 0.38]. Heritabilities for incremental growth were more heterogeneous over
time even if ranges of variation were similar (height [0-0.31]; circumference [0.19 to 0.48]). Within the trials, QTL
analysis revealed collocations between primary and secondary growth QTLs as well as between early growth
increments and final growth QTLs. Between trials, few common QTLs were detected highlighting a strong
environmental effect on the genetic architecture of growth, validated by significant QTL x E interactions.

Conclusion: These results suggest that early growth responses to water availability determine the genetic
architecture of total growth at the mature stage and highlight the importance of considering growth as a
composite trait (such as yields for annual plants) for a better understanding of its genetic bases.

Keywords: Growth, Growth modelling, Plasticity, QTL x E interaction, Heritability, Eucalyptus

Background

Production of wood biomass is a mandatory trait in any
forest tree breeding program regardless of the final use
be it pulp and paper, energy, construction or engineered
wood products. Understanding the contribution of gen-
etic and environmental factors as well as their inter-
action in tree growth and adaptation is a prerequisite for
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accelerating tree domestication to meet the increasing
demand for wood [1]. In this context, fast growing trees
such as Eucalyptus will play a major role, not only as
wood supply, but also as a model system to decipher the
determinism of growth. Indeed, eucalypts are cultivated
worldwide on more than twenty million hectares and are
the most planted hardwoods in the world [2]. This genus
comprises about 700 species [3] distributed naturally
over a wide range of pedoclimatic conditions. Within
that diversity, a few species or inter-specific hybrids
combining the adaptive capacities and fast growth rates

© 2013 Bartholomé et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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of the parental species (e.g. E. wurophylla x E. grandis
[4,5]), are widely used in planted forest.

Wood biomass formation is a dynamic process resulting
from a wide array of physiological processes [6] some of
which (e.g. photosynthesis) are dependent on environ-
mental variations. It is also a product of height and cir-
cumference growth, involving the activity of the shoot
apical meristem [7] and the vascular cambium [8]. The
dynamics of both primary and secondary growth have
been extensively described and modelled up to the rota-
tion age in many forest tree species [9-12] with the main
objectives of predicting biomass production and optimiz-
ing sylvicultural practices. The first models corresponded
to yield models and with the improved understanding of
plant/tree physiological functioning and its interplay with
climatic factors, process or mechanistic models were sub-
sequently developed taking into account carbon alloca-
tion, nutrient and water availability, and climate effects
[13,14]. These models were often developed for a particu-
lar species [15,16] without explicitly taking into account
the genetic diversity within species, while a genetic effect
of the response to environmental variation has been de-
scribed in Eucalyptus on different scales of growth analysis
(day, month, year) [17,18].

The genetic determinism of tree growth and its trend
over-time have been fairly well studied in most forest
tree species of commercial interest [19-24]. As regards
time trends, the Franklin model [25], suggesting three
phases in variance components for growth traits
(juvenile, mature and adult phases), was tested in differ-
ent species [26-28]. In short rotation species with rapid
initial growth such as in Eucalyptus, a more stable trend
was usually observed up to the rotation age [23]. Simi-
larly, the ratio between dominance and additive vari-
ances has been analysed over time, with a major share of
additive variance in Pinus taeda [29] and more balanced
in Eucalyptus [23]. Age-age genetic correlations were
found to be generally high between successive measure-
ments and tended to decrease when the time lag in-
creased between juvenile and mature stages
[27,30,31]. Overall, these studies reveal low to moderate
heritability for growth traits, indicating a strong environ-
mental effect on the determinism of growth. More re-
cent studies have tried to link genetic of growth
response to environmental variation [23,32,33]. In Euca-
lyptus globulus, Costa e Silva et al. [34] reported a gen-
etic effect on radial growth in response to temperature,
rainfall and solar radiation. A similar result was presented
by a more recent study showing a genetic effect for
suceptibility to drought damage in E. globulus [35]. Never-
theless, there is still a need to improve our understanding
of genetic and environmental determinants of growth,
through measurements covering intervals better connected
with environmental variations.

ie.
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An analysis of the genetic architecture of growth traits
(i.e. the number, map location and effect of quantitative
trait loci, QTL) can also provide a better understanding
of the genetic basis of growth. Thus, over the past two
decades, many studies have been undertaken to detect
QTLs controlling part of the phenotypic variation of
wood biomass in forest trees such as pines [36], poplar
[37] and eucalyptus [38]. In Eucalyptus, several genomic
regions have been detected harbouring QTLs with low
to moderate effects on the phenotypic variation of growth
traits [39-44]. These studies, although carried out with a
relatively small number of growth measurement time
points revealed QTL instability over time [40,41]. The
functional mapping approach taking into account the
growth trajectory in QTL analysis [45] showed similar re-
sults with early and late QTLs in poplar [46]. However,
rather few studies connecting the genetic architecture of
growth traits and different environmental conditions have
been carried out [47-50]. In Eucalyptus Freeman et al.
[51,52] as well as Teixeira et al. [53], highlighted major
QTL x Environment interactions. All these studies
conducted on an inter-annual scale are consistent with
the idea that growth is an integrative trait involving a large
number of ecophysiological [6] and molecular [54] pro-
cesses on which environmental conditions can act to
determine the final genetic architecture of growth. There-
fore, understanding the interplay between early growth
and abiotic factors (e.g. alternation between dry and wet
seasons in the tropics) and how environmental variations
impact the genetics of growth is a key issue, especially as
part of Eucalyptus breeding programmes.

In this context, the objective of this study was to dissect
the genetic basis of the growth trajectory and its interplay
with seasonal variation in water availability. To that end,
one interspecific cross of Eucalyptus urophylla x E. grandis
was planted in three different field trials in the Republic of
Congo where contrasting environmental conditions in
term of water availability (rainy vs. dry seasons), were suit-
able for observing the effect of drought on growth. We
used two complementary types of growth trait: integrative
traits (cumulative growth, growth curve parameters) and
responsive traits (sub-annual growth increments) in com-
bination with climatic data to characterize growth response
to changes in water availability and reveal its genetic com-
ponent. This comprehensive dissection of growth enabled
us to characterize the genetic determinism of primary
(height) and secondary (circumference) growth using
conventional quantitative genetics and QTL detection
approaches.

Methods

Plant material and field experiments

A full-sib family generated from a single controlled cross
between Eucalyptus wurophylla (accession 14.144) x E.
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grandis (accession 9.21) was used in this study in three
environmental settings corresponding to three field ex-
periments. The first two trials were planted using a sin-
gle tree plot design with seedlings: in April 1993 with
201 genotypes (referred to as P93) and already used in
previous QTL studies [40,55,56] and in April 1997 (P97)
with 190 genotypes (different from P93). The third trial
was planted in November 1998 (P98) and corresponded to
a clonal test with 60 genotypes in common with P93 repli-
cated by rooted-cuttings with 10 copies per genotype.

The three trials were established in the Republic of
Congo, in the Pointe-Noire region (4.8° S, 12° E). P93 and
P97 were planted at a density of 667 trees/ha, whereas
P98 was planted at 800 trees/ha. To reduce border effects
a triple border row was planted around all the plantations.

DNA extractions for the full-sib progenies were
carried out using dry leaves according to Doyle and
Doyle [57].

Environmental characterization

The trials were planted on Ferralic Arenosols (FAO clas-
sification) at the Kissoko forestry station (Pointe-Noire,
Republic of Congo). This soil is considered to be poor
due to a low water retention, a small cationic exchange
capacity and a low organic matter content [58]. The
climate in the Pointe-Noire region corresponds to a
tropical savanna climate [59] characterized by a dry sea-
son from May to October with annual rainfall of about
1,200 mm. The high atmospheric humidity (85% on
average) and high temperature (25°C) display slight sea-
sonal variations, at 2% and 3°C, respectively. To compare
the climate between trials and especially the length of dry
period during the dry season, we used the De Martonne
aridity index (Ipm). Ipm was calculated monthly with the
following formula [60]:

IDM =12 p/(t+ 10)

where p is the total monthly rainfall and t the monthly
mean temperature. According to De Martonne [60], a
threshold of Iy =15 was chosen as an upper limit to
define the dry season. Climatic data (temperature and
rainfall) were recorded at Pointe-Noire about 25 km from
the field trials.

Phenotypic traits

Growth Measurements

Tree growth was assessed by measuring both cumulative
height and circumference at 1.3 m for each tree, at dif-
ferent ages. P93 was measured at 14, 26, 39, 51 and
59 months old. P97 was measured more frequently over
time at 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 34,
44, 52 and 62 months old. P98 was measured at 6, 12,
15, 25, 28, 33, 36, 42, 48, and 60 months old. The net
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growth increments between two time points were calcu-
lated using the following formulas:

Trait n;_ny, = Trait no—Trait n;

Where Trait n is the cumulative height or circumfer-
ence at “n” months old.
Growth modelling
We used the monomolecular growth equation to model
height and circumference growth in trials P93, P97 and
P98. The monomolecular growth equation is a particular
case of the von Bertalanffy-Richards growth model [61,62]
which has been widely applied and compared for tree
growth modelling [63-67]. For fast growing trees like eu-
calypts, the monomolecular model is well adapted because
of its concave shape with no inflection point [68-70]. The
equation is expressed in the following form:

{(£) = Asym [1,e-9"“(t-co)}

Where /(1) is the cumulative growth at time t; Asym is
the maximum growth (the asymptote); Irc is the logarithm
of the growth constant and <0 is the theoretical age for
which [(2) is zero. Growth modelling was performed with R
software (Version 2.15.2; http://cran.r-project.org/) using
the R package: nlme [71,72]. Trees with a high proportion
of missing data were removed, based on the duration and
the phase (exponential growth phase or asymptotic phase)
at which missing data occurred. Selected trees presented
on average 0.3, 2.2 and 0.5% of growth curve that is miss-
ing for P93, P97 and P98 respectively. For each selected
genotype, a nonlinear model (monomolecular) was fitted
to obtain the above-mentioned growth curve parameters
(GCP) for both height and circumference. The model fitted
the data well as illustrated for circumference in Additional
file 1. Moreover the pseudo R-squared calculated for all ad-
justed models were higher than 0.9. Predicted values were
also calculated for P97 for the same time points as in P93
(14, 26, 39, 51 and 59 months old).

Broad-sense heritability of growth

Broad-sense heritabilities were estimated using trial P98
which corresponded to a clonal test with 10 replicates of
60 full-sibs. Analyses were conducted using Markov Chain
Monte Carlo methods implemented in the R MCMCglmm
package [73]. The following mixed effects model was used
for each trait:

y = p+Row; + Col; + G + ¢

where y is the individual tree measurement, p is the
general mean, Row; is the fixed effect of the row, Col, is
the fixed effect of the column, G, is the random effect
of the genotype ~N (O, ¢%) and ¢ is the residual random
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effect ~N(0O,0?). The intersection between individual
tree coordinates in the trial (row and column) repre-
sented the spatial position of each tree. Broad-sense her-
itability for the full-sib family (H*) was estimated for
each trait using the following formula:

H* = o¢g/(0g + ¢)

Where 0%, is the genetic variance and (0% + 07) is the
phenotypic variance [74].

Molecular markers and linkage mapping
For each parental genotype (E. urophylla and E. grandis)
and each trial (P93 and P97), a genetic map was con-
structed according to a two-way pseudo-test cross map-
ping strategy [75]. For P93, the two genetic linkage maps
were constructed using RAPD SSR, EST, and STS
markers genotyped on 201 individuals [56]. For P97,
only RAPD markers selected on the basis of their map
position in the P93 linkage maps were used for genetic
mapping with 190 individuals. The set of common poly-
morphic markers genotyped in both P93 and P97, en-
abled the unambiguous identification of homologous
linkage groups (LGs) between the two parental maps of
the same species. In addition, the codominant markers
used in P93, enabled the identification of orthologous re-
gions between E. urophylla and E. grandis [56).
JoinMap® version 4.1 [76,77] was used to perform the
linkage analysis. Chi-squared tests were performed to
test whether markers followed the expected Mendelian
segregation ratios. Distorted markers (p <0.01) were
excluded from linkage analysis. Markers with more than
40% of missing data were also excluded. For the four
maps, markers were grouped into LGs at the independ-
ence logarithm-of-the-odds (LOD) scorez4.0. Then,
markers within linkage groups were ordered using the
Monte Carlo maximum likelihood mapping algorithm
[78,79]. Finally, mapping quality tools were used to clas-
sify markers leading to a poorer fit as accessory markers,
located near the closest framework markers. Accessory
markers with significant deviation from expected Men-
delian segregation (p < 0.01) were indicated by * on the
genetic maps. Genetic distances in centiMorgan (cM)
were calculated with the Kosambi mapping function
[80]. The LG nomenclature corresponds to that defined
by Brondani et al. [81].

QTL analysis

QTL mapping

Quantitative trait locus (QTL) analyses were performed
with R software using the gt/ package [82]. We carried
out simple and composite interval mapping using the
multiple imputation method of Sen and Churchill [83]
with a step interval of 1 c¢M, a genotyping error rate of
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0.001 and 512 imputations per genotypes. It has been
shown that this imputation method performs better with
missing genotypic data [83]. The whole-genome signifi-
cance thresholds for all traits were determined with
10,000 permutations [84]. QTLs that met or exceeded
95™ and 90™ percentiles were assessed to be significant
or suggestive, respectively. Confidence intervals for each
QTL position were obtained using Bayes credible inter-
vals (BCI). Genetic maps and QTL positions were drawn
using MapChart [85].

Detection of QTL x environment interaction

For each parent, we were able to test the QTL x envir-
onment interaction (QTL x E) using markers common
to both trials (P93 and P97), and for growth traits at five
different ages (14, 26, 31, 51, 59 months old) based on
measurements for P93 and predicted values at the same
ages for P97. GCP were also used for both trials. To test
the QTL x E, an analysis of variance (/m and anova
function, R software) was carried out according to the
following model:

y = p+Trial + Marker + Trial x Marker + ¢

where y is the individual tree measurement,  is the gen-
eral mean, Trail is the fixed effect of the trial (P93 or
P97), Marker is the fixed effect of the closest marker as-
sociated with a QTL detected by CIM, Trail x Marker is
the interaction between the two fixed effects and ¢ is the
residual random effect ~N (O., ag).

Results

Climatic conditions

The De Martonne index (Ipy) was calculated monthly
during the growth period of P93 and P97 (Figure 1). Ipyp
mainly reflected seasonal changes in water availability
because the mean temperature remained very stable
across seasons with only 3°C of amplitude. The two
curves exhibited different patterns at the beginning of
the plantation (between 8 and 20 months), then evolved
in parallel before separating again after 45 months. The
timing and the intensity of the dry periods (defined as
Ipm < 15) were different between the two trials. Indeed,
P93 exhibited longer dry periods than P97 (except for
the third and the last dry seasons), amounting to four
supplementary months of drought over the study period.
Using the dry periods defined by Iy, specific growth in-
crements were determined for P97 only, because meas-
urement points were lacking for P93.

Trend in phenotypic variation and correlation

The mean trajectories for cumulative growth, height (Ht)
and circumference (Cir), were slightly different between
the three trials (Additional file 2). Mean Cir values were
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Figure 1 Comparison of seasonal changes in water availability
between P93 and P97, using the Ipy. Measurement points are
represented by triangles for P93 (grey) and circles for P97 (black).
The coloured bars (x-axis) represent the dry periods (1o < 15) for
each trial with the same colour code.

significantly smaller in P98 (p <0.01) whereas final Ht
values at 60 months old were higher (p <0.01), probably
due to a higher tree density in P98. These differences were
reduced between P93 and P97, two trials planted at the
same period (April) and with the same tree density. The
mean trajectory of growth increments, estimated from
P97 (Ht_Inc and Cir_Inc), showed a global decrease over
the 60 months after planting, with two periods of lower
growth rates that occurred during the second and third
dry periods (Figure 2). These two periods flanked a growth
rate peak at 21 months that occurred during the second
rainy season.
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Figure 2 Mean trajectories for height (Ht) and circumference
(Cir) increments for the P97 trial. The thick black bars represent
dry periods (Ipm < 15).
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The pattern of phenotypic variations for cumulative
growth (Ht, Cir) was very similar between trials. Indeed the
variance increased gradually over time and the coefficient
of phenotypic variation (CVp) for Ht remained rather
stable ([0.07-0.09], [0.13-0.19] and [0.12-0.24] for P93, P97
and P98, respectively, Additional file 3). The same tendency
was observed for Cir. The CVp of growth increments for
P97 and P98 were more variable compared to cumulative
growth, as exemplified by CVp values for Ht Inc ranging
from 0.18 to 0.58 for P97 and from 0.12 to 0.82 for P98. A
similar range of values was observed for Cir_Inc. Given the
large number of measurements in P97, we were able to
characterize the evolution of CVp over time for Ht_Inc and
Cir_Inc. Two growth rate peaks CVp were observed during
the second and the third dry periods (Additional file 4,
corresponding to a lower growth increment on average.
These results suggest that growth rate differences between
genotypes were enhanced during these two dry periods.

This hypothesis was supported by the analysis of
Pearson correlations between height or radial increments
and Ipyy calculated at both trial and tree levels using data
from P97 (Table 1). At trial level (i.e. considering all data
points for all trees), positive correlations were found for
both early (<24 months) and late (>24 months) growth,
indicating a strong effect of rainfall on growth. For both
levels, early growth was found to be more responsive
(higher correlations) than late growth, although fewer data
were available at the later stage, which could have affected
the estimation of correlation coefficients. The tree level
reflected the phenotypic plasticity of each genotype in
response to water availability (1 = highly responsive, non-
significant = non responsive). At tree level, correlations be-
tween Ipy and circumference increments were higher than
those with height increments (Figure 3). These differences
were particularly apparent during early growth with 95% of
trees having a coefficient of correlation over 0.5, including
81% of trees with a significant correlation (p-value < 0.05).
This suggests that secondary growth was more prone to
changes in water availability than primary growth, espe-
cially at the juvenile stage.

The analysis of phenotypic correlations between cu-
mulative growth (Ht and Cir) revealed strong correla-
tions (>0.78) over time in each trial. As expected, the
age—age correlations for both cumulative growth traits
(Ht and Cir) were highly positive and stable over time,
and comparable between the three trials (Additional file 5;
A,B,C). For Ht and Cir, the correlations between current
age and final growth increased dramatically over the
two first years to reach at least 0.8 at two years old
(Additional file 6). High correlations were also found
between Asym and the final growth. More interestingly,
Pearson correlation coefficients for growth increments
were variable over time. Moreover, correlations for
Ht_Inc and Cir_Inc displayed roughly opposite patterns
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Table 1 Pearson’s coefficients of correlation (r) between growth increments and Ipy

Trial level

Pearson’s r (p-value)

Tree level

Mean of Pearson’s r [range] % of significant correlation

Height increment Early growth 0.5 (2.2e-16)
Late growth 0.39 (2.2e-16)
Circumference increment Early growth 069 (2.2e-16)
Late growth 042 (2.2e-16)

0.58 [-0.26, 0.96] 32.3%
044 [-0.36, 0.9] 5.7%
079 [0.02, 0.98] 81.1%
049 [-0.08, 0.92] 7.5%

Pearson’s coefficients of correlation were calculated for early (< 24 months) and late (>24 months) growth at trial and tree levels.

during early growth (until the third dry period). As illus-
trated for P97 in Figure 4, correlations for Ht_Inc dropped
from high and significant levels (maximum of 0.64 at
13 months old) to non-significant levels revealing con-
trasting behaviour between genotypes in their response to
the environment between the beginning of the second dry
period and the 34™ month. Conversely, correlations for
Cir_Inc became significant during the same period reveal-
ing a similar response between genotypes.

Trend in the genetic control of growth traits
Broad-sense heritabilities (H”) were estimated for cumu-
lative growth traits, growth increment, and the GCP
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Figure 3 Distribution of Pearson’s correlation coefficients
between growth increments and Ipy. Pearson’s coefficients of
correlation were calculated for early (< 24 months) and late
(>24 months) growth for height (A) and circumference (B).

based on the data from P98. For all traits, H? values were
small to medium. Although standard errors associated
with H* were high (+ 0.1 on average), we observed a
regular increase in heritability with time for cumulative
growth: Ht [0.06-0.33], Cir [0.12 to 0.38] (Figure 5,
Additional file 7). The heritabilities for the Asym par-
ameter (Asym_h: 0.35 and Asym_c: 0.44) were only
slightly higher than those obtained for final Ht and Cir,
which is consistent with the strong correlation between
these pairs of traits. H* for growth increments were more
heterogeneous than H” for cumulative traits (Figure 5,
Additional file 7), even though the variation ranges were
similar (Ht_Inc [0-0.31]; Cir_Inc [0.19 to 0.48]). Given the
standard error around H?, only differences between cumu-
lative and incremental growth for Ht (at ages 28, 33, 36
and 48) were found to be significant between the two
types of trait, while no significant differences for Cir were
observed. H? for Ht Inc and Cir_Inc had nearly an op-
posite pattern from 25 to 35 months, then their patterns
became more similar. The lowest heritabilities for Ht
and Cir clearly corresponded to the coefficient of
variation peak occurring during the third dry season
(Additional file 4) and suggest a greater environmental
effect at that period.

Linkage mapping

The linkage analysis was performed for the P93 and P97
trials separately. Table 2 summarizes the characteristics
of each genetic map. For P93, 57 co-dominant markers
mapped by Gion et al. (2011) enabled the identification
of orthologous regions between E. wurophylla and E.
grandis parents. These regions covered a total of 989 cM
for E. urophylla and 847 cM E. grandis, amounting re-
spectively to 66% and 67% of the total map length. The
macro-colinearity of common markers between parental
maps was well conserved except for 6 small inversions
in LGs 2, 5 and 7 (Additional file 8). For P97, the two
parental maps were constructed in this study, using a
total of 148 RAPD markers for E. urophylla and 130
RAPDs for E. grandis. A total of 106 and 86 framework
markers were positioned in 13 (chromosome 2 and 11
were split into two sub-groups) and 11 linkage groups
(LGs) for E. wrophylla and E. grandis parents
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Figure 4 Evolution of Pearson’ coefficients of correlations for
the P97 trial. Correlations were calculated between cumulative
growth measurements at age n and n+ 1 (dashed line) and
between growth increments between age n-1_n and n_n+ 1 (solid
line). Height is in blue with circles, circumference is in orange with
triangles. Non-significant correlation values with p-value > 0.05 are
indicated with symbols in a dotted line. Vertical grey bars indicate
the dry periods.

respectively. The two maps provided a resolution of one
marker every 14.5 ¢cM (E. wurophylla) and 15.3 cM (E.
grandis) for a total map length of 1,179 <M (E
urophylla) and 1,021 cM (E. grandis).

Among the framework markers, 72 markers for the
female map and 57 markers for the male map were
common between P93 and P97 maps. These “bridge
markers” enabled the identification 13 homologous re-
gions for the E. urophylla parent covering 73% (P93) and
90% (P97) of total map length. For E. grandis, 11 hom-
ologous regions were identified, covering of 79% (P93)
and 89% (P97) of the total map length. As expected, the
order between markers was well conserved between P93
and P97: 89% and 93% of the common markers presented
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Figure 5 Time trend in broad sense heritabilities (H?) for height
and circumference for the P98 trial. Cumulative growth is in a
dashed line and incremental growth is in a solid line, Height (Ht) is
in blue with circles, circumference (Cir) is in orange with triangles.
Vertical grey bars indicate the dry periods.
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the same order for the E. urophylia and the E. grandis
maps, respectively. The four genetic maps with links
between bridge markers revealing homologous and
orthologous regions are represented in Additional file 8.

Genetic architecture of growth traits

QTL detection in P93

A total of 19 QTLs were detected for the female parent
(E. urophylla) and 9 for the male parent (E. grandis) at the
genome-wide type I error rate of 10% (Additional file 9).
71% of the QTLs remained significant at the 5% genome-
wide error rate. These QTLs were associated with 15 and
8 different traits for E. urophylla and E. grandis respect-
ively; representing 8 and 6 different regions distributed
over 5 different linkage groups for each parental map. For
the E. urophylla parent, the variance explained by all the
detected QTLs associated with one trait ranged from
5.5% (Ht39) to 21.2% (Asym_h) with an average of
11.5% (+ 3.4). For the male parent, this proportion of
variance ranged from 4.2% (Ht39) to 13.2% (Cir39) with
an average of 7.6% (+ 3.1). QTLs for E. urophylla were
located on LGI1, LG3, LG4, LG6 and LG7 with two
hotspots (LG3 at 11-12 ¢cM and LG6 at 22-27 cM) gath-
ering 16% and 47% of the total number of QTLs re-
spectively. QTLs for E. grandis were located on LG1,
LG2, LG3, LG5 and LG10 with two hotspots (LG5 at
113-116 ¢M and LG10 at 27 c¢M) gathering 22% and 33%
of the total number of QTLs, respectively. The distribu-
tion of QTLs between the two parents was different, of
the seven LGs with QTLs only two (LG1 and LG3) were
common to both parents. Two specific QTLs were found
for the growth curve parameter on the E. urophylla map
on LG3 (for Asym_h and Irc_c). No QTL for GCP were
found on the E. grandis map.

QTL detection in P97

Unlike P93, fewer QTLs were detected for the female par-
ent (33) than for the male parent (72) at the genome-wide
type 1 error rate of 10%, while 74% of the QTLs remained
significant at 5%. These QTLs associated with 29 and 62
different traits, represented 8 and 9 different regions dis-
tributed on 6 and 7 different LGs for E. urophylla and E.
grandis, respectively (Additional file 10). For E. urophylla,
the variance explained by all the detected QTLs associated
with one trait ranged from 5.1% (Cirll) to 15.3%
(Cir52_62) with an average of 7.6% (+ 2.5). This propor-
tion of variance ranged from 5.1% (Cir8_9) to 17% (Ht52)
with an average of 10.5% (+ 2.9) for the male parent
(E. grandis). QTLs for E. urophylla were located on LG2,
LG3, LG5, LG6, LG8 and LG10 with three hotspots (LG5
at 47 cM, LG8 at 41-44 cM and LG8 at 66-68 cM ) gather-
ing 12%, 34% and 16% of the total number of QTLs, re-
spectively. QTLs for E. grandis were located on LG2, LG3,
LG4, LG5, LG6, LG8 and LG10 with three hotspots (LG2
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Table 2 Genetic map statistics for E. urophylla and
E. grandis in both the P93 and P97 trials

E. urophylla E. grandis

P93 P97 P93 P97
Number of LGs 11 13 11 11
Total map length (cM) 1.502 1.179 1.270 1.021
Average LG length (cM) 137 91 115 93
Number of framewark markers 146 106 18 86
Mean distance between markers 11 15 12 15
Number of common framework 72 57
markers between P93 and P97
Missing data (%) 9.7 6.3 81 4.2

LG linkage group.

at 0-10 cM, LG4 at 73 cM and LG8 at 22-42 cM) gather-
ing 6%, 6% and 60% of the total number of QTLs, respect-
ively. All LGs with QTLs were common to both parents
except for LG4, for which no QTL was detected in
E. urophylla. One specific QTL region was found for the
GCP located on the E. grandis map on LG10 (Asym_c,
Irc_c and ¢0_c¢). The other GCP QTLs co-located with
QTLs for different traits.

QTLs for growth increment were located on more
LGs than QTLs for cumulative growth (Figure 6). The
range of phenotypic variance explained by QTLs was
similar between cumulative growth and growth incre-
ment. For both parents more significant QTLs (5% at
genome wide level) were found for growth increments.
These genomic regions were located on LG2, LG3 and
LG10 for E. urophylla and on LG3, LG5 and LG6 for E.
grandis. In addition to these specific QTLs for growth
increments, one QTL region for E. urophylla on LG6
was found to be associated with early cumulative growth
only (Cir 12, 13, 15, 18). More interestingly, all QTLs for
late cumulative growth for both parents co-localized
with QTLs for early growth increments, as illustrated for
E. urophylla on LG5 at 47 ¢M and for E. grandis on LG2
at 0/10 cM and on LG8 at 22/42 c¢M (Figure 7). More-
over, a co-localization with a QTL for the Asym_c par-
ameter was found for two of these QTLs (E. urophylla
LG2 and E. grandis LG8) suggesting that the genetic
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architecture of growth response (incremental traits) at
the early stage affected the genetic architecture of cumu-
lative growth at the adult stage. Additionally, on LG2, a
QTL for the correlation coefficient between growth
increment and Ipy was found (Position: 0 ¢cM, LOD =
2.55, BCIL: 0-21 c¢cM and PEV =5.34%) for E. grandis
(P97). This QTL co-located with the hotspot on LG2 for
E. grandis. For this QTL region, genotypes with a higher
growth were also the more responsive (higher Pearson
correlation coefficient between Cir_Inc and Ipyy).

QTL comparison across trials

Trials P93 and P97 were compared using the growth
traits (cumulative and incremental growth), GCPs, as
well as specific predicted values (Figure 8). Proportion-
ally to the number of traits, fewer QTL were detected
for E. urophylla in P97 compared to P93. The propor-
tion of QTLs detected for late growth traits (after
24 months) was higher than for early growth traits for
E. grandis in both trials and was equivalent for E.
urophylla in both trials. This may reflect the higher
heritability of late growth traits compared with early
growth as shown for the same family with P98. Consid-
ering P93 and P97, QTLs were detected on all LGs ex-
cept on LG9 and LG11. However, for LG1 and LG7,
QTLs were detected in P93 only. QTLs for GCP were
found on three maps (no QTL was detected for E.
grandis in P93). They were mainly located in growth
trait QTL-hotspots except for E. urophylla on LG3 and
LG8 in P93 and LG10 in P97. QTLs for predicted
values were all detected at the same location as other
QTLs for growth. Thus, QTLs for predicted values de-
scribed well the genetic architecture of growth for P97
allowing the comparison with P93.

Co-locating QTLs between P93 and P97 were found
on LG2 and 5 for the E. grandis parent only, involving
strong overlapping of confidence intervals. These two
co-localizations involved hotspots of one of two trials
but represented few of all the detected QTLs. Indeed a
Jaccard Index (Ij, [86]) was calculated between the two
trials (P93 and P97) for E. grandis (I; = 12.5%). This dif-
ference in the genetic architecture of growth traits

LG
Species Trait N.b Nb - Nb .QTL PEV
traits QTLs  regions 123456789 10 11
Cumulative 11 11 4 5.1-9
E.uro
Increment 10 14 5 5-8.9
Cumulative 19 21 3 54-12.1
E.gra
Increment 23 27 6 5.1-13
Figure 6 QTL results for each parental tree of the P97 trial. The number of QTLs in different genomic regions and their percentage of
explained variance (PEV, %) range are given for cumulative growth and growth increment. A colour code indicates the % of QTLs detected in the
whole map for each type of trait (from grey = no QTL to dark red = LG with the maximum number of QTLs).
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Figure 7 Evolution of LOD scores at hotspot locations for

E. urophylla and E. grandis in P97. Cumulative growth is in a
dashed line and incremental growth is in a solid line. Height is in blue
with circles, circumference is in orange with triangles. The purple zone
contains QTLs which are significant at the 10% genome-wide level,
above are the QTLs significant at the 5% genome-wide level. Vertical
grey bars indicate the dry periods (Ioy < 15).

between P93 and P97 suggested a strong QTL x envir-
onment interaction (QTL x E) that was tested using the
predicted values obtained for P97 based on growth
curve modelling. Thus, using closest markers already
associated with QTLs, a two way analysis of variance
was conducted to test QTL x E interaction for growth
traits at ages 14, 26, 39, 51 and 59 months for P93 and
predicted values at the same ages for P97. GCP were
also used for both trials (Additional file 11). We found
that most of tested markers revealed a significant inter-
action with the environment (trial) for both parents, E.
urophylla 60% and 80%, E. grandis 40% and 90% for P93
and P97 respectively. For both trials, QTL x E was more
significant for E. grandis than for E. urophylla.
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Discussion

Incremental growth at the early stage is related to water
availability and determines biomass production at
rotation age

We combined the measurement of growth on a sub-
annual scale with a monthly characterisation of climate
variation using an aridity index (Ipy), and first showed
that seasonal changes in water availability affected second-
ary and primary growth at the early stage of tree develop-
ment. Indeed, Ipy was found to be strongly correlated
with radial growth increment before two years old, while
it was less related to growth after two years. Besides, the
correlation at early stage was more significant for radial
growth (r =0.69, p < 0.01) than for vertical growth (r = 0.5,
p <0.01), indicating that processes underlying secondary
growth are more prone to environmental variation than
those involved in primary growth. Other studies have
already reported a relationship between apical or radial
incremental growth and rainfall on different time scales
(day, month and season) in different species [87-89]. In
this study, we showed that the first two years cor-
responded to the highest biomass productivity period,
during which 60% of the final height and 65% of final
circumference was reached, representing a biomass
productivity of 20-27 m>.ha"".year™". Therefore, the early
growing period constitutes a key period with a strong
impact on final growth, as illustrated by the high corre-
lations values between each measurement point and the
final growth at 60 months old. In tropical eucalypt plan-
tations, it was found that the maximum growth rate
occurred around two years, followed by a decline in pro-
duction after canopy closure [90-92]. Therefore, our re-
sults suggest that climatic conditions underlying the
aridity index (mainly rainfall) have a strong impact on
early growth response and consequently determine bio-
mass production at rotation age.

Early growth response to water availability is genetically
variable

The small sample size (60 genotypes) used to calculate H*
limited the accuracy of the estimation. However, the com-
parison of time trends in H? between cumulative and in-
cremental growths highlighted contrasting patterns over
time which was significant only for Ht. Indeed, cumulative
growth displayed an asymptotic increase up to rotation
age, contrary to incremental growth which showed high
temporal heterogeneity. For Eucalyptus grown in Congo,
H? for cumulative growth calculated using a wider genetic
background were found to range from 0.10 to 0.5 [27] and
to stabilize after two or three years. The same trend in H>
for cumulative growth was found in Eucalyptus in other
environments [93-95]. Interestingly, this stabilization of
cumulative growth heritabilities occurred at the same time
as the decline in wood biomass productivity [92], with a
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Species Trials Trait type Nbtrait Nb QTL Nbzone  PEV LG
1234567891011
P93 Growth 11 12 5 55-11.5
GCP 4 7 5 72-11.2
E.uro Growth 21 25 7 5-89 [ ]
P97 GCP 1 1 1 6.9 B
PV 7 7 3 55-77 []
po3  Growth 8 9 6 42-113 [ ] [ ]
GCP - - - -
Egra Growth 42 48 7 51-13 [ ]
P97 GCP 3 4 2 41-95 [
PV 16 19 2 5-137 [ |
Figure 8 QTL results for each parental tree in the two trials, P93 and P97. The number of QTLs in different genomic regions and their
percentage of explained variance (PEV, %) range are provided for growth traits (cumulative growth and growth increrment), growth curve
parameters (GCP) and predicted values (PV) from the monomolecular model. A colour code indicates the % of QTLs detected in the whole map
for each type of trait (from grey = no QTL to dark red = LG with the maximum number of QTLs).

decrease in or stabilization of the G x E interaction
[95-97]. It could thus be suggested that the integrative na-
ture of cumulative growth at a mature stage aggregates
past genetic responses to environmental variations.

The heterogeneity of H* for incremental growth ob-
served for both height and radial growth suggests a
variation in the impact of environmental conditions on
growth response. The slowest values of incremental
growth heritability were observed during the third dry
period. In Pinus Pinaster, such heterogeneous trends in
H” have been shown for yearly incremental growths [98]
and the variability described was significantly linked to
environmental effects (year effects). On a lower scale,
Parisi [99] also reported a heterogeneous pattern for
narrow and broad-sense heritabilities for incremental
height growth in Pinus taeda. In addition to the contrast
between cumulative and incremental growth, H® pat-
terns for growth increment revealed opposite patterns
during the 25th and 35th months between primary and
secondary growth responses. Costa and Durel [98] also
reported a clear difference between primary and second-
ary growth increments and suggested more stable gen-
etic control for secondary growth response.

Between-tree variation in this early growth response,
depicted by the distribution of phenotypic correlations be-
tween growth increments and Ipy during early growth,
suggested a genetic effect as a major component in this re-
sponse. Other studies have already suggested a genetic ef-
fect in response to water availability. Drew et al. [17]
observed such contrasting behaviour in response to cli-
matic variations (drought) between different Eucalyptus
hybrids ie. an E. grandis x E. urophylla susceptible to
drought with intermittent growth, and a less susceptible
E. grandis x E. camaldulensis maintaining a continuous
growth. Similar results were found between E. alba and

E. urophylla x E. grandis in Congo [18], associated with a
significant genotype x environment interaction for traits
related to height growth and carbon isotope discrimin-
ation (8'3C). These genetic differences in environmental
susceptibility were also suggested by Bouvet et al. [100]
comparing different eucalyptus clones. Interestingly, in
the present study, we found a QTL for the correlation be-
tween Ipy and radial growth increment, suggesting that
early growth response to water availability is indeed genet-
ically controlled.

The genetic architecture of final growth is driven by the
early growth response to the environment
Given the high macro-synteny and colinearity between
eucalyptus genomes, we were able to compare the position
of the mapped QTLs to that detected in other studies in
different genotypes of the same species or different species.
This comparison enabled us to identify two LGs where
growth QTLs were frequently detected [39,41-43,52]. As
already mentioned by Thumma et al. [43], and supported
by our result, LG5 was found to contain QTLs for
height and radial growth in different Eucalyptus species
[39,41-43,52] as well as QTLs for foliar chemicals [101].
To a lesser extent, LG8, which was associated with both
incremental and cumulative growth in our study, was also
associated with growth-QTLs in three other studies
[41,43,52], as well as QTLs for rooting ability [102] and
QTLs for resistance to biotic stresses [103]. In addition to
these two main LGs, and in agreement with the oligogenic
model, i.e. few genes with large effects detected as QTLs
and many genes with small effects controlled quantitative
traits [104], QTLs were found to be distributed across the
other nine chromosomes [39,41-44,52].

In this study, a similarity index revealed that most of
the growth QTLs were not shared between two

113



Bartholomé et al. BMC Plant Biology 2013, 13:120
http://www.biomedcentral.com/1471-2229/13/120

experimental trials showing different environmental tra-
jectories (see Figure 1). The statistical power of QTL de-
tection and of estimated effects is directly related to
sample size, so called Beavis effect [105]. Therefore QTLs
with intermediate or small effects are likely to be not
detected with a small sample size (e.g. 100 genotypes).
Thus one cannot rule out the fact that QTL instability
between P93 and P97 is the result of a rather low sam-
ple size: 200 and 190 genotypes for P93 and P97, re-
spectively. This lack of QTL stability could also reveal
true biological effect, i.e. a genotypic sensitivity to en-
vironmental conditions, as supported by the signifi-
cant QTL x E interaction found in both parents, and
more particularly in E. grandis. Interestingly, the two
studied species display contrasting adaptability to
Congolese conditions with E. urophylla better adapted
than E. grandis [4]. The instability of growth-QTLs be-
tween trials also contrasted with the QTL stability
found for other traits measured on the same offspring
(wood properties and 813C, data not shown). This dif-
ference in sensitivity to environmental variations is
generally used to explain the greater PEV and larger
number of wood property QTLs in comparison to
growth related traits [39,42,106]. It has been found
that growth-QTLs often presented a higher level of
interaction with the environment [47,48,107] than
wood property-QTLs [41,52].

The temporal analysis of QTL detection showed the
presence of early stage, intermediate and late QTLs.
Among these three patterns of QTL expression, a large
proportion of QTLs associated with cumulative growth
exhibited early or intermediate patterns: 50% (P93) and
75% (P97) for E. urophylla and 75% (P93) and 33% (P97)
for E. grandis. These three QTL patterns were also
reported by Emebiri et al. [108] on three-year-old pines.
This instability over time is frequently reported in forest
tree literature in relation to low heritabilities associated
with growth. In E. globulus, a study also reported a lack
of QTL stability over time for diameter at breast height
between two and six years [42]. In the same species,
Bundock et al. [41] found partial QTL stability for stem
diameter with the same location of LOD peaks between
the diameter at two and six years old. Along the same
lines, Thumma et al. [43] also reported relatively low
stability for growth QTLs (height and diameter) over time
(at two different ages) in one family. In our study, partial
stability was found on LG2 (E. grandis) and LG5
(E. urophylla). Moreover, stable QTLs after two or three
years old were found on LG6 (E. wurophylla), LG8 (E.
grandis) and LG10 (E. grandis). QTL stability over the
years has also been reported in gymnosperms [50,109] but
their measurements were limited to the young stage (two-
to ten-year-old trees) and did not therefore reflect the gen-
etic architecture of the whole growth trajectory.
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To our knowledge, our study provides the most
comprehensive view of the global instability of growth
genetic architecture in a forest tree species thanks to a
detailed analysis of the temporal and environmental
dynamics of growth over the whole rotation period.
Indeed, the fine scale characterization of both growth
(multiple measurements) and the environment (aridity
index) enabled a precise QTL dissection from early to
late growth. In the literature, growth increments are
mostly calculated on a yearly basis. Consequently, dif-
ferences in genetic determinism between cumulative
and incremental are less noticeable [109,110]. In our
study, the wider variety of growth responses captured
by short incremental data was instrumental to charac-
terizing the genetic architecture of growth and
depicting its temporal plasticity. More remarkably,
thanks to the fine characterization of growth, we
found that all QTLs detected at the mature stage for
cumulative growth, co-localized with QTLs for early
growth increment on both parents (LG5 for E.
urophylla and LG2, LG8 for E. grandis). This result,
which goes far beyond a simple age-age correlation
analysis, suggests a partly common genetic determin-
ism between early growth response to environmental
variation and final growth. The QTL for the correl-
ation with Ipy detected on LG2 in E. grandis, as well
as the pattern of LOD scores for QTLs detected for
mature growth on P93 (Additional file 12), corrobor-
ate this assumption. To sum up, our study shows that
the variability of growth plasticity observed at the
young stage partly determined the pattern of cumula-
tive growth genetic architecture at rotation age.

Conclusion

This study showed differences at phenotypic and gen-
etic levels (phenotypic correlations, broad sense herit-
ability, QTLs) between cumulative and incremental
growth, for both primary and secondary growth in a
fast growing tree species. Growth increments (espe-
cially radial growth) were found to be highly responsive
to climatic variations (seasonal changes in water avail-
ability) over the two first years, contrary to cumulative
growth. However, QTL analysis showed a common gen-
etic basis between early growth increments and final
growth. Moreover, strong instability was found in
growth-QTLs between the two trials, which was also
supported by the analysis of QTL x E. These results sug-
gest that early growth responses (apical and radial growth)
to soil water availability partially shape the genetic deter-
minism of late growth and thus growth trajectories. Specific
genomic regions were also found for growth increments
and growth curve parameters, showing the merits of a
combined approach with sequential (increment) and global
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(curve parameters) growth traits to dissect its genetic deter-
minism. Our results highlight the importance of consider-
ing growth as a compound trait for a better understanding
of its genetic bases, and suggest to combine selection on
early and cumulative growth to improve the ability of trees
to produce wood biomass in an optimal way.

Additional files

Additional file 1: Growth trajectories of four individuals (1-4)
randomly selected from the full-sib progenies of each trial. The
circumference growth trajectories were fitted by the monomolecular
model (purple curve). The mean growth curve for all individuals is
represented with a blue line.

Additional file 2: Mean trajectory for cumulative height and
circumference for the three trials, P93, P97 and P98. The thick
coloured bars along the x-axis represent dry periods (IDM < 15) for
each trial (red for P93, blue for P97 and green for P98).

Additional file 3: Summary of phenotypic data for each trial, P93,
P97 and P98. Traits, number of values, minimum (Min), maximum
(Max), mean, standard deviation (SD) and coefficient of phenotypic
variation (CVp).

Additional file 4: Evolution over time of the CVp for cumulative
and incremental growth for P97 and P98. The thick grey bars along
the x-axis represent dry periods (Iow < 15). Cumulative growth is in
dashed lines and incremental growth is in solid lines. Height is in
blue with circles, circumference is in orange with triangles.

Additional file 5: Matrix of Pearson correlation coefficients. For all
traits: cumulative growth, growth increment, growth curve
parameters and predicted values for P93 (A), P97 (B) and P93 (C). Only
significant correlation values (p-value < 0.05) are displayed.

Additional file 6: Phenotypic correlations between final growth and
current growth for the three trials. Cumulative growth is in dashed
lines and incremental growth is in solid lines. Height is in blue with
circles, circumference is in orange with triangles. Vertical grey bars
indicate the dry periods.

Additional file 7: Broad sense heritabilities (H?) with confidence
interval (Cl) for growth related traits.

Additional file 8: Genetic maps of E. urophylla and E. grandis for
P93 and P97. The LG nomenclature corresponds to the one defined by
Brondani et al. [81]. Distances between markers are indicated in
centiMorgans (cM) by a scale on the left side. Common markers between
parental maps for P93 and P97 are in bold. Orthologous regions between
the P93 and P97 maps are shown in red (E. urophylla) or orange (E.
grandis) hatching. Common markers between the two parents of P93 are
in bold and grey, orthologous regions are represented by a grey bar
segment. Accessory markers are positioned near the closest framework
marker with the distance in brackets. QTLs are represented by boxes
extended by lines representing 95% Bayes credible intervals. If multiple
QTLs of the same trait type for different ages co-localize, only one QTL is
represented with the largest interval and (*) indicates if one or more
QTLs were significant at 5% whole-genome level. Accessory markers with
n (*) were distorted (p < 0.01). Traits have been explained in the text.

Additional file 9: QTLs detected in P93 by composite interval
mapping in E. urophylla and E. grandis. The trait, the number of
genotype used for analysis (n), the linkage group (LG), the position,
the LOD value (* = significant at 5% genome-wide level), the
percentage of variance explained by the QTL (PEV, %) and the
difference between the two QTL allele effects (D) are indicated.

Additional file 10: QTLs detected in P97 by composite interval
mapping in E. urophylla and E. grandis. The trait, the number of
genotype used for analysis (n), the linkage group (LG), the position,
the LOD value (* = significant at 5% genome-wide level), the
percentage of variance explained by the QTL (PEV, %) and the
difference between the two QTL allele effects (D) are indicated.
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Additional file 11: Analysis of variance for markers associated with a
QTL in P93 (A) or P97 (B). Similar measurement ages or predicted
values were used to analyse the two trials. * p <0.05, ** p< 007,
*** p<0.001.

Additional file 12: Evolution of LOD scores at hotspot locations on E.
urophylla and E. grandis for P93. Height is in blue with a circle,
circumference is in orange with a triangle. The purple zone contains
QTLs which are significant at the 10% genome-wide level, above are
the QTLs significant at the 5% genome wide level. Vertical grey bars
indicate the dry periods (IDM < 15).
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Abstract

Genetic linkage maps are key tools in research as they provide the framework for many
applications, such as quantitative trait loci analysis, and they support the assembly of genome
sequences. Resequencing of the two parental genotypes of an interspecific cross between
Eucalyptus urophylla and E. grandis was used to design an SNP array of 6,000 markers
evenly distributed along the Eucalyptus BRASUZ1 reference genome sequence. The
genotyping of 1,025 offspring enabled the construction of two high-resolution saturated
genetic linkage maps of 822 and 886 cM, with a marker density of one marker every 0.45 and
0.5 cM for Eucalyptus grandis and E. urophylla, respectively. The comparison between
linkage maps and the assembled genome sequence highlighted 85% of collinear regions,
while 43 non-collinear regions and 13 non-synthetic regions were detected, mainly distributed
in scaffold 1 and 5. The mapping data were also used to study the distribution of segregation
distortion regions (SDR) and the underlying gene content for these two species. This report
provides the most reliable linkage maps for Eucalyptus, an improved reference genome

assembly and new insights into genomic regions associated with reproductive isolation.

Keywords: SNP array, Genetic mapping, Genome, Segregation distortion, Eucalyptus

4.1 Introduction

A century after the publication of the first genetic map of Drosophila melanogaster
(Sturtevant, 1913), linkage maps have been established for many organisms (Botstein et al.,
1980; Koornneef et al., 1983; Grattapaglia & Sederoff, 1994) and are still central in genetic
research. Based on the recombination events between homologous chromosomes occurring
during meiosis (i.e. crossover in prophase I, (Crismani et al., 2013)), linkage maps provide a
linear representation of order and distance between markers on chromosomes. Since the
arrival of molecular markers (Schlotterer, 2004) and recent technological and bioinformatic
advances facilitating their high-throughput discovery (Kumar et al., 2012), genetic maps have
enlarged their applications. Indeed, they constitute a powerful tool for characterizing the
genome structure of non-sequenced species and play a major role in genome assembly and
validation (e.g. scaffold anchoring) as illustrated in Arabidopsis thaliana (Kaul et al., 2000),

Homo sapiens (Lander et al., 2001) and Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006). Genetic
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maps also provide insights into genome evolution through the analysis of synteny, collinearity
and chromosomal rearrangements between species (Burt, 2002; Choi et al., 2004; Krutovsky
et al., 2004; Hudson et al., 2012b). Moreover, linkage maps form the basis for mapping and
cloning quantitative trait loci (QTL) involved in the genetic control of traits of interest (Price,
2006; Salvi & Tuberosa, 2007; Mackay et al., 2009; Wurschum, 2012).

The precision of recombination fraction estimates between linked markers, which results
ultimately in map accuracy, is a crucial point for any of these applications. Several mapping
algorithms have been developed to order the ever increasing number of markers and estimate
genetic distances with more speed and reliability (Cheema & Dicks, 2009; Mollinari et al.,
2009). Merging methods have also been proposed to combine linkage maps (Stam, 1993;
Peirce et al., 2007; Endelman, 2011; Wu et al., 2011; Ronin et al., 2012) and build composite
genetic maps. Although mapping algorithms have been shown to play an important role in
mapping accuracy (Collard et al., 2009; Mollinari et al., 2009; Ronin et al., 2010), it is
primarily the number of recombination events captured in the mapping population, depending
on the population type and its sample size, that determines mapping accuracy (Nelson, 2005;
Ferreira et al., 2006). In order to build high-resolution genetic linkage maps with a practical
sample size, highly recombinant populations (e.g. IRILs (Ganal et al., 2011) and sperm or
pollen typing techniques (Yelina et al., 2012) were developed. In outbred species, such as
forest trees with a long generation time, mapping activities have mostly relied on existing
full-sib families of rather small sample sizes (Kole, 2007) thereby limiting the accuracy and
resolution of genetic maps. Such families were generated as part of breeding programmes for
genetic parameter estimation. Although the number of markers is no longer a limiting factor
(Sansaloni et al., 2010; Geraldes et al., 2013; Howe et al., 2013) for building high-density
linkage maps in forest trees, there is still room for progress in improving mapping accuracy

with a larger population size, though at the expense of genotyping costs.

Genetic mapping approaches have been widely used to characterize the unsequenced
genome of many forest tree species over recent decades (Kole, 2007; Neale & Kremer, 2011).
For Eucalyptus, the most widely grown plantation hardwoods, numerous genetic maps have
been built for different species (review in Table S4.1). Briefly, the first genetic maps were
developed using an interspecific cross between E. grandis x E. urophylla with dominant
markers following a double pseudo-testcross mapping strategy (Grattapaglia & Sederoff,

1994). Then, the development of simple sequence repeat markers (Brondani et al., 1998;
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Brondani et al., 2006), as well as the identification of expressed sequenced tag
polymorphisms (Gion et al., 2000; Thamarus et al., 2002), enabled broad-scale comparisons
of genome organization across species (Gion et al., in prep). More recently, a DArTs array
was developed for the Eucalyptus and Corymbia species (Sansaloni et al., 2010). Genetic
maps with up to four thousand DArTs for E. urophylla, E. grandis and E. globulus (Hudson et
al., 2012a; 2012b; Kullan et al., 2012; Petroli et al., 2012) were constructed, specifying
linkage group homologies as well as macro-synteny and collinearity between these species.
However, most of the linkage maps were established with a rather small to moderate number
of full-sib or back-cross offspring, ranging from 62 (Grattapaglia & Sederoff, 1994) to 503
(Hudson et al., 2012b). Recently, a new era began for eucalyptus genomics with two main
breakthroughs: (i) physical characterization of the E. grandis BRASUZ1 reference genome
totalizing 691 Mb distributed over 4,952 scaffolds. The main 11 scaffolds, representing the 11
chromosomes, totalized 88% (605.9 Mb) of the genome and 93% (33,917) of the predicted
genes, and (ii) the development of a vast amount of polymorphism for different eucalyptus
species (Novaes et al., 2008; Sansaloni et al., 2010; Grattapaglia et al., 2011; Neves et al.,
2011) providing a considerable number of markers for high-resolution linkage mapping in this

genus.

In this study, we developed genomic resources for the two parents of an interspecific cross
between E. urophylla and E. grandis by resequencing their genome. The large amount of
variants detected after the mapping paired-end reads on the BRASUZ1 genome enabled us to
design a high-quality SNP genotyping array maximizing the coverage of the main 11
scaffolds. Genotyping of these markers on a large full-sib family totalizing 1,025 F1s made it
possible to achieve our three initial objectives: (i) construct the first high-resolution linkage
maps of any tree species providing a framework for future map-based cloning activities of
major-effect QTLs, (ii) test the effect of population size and number of markers on genetic
mapping accuracy, (iii) analyse the synteny and collinearity between the genetic maps and the
BRASUZ1 sequence in order to improve the first version of the E. grandis genome. Another
key finding of this study was the discovery of segregation ratio distorting loci highlighting the
presence of genes involved in pre- and/or post-zygotic reproductive barriers between these

two species.

123



4 High-resolution genetic linkage maps of E. grandis and E. urophylla

Genomic DNA - E. grandis

Genomic DNA - E. urophylla

—
Library 300bp fragments
read pairs *
D I Paired-end sequencing
72,501,658 Illumina HiSeq 2000
-~ (100bp read pairs) ~ ----------

118,099,890

y

Library 3kbp mate pair
fragments

v

Paired-end sequencing
lllumina HiSeq 2000
(50bp read pairs)

v

i v

Short reads mapping on E. grandis Library preparation,
BRASUZ1 genome with BWA sequencing, short

reads mapping and
¢ variant calling

131,691,509

INDELSs realignment and PHRED scores
recalibration with GATK

v v

Select only sequences with

67,348,461 | &

MAPQ scores = 30
SNPs *
5,223,049 i ---m-m Variant calling with GATK
y Step #1
303,566 < Biallelic SNPs, MAC = 2, MAF 2 0.1,
frame=60bp
L4 Step #2
162,625 < Uniqueness of SNP flanking regions (121bp)
based on BLAT against the reference genome
SNP pre-selection
Step #3
P SNP with a sequencing depth = 4 for each
156,743 - parent, at least 2 sequences for each allele at
an heterozygous position for each parent
y Step #4
128,584 < lllumina ADT procedure
Select only Infinium Il SNPs

/ y

Set2

\

heterozygous in E.g,
homozygous in E.u, MAC=3, ADT
score>0.6, mapped on the 11
main scaffolds, frame = 80,000bp

4
2,524 SNPs

heterozygous in E.u,
homozygous in E.g, MAC=3, ADT
score>0.7, mapped on the 11
main scaffolds, frame = 80,000bp

~~~~~~~ A L 4 e

h 4
2,618 SNPs

6,000 SNPs

for the 6K Infinium array

Figure 4.1 Flowchart for Infinium SNP array design.

124

heterozygous in both E.g and
E.u, MAC=3, ADT score>0.8,
frame = 300,000bp

\ 4
858 SNPs




/ E ‘. 4 High-resolution genetic linkage maps of E. grandis and E. urophylla

4.2 Material and Methods

4.2.1 Plant material and DNA extraction

We used an interspecific cross between E. urophylla (E.u, accession 14.144) as a female
parent and E. grandis (E.g, accession 9.21) as a male parent. These two species are
phylogenetically close: they belong to the same subgenus (Symphyomyrtus) and the same
section (Latoangulatae) (Steane et al., 2002; 2011). The F1 mapping population totalized
2,700 full-sibs from which 1,025 were randomly selected for this study. For the genome
sequencing of the two parents, total genomic DNA was extracted from frozen leaves using a
modified protocol from Doyle and Doyle (1990). For SNP genotyping of the two parents and
the 1,025 offspring, DNA was extracted from dry leaves with a protocol using magnetic beads
(Smart D-N-Adem-Kit from Ademtech, Pessac, France). To assess DNA quality and quantity,
the following analyses were carried out on each genotype: electrophoresis on 0.8% agarose
gel and quantification by both spectrophotometry (NanoDrop 8000) and fluorescence (Quant-
iT Picogreen).

4.2.2 SNP detection and array design

Whole genome resequencing was performed with an Illumina HiSeq2000 (GATC Biotech
AG, Konstanz, Germany) for the two parental genotypes (E.u and E.g). Two libraries were
constructed for each parent: (i) a 300 bp fragment size library (100 bp paired-end), and (ii) a
3kb mate pair fragment size library (50 bp paired-end). All steps from sequencing to array

design are summarized in Figure 4.1.

The first version of the Eucalyptus grandis BRASUZ1 genome assembly
(http://www.phytozome.net/eucalyptus.php) was used as the reference genome for mapping
the short reads. Mapping was achieved independently for the two parental genotypes using the
Burrows-Wheeler Alignment tool (BWA, version 0.6.1-r104, (Li & Durbin, 2009) with
standard parameters. Then, the Genome Analysis Toolkit (GATK, version 1.5-21-9979a84a,
(McKenna et al., 2010) was used to realign insertion/deletion (INDEL) sites and recalibrate
Phred quality scores (CountCovariates, IndelRealigner and TableRecalibration procedures
with standard parameters). At the end of this step, one set of aligned short reads was available
for each parent, combining 50 bp and 100 bp reads. Only sequences with high mapping

quality (MAPQ score > 30) were taken into account for the next steps.
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The variant calling step was performed using GATK (UnifiedGenotyper procedure with
options —standcallconf 50.0 and —standemitconf 10.0) pulling together the two parental sets of
aligned sequences. Different filters were applied to the initial set of SNPs through the variant
calling procedure in order to obtain high quality in silico SNPs and design a 6K Infinium
array (Figure 4.1). SNP pre-selection was divided into four steps. Firstly, only bi-allelic SNPs
were conserved and INDEL variants were discarded. Selection of these SNPs was based on a
minimum allele count (MAC > 2), a minimum allele frequency (MAF > 0.1) and a minimum
distance of 60 bp between adjacent variations (SNP, INDEL) (Figure 4.1, Step#1). Secondly,
the 121 bp sequence surrounding the SNP (i.e. the SNP and its two 60 bp flanking regions)
was extracted for each SNP and checked for its uniqueness against the BRASUZ1 genome
using BLAT software (Kent, 2002). SNP flanking sequences associated with more than one
hit against the genome were discarded (Step#2). Then (Step#3), a more stringent selection
was applied based on a home-made script: considering reads from both parents, only SNPs
with a depth greater than 4 were kept. Moreover, each parental allele had to be present twice
at the SNP position. Finally (Step#4), for all the conserved SNPs, a designability score was
added using the Illumina Assay Design Tool (ADT) (Shen et al., 2005). In order to maximize

the number of SNPs on the array, only Infinium type Il SNPs were considered.

Three categories of SNPs were finally selected based on their expected segregation
patterns in the full-sib family (Setl, Set2 and Set3 as defined in Figure 4.1). Setl consisted of
SNPs heterozygous for the E.g parent and homozygote for the E.u parent (therefore
segregating in the 1:1 Mendelian ratio), located on the main 11 scaffolds with the minimum
distance between two consecutive SNPs of 80 kb, a MAC > 3 and an ADT score > 0.6. Set2
comprised SNPs heterozygous only for the E.u parent and homozygote for the E.g parent
(also segregating 1:1). Since a larger number of informative markers was initially available
for E.u, the same criteria as for Setl were used with a more stringent ADT score (> 0.7). In
Set3, SNPs were heterozygous in both parents (therefore segregating 1:2:1). No restriction on
scaffold size was applied for Set3. With respect to the other criteria, we used a minimum
distance between consecutive SNPs of 300 kb, a MAC > 3 and an ADT score > 0.8. These

three sets were used to design a 6K Infinium array (Illumina, San Diego, USA).
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4.2.3 SNP genotyping

SNPs were genotyped by PEGASE-biosciences / Genes Diffusion (Douai, France). The
results were analysed with GenomeStudio (Genotyping module V1.9, Illumina, San Diego,
USA). Poorly performing individuals were removed from the analysis when they were lower
than the following thresholds: 0.49 for the 10% GenCall score or 0.98 for the call rate. The
clustering of each SNP was visually checked for its relevance to the expected inheritance
pattern based on parental genotypes (Figure S4.1). When a cluster was not reliable, based on
twenty four replicates of each parent, it was re-clustered manually. SNPs with a low
fluorescence intensity, a call frequency lower than 0.90% or a GenTrain score lower than 0.4
were discarded. The reproducibility of the genotyping was evaluated using twenty-four

replicates for each parent and two replicates for three offspring.

4.2.4 Linkage mapping

The genetic linkage analysis was performed with R software (Version 2.15.2; http://cran.r-
project.org/) using the onemap V2.0-3 package (Margarido et al., 2007; Mollinari et al.,
2009). Genetic maps were constructed for each parental genotype (E.g and E.u) according to a
two-way pseudo-test-cross mapping strategy (Grattapaglia & Sederoff, 1994). The two
parental maps were built independently with the same procedure. For linkage analysis we
used SNPs and individuals with less than 4% and 2% of missing data, respectively. For the
two parental maps, SNPs were grouped into linkage groups (LGs) with a stringent threshold
(LOD score > 30). In a first step, marker ordering within linkage groups was performed with
the RECORD algorithm (Os et al., 2005) implemented in onemap using only SNPs
segregating 1:1 (Setl and Set2, test-cross markers) to build the framework maps. In the
second step, SNPs segregating 1:2:1 (Set3, inter-cross markers) were added to the framework
maps using the RECORD algorithm to build complete maps. Genetic distances (cM) were
calculated using the Haldane mapping function (Haldane, 1919). SNP segregations were
tested for goodness-of-fit to the expected Mendelian segregation ratios using y? tests with the
level of significance adjusted for simultaneous multiple tests (Benjamini & Yekutieli, 2001)

within each LG of the parental maps.

127



/ E ‘. 4 High-resolution genetic linkage maps of E. grandis and E. urophylla

4.2.5 Linkage mapping accuracy

The effect of the sample size (number of offspring) and marker density on linkage map
accuracy was tested based on re-sampling in the whole dataset. Three sample sizes (100, 200
and 500 individuals) and four marker densities (using only markers segregating 1:1) were
used. For each sample size, a random draw (1,000 times) was performed from the 1,020
offspring. Marker selection was based on genetic distances obtained with the framework
maps. Four density classes were selected: one marker every 5, 2.5 and 1.2 ¢cM and all markers
(referred to as MD1, MD2, MD3 and MD4 respectively). In total, 12,000 genetic maps for
each parent (3 sample sizes x 1,000 samples x 4 marker densities) were built using the
RECORD algorithm of onemap. For each map, grouping into linkage groups was performed

using the framework maps as a priori information.

4.3 Results

4.3.1 Resequencing, SNP selection and SNP-array design

Considering all libraries, resequencing of the two parental genotypes resulted in 49.3 Gb of
sequences. A total of 62,048,351 (72,501,658) 100 bp read pairs and 105,849,611
(118,099,890) 50 bp read pairs were obtained for E.g (E.u). According to the estimated
physical size of the E.g (640 Mb) and E.u (650 Mb) genomes (Grattapaglia & Bradshaw Jr.,
1994), the theoretical mean haploid genome coverage was 35.9X and 40.5X for E.g and E.u,
respectively. The proportion of aligned reads on the BRASUZ1 genome was higher for E.g
(75.5%) than for E.u (69.1%), as might be expected given the species of the reference genome
(E. grandis) and the small phylogenetic distance between E.g and E.u. The distribution of
aligned reads along the genome was homogenous between scaffolds and between read types:
100 bp or 50 bp (Figure S4.2). Only robustly aligned reads (mapQ >30) were used for SNP
detection, i.e. 51.1% (E.g) and 58.1% (E.u) of the aligned reads.

The variant calling procedure with GATK resulted in 5,223,049 SNPs being either
polymorphic within or between the two parental genotypes. After applying stringent selection
criteria to the initial set of detected SNPs (Figure 4.1, Step#1 to #4), 128,584 high-quality in
silico SNPs were obtained. Lastly, we selected three complementary sets of SNPs based on
their comprehensive distribution along the genome and on their expected segregation patterns

in the progeny (Figure S4.3), as follows: Setl presented 2,524 SNPs heterozygous in E.g only
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(1:1 segregation), Set2 presented 2,618 SNPs heterozygous in E.u only (1:1 segregation) and
Set3 presented 858 SNPs heterozygous in both parents (1:2:1 segregation). The selected SNPs
were evenly spaced along the BRASUZ1 genome with an average physical distance between
adjacent SNPs of 100 kb (£ 163 kb). However, some regions amounting to 8% of the scaffold
length on average were less covered due to a distance of more than 1 Mb between adjacent
markers. Most of the time these regions were characterized by a high rate of missing data
(gaps) on the reference genome (e.g. 25% from 20 Mb to 22 Mb and 23% from 32 Mb to 34
Mb on scaffolds 3 and 5, respectively, see Figure S4.3).

Table 4.1 Genotyping results: distribution of polymorphic, monomorphic and failed (i.e. no call) SNPs for the
three sets presented in the material and methods section: set 1 and 2 testcross markers informative for the E.
grandis and E. urophylla parents, respectively; set 3 inter-cross markers informative in both parents.

Polymorphic Monomorphic No call Total
Set 1 1,849 (88.6%) 82 (3.9%) 157 (7.5%) 2,088
Set 2 1,793 (78%) 366 (15.9%) 139 (6%) 2,298
Set 3 725 (91.9%) 21 (2.7%) 43 (5.4%) 789
Total 4,367 (84.4%) 469 (9.1%) 339 (6.6%) 5,175

4.3.2 Genotyping quality

The success rate for custom BeadChip manufacturing was 86.25%, i.e. 5,175 SNPs were
available for genotyping. After SNP clustering and quality control with GenomeStudio, five
genotypes with a low call rate (< 0.98) or a low 10% GenCall (< 0.49) were removed from
further analysis. In all, 339 SNPs with technical failures (i.e. no call) were discarded (Table
4.1). Of the remaining 4,836 SNPs, 469 (9.7%) were monomorphic and 4,367 (90.3%)
exhibited clear segregation within the full-sib family. The proportion of monomorphic
markers was lower for Setl (3.9%) compared to Set2 (15.9%). This must have been related to
the differences in genome structure between the two species and the less optimum alignment
of E.u short reads on the E. grandis BRASUZ1 genome. Moreover, the distribution of
monomorphic markers between scaffolds was different between the two parental sets (Table

S4.3). Within scaffolds, some regions from 1 Mb to 3.9 Mb were found to gather
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Figure 4.2 Distribution of inter-marker distances for the polymorphic SNPs for a/ the whole dataset and b/ the
three SNP sets. The vertical dashed lines represent the mean distance between adjacent markers.

Table 4.2 Characteristics of framework (test-cross markers) and complete linkage maps (test-cross and inter-
cross markers) for Eucalyptus grandis (E.g) and E. urophylla (E.u).

Framework map Complete map

E.g E.u E.g E.u
Map length (cM) 821.66 885.92 912.59 903.99
Number of SNPs ( total) 1,832 1,773 2,551 2,491
Number of SNPs (1:1) 1,832 1,773 1,832 1,773
Number of SNPs (1:2:1) ) ) 719 718
Number of bins 1,429 1,353 1,904 1,799
([Ziswtlg"”ce between  SNPs g 454 0.498 0.358 0.362
Distance between bins (cM) 0.578 0.652 0.48 0.5
Distorted SNPs (%) 21 30.7 19.8 28.7
Linkage map coverage (%) 98.2 97.2 98.3 97.3

Bin: unique loci on a genetic map
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monomorphic SNPs for one parent and polymorphic for the other: on scaffold 6 for E.g and
on scaffolds 4, 5, 6 and 10 for E.u (Figure S4.4). For the polymorphic SNPs, the average call
frequency was 99.8% (+ 0.58%), the average GenTrain score was 79.9% (+ 6.3%) and the
average cluster separation score was 0.91 (+ 0.18). Considering the three SNP sets, the
average physical distance between adjacent polymorphic SNPs was 138 kb (Figure 4.2A).
Taking the set separately, the average inter-marker distance was larger: 321 kb for Setl, 332
kb for Set2 and 797 kb for Set3 (Figure 4.2B). Genotyping reproducibility over all
polymorphic SNPs was at least 99.95%. Using version 1.1 of the predicted gene models of the
BRASUZ1 genome, 38% of the polymorphic SNPs were found to map into genes (Setl: 32%,
Set2: 39.5% and Set3: 52.1%). Moreover, 78% of the polymorphic SNPs were located within
5 kbp of predicted gene models.

4.3.3 Genetic Mapping

4.3.3.1 Construction of high-resolution genetic linkage maps

The maps were established using the same procedure and independently for the two
parents. Setl and Set2 (SNPs segregating 1:1) were first used for the construction of two
framework maps. The total map length was lower for E.g (821.7 cM) than for E.u (885.9 cM)
(Table 4.2, Table S4.5). Framework maps provided a high resolution with one marker every
0.45 cM (E.g) and 0.50 cM (E.u) on average. Despite greater coverage of the reference
genome for E.g maps (98.2%) than for E.u maps (97.2%), the E.g map was significantly
shorter (821 cM) compared to that of E.u (885 cM). Moreover, this difference was under-
estimated because of the low coverage of scaffold 4 for E.u (85.6%) resulting in a shorter
LG4 length (5.5 cM) compared to E.g. Overall, no particular trend in terms of LG length was
found between species (Table S4.5). SNPs with significant segregation distortion
(Padjust<0.01) were kept for linkage map construction and accounted for 21% and 30.7% of the
mapped SNPs for E.g and E.u, respectively (Table 4.2). SNPs with segregation distortion
occurred in large regions (SDRs) on several LGs with differences between parental maps
(Figure S4.5). LG1 and 3 presented a high level of distortion in E.g only, LG5, 6, 7 and 11
only in E.u, LG2 presented a high level of distortion in both parental maps and LG4, 8, 9 and

10 presented no distortion in either parental map (Figure S4.5).
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In a second step, 719 SNPs from Set3 (segregating 1:2:1) were added to the framework
maps. The resulting maps comprised 2,552 and 2,493 SNPs for a total map length of 912.6
cM for E.g and 904 cM for E.u (Table 4.2, Table S4.6), corresponding to an additional 90.9
and 18.1 cM compared to the framework maps, for E.g and E.u respectively. The resolution
provided by these two maps was high with one marker every 0.36 cM. Conversely to the
comparison between parental framework maps, the total map length was slightly greater for
E.g (8.3 cM longer) than for E.u, probably due to less optimum coverage of scaffold 4
(85.6%) for E.u. Thus, the integration of SNPs segregating in both parents (1:2:1) tended to
hide parental differences in map length observed for the framework maps based 1:1
segregating SNPs alone. However, the high density of 1:2:1 SNPs every 1.26 cM (E.g) and
1.34 cM (E.u) enabled a clear identification of orthologous regions between E.g and E.u
parents. The order of common SNPs between parental maps was well conserved, except for
9.3% of inverted SNPs mainly located on LG 2, 3, 5 and 7 (Figure S4.6). These inversions of
0.4 cM on average may have been caused by a decrease in precision in the recombination rate
estimations between pairs of markers segregating 1:1 and 1:2:1 (Ritter et al., 1990). Indeed,
between test-cross and inter-cross markers, only half of the genotypes are informative for

linkage analysis.

4.3.3.2 Effect of sample size on mapping accuracy

The effect of sample size and marker density (MD) on genetic mapping accuracy was
tested using a random draw in the whole dataset. Classes of MD were based on framework
maps (Table S4.7). The results obtained were very similar for both parental maps. For a given
marker density, the sample size had little impact on the average map length (Figure 4.3A,
Table S4.8), with a general trend towards longer map lengths for small sample sizes (e.g. for
MD1 the average map length (E.g) was 851 cM, 846.2 cM and 844 cM for n = 100, 200 and
500, respectively). As marker density increased from MD1 to MD4 the average map length
for all sample sizes tended to reach that of the framework maps with a difference of 22.3 cM
(MD1, n=500) and 1cM (MD4, n=500) for E.g. The combined effect of sample size and

marker density was more significant on the average distance between bins (unique loci on a
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genetic map (Figure 4.3B, Table S4.8). Indeed, for low marker density (MD1) the sample size
had no effect on the average distances between bins: 4.9, 4.8 and 4.8 cM for n=100, 200 and
500, respectively. On the other hand, for a higher marker density (MD4), the increase in
sample size improved the resolution of the maps (e.g. for E.g the average distances between
bins were 1.5, 1 and 0.7 cM for n=100, 200 and 500, respectively).

4.3.4 Comparison between genetic maps and the BRASUZ1 genome

The high resolution in marker ordering made it possible to compare SNP locations on the
E.g and E.u framework maps with their respective position on the reference genome on a fine
scale (Figure 4.4). Overall, the two high-resolution linkage maps displayed a high level of
collinearity with the reference genome, i.e. conserved order of SNPs between their genetic
and physical locations. These collinear regions amounted to 85.7% of the 605.9 Mb of the
reference genome (i.e. the main 11 scaffolds) for E.g and 84.1% for E.u.

The high-resolution framework maps also highlighted discordant genetic regions (a genetic
region is defined by at least two successive mapped SNPs) in comparison to the genome
assembly. We distinguished (i) differences in region ordering and/or orientation within
chromosomes called non-collinear regions (NCR), and (ii) non-conserved chromosomal
assignments between genetic and physical maps, called non-syntenic regions (NSR). In all, 49
and 51 NCRs were identified for E.g and E.u, representing 13.9% and 15.3% of the reference
genome, respectively (Table 4.3 and Figure 4.5). Of the 57 NCRs (Table S4.9), 43 concerned
9 out of the 11 scaffolds, and corroborated between the two parental maps. They represented
13.5% (E.g) and 14.4% (E.u) of the genome size. Considering only these common NCRs,
scaffold 1 presented the largest differences between physical and genetic maps accounting for
46.4% (E.g) and 43.3% (E.u) of the scaffold size (Table S4.9). The second scaffold with the
largest proportion of common NCRs was scaffold 5 with 22.8% (E.g) and 27.1% (E.u) of its
size. Specific NCRs were also found for E.g (6) and E.u (8) and were mainly related to a
small number (or the absence) of SNPs in one parent compared to the other (Table S5). These
specific NCRs were distributed over scaffolds 1, 3 and 7 for E.g and scaffolds 1, 2, 3, 6, 7 and
9 for E.u. For both parental maps scaffold 7 only presented specific NCRs.
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Figure 4.5 Physical location of non-collinear regions (NCRs) and non-syntenic regions (NSRs) on the BRASUZ1
genome sequence. Vertical black lines represent the physical skeleton of the main eleven scaffolds (Sca).
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markers involved in the NSR (if greater than 1).
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Table 4.3 Features of the non-collinear region (NCR) and non-syntenic region (NSR) between genetic
framework maps, E.g: E. grandis and E.u: E. urophylla, and the BRASUZ1 genome sequence. Common NCRs
or NSRs are supported by both parental maps.

E.g E.u
Number of regions 49 51
All Number of SNPs 393 382
% of SNPs 21.5 215
% of genome size 13.9 15.3
NCR Number of regions 43 43
% of regions 87.8 84.3
Common  Number of SNPs 378 358
% of SNPs 20.6 20.2
% of genome size 13.5 14.4
Number of regions 20 20
Number of SNPs 45 41
All % of SNPs 2.5 2.3
% of genome size 1 0.7
LG final 1,356,7,8,11 1,2,356,7,8,9
NSR Number of regions 13 13
% of regions 65 65
Common Number of SNPs 35 33
% of SNPs 1.9 1.9
% of genome size 0.8 0.7
LG final 1,3,56,7,8

To a lesser extent, non-conserved chromosomal assignments (NSR) were revealed by the
comparison between the physical and genetic maps (Figure 4.5 and Table 4.3). Except for
scaffold 3, we identified 27 NSRs on all the other scaffolds that represented 1% (E.g) and
0.7% (E.u) of the targeted scaffold size, of which 13 were common to the two parental maps
(Table S4.10). Considering common NSRs, scaffold 2 gathered the largest NSR with 2.9%
(E.g) and 3.5% (E.u) of the scaffold size. Specific NSRs were also found on scaffolds 3, 6, 7
and 9. As explained previously for NCRs, specific NSRs were mainly related to the absence
of SNPs in the other parental map, but in four cases (on scaffolds 6, 7 and 8 for E.g and on
scaffold 9 for E.u) the closest marker in the orthologous map was well localized (Table
S4.10). This could be explained by the presence of paralogous SNPs. The NCRs and NSRs
that were corroborated by the two parental genetic maps strongly suggest miss-assembly in
the BRASUZ1 genome rather than structural rearrangements in the two genotypes studied

here.

Besides the comparison of SNP order, 13 additional scaffolds totalizing 6.9 Mb (8.1% of
the 85 Mb of the 4,941 unmapped scaffolds) were also mapped on LGs, using one SNP per
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scaffold (Table S4.11). Of these 13 additional scaffolds located on 7 LGs, 3 were positioned
onLG2 and 3, 2 on LG4 and 8, and 1 on LG1, 5 and 9. All additional scaffolds were located

at a similar genetic position on both parental maps (Table S4.11) validating their position.

4.4 Discussion

4.4.1 Performance of the SNP Array

This study is the first to report on the designing of an Infinium SNP array for Eucalyptus.
Our approach for SNP detection was based on whole genome resequencing of the two
parental genotypes of a mapping population with high sequencing depth (=40X). Stringent
selection criteria resulted in a high genotyping success rate (SR), i.e. 84.4% of the genotyped
SNPs were polymorphic in the studied pedigree. Such a high SR was also reported in Populus
trichocarpa using a similar resequencing approach (85.6% in (Slavov et al., 2012) and 93.1%
in (Geraldes et al., 2013)). Chagné et al. (2012) on Malus pumila, reported a lower SR of
72.2% despite an additional validation step on a subset of SNPs with the GoldenGate
technology. This contrast with the lower values is generally obtained in non-model forest tree
species using the Infinium technology and largely based on SNPs detected from RNA-seq
data. For instance, Pavy et al. (2013) designed two SNP arrays in Picea glauca, and reported
SRs of 55.8% and 67.6%. Along the same lines, Howe et al. (2013) obtained a SR of 72.5%
in Pseudotsuga menziesii. This disparity between studies might be explained by different
factors such as the nature of the primary data (RNA vs whole genome DNA) and the

stringency of thresholds at different stages of SNP detection and selection.

4.4.2 Linkage mapping accuracy

The two framework genetic linkage maps were built independently with SNPs segregating
1:1. Contrary to other high density mapping studies in Eucalyptus (Hudson et al., 2012a;
Kullan et al., 2012; Petroli et al., 2012), we did not combine parental maps in a consensus
map because of the loss of parental specific feature and the loss of accuracy introduced by
combining markers with different segregation ratios, resulting in a loss of information (Ritter
et al. 1990). The use of markers with different segregation types (mandatory for combining
parental maps) indeed reduces mapping accuracy, as illustrated by the inversion of 9.3% of
inter-cross markers between the two parental maps obtained using both test-cross and inter-

cross markers. Additional factors could also lead to poorer order and thereby bias the
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resolution of a genetic map, e.g. inconsistencies between individual maps such as local
reordering and/or large displacements (Jackson et al., 2008; Wu et al., 2011; Ronin et al.,
2012).

The two parental framework maps provided a comprehensive view of the Eucalyptus
genome with 98.2% and 97.2% coverage of the main 11 scaffolds and an average inter-
marker distance of 321 kb and 332 kb for E.g and E.u, respectively. The corresponding map
lengths were 821.7 cM and 885.9 cM with a resolution of one SNP every 0.45 cM and 0.50
cM for E.g and E.u, respectively. Previous genetic size estimates of the genome in different
Eucalyptus species ranged from 632 to 1,815 cM (Table S4.1) with the lower and higher
limits obtained with low density and/or non-saturated genetic maps (Brondani et al., 2006;
Rocha et al., 2007). Compared with recent studies (Hudson et al., 2012a; 2012b; Kullan et al.,
2012; Petroli et al., 2012) which used a DArT array to build dense genetic maps, our
estimates of the Eucalyptus genome size showed a reduction of at least 20% (E.g) and 15%
(E.u). The size of a genetic map characterizes the number of recombination events per meiosis
captured in the mapping population (Crismani et al., 2013). In our study the number of
recombination events was higher than the most recent ultra-dense genetic maps in Eucalyptus
(Table S1). Moreover, these dense genetic maps were consensus maps which could artificially
inflate total map length. Thus, the two parental framework maps based on robust data only
provided the most accurate estimates so far of the genetic map length for E. grandis and E.

urophylla.

To confirm the robustness of the two parental genetic maps generated in this study, we
compared the results obtained with RECORD to those obtained with Joinmap, one of the most
widely used softwares for the estimation of genetic maps (Van Ooijen, 2011). The total map
lengths were similar with 821.1 and 821.7 cM for E.g and 884.9 and 885.9 cM for E.u for
JoinMap and RECORD, respectively. The SNP order was very similar with 99.2% and 99.6%
of SNPs exhibiting the same order between the two algorithms for E.g and E.u, respectively
(Table S4.5). Inversions only occurred with tightly linked SNPs with a maximum distance
between inverted SNPs of 0.1 cM, confirming the robustness of the framework maps.
Moreover, these results were corroborated by highly reliable orders obtained with the
resampling of F1 offspring with up to 0.7% of inverted markers even with a small sample size
(100).
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4.4.3 Validation and improvement of the Eucalyptus BRASUZ1 genome
structure

The use of two independent high-resolution genetic maps enabled cross-validation in the
comparison between genetic maps and the reference genome sequence. Our results confirmed
the robust assembly of the BRASUZ1 genome. Indeed, collinear regions accounted for
approximately 85% of the reference genome. This first version was assembled using a DArT
genetic map (Kullan et al., 2012) and independently validated by Petroli et al. (2012). If
inconsistences between physical and genetic order were reported for different LGs (e.g. 1 and
4), they were attributed to poor marker quality rather than wrong scaffold assembly (Petroli et
al., 2012). The common NCRs and NSRs between parental maps which accounted for nearly
14% and 1%, respectively, suggest the contrary and advocate an improved version of the
BRASUZ1 genome assembly. In addition to the results relative to the organization of the
main 11 scaffolds, 13 additional scaffolds totalizing 6.9 Mb were positioned and validated by
both parental maps. As suggested by Petroli et al. (2012) the majority of small unanchored
scaffolds (<20 kb) must correspond to an already assembled part of the genome (i.e.
alternative haplotypes). Indeed the BRASUZ1 genotype was produced after one generation of
selfing leaving half of its genome in the heterozygous state in theory. If this hypothesis is true,
these additional 13 scaffolds of medium to large size (0.06 to 1.4 Mb) could be a real missing
part of the genome. Thus, their integration could improve the completeness of the BRASUZ1

genome.

The comparison between parental genetics maps and the reference genome highlighted the
high conservation of genome structure between the two species (E.g and E.u). Although
differences were highlighted by genotyping (e.g. LG4, 3.9Mb with monomorphic markers for
E.u), no inconsistencies involving a large number of SNPs were found between the two maps.
This collinearity and synteny between Eucalyptus species had already been reported (Myburg
et al., 2003; Hudson et al., 2012b) and is consistent with the small phylogenic distance
between these two interfertile species of the Symphyomyrtus subgenus (Potts & Dungey,
2004). Moreover, their genomes were found to be close in terms of physical size with a larger
genome for E.u (Grattapaglia & Bradshaw Jr., 1994; Praca et al., 2009).
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4.4.4 Distribution and effect of SDRs

Linkage mapping analysis was carried out with distorted SNPs, not only to maintain high
genome coverage in such regions of the genome but also because segregation distortion has
little or no effect on mapping accuracy (Hackett & Broadfoot, 2003; Hudson et al., 2012b),
which was confirmed in our study by the same marker order found between E.g and E.u LGs
displaying different levels of segregation distortion between parental maps (e.g. LG1 and 11).
Moreover, the same marker order was found between different samples of individuals with or
without segregation distortion in a given LG (data not show). The number of offspring (1,025)
and the high synteny between physical map and parental genetic maps made us confident in
the nature of the distortion, i.e. evidence for biological causes compared to bias in the
genotyping process. Our study therefore offers a precise landscape of segregation distortion

along the eucalyptus genome.

Distorted SNPs occurred in large segments (so called SDRs) and accounted for 21% (E.g)
and 30.9% (E.u) of the framework maps. Large differences in segregation distortion levels
between parental maps were found on six LGs (1, 3, 5, 6, 7 and 11).These differences
between parental maps could be due to pre-zygotic events. Similar distortion patterns (e.g. in
LG2) could be related to post-zygotic events. SDRs could be related to different physiological
and genetic factors occurring during the reproductive process, such as pollen-tube competition
(Arnold et al., 1993; Rahmé et al., 2009; Zhang et al., 2011), pollen-pistil incompatibility,
which was found to increase with phylogenetic distance in Eucalyptus species (Gore et al.,
1990; Ellis et al., 1991) and in the closely related Corymbia species (Dickinson et al., 2012),
negative epistatic interactions among alleles (Torjék et al., 2006; Bikard et al., 2009) or lethal
genes in a homozygous state. Hybridisation enhances some of these processes (Rieseberg &
Carney, 1998) thus accentuating the level of segregation distortion in hybrid pedigrees, as
found in genetic mapping studies in Eucalyptus (Table S4.1) or in Populus (Bradshaw &
Stettler, 1994; Yin et al., 2004; Yin et al., 2008). In Eucalyptus, segregation distortion has
been reported in similar proportions in interspecific crosses (Myburg et al., 2003; Brondani et
al., 2006; Kullan et al., 2012) and to a lesser extent in intraspecific crosses (Thamarus et al.,
2002; Hudson et al., 2012b) suggesting that genes involved in reproductive barriers
underlined these regions. As the success of tree breeding could be significantly affected by
these genes, we list the genes at all the segregation distortion peaks (i.e. maximum significant
value, Table S4.12).
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4.5 Conclusion and prospects

Our SNP array maximizing genome coverage with 6,000 SNPs evenly spaced along the
main 11 scaffolds of the BRASUZ1 genome resulted in: (i) 84.4% of polymorphic SNPs
segregating in 1,025 full-sibs, (ii) two high-resolution genetic linkage maps, (iii) an improved
version of the Eucalyptus genome assembly, and iv/ the discovery of genes possibly involved
in segregation distortion in this cross. With this SNP-array, it should be possible to capture
LD at long physical distances in small sized structured populations and thereby enable
genomic selection to be carried out in the eucalyptus breeding programme that CIRAD and
CRDPI are implementing in the Republic of Congo. In addition, the size of the full-sib family
planted out in the field in 2010 with 2,700 offspring will enable fine-mapping of a QTL-rich
region for lignin content and composition (Gion et al., 2011).
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Figure S4.1 Examples of SNP clusters obtained with GenomeStudio software. Accurate genotype calling for
polymorphic (setl in the material and methods section (panel A), set2 (B) and set3 (C)) and monomorphic SNPs
(D). SNPs with an unexpected segregation pattern (E, F) or low intensity (G, H) considered as failed assays.
Twenty-four replications for each parental genotype were available and are represented as green dots for E.
grandis (E.g) and red dots for E. urophylla (E.u).
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Figure S4.2 Distribution of mapped reads on the main 11 scaffolds of the BRASUZ1
genome sequence. Green bars for E. grandis (E.g) and red bars for E. urophylla (E.u).
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Figure S4.3 Distribution of selected SNPs along the main 11 scaffolds of the BRASUZ1 genome sequence.
Distance in Mb (inner ring), percentage of missing values over a 200 kbp window (2nd ring), sequencing depth
for each allele of setl (3rd ring), set2 (4th ring) and set3 (5th ring), location of polymorphic SNPs (green: setl,

red: set2 and blue: set3) and monomorphic SNPs (grey) (outer ring)
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Figure S4.4 Distribution of the rate of monomorphic SNPs (per 2 Mb windows) along the main 11 scaffolds of
the BRASUZ1 genome sequence E. grandis (E.g) in green and E. urophylla (E.u) in red.
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Figure S4.6 Comparison of the genetic location of SNPs segregating 1:2:1 (set3 in the material and methods
section) between the two parental maps over the 11 linkage groups. Inverted SNPs between the two maps are
indicated by black crosses.
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Table S4.1 Comprehensive list of genetic linkage maps established for Eucalyptus species.

Number Map  Type

Species or . Type of  Number Mapping Related
hybrid Pedigree of markers  of LG length  of software References reference
markers (cM)  map
. Mapmaker :
E. grandis 62 F1 240 RAPD 14 1,552 | / Gmendel (Grattapaglia & Sederoff, 1994)
Mapmaker .
E. urophylla 62 F1 251 RAPD 11 1,101 | / Gmendel (Grattapaglia & Sederoff, 1994)
E. gunnii x E. 72 F2, - . .
globulus 10 BC 97 RAPD 15 560 C Joinmap (Vaillancourt et al., 1995)
RFLP, Joinmap /
E. nitens 118 F2 330 RAPD, 12 1,462 C 'map (Byrne et al., 1995)
Crimap
Isozyme
Mapmaker .
E. urophylla 93 F1 269 RAPD 11 1,331 | / Joinmap (Verhaegen & Plomion, 1996)
E. grandis 93F1 236 RAPD 11 1415 1 Mapmaker o egen & Plomion, 1996)
/ Joinmap
E. globulus 91F1 200 AFLP 16 967 | PGRI (Marques et al., 1998)
' /Mapmaker N
. . PGRI
E. tereticornis 91 F1 268 AFLP 14 919 | (Marques et al., 1998)
/Mapmaker
E. globulus RAPD,
(female) 165 F1 120 SSR 11 701 | Mapmaker (Bundock et al., 2000)
E. globulus RAPD,
(rﬁgle) 165 F1 118 SSR, 13 1,013 | Mapmaker (Bundock et al., 2000)
Isozyme
E. urophylla 201 F1 8 Gene 5 - | Mapmaker (Gion et al., 2000) Added
to(VVerhaegen
& Plomion,
E. grandis 201 F1 4 Gene 3 - | Mapmaker (Gion et al., 2000) 1996)
E. globulus 73 F1 +34 SSR 8 - | PGRI (Marques et al., 2002)
' /Mapmaker b Added to
(Marques et
al., 1998
E. tereticornis 73 F1 +34 SSR 8 - | PGRI (Marques et al., 2002) )
/Mapmaker
E. grandis 92F1  +63  SSR 11 - | Mapmaker (Brondani eett;"‘zl(?og% Brondani  dded to
b (Grattapaglia
(Brondani et al., 1998; Brondani & Sederoff,
- B ' 1994
E. urophylla 92 F1 +53 SSR 10 | Mapmaker etal., 2002) )
E RAPD,
: . 92 F1 168 RFLP, 11 1,236 C Joinmap (Agrama et al., 2002)
camaldulensis
SSR
RFLP,
EST,
E. globulus 148 F1 249 SSR, 12 1,375 C Joinmap (Thamarus et al., 2002)
Gene,
Isozyme
E. urophylla 82F1 220 RAPD 23 1,505 | Joinmap (Ganetal., 2003)
E. tereticornis 82 F1 218 RAPD 23 1,036 | Joinmap (Ganetal., 2003)
E. grandis 156 BC 254 AFLP 11 1,335 | Mapmaker (Myburg et al., 2003)
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. Number Map  Type .
Speme_s or Pedigree of Type of  Number length of Mapping References Related
hybrid markers  of LG software reference
markers (cM)  map
E. globulus 177 BC 236 AFLP 11 1,405 | Mapmaker (Myburg et al., 2003)
E. grandis x
E. globulus 156 BC 342 AFLP 11 1,448 | Mapmaker (Myburg et al., 2003)
(male)
E. grandis x
E. globulus 177BC 411 AFLP 11 1,318 | Mapmaker (Myburg et al., 2003)
(female)
E. grandis 92 F1 202 SSR 11 1,815 | Joinmap (Brondani et al., 2006)
E. urophylla 92 F1 160 SSR 11 1,333 | Joinmap (Brondani et al., 2006)
E. grandis x . .
E. urophylla 92 F1 234 SSR 11 1,568 C Joinmap (Brondani et al., 2006)
E. globulus AFLP, .
(female) 121 F2 118 SSR 13 698 | Joinmap (Freeman et al., 2006)
E. globulus AFLP, .
(male) 121 F2 130 SSR 14 776 | Joinmap (Freeman et al., 2006)
AFLP, .
E. globulus 121 F2 165 SSR 11 702 C Joinmap (Freeman et al., 2006)
RFLP,
E. nitens 296 F2 296 Eg; 11 1,700 C Outmap (Henery et al., 2007)
Gene
E. grandis x 90 F1 51 RAPD 12 632 C Ggmol (Rocha et al., 2007)
E. urophylla
. Added to
E.grandisx  gapy 5053 SR 11 1330 ¢ Mapmaker o s 2011 (Nevesetal, 2011)  (Brondani et
E. urophylla SSR / Joinmap
al., 2006)
EST-
E. urophylla 82 F1 268 CAPS, 21 1,790 | Mapmaker Yu 2012 (Yuetal., 2012)
RAPD Added to
(Ganetal.,
o EST- 2003)
E. tereticornis 82 F1 260 CAPS, 21 1,488 | Mapmaker Yu 2012 (Yuetal., 2012)
RAPD
E. globulus DA,
-9 184 F1 577 SSR, 11 1,033 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
(GLOB-F1 -1) Gene
E. globulus DA,
-9 184 F1 498 SSR, 11 1,137 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
(GLOB-F1 -4) Gene
E. globulus DA,
9 183 F1 606 SSR, 11 1,055 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
(GLOB-F1 -5) Gene
E. globulus DAT,
9 172 F2 695 SSR, 11 1,258 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
(GLOB-F2 -1) Gene
E. globulus DAIT, . .
(GLOB-LH) 503 F2 1,060 SSR 11 1,151 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
Reference DAT,
ma - 4191 SSR, 11 1,107 C Joinmap (Hudson et al., 2012a; 2012b)
P Gene
. DAIT, .
E. grandis 180 BC 991 SSR 11 925 | Joinmap (Kullan et al., 2012)
E. urophylla 367 BC 958 DSASg 11 1,107 | Joinmap (Kullan et al., 2012)
E. grandis x E. DAIT
urophylla (E.g 180BC 1,217 ' 11 1,021 | Joinmap Kullan et al., 2012
SSR

BC)
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. Number Map  Type .
Speme_s or Pedigree of Type of  Number length of Mapping References Related
hybrid markers  of LG software reference
markers (cM)  map

E. grandis x E. DAIT
urophylla (Eu 367BC 1,311 ' 11 1,067 | Joinmap (Kullan et al., 2012)

SSR
BC)
E. grandis x DAIT, .
E. urophylla 2,290 SSR 11 1,107 Cc Joinmap (Kullan et al., 2012)
E. grandis x DAIT, . .
E. urophylla 177 F1 2,484 SSR 11 1,304 C Joinmap (Petroli et al., 2012)
E. grandis 190 F1 86 RAPD 11 1,021 | Joinmap (Bartholomé et al., 2013)
E. urophylla 190 F1 106 RAPD 13 1,179 | Joinmap (Bartholomé et al., 2013)
E. grandis 1025F1 1,832 SNP 11 822 | Onemap / The present study

Record

E.urophylla  1025FL 1773  SNP 11 886 Og:g?gl The present study

I :Individual map, C :consensus map

* Estimate from figure. The authors did not provide the total map length (cM).
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Table S4.3 Detailed SNP genotyping results per scaffold and SNP set (setl: SNP segregating 1:1 in E. grandis;

set2: SNPs segregating 1:1 in E. urophylla, set3: SNPs segregating 1:2:1 in both species)

SNP type  Scaffold 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 17 18 20 26 31 32 41 54 57 71 77 164 Total
Eg (1:1)  Polymorph 181 189 191 145 165 157 128 240 156 168 128 - - - - - - - - - b = = = 1849
Monomorph 9 9 1 7 3 19 4 12 4 7 7T - - - - - - - - - 0o - - - 82
No call 2 20 12 6 22 13 17 18 17 9 1 - - - - - - - - - 0o - - - 157
Total 202 218 204 158 190 189 149 270 177 184 146 - - - - - - - - - 1 - - - 2088
% Polymorph ~ 89.6 86.7 936 91.8 86.8 83.1 859 839 881 913 87.7 88.6
% Monomorph 45 41 05 44 16 101 27 44 23 38 48 - - - - - - - - - - - - - 39
% No Call 59 92 59 38 116 69 114 67 96 49 75 - - - - - - - - - - - - - 7.5
Eu(:l)  Polymorph 141 206 182 125 157 175 151 226 124 145 161 - - - - - - - - - - - - - 1793
Monomorph 3% 34 23 3» 34 3B 18 3 3B 31 483 - - - - - - - - - - - - - 366
No call 117 15 11 10 17 6 18 18 8 16 9 - - - - - - - - - - - - - 139
Total 187 255 216 170 208 219 187 281 170 192 213 - - - - - - - - - - - - - 2298
% Polymorph 754 80.8 843 735 755 799 80.7 804 729 755 75.6 78
% Monomorph 187 133 106 206 163 174 96 132 224 161 202 - - - - - - - - - - - - - 159
% No Call 59 59 51 59 82 27 96 64 47 83 42 - - - - - - - - - - - - - - 6
121 Polymorph 4 76 79 38 69 72 69 8 58 5 66 1 1 2 1 11111 110 1 725
Monomorph 0 o0 2 3 2 5 1 3 1 3 1 000O0O0OOO0OO0OO 000 O 21
No call 3 4 2 4 6 6 5 7 3 2 0 000O0O0OO0OO0OO0O 0010 43
Total 4 8 8 45 77 8 75 98 62 61 67 1 1 2 111111 111 1 789
% Polymorph 932 95 952 844 896 867 92 898 935 91.8 985 91.9
% Monomorph 0 0 24 67 26 6 13 31 16 49 15 - - - - - - - - - - - - - 2.7
% No Call 68 5 24 89 78 72 67 71 48 33 O - - - - - - - - - - - - - - 5.4
Total 433 553 503 373 475 491 411 649 409 437 426 1 1 2 1 1 1 1 111111 1 5175

Table S4.4 Location of monomorphic regions on the Eucalyptus genome and the genotyping results of the

associated SNPs. Polymorphic (P), monomorphic (M) and no call (NC)

Location of

Parent LG _monomorphic marker Dist (Mb) Eg E.u 1:21
First Last P M NC P M NC P M NC

Eg 6 9809041 13701289 3.89 0 5 1 9 2 0 0 1 2
6 28960384 30414900 1.45 0 5 0 5 3 0 0 O 2

6 41704192 43408720 1.7 0 3 1 5 2 0 0 1 0

Eu 4 52127 3829866 3.78 16 0 0 0 11 0 0 0 0
5 14713336 15784895 1.07 5 0 0 0 5 1 0 2 0

6 46144072 47524696 1.38 9 0 0 0 5 1 0 O 0

10 16661541 18761220 2.1 8 1 0 0 5 0 0 1 0

10 32621512 35186096 2.56 2 0 0 0 2 5 0 O 0
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154

LG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Total
Scaffold 40,297,282 64,237,462 80,088,348 41978404 74,731,017 53,893,726 52,447,651 74,330,457 39,019482 39,359,118 45510589 605,893,536
Eg ML  Total map length (cM) 65.27 87.37 87.14 61.8 69.78 97.08 69.78 93.81 56.06 63.6 69.44 821.13
Number of SNPs 183 176 195 136 169 164 134 230 156 162 127 1832
Number of bins 132 151 151 100 130 129 120 174 115 126 104 1432
Distance between SNPs (cM) ~ 0.357 0.496 0.447 0.454 0.413 0.592 0.521 0.408 0.359 0.393 0.547 0453
Distance between bins (cM) 0.494 0.579 0577 0.618 0.537 0.753 0.582 0.539 0.487 0.505 0.668 0576
Distorted SNPs (%) 60.1 938 55.9 0 0 0 0 0 0 0 0 21
Coverage (%) 99.7 97.4 95.6 97.6 99.2 98.7 98.7 99.3 99.5 99.2 96.1 98.2
RECORD Total map length (cM) 65.25 87.45 87.03 61.9 70.23 97.32 69.74 93.95 55.9 63.59 69.3 821.66
Number of SNPs 183 176 195 136 169 164 134 230 156 162 127 1832
Number of bins 132 151 151 101 131 131 115 174 114 125 104 1429
Distance between SNPs (cM) ~ 0.357 0.497 0.446 0.455 0.416 0.593 0520 0.408 0.358 0.393 0.546 0.454
Distance between bins (cM) 0.494 0.579 0.576 0.613 0.536 0.743 0.606 0.540 0.490 0.509 0.666 0578
Distorted SNPs (%) 60.1 93.8 55.9 0 0 0 0 0 0 0 0 21
Coverage (%) 99.7 97.4 95.6 97.6 99.2 98.7 98.7 99.3 99.5 99.2 96.1 98.2
Eu ML Total map length (cM) 74.05 105.36 94.44 56.29 74.98 103.48 67.26 103.55 56.84 71.91 76.74 884.9
Number of SNPs 146 192 186 117 159 181 156 219 121 139 157 1773
Number of bins 105 149 147 87 113 141 110 160 95 118 119 1344
Distance between SNPs (cM)  0.507 0.549 0.508 0.481 0.472 0572 0.431 0.473 0.470 0517 0.489 0.497
Distance between bins (cM) 0.705 0.707 0.642 0.647 0.664 0.734 0.611 0.647 0.598 0.609 0.645 0.655
Distorted SNPs (%) 0 79.7 0 0 67.9 65.2 256 0 0 0 80.3 30.7
Coverage (%) 99.1 97.2 94.4 85.6 99 99.6 98.8 9.8 97.2 9.3 97.2 97.2
RECORD Total map length (cM) 74.19 105.45 94.28 56.51 74.81 103.27 67.45 104.14 56.81 71.86 77.15 885.92
Number of SNPs 146 192 186 117 159 181 156 219 121 139 157 1773
Number of bins 107 149 148 89 113 141 113 161 9% 118 119 1353
Distance between SNPs (cM) ~ 0.508 0.549 0.507 0.483 0.471 0571 0.432 0.476 0.470 0517 0.491 0.498
Distance between bins (cM) 0.693 0.708 0.637 0.635 0.662 0.732 0597 0.647 0.598 0.609 0.648 0.652
Distorted SNPs (%) 0 79.7 0 0 67.9 65.2 256 0 0 0 80.3 30.7
Coverage (%) 99.1 97.2 94.4 85.6 99 99.6 98.8 99.8 97.2 99.3 97.2 97.2

Table S4.5 Framework linkage map features based on test-cross markers only (1:1 segregation) for E. grandis
(E.g) and E. urophylla (E.u). Two algorithms ML (JoinMap) and RECORD (Onemap) are compared.
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Table S4.6 Linkage map features based on test-cross (1:1 segregation) and inter-cross (1:2:1) markers for E.

grandis (E.g) and E. urophylla (E.u). The RECORD algorithm was used.

LG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 Total
Scaffold size (bp) 40,297,282 64,237,462 80,088,348 41,978,404 74,731,017 53,893,726 52,447,651 74,330,457 39,019,482 39,359,118 45,510,589 605,893,536
E.g Map length (cM) 70.72 99.95 95.14 62.46 81.67 108.22 76.29 109.07 63.73 70.18 75.16 912.59
Number of SNPs ( total) 228 252 277 174 238 240 203 316 216 217 191 2,551
Number of SNPs (1:1) 183 176 195 136 169 164 134 230 156 162 127 1,832
Number of SNPs (1:2:1) 45 76 82 38 69 76 68 86 60 55 64 719
Number of bins 168 201 199 141 173 183 162 233 148 155 141 1,904
Distance between SNP (cM) 031 0.40 0.34 0.36 0.34 0.45 0.38 0.35 0.30 0.32 0.39 0.36
Distance between bin (cM) 0.42 0.50 0.48 0.44 0.47 0.59 0.47 0.47 0.43 0.45 0.53 0.48
Distorted SNPs (%) 59.2 85.7 375 0 143 0 0 0 0 0 209 19.8
Coverage (%) 99.7 974 95.7 97.6 99.3 98.7 98.8 99.5 99.5 99.2 96.1 98.3
E.u Map length (cM) 7131 99.78 95.34 57.13 85.1 107.51 72.53 109.06 62.03 68.31 75.89 903.99
Number of SNPs ( total) 191 269 268 155 228 257 224 305 181 194 221 2491
Number of SNPs (1:1) 146 192 186 117 159 181 156 219 121 139 157 1773
Number of SNPs (1:2:1) 45 76 82 38 69 76 68 86 59 55 64 718
Number of bins 134 199 188 118 158 192 146 214 134 146 170 1799
Distance between SNP (cM) 0.37 0.37 0.36 0.37 0.37 0.42 0.32 0.36 0.34 0.35 0.34 0.36
Distance between bin (cM) 0.53 0.5 0.51 0.48 0.54 0.56 0.5 0.51 0.46 0.47 0.45 0.5
Distorted SNPs (%) 105 75.5 0 0 62.7 52.1 21 0 0 0 76.5 28.7
Coverage (%) 99.1 97.2 95.6 85.6 99 99.6 98.8 99.9 99.1 994 97.2 97.3
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Table S4.7 Characteristics of the four marker density classes (MD) based on framework
maps for E. grandis (E.g) and E. urophylla (E.u).

E.g E.u

MD1 MD2 MD3 MD4 MD1 MD2 MD3 MDA4

Nb of marker 175 337 734 1,832 187 352 734 1,773
Marker (%) 9.6 184 40.1 100 105 199 414 100
Distance - mean 501 252 114 0.58 505 26 123 0.66
between - sd 0.61 058 051 0.56 0.77 074 071 0.72
l()(l,R/l) - maximum 74 441 428 4.28 718 6.24 6.24 6.24
- minimum 325 119 03 0.01 257 108 03 0.01

Missing data (%) 0.01 0.01 0.01 <0.01 0.02 0.02 001 <0.01

Table S4.8 Averages and standard deviations for 1,000 genetic maps established for different modalities of

marker density (MD) and sample size (100, 200, 500).

Sample size E.g E.u
Marker Sample Map length  Number of Dlstance_ Map length  Number of Dlstance.
density  size (cM) bin between bin (cM) bin between bin
(cM) (cM)

MD1 100 851 (25) 173.9 (1.1) 4.9 (0.14) 921.8 (27.1) 185.8(1.1) 5 (0.15)
MD1 200 846.2 (15.7) 175 (0.1) 4.8 (0.09) 917.1(16.7) 187 (0.1) 4.9 (0.09)
MD1 500 844 (7.8) 175 (0) 4.8 (0.05) 913.9 (8.7) 187 (0) 4.9 (0.05)
MD2 100 834.5(24.5) 309.1(5) 2.7 (0.07) 900.6 (25.7) 322.8(4.9) 2.8 (0.08)
MD2 200 830 (15.5) 334.5(1.6) 2.5 (0.05) 896.4 (15.9) 349.1(1L.7) 2.6 (0.05)
MD2 500 828.1 (7.7) 337 (0) 2.5(0.02) 893.4(8.4) 352 (0.1) 2.5(0.02)
MD3 100 826.8 (24.1) 487 (11.7) 1.7 (0.04) 892.8 (25.2) 493.5(11.4) 1.8 (0.04)
MD3 200 822.7 (15.4) 644.2(8.1) 1.3 (0.02) 888.7 (15.8) 644.1(7.9) 1.4 (0.02)
MD3 500 820.8 (7.7) 729.8 (2.1) 1.1(0.01) 885.8 (8.3) 728.7(2.1) 1.2 (0.01)
MD4 100 827.1(25) 567.9(17.1) 1.5(0.03) 893.1 (25.1) 560.6 (14.5) 1.6 (0.04)
MD4 200 823.4 (16.6) 844 (17.5) 1(0.02) 889.2 (15.7) 809.1(14.2) 1.1 (0.02)
MD4 500 822.7 (8.8) 1212.5(145) 0.7 (0.01) 886.5(8.3) 1135.5(11.4) 0.8(0.01)

Framework map 821.66 1429 0.578 885.92 1353 0.652
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Table S4.9 Physical coordinates of non-colinear regions (NCR) on the BRASUZ1 genome sequence.

Marker - .
Position (b Position (cM -
Sca Map S N Index (bp) (cM) Tgflien%gpi?n Observation
first  last first last first last y
1 Eg 3 3 3074 3226 13023 371529 0.88 1.08 inverted
1 Eu 3 3 30 124 16093 326129 1.87 256 segment
1 Eg 2 3 3261 3073 879689 1298668 0.1 0.39 displaced
1 Eu 2 2 8 17 1168498 1341934 0.99 1.78 segment
displaced I9I=E
1 Eu 1 2 76 103 2444644 2930365 0 0 marker in
segment .
the region
displaced e Bl
1 Eg 1 3 3171 3204 2943812 3415027 0 0.1 P marker in
segment .
the region
inverted e Bl
1 Eg 4 3 3249 3251 4923675 5261004 2.66 2.85 marker in
segment .
the region
inverted —
1 Eu 4 5 169 173 5263533 6259952 325 384 seqment marker in
g the region
1 Eg 6 34 3255 3088 7936202 15268541 4.13 11.31 inverted
1 Eu 6 23 175 25 8070538 15252341 5.93 1341 segment
1 Eg 9 14 3091 3104 15535547 17342690 29.84 3476 (displaced
1 Eu 9 8 27 38 15783048 17437207 37.12 41.43 segment
1 Eg 7 14 2332 3122 17474755 20970572 13.67 1584  inverted
1 Eu 7 15 39 59 17910828 20949351 19.25 23 segment
1 Eg 5 4 3123 3126 21180525 22264501 3.94 4.13 displaced
1 Eu 5 2 60 64 21236460 22149053 5.73  5.83 segment
1 E.g 8 27 3127 3157 22556501 26743668 15.84 27.44  inverted
1 Eu 8 19 65 89 22357126 26552765 23.69 34.72 segment
2 Eg 1 21 3636 3660 22624535 27166935 30.03 32.49 inverted
2 Eu 1 24 633 663 22607963 27263099 47.49 49.55 segment
inverted Only one E.g
2 Eu 3 2 666 667 28755000 29800946 49.75 50.14 seament marker in
g the region
Eg 4 3 668 3669 31281098 32176641 36.52 36.91 inverted
Eu 5 669 674 31830967 32486380 51.22 51.71 segment
2 Eg 2 4 3671 3675 32764035 33401768 3249 3337  Inverted
segment
2 Eu 2 3 675 678 32789998 33363987 49.65 49.65 - linked
markers
2 Eg 3 2 3689 3690 40317577 40458277 33.96 34.06 inverted
2 Eu 4 2 693 694 40338707 40457792 50.14 50.43 segment
2 Eg 5 2 3724 3726 49316002 49513840 58.84 60.02 inverted
2 Eu 6 4 732 736 49340931 49679428 81.59 82.37 segment
2 Eg 6 8 3741 3747 52248929 53276680 60.22 63.68 inverted
2 Eu 7 6 750 758 52254518 53369841 82.57 85.13 segment
2 Eg 7 12 3763 3775 57333078 59200036 68.3 74.71 inverted
2 Eu 8 12 777 789 57339737 59093185 92.43 97.78 segment
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E.g 3853 3857 19070366 19660445 47.85 48.63 inverted
E.u 890 895 18752518 19655164 51.41 52.8 segment
inverted Only one E.u
3 Eg 1 2 3858 3859 19904656 20075076 29.02 30.11 seament marker in
g the region
E.g 3861 3864 22044378 23443882 35.36 36.34 inverted
E.u 898 904 21984593 24634677 35.17 37.53 segment
inverted Only one E.u
3 Eg 3 2 905 3867 25576935 26140670 37.92 38.22 seqment marker in
g the region
3 Eg 4 16 3868 3882 27938323 30927719 3851 41.76 inverted
3 Eu 2 9 911 922 28607414 30926239 40.6 43.65 segment
3 Eg 5 6 3883 3891 32183335 34553062 41.76 42.25 inverted
3 Eu 3 5 924 930 32525738 33839729 43.94 44.73 segment
3 Eg 6 5 3924 3030 42644827 44347921 4578 47.26  inverted
3 Eu 4 8 962 972 42559564 44258105 49.26 50.83 segment
3 Eg 8 5 1015 3979 61018597 62506118 61.76 68.78 inverted
3 Eu 6 3 1017 1019 61948294 62908685 75.71 76.8 segment
displaced Qe =
3 Eu 7 2 1025 1027 66593744 67490521 77.09 77.09 b marker in
g the region
displaced no E.u.
3 Eg 9 3 3998 4000 72683040 73347497 72.64 74.02 seament marker in
9 the region
3 Edg (1) 6 4002 4009 74459707 75518125 84.76 87.03  inverted
3 Eu 8 11 1047 1058 74487565 75786807 93.01 9428  Scdment
4 Eg 1 6 4047 4053 15381742 16713580 15.89 16.77  inverted
4 Eu 1 7 1104 1111 15136006 16587761  8.66 9.35 segment
4 Eg 2 8 4084 4093 23432455 25506808 17.36 21.8 displaced
4 Eu 2 6 1146 1153 23547220 25445631 10.04 14.19 segment
5 Eg 1 7 4218 4224 18703374 20421339 39.03 40.71 inverted
5 Eu 1 8 1284 1294 18645503 20348533 36.84 40.39 segment
5 E.g 2 4 4244 4247 28735985 29417605 46.42 4691  inverted
5 E.u 2 5 1315 1320 28545377 29421927 47.36 47.95 segment
5 Eg 3 12 4249 4261 34928546 38075742 48.58 50.65 inverted
5 Eu 3 10 1328 1343 35915942 38043813 51.69 52.77 segment
5 E.g 4 18 4268 4293 42579686 47975672 50.75 54.78  inverted
5 Eu 4 22 1349 1376 41431024 47668180 53.36 56.5 segment
5 Eg 5 4 4330 4334 62619948 65590631 61.58 62.07 inverted
5 Eu 5 8 1416 1423 62593790 66960182 66.42 67.31 segment
5 Eg 6 17 4335 4354 67169796 70305090 62.47 68.66 inverted
5 Eu 6 15 1424 1446 67158895 72073616 67.31 72.13 segment
6 Eg 1 3 4557 4568 545538 841908 0 0.39 inverted
6 Eu 1 2 1663 1675 545682 800616 0 0.1 segment
6 Eg 2 10 4397 4472 1750224 3478202 039 3.64 inverted
6 Eu 2 9 1489 1577 1728501 3712164 0.1 3.96 segment
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6 Eg 3 7 4508 4558 4442727 5694831 472 828  inverted
6 Eu 3 9 1591 1666 4007944 5906828  4.15 10.19  segment
6 Eg 4 2 4559 4560 6053542 6213364  8.48 937  inverted
6 Eu 4 3 1667 1669 6066215 6274519 10.19 10.78  Segment
inverted Only one E.g
6 Eu 5 3 1485 1487 16431281 17061960 2551 25.61 marker in
segment .
the region
6 Eg 5 9 4423 4431 24067212 25337256 40.05 4015  displaced
segment
6 Eu 6 5 1517 1521 23913579 25346592 44.75 44.75 : linked
markers
Eg 6 12 4453 4468 30772049 33220694 40.15 42.81  inverted
Eu 7 18 1536 1562 28817930 33211559 45.44 5325  segment
inverted no E.u_
7 Eg 1 2 4610 2874 253093 394315 0 01 g markerin
g the region
inverted Only one E.g
7 Eu 1 4 1860 1865 7847575 8600813 1585 17.13 Ot marker in
g the region
inverted Only one E.g
7 Eu 2 4 1820 4688 45026379 46510154 5065 6184 O markerin
g the region
8 Eg 1 16 4814 4946 3526444 6606892 0 344 displaced
8 Eu 1 10 1962 2080 3579890 6018053 0 217  segment
8 Eg 2 13 4755 4771 15017801 19238010 27.53 3476  inverted
8 Eu 2 12 1891 1911 15075636 19331309 27.07 36.72  segment
8 Eg 3 2 4774 4775 20283800 20619378 37.32 37.91 isplaced
8 Eu 3 3 1913 1018 20366633 21952652 40.47 4155  segment
8 Eg 4 7 4871 4878 48033095 49481233 7587 8032 displaced
8 Eu 4 6 2024 2034 48140106 49488666 90.09 93.66  segment
8 Eg 5 8 4977 4984 72468970 74314569 93.07 93.95  inverted
8 Eu 5 5 2130 2136 72321656 74272147 103.65 104.14  segment
10 Eg 1 7 3287 3293 13347150 14372161 30.07 30.46  inverted
10 Eu 1 5 211 221 13291249 14380318 36.6 37.49  segment
11 Eg 1 5 3482 3488 19030955 20560968 26.97 30.84  inverted
11 Eu 1 9 428 439 18953145 20608325 29.26 33.41  segment
displaced QullyEis =g
11 Eu 2 2 459 460 26169849 26275838 337 337  POCE markerin
g the region

11 Eg 2 3 3530 3532 32795211 33971650 34.38 3557  inverted
11 Eu 3 6 499 506 32795891 33870317 38.35 38.84  segment

scaffold: Sca, segment id: S, number of marker: N
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Table S4.10 Physical coordinates of the non-syntenic regions (NSR) on the BRASUZ1 genome sequence.

4 High-resolution genetic linkage maps of E. grandis and E. urophylla

sca LG Map Nb Marker index Position (bp) Position (cM) Final Observation
. . servati
P first  last first last first last ~ orientation
no close E.u
1 7 GRA 1 3089 3089 1528024 1528024 4.54 4.54 - marker in the
region
1 6 GRA 3 3252 3254 7375679 7746423 39.92 39.92 -
1 6 URO 1 174 174 7578707 7578707 45.36 45.36 -
1 3 GRA 1 3158 3158 26902675 26902675 58.29 58.29 -
1 3 URO 1 91 91 26862418 26862418 59.99 59.99 -
no close E.g
2 3 URO 2 595 664 103305 274967 54.34 54.34 . ma::geirohn_the
scaffold start
6 GRA 1 3812 3812 824533 824533 45.11 45.11 -
6 URO 3 825 600 640838 1221624 53.41 54.4 inverted
no close E.g
2 1 URO 1 692 692 38930748 38930748 11.69 11.69 - marker in the
region
GRA 8 3727 3739 49754256 51589806 11.37 13.64 ed
inverte
URO 10 737 749 49774632 51430825 15.48 19.24
no close E.u
2 3 GRA 1 3749 3749 54190153 54190153 52.91 5291 - marker in the
region
no close E.u
4 5 GRA 2 4039 4040 13349631 13723285 68.2 68.2 - marker in the
region
4 GRA 5 4101 4105 29729507 30273868 47.34 47.73 identical
4 URO 4 1164 1167 29729334 30069832 48.08 48.87
4 URO 1 1190 1190 34580515 34580515 47.71 47.71 -
no close E.g
4 2 URO 1 1221 1221 41293213 41293213 43.85 43.85 - marré‘geiro'n”_the
scaffold end
5 6 GRA 1250 4183 10315656 10633525 94.12 9451 identical
5 6 URO 1251 1251 10574859 10574859 101.29 101.29 -
no close E.g
5 9 URO 1 1379 1379 48764083 48764083 17.43 17.43 - marker in the
region
5 3 GRA 1 4328 4328 60450736 60450736 36.61 36.61 -
5 3 URO 2 1410 1412 60068005 60299719 38.31 38.41  inverted
close E.u
6 3 GRA 1 4469 4469 34003205 34003205 53.51 53.51 - marker well
positioned
7 11 GRA 1 4589 4589 17257636 17257636 6.94 6.94 -
close E.u
7 3 GRA 1 4714 4714 52222610 52222610 42.25 42.25 - marker well
positioned
close E.u
8 6 GRA 3 4734 4738 11263786 11816714 8.62  10.5 identical marker well
positioned
8 1 GRA 1 4778 4778 23849586 23849586 2.28 2.28 -
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8 1 URO 1 1920 1920 23883262 23883262 3.17 3.17 -

8 7 GRA 1 4870 4870 47543388 47543388 10.78 10.78 -

8 7 URO 1 2023 2023 47560157 47560157 13.75 13.75 -

8 7 GRA 5 4971 4976 70998055 71743127 19.07 20.16 identical

8 7 URO 2 2126 2127 71112510 71281010 23.74 23.74 -
no close E.g

9 2 URO 1 2319 2319 09118129 9118129 50.07 50.07 - marker in the

region
close E.u

markers well
positioned -

9 6 URO 1 2233 2233 26948161 26948161 37.89 37.89 - close E.g

marker

displaced in the
same scaffold

10 8 GRA 2 3294 3296 15362002 15686400 92.63 92.82 identical

10 8 URO 1 225 225 15697116 15697116 103.06 103.06 -

10 7 GRA 3 3385 3388 32372310 32715204 12.16 12.25 identical

10 7 URO 2 309 310 32314937 32470045 3.16 14.54

11 5 GRA 2 3501 3502 24828540 25299926 48.13 48.23 inverted

11 5 URO 4 452 456 24700582 25445386 49.07 50.55

Table S4.11 Map location of additional scaffolds. The physical location of the flanking SNP markers is also
provided.

Flanking marker position

Sca Sca Marker Position | Position(cM)
size id (bp) E.g E.u
E.g E.u cM bp cM bp
12 1,427,994 2490 192697 1 1.92 2.81 1.1 149,651 2.47 16,093
14 1,080,259 2491 825090 4 20.02 16.77 20.8 17,328,970 17.16 17,324,464
2494;  81923; 43.13; 43.07; 43.1

17 836,409 2493 457719 2 43.28 43.31 3 32,764,035 43.07 33,363,987
34.9

18 756,520 2495 602437 3 3459  34.38 3 18,194,245 32.69 17,326,166
26.3

20 578,975 2570 442527 4 26.08 22.83 3 30,625,333 22.83 30,471,508
34.2

26 404,561 2571 305538 2 3413 33.78 3 17,090,936 33.78 17,105,836
54.3

31 539,176 2640 522003 5 5411 60.53 5 46,751,901 60.43 46,184,112
61.6

32 413,828 2641 21624 9 61.67 60.85 7 37,693,815 60.85 37,809,922

41 249,078 2688 143205 8 3.80 3.50 3.62 6,606,892 3.5 6,462,704
44,7

54 193,117 2758 135336 3 44,71 1 32,560,216
108.

57 168,045 2759 6015 8 109.07 108.76 6 65,161,200 108.8 65,260,200

71 152,258 2905 8348 3 0 0 0 3,178,533 0 3,178,533

164 60,483 2492 448098 2 34.38  34.02 34.7 20,821,800 343 20,577,000

Table S4.12 List of genes underlying loci with a maximum segregation distortion ratio. Their location on the
BRASUZ1 genome and their annotation and associated reference paper are provided. (likage group: LG, scaffold
id: Sca, locus name: AT ID)
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4 High-resolution genetic linkage maps of E. grandis and E. urophylla

Parent LG Sca Location (bp) AT ID Function or putative function
Atomtl, Caffeate O-Methyltransferase 1, Comt1, O-

E.g 1 1 12,741,837  AT5G54160.1 Methyltransferase 1, Omt1

Eg 1 1 12854560  AT2G38560.1 Rdo2, R_educed Dor_mancy 2, Tfiis, Transcript
Elongation Factor lis

E.g 1 2 50,454,931 AT5G01030.1  Protein Of Unknown Function (DUF3527)

E.g 1 1 17,934,261  AT1G16670.1 Protein Kinase Superfamily Protein

E.g 1 1 26,349,566  AT3G09410.1 Pectinacetylesterase Family Protein

E.g 1 1 24,667,508 *ATSGSSOOO'l Atpp2-A15, Phloem Protein 2-A15, Pp2-Al15
Arabidopsis Thaliana Isopentenyltransferase 5,

Eg 2 2 WSS AIBEIIT Atipt5, Ipt5, Isopentenyltransferase 5

E.g 2 2 18,334,429  AT3G23600.1 Alpha/Beta-Hydrolases Superfamily Protein

Eg 2 2 18.460,653  AT3G14470.1 EIE);QEC Domain-Containing Disease Resistance

E.g 2 2 23,456,565 *AT3603340'1 Une6, Unfertilized Embryo Sac 6

E.g 2 2 22,975,758  AT1G60500.1 Drp4c, Dynamin Related Protein 4c

Eg 2 2 37.963058  AT1G54710.1 ﬁ;?;%?hH Atg18h, Homolog Of Yeast Autophagy 18

E.g 2 2 43,540,743 *AT2630105.1 CONTAINS Interpro DOMAIN/S: Leucine-Rich
Repeat, Typical Subtype

Eg 2 2 48118573  AT1G51110.1 Plastid-Lipid Associated Protein PAP / Fibrillin
Family Protein

E.g 2 2 55,373,761 AT1G25550.1 Myb-Like Transcription Factor Family Protein

E.g 3 3 12,918,875  AT1G19250.1 Flavin-Dependent Monooxygenase 1, Fmol

E.g 3 3 13,656,913  AT5G17050.1 Udp-Glucosyl Transferase 78d2, Ugt78d2

Eg 3 3 15,900,197 AT1G35190.1  2-Oxoglutarate (20G) And Fe(I1)-Dependent

* Oxygenase Superfamily Protein

E.g 3 3 22,044,378  AT5G52580.1 Rabgap/TBC Domain-Containing Protein
Bifunctional Inhibitor/Lipid-Transfer Protein/Seed

Eg 3 3 22,205,082 AT2G10940.1 Storage 2S Albumin Superfamily Protein

E.g 3 3 54,190,153  AT3G24350.1 Atsyp32, Syntaxin Of Plants 32, Syp32

E.g 7 7 31,013,349  AT4G39140.1 RING/U-Box Superfamily Protein

E.g 7 7 32,703,677  AT4G38650.1 Glycosyl Hydrolase Family 10 Protein

E.g 7 7 33,149,949  AT4G35140.1 Transducin/WD40 Repeat-Like Superfamily Protein

E.g 7 7 33,053,148 fT4G38510'5 Atvab2, V-Atpase B Subunit 2, Vab2

E.g 7 7 33,323,760  AT4G38470.1 Serine/Threonine/Tyrosine Kinase 46, Sty46

E.u 2 2 14,729,054  AT5G43850.1 Ard4, Atard4

E.u 2 2 18,375,373  AT3G23600.1 Alpha/Beta-Hydrolases Superfamily Protein

E.u 2 2 27,161,208  AT4G34640.1 Erg9, Sgsl, Squalene Synthase 1

E.u 2 2 27,263,099  AT4G34640.1 Erg9, Sgsl, Squalene Synthase 1

Eu 2 2 23831338 AT1G65540.1 Atletm2, Letm2, Leuc_lne Zipper-Ef-Hand-Containing

* Transmembrane Protein 2

E.u 2 2 28,755,000  AT3G05740.1 RECQ Helicase L1 (RECQI1)

E.u 2 2 40,457,792  AT1G56300.1 Chaperone Dnaj-Domain Superfamily Protein

Eu 2 2 36270917  AT3G05510.1 Elrwc())tsépi)rr:ollpld/Glycerol Acyltransferase Family

E.u 2 2 56,597,841  AT1G69230.1 Spll2, Spirall-Like2

E.u 5 5 2,557,979 AT4G17790.1 SNARE Associated Golgi Protein Family

E.u 5 5 5,101,291 AT1G12740.1 Cytochrome P450, Family 87, Subfamily A,
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Parent LG Sca Location (bp) AT ID Function or putative function
* Polypeptide 2", Cyp87a2
E.u 5 5 42,820,799 AT1G53210.1  Atncl, Na+/Ca2+ Exchanger, Ncl
E.u 5 5 70,194,206  AT1G69630.1 F-Box/RNI-Like Superfamily Protein
E.u 5 5 67,388,620  AT5G47635.1 Pollen Ole E 1 Allergen And Extensin Family Protein
Eu 5 5 73608258 TIG3LI201 e Uotake Permease 10, Kup10
Patatin-Like Protein 2, Phospholipase A 2a, Pla lia,
E.u 6 6 3,712,164 AT2G26560.1 Pla2a, Plaii Alpha, Plp2
Patatin-Like Protein 2, Phospholipase A 2a, Pla lia,
E.u 6 6 545,682 AT2G26560.1 Pla2a, Plaii Alpha, Plp2
E.u 6 6 7,502,525 AT2G33030.1 Receptor Like Protein 25 (RLP25)
E.u 6 6 9,706,368 *ATlGllglo'l Apal, Aspartic Proteinase Al, Atapal
E.u 6 6 10,011,705  AT1G50670.1 OTU-Like Cysteine Protease Family Protein
Eu 6 6 10770345  AT3G18400.1 ﬁgggggB Nac Domain Containing Protein 58,
E.u 6 6 20,019,948  AT5G42710.1  Unknown Protein
E.u 6 6 23,913,579  AT1G19900.1 Glyoxal Oxidase-Related Protein
E.u 6 6 24,123,124  AT2G16430.2 Atpapl0, Pap10, Purple Acid Phosphatase 10
E.u 6 6 24,703,474 AT5G66460.1 Atman7, Endo-Beta-Mannase 7, Man7
E.u 6 6 24,841,599  AT2G18280.1 Attlp2, TIp2, Tubby Like Protein 2
E.u 6 6 27,682,407  AT1G55915.1 Zinc lon Binding
E.u 6 6 28,122,664  AT1G75590.1 SAUR-Like Auxin-Responsive Protein Family
Eu 6 6 28264199  AT1G19880.1 Regqlator Of_Chromosome Condensation (RCC1)
Family Protein
Eu 7 7 44034491  ATAG35240.1 Protein Of Unknown Function (DUF630 And
DUF632)
E.u 10 10 10,076,755  AT2G28350.1 Arfl0, Auxin Response Factor 10
Eu 11 11 2,612,993 ATAG25433.1 IZ}cp));[(le?r?gchan—Blndlng Lysm Domain-Containing
Eu 11 11 4769787 AT5G24430 1 Calcium-Dependent Protein Kinase (CDPK) Family

Protein
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5.1 Introduction

Planted forests face two main interrelated issues: the need to respond to an increasing
demand for wood biomass (FAO, 2006) and to maintain production under increasing
environmental constraints (IPCC, 2007). Among the consequences of climate change, water
limitation caused by changes in rainfall regimes coupled with the increase in average
temperatures, will likely be a major limiting factor for the productivity of planted forests by
reducing tree growth (Pereira & Pallardy, 1989) or by causing the death of trees in the case of
severe drought (Breda et al., 2006; Allen et al., 2010; Phillips et al., 2010). For these reasons,
water consumption by forest trees has been widely studied at tree (Wullschleger et al., 1998),
stand (Whitehead & Beadle, 2004; Almeida et al., 2007; Stape et al., 2008; Hubbard et al.,
2010), and catchment scales (Scott & Prinsloo, 2008; Silveira & Alonso, 2009). This
knowledge is a prerequisite for optimising silvicultural strategies (Battaglia et al., 2009;
White et al., 2009) as well as for genetic improvement of trees to cope with water shortage
(Pita et al., 2005).

At the plant scale, the ratio of the amount of harvested biomass to the amount of water
transpired to produce it is termed water use efficiency (WUE) (Dye, 2000; Condon et al.,
2004). This trait is directly related to light absorption, which drives canopy photosynthesis
and transpiration, to leaf photosynthetic capacities and to stomatal conductance which is
driven by tree and leaf hydraulic characteristics (Wullschleger et al., 1998; Whitehead &
Beadle, 2004). At an instantaneous scale, intrinsic WUE can be defined as the ratio of CO,
assimilation (A) to stomatal conductance for water (gs). Intrinsic WUE was found to be linked
to the composition of stable carbon isotopes (5°C) of plant biomass by Farquhar et al. (1984;
1989). Indeed, 8*3C has been used as an integrative and robust indicator of WUE. Thanks to
high throughput characterization of 8*3C with mass spectrometry, the genetic variability and
architecture of carbon isotope composition has been widely studied within species in crop
plants (e.g. Glycine max (Specht et al., 2001), Hordeum vulgare (Teulat et al., 2002) Oryza
sativa (Ishimaru et al., 2001) Triticum aestivum (Rebetzke et al., 2008)) and long-lived
species (e.g. Castanea sativa (Casasoli et al., 2004), Pinus pinaster (Brendel et al., 2002),
Populus spp. (Monclus et al., 2012), Quercus robur (Brendel et al., 2008) and Vitis vinifera x
riparia (Marguerit et al., 2012)). In relation with a small genotype-by-environment interaction
and moderate to high heritability (Hubick et al., 1988; Condon & Richards, 1992; Rebetzke et
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al., 2002; Lambrides et al., 2004; Comstock et al., 2005), some stable genomic regions across
environments were detected including in Oryza sativa (Laza et al., 2006), Triticum aestivum
(Rebetzke et al., 2008), Quercus robur (Brendel et al., 2008) and Pinus pinaster (Marguerit et
al., 2014). Together with increased genome sequencing, these studies open new opportunities
for the molecular characterisation of carbon isotope composition and indirectly WUE.

Forward genetics approaches have been developed to investigate the genes underlying
QTLs for carbon isotope composition (Masle et al., 2005). In woody species, colocalization
between candidate genes and QTLs in mapping pedigrees (Marguerit et al. 2012) or the
association between polymorphism in candidate genes and trait variation in populations of
unrelated trees (Gonzalez-Martinez et al., 2008; Cumbie et al., 2011) have been used to
identify putative genes or polymorphisms involved in trait variation. However, this strategy
has been limited by either lack of mapping accuracy owing to the use of low density genetic
maps (in linkage mapping approaches) or the drop in linkage disequilibrium in a few hundred
bp (in association mapping studies). Thanks to the availability of genome sequences and
technological advances which enable the production of high density gene-based maps and
their alignment with reference genomes, it has now become possible to mine more precisely
for positional candidate genes underlying trait-QTLs without prior information. This
approach, based on the analysis of GO term enrichment, has been used in grapevine for berry
related traits (Costantini et al., 2008) and in poplar for several quantitative traits related to
growth (Monclus et al., 2012). The main aim of enrichment analysis is to assign biological
meaning to a group of genes using their gene ontology (GO). The aim of GO is to standardise
the representation of genes and gene product attributes across species and databases by
assigning a set of associations from controlled vocabulary of terms to specific genes, either
chosen by trained curators (http://www.geneontology.org/) or generated automatically. In the
context of polygenic traits such as those used in QTL approaches, enrichment analysis of GO
terms appears to be an interesting approach to decipher the metabolic processes underlying (i)
one QTL possibly involved in a cluster of closely linked genes, or (ii) several QTLs over the

genome for a particular trait.

In the case of Eucalyptus, the most widely planted hardwood in the world (FAO, 2007),
breeding programmes have focused on a limited number of fast growing Eucalyptus species
and hybrids (Eldridge et al., 1993; Grattapaglia, 2007; Grattapaglia & Kirst, 2008) leading to
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highly productive plantations (Stape et al., 2010; Gongalves et al., 2013). As high growing
rates are often related to high rates of water use, water consumption by Eucalyptus has been
widely study at the stand (Whitehead & Beadle, 2004; Stape et al., 2010). However, there is
no report of the genetic architecture of water use efficiency and its links with growth in
Eucalyptus. The recent publication of the Eucalyptus BASUZ1 reference genome, has made it

possible to investigate the genes underlying 5°C QTLs.

In this context, the aims of the present study were to (i) analyse the phenotypic variability
of 8"°C at different levels of integration (seasonal and rotation) and its relation with growth,
(i) characterise the genetic architecture of 5*°C and its interplay with the environment and
tree growth and (iii) propose putative candidate genes underlying the QTLs detected for §°C
using two high resolution genetic maps anchored on the Eucalyptus BRASUZ1 reference
genome combined with a "digital candidate gene approach” based on GO term enrichment

analysis.

5.2 Materials and Methods

5.2.1 Mapping population and field experiments

The mapping population was generated from an interspecific cross between Eucalyptus
urophylla (E.u, female) and E. grandis (E.g, male). These two Eucalyptus species are known
to have contrasted performance in Congolese conditions (Vigneron, 1992). This F1 progeny
was established in three different trials using distinct genotypes in each trial. The first trial
was planted in April 1993 (P93) and included 201 genotypes, the second in April 1997 (P97)
with 190 genotypes and the third in November 2010 (P10) with 960 genotypes. Trials P93 and
P97 have been described previously (Verhaegen et al., 1997; Gion et al., 2011; Bartholomé et
al., 2013). The density was 667 trees/ha for P93 and P97, and 802 trees/ha for P10. All the

trials were planted using a single tree plot design with a triple border row.

5.2.2 Environmental characterisation

The three trials were planted at the Kissoko forestry station (4.45° S, 12° E) in the coastal

region of Pointe-Noire (Republic of Congo). The soil in this region (Ferralic Arenosols, FAO
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813C N N2

Height N2 % N N2
Diameter J J 4 N2 N A N2
Age in months 1 3 6 10 15 18 22 23

Figure 5.1: Timing of leaf sampling for 613C and growth measurements in the P10 trial. The dry season (DS) is
in orange and the rainy season (RS) in blue.
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classification) is mainly composed of sand (= 90%) with low storage capacity for either water
or nutrients (Mareschal et al., 2011). The climate is tropical savanna (Kottek et al., 2006),
with two contrasted seasons in terms of water availability: a dry season (DS) from June to
September with almost no rain and a rainy season (RS) from October to April with about
1,200 mm of rainfall. Atmospheric humidity and temperatures are generally high (85% and
25°C) with low inter-seasonal variations: 2% and 3°C, respectively.

In the P93 and P97 trials, temperature and rainfall were measured at Pointe-Noire, 25 km
from the field trials, which allowed us to estimate the monthly de Martonne aridity index
(Iom). As already reported by Bartholomé et al. (2013), the Ipm revealed four additional
months of drought (Ipm<15) in the P93 trial compared to the P97 trial in the five first years of
growth.

In the P10 trial, climatic data, temperature and relative humidity (CS215, Campbell
Scientific), rainfall (ARG100, Campbell Scientific), global solar radiation (CS300, Campbell
Scientific) and soil water content (107, Campbell Scientific) at four depths (0.15, 0.5, 1 and 2
m) were recorded directly at the trial site. A period of 30 days before leaf sampling for §°C
measurements was used to characterise the climate experienced by leaves during their

formation (Osorio et al., 1998).

5.2.3 Phenotypic measurements

5.2.3.1 Carbon isotope discrimination

Carbon isotopic discrimination was measured in different compartments of the tree
depending on the trial. In the P93 and P97 trials, the measurements were performed on the
holocellulose extracted from 1/8 of a wood disc extracted from the full radius to avoid any
year effects in the isotopic measurement. These discs were collected at mid-height at 59
months (March 1998) in the P93 trial (115 trees sampled) and at 1.5 m above the ground at 93
months (January 2005) in the P97 trial (142 trees sampled). In the P10 trial, five mature
leaves that had just reached full expansion were sampled at the top of canopy. Sampling was
done at two different periods: at the end of the dry season (DS) in September 2011, and at the
end of the rainy season (RS) in May 2012, on 212 and 219 trees, respectively (Figure 5.1).
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Technically, the wood samples (P93 and P97) were ground in a mill and purified to
holocellulose using the Jayme-Wise method (Leavitt & Danzer, 1993). The wood powders
were placed in a Teflon poach and sequentially treated in a Soxhlet extractor with 2:1
toluene:ethanol, then 100% ethanol to remove lipids. The samples were then boiled in water
to remove soluble carbohydrates, bleached at a temperature of 70 °C in an acetic acid
acidified solution to which sodium chlorite was added to decompose the lignin. The extraction
yielded an average of 79% of holocellulose (n = 257, o = 0.04%), which is in agreement with
the lignin and lipophilic extractive content of different eucalyptus species: 0.3-0.6% of
lipophilic extractives and 18.7-22.6% of Klason lignin (Rencoret et al., 2007). The leaf
samples (P10) were dried at 60 °C for 48 h and crushed to a fine power. For all samples, 1 mg
of holocellulose or leaf powder was placed in a tin capsule and isotopic composition was
measured with a continuous flow elemental analyser (Carlo Erba NA 1500; CE Instruments,
Rodano, Italy) coupled with an isotope ratio mass spectrometer (Thermo-Finnigan; Delta S,
Bremen, Germany). The carbon isotope composition was calculated relative to the
international standard (Pee Dee Belemnite, PDB) using the following equation:

513C — ((13C/12C)sample

—1]x 1000
(13C/12C)PDB >

The precision of spectrometric analysis (standard deviation in 5'°C) was assessed with
internal laboratory reference material composed of holocellulose of Pinus pinaste (n=12, sC

standard deviation=0.149%o).

5.2.3.2 Tree growth

In the P93 and P97 trials, height (HT) and circumference (C) are described in Bartholomé
et al. (2013). Briefly, P93 trees were measured five times up to the age of 59 months and P97
trees were measured 17 times up to the age of 62 months. In the P10 trial, total height (HT)
was measured when the trees were 3, 10, 18 and 22 months old and diameter (D) at 0.2 m
above soil level was measured at the same ages with additional measurements at 6 and 15
months old (Figure 5.1). In the P10 trial, growth was measured at the end of the DS and RS.
Growth increments between two consecutive measurements were calculated as

follows: Trait n, = Trait n, - Trait n,, where Traitn is the cumulative HT or D at n

months old.
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5.2.4 Linkage map construction

For each trial, one genetic map per parental genotype was obtained using the two-way
pseudo-test cross mapping strategy (Grattapaglia & Sederoff, 1994). For the P93 and P97
trials, linkage analysis was performed using JoinMap® version 4.1 (Stam, 1993; Van Ooijen,
2011). Common markers between P93 and P97 were used to build a consensus genetic map
for each parental genotype with Mergemap (Wu et al., 2008; Wu et al., 2011). For P10, the R
package onemap v2.0-3 (Margarido et al., 2007; Mollinari et al., 2009) was used to construct
high resolution genetic maps for E.g and E.u thanks to the genotyping of 1,025 individuals
with a 6K SNP array (Bartholomé et al, 2014). Among the 1,025individuals, 60 individuals
from P93 were also genotyped using the same SNP array, making it possible to link the
consensus maps (P93 and P97) and P10 maps. The characteristics of each genetic map are
listed in Table S5.1.

5.2.5 QTL analysis

The R package qtl v1.28-19 (Broman et al., 2003) was used to perform composite interval
mapping (Jansen & Stam, 1994; Zeng, 1994) using the Haley Knott regression (Haley &
Knott, 1992). A step interval of 1 cM with a genotyping error rate of 0.01 was applied for the
consensus maps (P93 and P97). These values were reduced to 0.5 cM and 0.001 for the high
resolution maps (P10). For all traits, 10,000 permutations were performed to determine the
genome-wide type | error rate of 5% (Churchill & Doerge, 1994). The confidence interval for
each significant QTL was calculated using Bayes credible intervals (BCI), at a confidence
level of 0.95 (Manichaikul et al., 2006). MapChart (Voorrips, 2002) was used to represent

genetic maps and the location of QTLs.

For each 8C-QTL detected by composite interval mapping, QTL-by-environment
interaction (QTL x E) was tested between trials P93 and P97 using markers common to both
trials and between seasons (RS and DS for P10). A two-way analysis of variance was

performed using the following model:
y=u+E+M+EX M+e¢

where y is the phenotypic measurement of each tree, p is the general mean, Eis the

environmental effect (P93 vs. P97 or DS vs. RS), M is the genotypic effect (closest marker
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Table 5.1: Climatic variables recorded in the P10 trial over the dry (DS) and
rainy (RS) seasons. Data correspond to the average computed over a 30-day
period before leaf sampling for **C measurement, as well as over the whole
season.

30 days Whole season

DS RS DS RS
TC 21.9 25 21.9 24.9
RH 90.9 95.1 90.7 93.2
VPD 1028 935 1,026 1129
RG 14.3 15.3 14.1 18
PP 3.8 131.6 20.4 846
SWC 15 0.046 0.093 0.047 0.077
SWC 50 0.05 0.084 0.053 0.074
SWC_100 0.06 0.093 0.071 0.084
SWC_200 0.075 0.085 0.082 0.086

Temperature in Celsius (TC), relative humidity in per cent (RH), vapour
pressure deficit in Pa (VPD), rainfall in mm (PP), solar irradiance in MJ/m?/d
(RG) and soil water content in m3/m3 (SWC) measured at depths of 50, 100
and 200 cm.
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linked to the QTL), E X M is the interaction between the two main effects. Both E and M are

treated as fixed effects, € is the residual of the model ~N(O, 62).

5.2.6 Functional enrichment analysis in 8**C QTL-regions

It has been shown in different studies that genes controlling a QTL are often closely
related to the maximum LOD score (Price, 2006). Therefore, we defined a §*3C QTL-region
for gene enrichment analysis as the genetic segment defined by the two adjacent markers of
the closest marker to the LOD peak. This analysis was only performed on the high resolution
linkage maps obtained from the analysis of the P10 dataset. These QTL-regions were
projected onto the Eucalyptus genome using the physical location of the mapped markers. For
each QTL-region, gene ontology (GO) term enrichment analysis was performed against the
whole genome using Fisher's exact test (Pagjustea < 0.05, (Benjamini & Hochberg, 1995). The
different steps of GO analyses were performed using Blast2GO (Conesa et al., 2005). To this
end, the 46,315 predicted protein sequences of the Eucalyptus genome (version 1.1) were
obtained from Phytozome V9.1, (http://www.phytozome.net/eucalyptus.php). Blast2GO
software was used with default parameters (blastp, Blastdb: nr; eValue: 1E-10, Best 20) to
annotate each protein (Annex, Interproscan, Enzymes, Kegg and Go-Slims steps). A total of
24,998 gene IDs of the Eucalyptus genome (distributed on the 11 main scaffolds) were
successfully annotated with GO terms covering the three main domains: biological process

(P), molecular function (F), and cellular component (C).

5.3 Results

5.3.1 Climatic conditions

In the P10 trial, the two 30-day periods before leaf sampling (in the dry season DS and the
rainy season RS) differed in terms of climate (Table 5.1). The DS had a lower average
temperature (21.9 °C) and relative humidity (90.9%) than the RS (25 °C and 95.1%);
consequently, the DS had a higher vapour pressure deficit (1028 Pa) than the RS (935 Pa).
Almost no rainfall was recorded during the DS (3.8 mm) contrary to in the RS (131.6 mm).
The solar irradiance was slightly higher in the RS (15.3 MJ/m#/d) than in the DS (14.3). Soil
water content (SWC) in the DS at all depths (0.15 m: 0.046, 0.5 m: 0.05, 1 m: 0.06 and 2 m
0.075 m*/m®) was lower than in the RS (0.15 m: 0.093, 0.5 m: 0.084, 1 m: 0.09 and 2 m 0.085
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Table 5.2: Summary of §'*C data for the three trials: P93, P97 and P10.

Trial Season N Min Max Mean SD

P93 - 115 -29 -26.3 -27.7 0.24
P97 - 142 -29.5 -26.4 -27.7 0.29
P10 DS 212 -31.5 -27.5 -29.9 0.71
P10 RS 219 -30.2 -27.5 -29 0.47

N: number of trees, Min: minimum, Max: maximum, mean, SD: standard deviation. DS: dry
season, RS: rainy season.
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Figure 5.2: Distribution of §"°C (%) measurements
and mean (vertical dashed line) in the three trials
(P93, P97 and P10). DS: dry season, RS: rainy
season.

180



: 5 Genetic architecture of 8"*C and growth in Eucalyptus

m*/m3). The climate in the DS was therefore more restricted in terms of soil water availability
and atmospheric water demand. These differences in climatic conditions during the two
periods of 30 days before leaf sampling were representative of those observed over the entire

two seasons (Table 5.1).

5.3.2 Trait variation and correlations

8*3C and growth traits in the three trials approximated normal distribution (Kolmogorov-
Smirnov p>0.05). The range of variation in 8*3C was similar in P93 (2.7%0) and P97 (3.1%o),
whereas in P10, the range of variation was higher in the DS (4%o) than in the RS (2.7%o)
(Table 5.2). 8*3C was higher on average in the P10 samples (-29.9%o and -29%o) than in the
P93 and P97 samples (-27.7%o, Table 5.2, Figure 5.2). This difference could be related to the
compartments studied (leaves in the P10 trial vs. wood in the P93 and P97 trials) but also to
the time scale of measurements (seasonal for P10 vs. rotation duration for P93 and P97). In
the P10 trial, a significant difference in 5*C (0.9%o0) was found between the DS (-29.9%o) and
the RS (-29%o) showing a strong season effect. But surprisingly, 8*3C in the DS was lower
than in the RS. Additionally, the correlation for 5**C between the two seasons was significant
but weak (p = 0.19, p<0.05, Table S5.2) highlighting a change in genotype ranking for §*C
between the two study periods (DS and RS).

In the P10 trial, growth traits presented marked variations (CVp [0.13; 0.41], Table S5.2).
In all three trials, 5*3C presented almost non-significant or weak correlations with growth
traits (-0.3<p<0.3; Table S5.3). In the P93 and P97 trials, no significant trend was found in the
correlations between 8'°C and growth traits. Considering 8'°C in the leaves (P10), no
correlation was found with growth traits in the RS. Conversely, 13 correlations out of 20
pairwise comparisons were significant in the DS even if the coefficients of correlation did not
exceed 0.3. These results suggest a loose relationship between tree size and 8'*C during the

DS which did not hold at a larger time scale in the P93 and P97 trials.

5.3.3 QTL for 5'°C and growth traits

5.3.3.1 Genetic architecture of 53C

QTLs for "*C were found for all trials and seasons (Table 5.3): five QTLs for P93, two
for P97 and five for P10 (three for DS and four for RS). These QTLs were detected on the two
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Table 5.3: QTLs for §**C detected by composite interval mapping in all three trials (P93, P97 and P10).

parent Trial Season n LG Position LOD BCI PEV PEVtot ASE
593 - 115 5 185 3.75 95-185 12.39 19.53 -0.36

- 115 6 12 2.92 0-28 7 0.29

E.g P97 - 142 6 10 2.67 4-24 5.33 - 0.31
DS 212 8 19.74 3.06 2-56 2.67 - 0.23

P10 RS 219 6 91.92 424 88-97.3 6.37 - -0.24

- 115 3 89 436 68-92 973 0.31

P93 - 115 4 44 466 30-59 1391 36.26 -0.38

- 115 6 121 3.04 97-151 8 -0.37

E.u P97 - 142 4 51 6.41 13-64 13.15 - -0.47
DS 212 3 45.22 3.97 155-65 7.74 0.39

PI0 DS 212 4 227 438 0-155 463 o4 -0.31

RS 219 4 12.91 7.87 7-155 1154 - -0.32

Number of genotypes used for analysis (n), linkage group (LG), position (cM), LOD value, percentage of
variance explained by the QTL (PEV,%) and allelic substitution effect (ASE). DS: dry season, RS: rainy season.

Table 5.4: QTLXE interaction for §'*C between the P93 and P97 trials and between the dry season (DS) and the
rainy season (RS) in the P10 trial for all markers associated with a QTL.

Trial or

Parent Trial Season LG P(?s-il';:an r')\(/l)girgg; sia;ggfl l\:?fgﬁr Intee;;cg:on
- 5 185 185.1 0.87 0.002 ** 0.03 *
P93 - 6 12 21 0.81 0.002 ** 0.32
Eg P97 - 6 10 21 0.81 0.002 ** 0.32
DS 8 19.74 19.74 7.90E-46 *** 0.008 ** 0.17
P10 RS 6 9192 9192 6.30E-46 *** 0.002 ** 0.79
- 3 89 89 0.73 0.005 ** 0.05 *
P93 - 4 44 42 0.86 5.20E-10 *** 0.92
- 6 121 - - - -
Eu P97 - 4 51 42 0.86 5.20E-10 *** 0.92
DS 3 4522 4522 4.10E-47 *** 650E-05 ***  0.003 **
PI0 DS 4 227 2.27 2.00E-47 *** 1.30E-07 *** 0.93
RS 4 1291 1291 2.10E-47 *** 1.80E-07 *** 0.46

*p<0.05 **p<0.01, *** p < 0.001. DS: dry season, RS: rainy season.
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parental maps (five for E.g and seven for E.u) and were distributed on three different LGs in
each map (LGs 5, 6 and 8 of E.g; LGs 3, 4 and 6 of E.u, Table 5.3 and Figure 5.3). The
phenotypic variance explained by the QTLs ranged from 2.67% to 12.39% for E.g, and from
4.63% to 13.91% for E.u. In the parental maps, three colocalizations were found in the
different trials: one for E.g on LG6 and two for E.u on LG3 and LG4. For E.g, the
colocalization involved QTLs from P93 and P97 explaining 7% and 5.3% of the phenotypic
variance. For E.u, QTLs from P93 and DS colocated on LG3 and explained 9.7% and 7.7% of
the phenotypic variance. A key colocalization in E.u was found on LG4 involving highly
significant QTLs from all three trials and seasons. The PEV were higher in the P93 (13.9%),
P97 (13.2%) and RS (11.5%) than in the DS (4.63%). The QTLs for different compartments
of the plants and environments (trials) coincided, suggest a rather stable genetic 8*°C

architecture.

Among all detected QTLs for *3C only three presented a significant QTL-by-environment
interaction (Table 5.4): one on LG5 (E.g) and two on LG3 (E.u). As expected, a strong
environmental effect (season effect, p <0.001) was found between RS and DS due to the
significant differences in climate between the two seasons. Conversely, for a more integrated
value of §*3C (P93 and P97), no environmental effect was detected, despite the fact the trials
were planted in different years. Overall, most QTLs did not display significant QTL x E,

which is consistent with the colocalizations found between trials.

5.3.3.2 Growth traits

QTLs for growth traits were only searched for in the P10 trial. Over the 20 growth traits
analysed, 12 presented at least one QTL (Table S4). A total of 13 and 5 QTLs were detected
on two and four LGs in E.g and E.u, respectively. The percentage of phenotypic variance
explained by a QTL ranged from 4.02% (HT10) to 10.12% (D6). As expected, all QTLS
detected for E.g were grouped in two regions: one on LG3 (eight QTLSs) and one on LG6 (five
QTLs) given the strong phenotypic correlations between these traits. These two regions were
mainly related to diameter and diameter increments even if one QTL for HT10 was also
detected on LG3. For E.u, the five QTLs detected spread over LG 1, 2, 8 and 9 mainly
involving growth increments (three traits out of four). No colocalization was found between
growth trait QTLs and 8"3C QTLs in P10, in agreement with the low phenotypic correlations
observed between these two traits.
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Figure 5.3: Map position of the detected QTLs over five linkage groups (LG)
of the Eucalyptus urophyla (E.u) and E. grandis (E.g) parents.

Table 5.5: Characteristics of the 8*3C-QTL regions detected in the P10 trial.

RS DS

E.u E.g E.u E.g
LG 4 6 3 4 8
LOD max (cM) 12.91 91.92 45.22 2.27 19.74
Marker name 1151 4531 934 1225 4732
Marker position (bp) 24,565,544 49,540,983 36,055,887 4,721,794 10,939,733
Region:
upper boundary 23,910,937 49,410,409 35,933,917 4,473,700 10,771,222
lower boundary 25,222,984 49,766,786 37,928,270 5,170,518 12,223,306
size 1,312,047 356,377 1,994,353 696,818 1,452,084
Number of genes:
total 68 40 55 29 121
with GO terms 41 27 39 25 75
involved in GO enrichment analysis 22 16 9 4 6
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5.3.4 GO analysis of positional candidate genes

The five 8"*C-QTLs detected on four LGs (LG3 and LG4 in E.u and LG6 and LG8 in E.qg)
in the P10 trial were screened for GO term enrichment. The physical size of the corresponding
regions on the reference genome (Table 5.5) ranged from 356,377 bp (LG6 of E.g) to
1,994,353 bp (LG3 of E.u). These five QTL regions contained a total of 313 putative genes of
which 66% were annotated with GO terms. Regarding the two types of QTLs (dry season DS
vs. rainy season RS), the three DS regions totalled 139 annotated genes, while the two RS
regions totalled 68 annotated genes. The higher number of genes for the DS region is due to
the size of the regions considered: the DS regions being two-fold longer than the RS regions
(4,143,255 bp vs. 1,668,424 bp). Out of the 207 annotated genes in the QTL regions, 57
presented a FDR <5% for GO term enrichment compared to the genome (19 in the DS region
and 38 in the RS region, listed in Table S5.5). The results of the GO term enrichment for each
type of QTL region (DS and RS) are presented in Table S5.6. The DS regions (LG3, 4 and 8)
were mainly highlighted by the following GO term components: (i) molecular functions (F):
endoribonuclease activity in LG3 and very long-chain fatty acid-CoA ligase activity in LG8,
(ii) biological processes (P): unfolded protein response in LG3, regulation of meristem
structural organisation in LG8, heat acclimation in LG 3 and 4, and ornithine metabolic
process in LG4 and 8. The RS regions (LG4 and 6) were mainly highlighted by the following
GO term components: (i) molecular functions (F): sucrose and maltose symporter activities,
arbutin and salicin transmembrane transporter activity, and hydroquinone:oxygen
oxidoreductase activity in LG6, copper ion binding in LG4 and 6, Rho GDP-dissociation
inhibitor activity in LG4, ii/ biological processes (P): glucoside and maltose transport, phloem
sucrose loading, pollen germination, lignin catabolic process in LG6, flower development and
response to nematodes in LG4 and 6, regulation of stomatal movement, entrainment of

circadian clock, negative regulation of photomorphogenesis in LG4.

5.4 Discussion

5.4.1 The phenotypic variability of 3'3C is determined by environmental and
ontogenic effects

The two levels of integration (season vs. rotation) of §*C measurements were related to

different tree compartments (leaves vs. holocellulose extracted from wood). 5'*C measured in
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holocellulose was found to be higher on average (up to 2.2%o) than that measured in leaves.
Interestingly, a difference of about 2% was reported by Bowling et al. (2008) between bulk
leaf 5'°C and 5'*C measured in cellulose. Cernusak et al. (2009) proposed six hypotheses to
explain the enrichment in *3C observed in non-photosynthetic tissues, such as the difference in
biochemical composition between heterotrophic tissues and leaves or the seasonal separation
between leaf growth and the growth of heterotrophic tissues.

The increase in WUE with tree age reported by (Donovan & Ehleringer, 1992; Bert et al.,
1997; Bond, 2000) could also explain this difference, as wood samples of our study mostly
reflected adult compartment of the trees. The increase in WUE with tree age has been linked
to different interrelated factors such as the hydraulic limitation due to an increase in tree size
(Hubbard et al., 1999; Koch et al., 2004; Forrester et al., 2010), the decline in foliar
photosynthetic rates (Yoder et al., 1994; Niinemets, 2002) or the change in foliar structure
(Day et al., 2001; Velikova et al., 2008).

The phenotypic variation in 8*3C observed in the E. urophylla x E. grandis full-sib family
was large and was related to the period of CO, integration. The minimum range of variation
was found in the P93 trial and in the P10-RS (2.7%o) and the maximum was found in the P10-
DS (4%o). This is the first report of within family variation in **C in Eucalyptus. While a
slightly higher range of variation was observed at the botanical family level (5.2 %o between
65 species of Eucalyptus in natural habitats, (Schulze et al., 2006), a smaller range of
variation was found between clones of E. grandis and E. grandis x camaldulensis (Bond &
Stock, 1990; Le Roux et al., 1996). Such a high level of variability already found between

full-sibs of a single family reveals the polygenic nature of carbon isotope discrimination.

In addition to different ranges of variation (higher in the DS than in the RS), this study
also highlighted a lack of correlation between the two growing seasons (p = 0.19). A similar
trend was reported in 3-year old P. elliottii X P. caribaea clones with a correlation of 0.255
between the winter and summer seasons at a dry site, and a much higher correlation (0.9) at a
wet site (Prasolova et al., 2003), highlighting the strong impact of environmental factors on
genotype ranking, i.e. the presence of a G x E interaction. Likewise, correlations of s13C
between wet and dry treatments were found to vary across years (0.34< p < 0.69) in Vitis
vinifera (Marguerit et al., 2012), while more stable trends were found across years in 20-year

old Picea mariana trees, with correlations ranging from 0.7 to 0.84 (Johnsen et al., 1999), and
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from 0.42 to 0.62 in 3-year old Castanea sativa grown in a greenhouse (Casasoli et al., 2004).
Marguerit et al. (2014) used an experimental trial to estimate genetic correlations between 12-
year old Pinus pinaster trees planted at three sites with contrasted water availability, and
found rather high inter-site correlations (from 0.63 to 0.91). Therefore, our result contrasts
with those cited above, most of which reported moderate to strong correlations between years
and /or environments. However, the lack of correlation in our study is in agreement with the
changes in mature leaf characteristics in E. urophylla x E. grandis hybrids between the DS
(lower SLA) and RS (higher SLA) reported in the Republic of Congo (Nouvellon et al.,
2010). We hypothesise that this foliar plasticity (illustrated in Figure S5.1), combined with E.
grandis’ known heteroblasty which displays an abrupt change from juvenile to adult leaf
morphology (Zotz et al., 2011), are the main sources of the absence of correlation between the
8°Cinthe DS and RS .

5.4.2 Genetic architecture of 3'3C in eucalyptus

This study reports 8*3C-QTLs in eucalyptus for the first time. In relation with the moderate
heritability found for this trait in other perennials (Johnsen et al., 1999; Prasolova et al., 2001;
Lauteri et al., 2004; Brendel et al., 2008), QTLs were detected for all measurements carried
out in the three trials (set up in 1993, 1997 and 2010), from two compartments (wood vs.
leaves) and two seasons (dry vs. rainy). The genetic architecture matched that reported in
other perennials: Pinus pinaster (Brendel et al., 2002; Marguerit et al., 2014), Quercus robur
(Brendel et al., 2008), Castanea sativa (Casasoli et al., 2004), Salix dasyclados x viminalis
(R6nnberg-Wastljung et al., 2005; Weih et al., 2006) and Vitis vinifera x riparia (Marguerit et
al., 2012), i.e. numerous QTLs with small to moderate effects and few QTLs with large
effects. This result reflects the numerous physiological processes underlying carbon isotope
discrimination (Farquhar et al., 1989) and therefore the multiple regulations involved at the
genetic level. The percentage of variance explained by 8°*C-QTLs ranged from 2.7% to
13.9% but is likely overestimated especially in the P93 and P97 trials in which 115-142
offspring were phenotyped (Beavis, 1998; Xu, 2003).

The environmental (confounded site and year effects) stability of §'°C at the phenotypic
level between the P93 and P97 trials was confirmed at the genetic level by the QTL analysis.
Indeed, all §*C-QTLs detected in the P97 trial colocalized with 8*C QTLs detected in P93.
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This stability across the two trials could be explained by the large integration scale of 8*°C
measured on holocellulose from wood samples representing the duration of the entire rotation,
which minimises instantaneous environmental effects. Stable genomic regions were also
found between 8'3C measured in multiple years in the same trials in oak, grape and pine
(Brendel et al., 2008; Marguerit et al., 2012; 2014). Interestingly, a QTL region on LG4 of
E.u was shared between holocellulose §'°C in trees in the P93 and P97 trials and leaf §*3C in
P10-RS. These three QTLs showed the highest effects of all the QTLs detected in E.
urophylla (see Table 3). However, when the position of the closest markers to the QTL peak
was compared with their position on the high density map, the QTL detected for P10-DS on
LG4 did not coincide with the P10-RS QTL. As expected, no other colocalization of §'*C-
QTL was detected between the DS and RS, due to the small correlation (p=0.19) between the
two seasons. Similar trends were found in Salix dasyclados x S. viminalis between two
watering conditions (Rénnberg-Wastljung et al., 2005). Despite a high phenotypic correlation
(0.76) between the two treatments, only one QTL colocalization was found among six 53C-
QTLs. This trend was also reported in Vitis vinifera x riparia (Marguerit et al., 2012) with no

colocalization of 8*3C QTLs between control and drought stress conditions.

Altogether these results suggest: (i) the presence of two highly seasonal and/or ontogenic
dependent §°C-QTLs on LG4, which may discriminate DR vs. RS as well as the two
successive ontogenic stages of the leaf where heteroblasty is pronounced in eucalyptus (Zotz
G et al. 2011), and (ii) that the P10-RS &"3C-QTL detected at young stage shares some
functional attributes with the §**C-QTL integrated over time. Although carbon discrimination
over the course of the RS appeared to be an important contributor to carbon isotope
composition in the holocellulose of wood, because our study was limited in time (1% DS and
2" RS), we cannot rule out the possibility that DS 8*3C-QTLs may also play an important role

at a later stage. This hypothesis remains to be tested.

5.4.3 Genes underlying 8'*C-QTLs support differences in leaf 5'°C between the
dry and rainy seasons

Providing that high resolution linkage maps (combining high marker density with high

accuracy of genetic distances) are anchored on an annotated reference genome sequence, it is

possible to explore positional candidate genes underlying QTLs, as illustrated by Monclus et

al. (2012) in Populus spp. In the present study, we used this strategy to characterise leaf °C-
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QTLs, in the DS and RS taking advantage of the high resolution eucalyptus genetic maps
based on 1,025 full-sibs genotyped with a 6k SNP array (Bartholomé et al., 2014).
Considering that genomic regions surrounding LOD peaks (ca 1cM) should contain the
underlying gene (Price, 2006), GO term enrichment analyses were performed based on the
regions defined by the two closest markers to the marker associated with the LOD peak. Our
results revealed distinct patterns of enrichment according to the two QTL categories (DS vs.
RS).

The three 8*3C-DS QTL regions contained 19 genes with main roles in stress response
based on their TAIR annotation. The response to stresses is brought by GO terms for the three
LGs harbouring §*C-DS QTL (G0:0010286 for LG3 and LG4 and GO:0006591 for LG4 and
LG8), with two genes corresponding to the F-box gene family for which differential
expression has been reported during heat acclimation in At suspension-culture cells (Chan et
al. 2006), and with two others involved in the ornithine metabolic process, which has been
suggested to modulate tolerance to abiotic stresses in Arabidopsis (Kalamaki et al. 2009). The
QTL localized on LG8 is enriched in two other GO terms (GO:0007172, GO:0009934)
brought by two CLV1 genes encoding a Leucine-rich repeat receptor kinase (LRR-RKS),
known to control shoot and floral meristem size, and to establish and maintain floral meristem
identity. In Medicago trunculata, de Lorenzo et al. (2009) reported the identification of an
LRR-RK gene (Srlk) in the regulation of the adaptation of roots to salt stress. The last
interesting GO term of LG8 is related to very long chain fatty acid-CoA ligase activity
(G0:0031957). The corresponding two members of the AMP-dependent synthetase and ligase
family protein (CER8) are involved in cuticular waxes and cutin biosynthesis for the
maintenance of plant water status ((LU et al., 2012; Li-Beisson et al., 2013). Interestingly, the
cuticular phenotypes of cer9 (a mutant of ECERIFERUM9 gene in Arabidopsis) are
associated with delayed onset of wilting in plants experiencing water deficit, lower
transpiration rates, and improved water use efficiency (WUE) measured as carbon isotope
discrimination. Altogether, these results suggest that the variability of 8'°C in leaves of 10-
month old eucalyptus in the DS is related to a response to abiotic stress and more particularly
to water deficit. Marguerit et al (2012) also reported positional candidate genes involved in
stress response colocalized with leaf 3'*C-QTLs in Vitis vinifera x riparia under water

constraint.
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Conversely, the 38 genes of the §*C-RS QTLs (in LG 4 and 6) were enriched in a more
variable set of GO terms. For these '°C QTLs, is was more difficult to highlight a single
process to characterise the genetic control of such a trait as illustrated by seven genes
corresponding to one member of the Arabidopsis thaliana laccases, a gene family known to
be involved in different developmental stages in different organs (Turlapati et al., 2011), two
genes (SEC6 and ATSERK1) either involved in cytokinesis (Wu et al., 2013) or known to be
regulated by auxin during morphogenesis (Elhiti et al., 2013), a KNOX/ELK homeobox
transcription factor involved in meristem and organ development (Liu et al., 2013), and two
genes (SRF8 and EBS) related to the timing of flowering initiation in Arabidopsis (Pifieiro et
al., 2003). However, more specific and interesting GO terms are provided by the QTL on
LG4. This region is enriched with five genes specifically linked to stomatal functioning: two
genes (ATCOP1l) encoding Transducin/WD40 repeat-like proteins linked to
photomorphogenesis and the circadian clock (Pacin et al., 2013; Zheng et al., 2013), two
processes indirectly involved in stomatal regulation (as reviewed (Aradjo et al., 2011), two
encoding Immunoglobulin E-set proteins (SCN1 gene) and one encoding protein kinase
(HT1), which are linked to stomatal closure/opening in Arabidopsis (Jeon et al., 2008; Jung et
al., 2008). The discovery of genes involved in the stomatal functioning as putative positional
candidate genes for RS-5*3C is probably the most relevant result of the GO terms enrichment
analysis, stressing that this QTL is involved in the variability of stomatal functioning, i.e. in

the first step of CO, assimilation.

To conclude, both the genetic architecture and differences in the functional
characterisation of the two 8*C-QTL categories (RS vs. DS) highlight the polygenic and
multifunctional nature of leaf 8'°C. These differents mechanisms certainly play a role in
intrinsic water use efficiency, but their relative contribution to plant transpiration efficiency

remains to be investigated.

5.4.4 Relation between 5'*C, WUE and growth

The variability among genotypes for 8'°C was found to be independent of growth
whatever the level of integration of 8"°C over the season or throughout the rotation. Indeed,
almost no significant correlation between 8'°C and cumulative growth was found in the three

trials except between the 8'°C P10-DS. The absence of a correlation between these two traits
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was also reported in Larix occidentalis (Zhang et al., 1994), Araucaria cunninghamii (Xu et
al., 2003), Populus deltoides x P. nigra (Monclus et al., 2005; Monclus et al., 2006).
However no clear trend of positive, null, or negative correlation between growth and 8*°C is
cited in the literature for perennial species (Zhang et al., 1994; Nguyen-Queyrens et al., 1998;
Johnsen et al., 1999; Prasolova et al., 2001; Brendel et al., 2002; Xu et al., 2003; Weih et al.,
2006; Monclus et al., 2012). The most likely independence between the two traits in
eucalyptus is reflected in the absence of QTL colocalization in our study as is the case in
numerous tree species: Pinus pinaster, Quercus robur (Brendel et al., 2008), Castanea sativa
(Casasoli et al., 2004). Using an association genetics approach in Pinus taeda, Cumbie et al.
(2011) did not find any SNP associated with both 8"3C and growth either. Given that 8"°C
could be considered as a good proxy for WUE (as suggested by our study in the rainy season
and by others), we hypothesise that the genetic factors underlying the variability of WUE and
growth are decoupled. Interestingly, the low correlations between P10-DS leaf §*C and
growth at young stages, reinforce the hypothesis that foliar 5*°C integrated over the DS is a
signature of s response to water stress rather than WUE per se.

In forest tree breeding programmes mainly focused on growth traits, the possible absence
of genetic correlation between growth traits and §°C and by extension WUE, could be
advantageous in the context of climate change (Dillen et al., 2008; Marguerit et al., 2014).
Indeed, it may be possible to improve the WUE of forest tree varieties whose growth ability

has already been improved.
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Supplemental figures and tables

Ntee Kbed

Figure S5.1: Illustration of heteroblasty (different leaf forms depending on age)
for one single genotype (tree #502). In Eucalyptus hybrids grown in the
Republic of Congo, heteroblasty is combined with a seasonal effect (dry vs.
rainy seasons). Left: 10-month old fully extended leaves sampled at the end of
the dry season. Right: 18-month old fully extended leaves sampled at the end
of the rainy season.

Table S5.1: Characteristics of the genetic maps for both parents (E. urophylla and E. grandis). The components
maps (P93 and P97) used to build the consensus maps are also indicated.

E.u E.g Eu Eg

P93? P97? Consensus® P93% P97? Consensus® P10°¢ P10°¢

Number of LGs 11 13 11 11 11 11 11 11

Map length (cM) 1502 1179 1609 1270 1021 1370 885.9 821.7

’é‘ﬁ;""ge LG length 07 o9 146.3 115 93 124.5 80.5 747

Number of 146 106 180 118 86 147 1773 1832
framework markers

Mean distance 11 15 10.3 12 15 9.8 0.65 0.58

between markers

& from Bartholomé et al. 2013
> this study
¢ from Bartholomé et al. 2014
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Table S5.2: Summary of growth traits for P10. The following features are indicated:
Number of values (N), minimum (Min), maximum (Max), mean, standard deviation (SD)
and coefficient of phenotypic variation (CVp). HT: height, D: diameter, RS: rainy season,
DS: dry season

Traits Season N Min Max Mean  SD CVp

HT3 - 220 0.18 0.9 0.58 0.13 0.23
HT10 - 220 0.6 5.5 2.92 0.85 0.29
HT18 - 216 5 12.3 9.09 1.34 0.15
HT23 - 220 6.1 145 11.14 1.47 0.13
HT3_10 - 220 0.04 0.66 0.32 0.11 0.34

HT10_18 RS 216 0.36 0.9 0.71 0.09 0.13
HT18_23 DS 216 0.19 0.83 0.5 0.11 0.22

D3 - 214 1.2 11.7 5.54 1.95 0.35
D6 - 218 3.9 38.9 20.62 6.4 0.31
D10 - 220 7 78 41.24 1319 0.32
D15 - 220 22 116 76.34 16.1 0.21
D18 - 219 54 148  99.27 19.14 0.19
D23 - 219 55,5 1715 1168 21.11 0.18
D3_6 RS 212 0.9 10.27  5.03 1.72 0.34
D3_10 - 214 0.79 9.11 491 1.68 0.34

D6_10 DS 218 0.54 8.94 4.57 1.85 0.41
D10_15 RS 220 2.88 9.67 6.75 1.11 0.16
D10_18 RS 220 3.52 9.39 6.64 1.13 0.17
D15 18 RS 218 1.3 10.03 6.1 1.51 0.25
D18 23 DS 218 1 7.57 4.26 0.99 0.23

83C DS 212 -31.5 -275 -2989 0.71 -
8%C RS 219 -30.2  -27.5 -28.97 047 -
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Table S5.3: Spearman correlation coefficient between §'3C and growth traits for all trials: P93, P97 and P10.
Significant correlations are indicated by *. Height: HT, Diameter: D, Circumference: C

Traits P93 Traits P97 Traits P97 Traits P10 DS P10 RS
HT14 0.8 HT7  0.07 C7  0.02 HT3 0.13 -0.01
HT26  0.17 HT8  0.06 C8  0.08 HT10 03 * 0.12
HT39 0.7 HT9  0.01 C9  0.08 HT18 021 * 0.05
HT51 0.1 HT10 -0.01 c10 o011 HT22 019 * 0.04
HT59  0.08 HT11  0.05 Cil1 013 HT3.10 029 * 0.12
HT14 26 0.04 HT12  0.08 C12 013 HT10 18 0.05 -0.03
HT26 39 0 HT13  0.07 C13 0.4 HT18 22 -0.05 -0.04
HT39 51 -0.09 HT15 0.16 Ci5 0.16 D3 023 * 0.05
HT51 59 -0.07 HT18 0.16 C18 0.17 =* D6 028 * 0.05
Cl4  -0.02 HT21 019 * C21 0.16 D10 029 * 0.1
Cc26  0.01 HT24 0.5 C24 0.4 D15 024 * 0.11
C39  -0.03 HT27 0.1 c27 013 D18 019 * 0.09
C51  -0.05 HT30 0.09 C30 0.13 D22 018 * 0.1
Cir59  -0.1 HT34  0.08 C34 0.1 D3 6 026 * 0.04
Cl4 26 -0.04 HT44 0.1 C44 011 D310 028 * 0.09
C26 39 -0.1 HT52 0.1 C52 0.13 D6 10 023 * 0.1
C39 51 -0.13 HT62  0.09 C62 0.13 D10 15 -0.07 0.1
C51 59 -0.28 * HT7.8 0.1 C7.8 0.07 D10 18 -0.01 0.07
HT8 9 -0.05 C8 9 0.2 D15 18 0.06 0.02
HT9 10 -003 C9 10 0.08 D18 22 -0.04 0.02
HT10 11 0.16  C10_11 0.09 3C_DS 019 =*
HT11 12 015 C11_12 0.05 3¥C RS 019 *

HT12_ 13 0.07 C12.13 0.1
HT13 15 0.2 * C13.15 0.11
HT15 18 0.15 C15 18 0.15
HT18 21 012 C18 21 0.06
HT21 24 -0.08 C21.24 0.06
HT24 27 -014 C24.27 O
HT27 30 0.03  C27.30 0.09
HT30 34 0.13  C30 34 0.03
HT34 44 01  C34 44 0.12
HT44 52 0.12  C44 52 0.13
HT52 62 0.05 C52 62 -0.02
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Table S5.4: QTLs for growth traits detected by composite interval mapping in both parents (E.g and E.u) in the
P10 trial. The following features are shown: number of genotypes used for analysis (n), linkage group (LG),
position (cM), LOD value (significant at 5% genome-wide level), percentage of variance explained by the QTL
(PEV,%) the allelic substitution effect (ASE).

Parental

map Trait n LG Position LOD BCI PEV PEVtot ASE
HT10 220 3 45,78 3.27 32-535 4.02 - -0.34
D6 218 3 45,78 5,31 375-48.6 10.12 1243 -4.16
D6 218 6 75.04 2.87 32-885 4.47 1243 276
D10 220 3 45,78 3.77 35.3-53 7.26 - -7.27
D15 220 3 46.5 3.51 32.5-53 6.59 11.13 -8.48
D15 220 6 75.04 329 66.5-8.5 671 1113 851
E.g D18 219 3 46.5 3.98 35-53 6.82 - -10.28
D22 219 3 46.5 4.45 345-53 6.75 10.57 -11.24
D22 219 6 75.04 3.86 66.5-83.7 585 1057 1041
D3 6 212 3 45,78 5.3 41.3 - 49 9.86 1364 -1.1
D3 6 212 6 75.04 3.69 68 - 87 6.06 13.64 0.86
D3 10 214 3 46.5 3.58 31.5-53 6.62 10.63 -0.88
D3 10 214 6 75.04 2.99 55 - 96 586 10.63 0.82
HT18 216 9 1.77 3.04 1-15 6.22 - -0.67
HT10 18 216 1 11.74 3.43 7-27.1 481 1271 -0.04
E.u HT10 18 216 9 2 4.69 0-12 849 1271 -0.05
D10 15 220 2 102.5 3.38 74.9-1055 5.54 - 0.53
D18 22 218 8 51.6 4.11 37-77 7.56 - 0.55

HT: height, D: diameter
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Table S5.5: List of genes underlying 5C QTL region for which GO annotion present an enrichment.

QTL Parent LG Gene ID AT name e-value S(?ol:e AT symbol Function
DS Eu 3 Eucgr.C02014.1 AT5G10695.1 9.00E-15 ©61.6 unknown protein
DS Eu 3 Eucgr.C02015.1 AT5G10695.1 6.00E-20 74.7 unknown protein
DS Eu 3 Eucgr.C02016.1 AT5G10695.1 2.00E-31 103 unknown protein
ATIRE1-2, Endoribonuclease/protein
DS E.u 3  Eucgr.C02029.1 AT2G17520.1 2.00E-132 405 IRE1-2, IRE1A Kinase IRE1-like
ATIRE1-2, Endoribonuclease/protein
DS E.u 3 Eucgr.C02031.1 AT2G17520.1 4.00E-110 345 IRE1-2, IRE1A Kinase IRE1-like
ATIRE1-2, Endoribonuclease/protein
DS E.u 3 Eucgr.C02037.1 AT2G17520.1 4.00E-35 131 IRE1-2, IRE1A Kinase IRE1-like
ATIRE1-2, Endoribonuclease/protein
DS E.u 3 Eucgr.C02042.1 AT2G17520.1 8.00E-138 421 IRE1-2, IRE1A Kinase IRE1-like
ATIRE1-2, Endoribonuclease/protein
DS E.u 3 Eucgr.C02048.1 AT2G17520.1 2.00E-137 419 IRE1-2, IRE1A Kinase IRE1-like
DS Eu 3 EucgrC020831 AT5G243601 300E-45 161 A HRELD inositol requiring 1-1
DS Eu 4 Eucgr.D00282.1 AT2G43190.2 5.00E-84 254 ribonuclease P family protein
DS Eu 4 Eucgr.D00284.1 AT5G46170.1 1.00E-177 500 F-box family protein
DS Eu 4 Eucgr.D00286.1 AT5G46170.1 0.0 518 F-box family protein
DS Eu 4 EucgrD00287.1 AT5G46180.1 0.0 713 DELTA-OAT ornithine-delta-
aminotransferase
DS E.g 8 Eucgr.H00899.1 AT4G01900.1 7.00E-54 169 GLB1, Pl GLNB1 homolog
DS Eg 8 FEucgrHO0913.1 AT2G47240.1 00 971 CERS,LACs1 AMP-dependent synthetase and
ligase family protein
AMP-dependent synthetase and
DS E.g 8 Eucgr.H00914.1 AT2G47240.1 0.0 934 CERS, LACS1 ligase family protein
ATCLVL, Leucine-rich receptor-like
DS Eg 8 Eucgr.H00963.1 AT1G75820.1 0.0 1184 CLV1, FAS3, o P .
FLOS protein kinase family protein
ATCLV1 N .
! Leucine-rich receptor-like
DS Eg 8 Eucgr.H00964.1 AT1G75820.1 0.0 1148 CL\|/:1|_'(|3:?SS' protein kinase family protein
AtHsp90-7, . .
DS Eg 8 Eucgr.H00972.1 AT4G24190.1 0.0 721 AtHsp9o.7, ~ Chaperone prf;f;i”nhtpe family
HSP20.7, SHD P
RS Eu 4 EucgrD01339.1 AT1G11820.2 0.0 601 O-Glycosyl hydrolases family
17 protein
ALPHA-
RS Eu 4 Eucgr.D01340.1 AT3G56190.1 3.00E-67 208 SNAP2, alpha-soluble NSF attachment
ASNAP protein 2
RS Eu 4 Eucgr.D01341.1 AT3G57610.1 0.0 778 ADSS adenylosuccinate synthase
RS Eu 4 Eucgr.D01344.1 AT4G22010.1 0.0 870 sks4 SKUS similar 4
RS Eu 4 Eucgr.D01347.1 AT4G28200.1 0.0 700
APAL, . .
RS Eu 4 Eucgr.D01351.1 AT1G11910.1 0.0 734 ATAPAL aspartic proteinase Al
RS Eu 4 Eucgr.D01352.1 AT1G119201 00 560 Pectin 'yasz}gf;rf“pe”am"y
ERD (early-responsive to
RS Eu 4 Eucgr.D01358.1 AT4G22120.1 0.0 1177 dehydration stress) family
protein
RS Eu 4 EucgrDO1360.1 AT4G221301 0.0 913 SRF8 STRUBBELIG-receptor family
PHD finger family protein /
RS Eu 4 EucgrD01362.1 AT4G22140.2 3.00E-146 406 EBS bromo-adjacent homology
(BAH) domain-containing
protein
BUM, BUM1,
RS Eu 4 EucgrD01364.1 AT1G62360.1 1.00E-136 394  SHL, STM, K';‘rgré/c Ei“t?ozogggiox
WAM, WAM1 P
ATCOP1, Transducin/WD40 repeat-like
RS Eu 4 Eucgr.D01370.1 AT2G32950.1 1.00E-101 309 COPL, superfamily protein
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AT1G22710.1
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0.0
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1153

422

516

911
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342
374
135
536
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DET340,
EMB168,
FUS1

ATCOP1,
COP1,
DET340,
EMB168,
FUS1

ATEHD2,
EHD2
ATEHD2,
EHD2

HT1
UCC1
SCN1

ATICMTB,
ATSTE14B,
ICMTB

SCN1

EMB3003
ATSUCZ?,

SUC2, SUT1

ATSUC?,

SUC2, SUT1

ATSUC2?,

suC2, SUT1
ATPTPL, PTPL

ATSERK1,
SERK1

LAC14
SEC6
LAC14
LAC14
LAC14
LAC14
LAC14
LAC14

Leucine-rich repeat protein
kinase family protein

Transducin/WDA40 repeat-like
superfamily protein

Leucine-rich repeat protein
kinase family protein

EPS15 homology domain 2

EPS15 homology domain 2

Protein kinase superfamily
protein
uclacyanin 1
Immunoglobulin E-set
superfamily protein
Isoprenylcysteine carboxyl
methyltransferase (ICMT)
family
Immunoglobulin E-set
superfamily protein
2-oxoacid dehydrogenases
acyltransferase family protein

sucrose-proton symporter 2
sucrose-proton symporter 2

sucrose-proton symporter 2

protein tyrosine phosphatase 1
lectin protein kinase family
protein
somatic embryogenesis
receptor-like kinase 1
lectin protein kinase family
protein
laccase 14
SEC6
laccase 14
laccase 14
laccase 14
laccase 14
laccase 14
laccase 14
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Table S5.6: Enrichment analysis in GO terms for genes underlying 8**C QTL region in the dry and rainy seasons

Name of the most

QTL GO Term specific terms Type FDR A B C D LG Genes ID
activation of Eucgr.C02029.1,
signaling protein Eucgr.C02048.1,
GO:0006987 activityinvolvedin P Y25 6 13 126 24854 3 CUCUnCHENSTL
unfolded protein ucgr. o
response Eucgr.C02031.1,
P Eucgr.C02083.1
Eucgr.C02029.1,
Eucgr.C02048.1,
. Eucgr.C02037.1,
G0:0004521 e“dogg‘i’ci‘:"'ease F 5.3(’)25 7 68 125 24799 3,4 Eucgr.C02042.1,
Y Eucgr.C02031.1,
Eucgr.C02083.1,
Eucgr.D00282.1
Eucgr.C02029.1,
extrinsic to Eucgr.C02048.1,
G0:0042406  endoplasmic c 0% 6 19 126 2asag 3 CUCUCOZOST
DS reticulum membrane 06 ucgr.C02042.1,
Eucgr.C02031.1,
Eucgr.C02083.1
. signal complex 1.30E- Eucgr.H00964.1,
G0:0007172 assembly P 02 2 1 130 24866 8 Eucgr.H00963.1
regulation of 1.40E- Eucgr.H00964.1,
GO0:0009934 meristem structural P '02 3 14 129 24853 8 Eucgr.H00963.1,
organization Eucgr.H00972.1

very long-chain fatty
) . . 4.80E- Eucgr.H00914.1,
GO0:0031957 amd-CqAIlgase F 03 2 0 130 24867 8 Eucgr.H00913.1
activity

Eucgr.C02016.1,
1.80E- Eucgr.C02015.1,
GO0:0010286  heat acclimation P '02 5 86 127 24781 3,4 Eucgr.C02014.1,
Eucgr.D00286.1,
Eucgr.D00284.1
. ornithine metabolic 3.70E- Eucgr.D00287.1,
G0:0006591 Drocess P 02 2 3 130 24864 4,8 Eucgr.H00899.1
) . 3.40E- Eucgr.F04138.1,
GO0:0042946  glucoside transport P 03 2 0 64 24933 6 Eucgr.F04137.1
Eucgr.F04160.1,
. lignin catabolic 5.30E- Eucgr.F04154.1,
G0:0046274 Drocess P 03 4 51 62 24882 6 Eucgr.FO4163.1,
Eucgr.F04162.1
Eucgr.F04144.1,
G0:0009915 ph'ol‘f)rgd?‘r:cmse p 6'%91'5' 3 2 63 24931 6  Eucgr.FO4138.1
g Eucgr.F04137.1
RS Eucgr.F04144.1,
i _ 3.40E- Eucgr.F04138.1,
G0:0009846 pollen germination P 03 4 33 62 24900 6 Eucgr.FO4156.1,
Eucgr.F04137.1
. 3.40E- Eucgr.F04138.1,
GO0:0015768  maltose transport P 03 2 0 64 24933 6 Eucgr.F04137.1
) Eucgr.F04144.1,
G0:0008506 ;u;]rogtret.grygég?/?tn Fo %0 3 2 63 24931 6  EucgrFO4138.1,
ymp y Eucgr.F04137.1
) maltose:hydrogen 3.40E- Eucgr.F04138.1,
G0:0005364 symporter activity 03 2 0 64 24933 6 Eucgr.F04137.1
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Name of the most

QTL GO Term specific terms Type FDR A B C D LG Genes ID
arbutin

GO:0042951  transmembrane  F  S4O0ET 5 o g4 24933 §  CUCUrFO41381,
. 03 Eucgr.F04137.1

transporter activity
salicin 3.40E- Eucgr.F04138.1
G0:0042950 transmembrane F ' 2 0 64 24933 6 gr- o
. 03 Eucgr.F04137.1

transporter activity
hydroquinone:oxygen Eucgr.F04160.1,
GO:0052716  oxidoreductase  F Doy 4 51 62 24882 6 o0 Pt
activity 03 ucgr.F04163.1,
Eucgr.F04162.1
Eucgr.D01360.1,
. 2.40E- Eucgr.F04144.1,
GO0:0009624 response to nematode P 02 4 97 62 24836 4,6 Eucgr.F04138.1,

Eucgr.F04137.1

Eucgr.D01347.1,

Eucgr.D01364.1,

Eucgr.D01405.1,

310E- Eucgr.D01344.1,

GO0:0009908 flower development P '02 9 775 57 24158 4,6 Eucgr.D01362.1,
Eucgr.D01360.1,

Eucgr.F04138.1,

Eucgr.F04137.1,

Eucgr.F04151.1

Eucgr.D01344.1,

Eucgr.D01394.1,

Eucgr.F04159.1,

_ o 1 40E- Eucgr.F04163.1,

GO0:0005507  copper ion binding F '03 9 364 57 24569 4,6 Eucgr.F04158.1,
Eucgr.F04162.1,

Eucgr.FO4157.1,

Eucgr.F04160.1,

Eucgr.FO4154.1,

RS Rho GDP-
) LT 9.00E- Eucgr.D01410.1,
G0:0005094 dlssoug(t:ltti)\r/litl;hlbltor F 03 2 2 64 24931 4 Eucgr.D01404.1

Eucgr.D01371.1,

Eucgr.D01351.1,

Eucgr.D01378.1,

Eucgr.D01382.1,

6.60E- Eucgr.D01381.1,

G0:0009506 plasmodesma C '03 11 895 55 24038 4,6 Eucgr.D01344.1,
Eucgr.D01340.1,

Eucgr.F04144.1,

Eucgr.F04138.1,

Eucgr.F04156.1,

Eucgr.F04137.1

Eucgr.D01371.1,

Eucgr.D01352.1,

Eucgr.D01351.1,

_ 2 40E- Eucgr.D01378.1,

GO0:0005576 extracellular region C '02 13 1518 53 23415 4,6 FEucgr.D01364.1,
Eucgr.D01344.1,

Eucgr.D01339.1,

Eucgr.D01360.1,

Eucgr.D01341.1,
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Name of the most

QTL GO Term specific terms

Tye FDR A B C D LG Genes ID

GO0:0005886  plasma membrane

RS

Eucgr.F04163.1,
Eucgr.F04162.1,
Eucgr.F04160.1,
Eucgr.FO4154.1,
Eucgr.D01371.1,
Eucgr.D01378.1,
Eucgr.FO4134.1,
Eucgr.D01364.1,
Eucgr.FO4152.1,
Eucgr.D01382.1,
Eucgr.D01358.1,
Eucgr.FO4151.1,
Eucgr.D01381.1,
Eucgr.F04146.1,
Eucgr.D01339.1,
Eucgr.F04145.1,
Eucgr.FO4144.1,
Eucgr.D01360.1,
Eucgr.F04138.1,
Eucgr.F04156.1,
Eucgr.D01340.1,
Eucgr.F04137.1

c  A90E- 18 2846 48

02 22087 4,6

G0:0010119
movement

entrainment of

G0:0009649 . .
circadian clock

G0:0010100

regulation of stomatal

negative regulation of
photomorphogenesis

Eucgr.D01384.1,

4.10E- Eucgr.D01370.1,

P 02 3 45 63
Eucgr.D01376.1

4.30E- Eucgr.D01370.1,

02 24925 4 Eicqr.D01376.1

4.30E- Eucgr.D01370.1,

02 2 8 6420925 4 o D013761

24888 4
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6 Architecture génetique de la
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de la croissance totale a la
reponse journaliere
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6.1 Introduction

Les variations journaliéres du rayon du tronc sont étudiées depuis plusieurs décennies pour
comprendre la réaction de I’arbre face a I'évolution, a court terme, des conditions
environnementales [1, 2]. Le suivi de ces variations journaliéres est réalisé de facon
automatique par des dendrométres, et permet ainsi d'obtenir une trés grande résolution
temporelle [2]. Le signal obtenu par cette méthode traduit plusieurs phénoménes : le
rétrécissement puis le gonflement des tissus périphériques, liés au déstockage et stockage
d’eau du tronc, la croissance du cambium ainsi que la dilatation thermique des tissus [1-10].
De ce fait, les contractions journalieres du rayon du tronc ont été reliées a plusieurs variables
environnementales, notamment la température de I’air, les précipitations, la teneur en eau du
sol et la demande évaporatoire [5, 6, 11, 12]. Par ailleurs, 1’utilisation de dendrométres pour
mesurer la croissance a I’échelle de la journée reste controversée. En effet, ’augmentation
journaliére du rayon du tronc, mesurée par des dendrométres, peut étre imprécise du fait que
le rétrécissement ou le gonflement du tronc est réversible, ce qui induit un biais dans la
croissance estimée. L’intégration du signal journalier a différentes échelles de temps peut
néanmoins permettre une meilleure compréhension de la dynamique de croissance [13]. Bien
que ce signal de micro-variations du rayon ait été etudié sous de nombreux angles pour
plusieurs espéces, les bases génétiques de cette réponse "instantanée" a I’environnement n’ont

pour I’instant jamais été étudiées chez les arbres.

Dans ce dernier chapitre, I’objectif est donc de mettre en lien le déterminisme génétique
de la croissance avec celui de la plasticité phénotypique (sous 1’angle des micro-variations du
rayon), face aux contraintes environnementales au champ. Dans une premiere partie, les
hypothéses formulées dans le chapitre 3 sont testées a partir de données de croissance
ponctuelle. Le déterminisme génétique de la croissance pour les trois premiéres années de
plantation a été étudié sur 960 descendants afin de préciser I’architecture génétique de la
croissance. Dans une seconde partie, la plasticité phénotypique des paramétres du cycle
journalier a été étudiée a différentes échelles de temps, et sa variabilité au sein de la
descendance a été caractérisée. L’architecture génétique de ces parameétres a ensuite été
analysée sous deux approches complémentaires. Ces analyses sont réalisées a difféerentes
échelles de temps, pour 222 génotypes du croisement interspécifique de référence E.

urophylla x E. grandis.
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Figure 6.1 : Valeurs journaliéres sur les deux ans de suivi pour la température moyenne de 1’air (TC), le déficit
de pression de vapeur (VPD) maximum, le rayonnement global (RG), la pluviométrie (PP) et le contenu en eau
du sol (SWC) de 15 cm (bleu clair) a 200 cm (bleu foncé). Pour les trois graphiques supérieurs, la courbe rouge

est une moyenne mobile sur 2 semaines et la zone grisée indique
(99%). La saison seche est représentée en orange.
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6.2 Matériel et méthodes

Les éléments présentés dans cette partie résument des informations importantes abordées

dans le chapitre 2 et détaillent les méthodes spécifiques a cette partie.

6.2.1 Matériel végétal et essai au champ

La descendance étudiée est issue du croisement entre Eucalyptus urophylla (E.u, parent
femelle) and E. grandis (E.g, parent méle). Cette descendance F1 a été installée au champ en
novembre 2010 a Kissoko (4.45° S, 12° E) dans la région de Pointe-Noire en République du
Congo. La densité de plantation est de 802 arbres/ha et chaque génotype est présent en un seul
exemplaire. Les sols dans cette région sont principalement composés de sable (= 90%) et sont
considérés comme pauvres du fait de leur faible rétention en eau et de leur faible capacité
d’échange cationique [14]. Ils sont classés en tant qu’Arenosols ferraliques [15] et sont
naturellement recouverts par de la savane herbacée. Le climat présente deux saisons
contrastées en termes de disponibilité en eau : la saison séche (DS) de juin a septembre, et la
saison des pluies (RS) d’octobre a mai, qui concentre la majorité des précipitations (1200 mm

en moyenne sur I’année).

6.2.2 Suivi des variables environnementales

Un suivi en continu des variables environnementales a été effectué grace a une station
météo positionnée directement sur [’essai. Ceci a permis de mesurer la température,
I’humidité relative de 1’air (CS215, Campbell Scientific), la pluviométrie (ARG100, Campbell
Scientific) et le rayonnement global incident (CS300, Campbell Scientific). Le contenu en eau
du sol (SWC en m3,,/m3,) a été mesuré avec des sondes réflectométriques (107, Campbell
Scientific) positionnées a quatre profondeurs (15, 50, 100 and 200 cm) sur I’inter rang. La
période de mesure est identique a celle du suivi des micro-variations du rayon : de début
octobre 2011 a fin septembre 2013. Cette période englobe ainsi deux saisons des pluies (RS1
d’octobre 2011 a mai 2012 et RS2 d’octobre 2012 a mai 2013) et deux saisons séches (DS1 de
juin a septembre 2012 et DS2 de juin a septembre 2013) (Figure 6.1). Ces données ont permis

de calculer des variables plus intégratrices pour caractériser le milieu.

Le déficit de pression de vapeur d’eau (vapour pressure deficit, VPD) a été calculé selon la
formule suivante : VPD = (1 - ﬂ) X e
100
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HR étant ’humidité relative (en %) directement mesurée sur I’essai et eg la pression de

vapeur saturante (en Pa) calculee a partir de la formule suivante :
€s = (fl +f2 X P) X a x e (bXT)/(c+T)

Avec f1 une constante (1.0007), 2 une constante (3.46 10°®), P la pression en Pa, a une
constante (611.21), b une constante (17.502), ¢ une constante (240.97) et T la température

mesurée sur I’essai (en °C).

La réserve en eau relative du sol (REW pour relative extractable soil water) a été calculée a

partir des données d’humidité du sol selon les formules suivantes :

n
EW, 0 — 0);
REW = Zzl- —= z ( m);
= EWi (67 = Om),

REW est la somme sur I’ensemble du profil, du ratio entre la réserve en eau (EW) a un instant
donné et la réserve en eau maximale ou réserve utile (EW"), pondérée par la hauteur de la
couche de sol considérée (z;). EW est égale a la différence entre le contenu en eau du sol a un
instant donné (8) et le contenu en eau du sol au point de flétrissement permanent (6y,). EW"
est définie comme la différence entre le contenu en eau a la capacité au champ (65) et 0.
REW varie donc entre 0 (point de flétrissement permanent) et 1 (capacité au champ). Les
données d’humidit¢ du sol des quatre placeaux ont ét¢ moyennées par profondeur afin
d’obtenir un profil moyen pour ’ensemble de la parcelle. Chaque profondeur de mesure est
utilisée pour représenter une couche du sol. La mesure a 15 cm représente la couche de sol
entre 0 et 30 cm, celle a 50 cm la couche entre 30 et 70 cm, celle @ 100 cm la couche entre 70
a 130 cm, et celle a 200 cm la couche entre 130 a 270 cm. Sachant que la profondeur des
racines fines peut atteindre 3 m pour une plantation de 1 an [16, 17], il a été considéré que
I’ensemble du profil mesuré est prospecté par les racines pour toute la durée de 1’étude. Par
ailleurs, bien que dans ce type de plantation la profondeur d’enracinement soit supérieure a 3

m, le choix a été fait de ne mesurer que cette partie du profil, qui est la plus variable.
Enfin I’indice d’aridité de "de Martonne" (Ipv) a été calculé selon la formule suivante :

Avec p, la pluviométrie mensuelle (en mm) et t, la température moyenne mensuelle (en °C).
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Hauteur J N N2 v v U N2
Diamétre NN N2 N2 N2 v v U N2
Suivi en continu < >

Age en mois 3 6 10 15 18 22 27 30 35

Tableau 6.1 : Age de mensuration pour les mesures ponctuelles de croissance en hauteur et diamétre. La période
de suivi en continu des micro-variations du rayon est également indiquée. La saison seche est représentée en
orange et la saison des pluies en bleu.

Rmax_""u' ————————————————————————————————
ER
Rmax"“'y"“;‘
AMP
Rmin' """" e
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12
Heure

Figure 6.2 : Représentation de I'évolution du rayon au cours du cycle circadien
(zone grisée). Les variables extraites de ce cycle sont le maximum (R.x) et le
minium (Ryin) journalier. La différence entre les deux indique 1’amplitude
journaliére (AMP) et la différence entre deux maximums successifs traduit
1I’évolution nette du rayon (ER).
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6.2.3 Données phénotypiques : mesures ponctuelles et suivi en continu

Des mesures ponctuelles de hauteur (HT) et de diametre a 20 cm au-dessus du sol (D) ont
été effectuees a différents ages sur 960 individus (Tableau 6.1). Des accroissements entre

mesures successives ont été calculés et sont notés de la maniére suivante :
Caractére n,_n, = Caractere n, - Caractere n,

Le Caractere étant la hauteur (HT) ou le diamétre (D) a I’age n. Le coefficient de
corrélation entre ces accroissements et I’indice de ‘de Martonne’ cumulé a été calculé pour
chaque génotype. Compte tenu du faible nombre d’accroissements en hauteur disponible pour
la totalité des génotypes (4), cette corrélation n’a été calculée que pour les accroissements en
diameétre, en utilisant les 6 mesures disponibles. En paralléle de ces mesures ponctuelles, un
suivi en continu des micro-variations du rayon a été effectué durant deux ans : de début
octobre 2011 a fin septembre 2013, sur 222 arbres instrumentés. Parmi ces arbres, douze ont
été supprimés de 1’analyse soit parce qu’ils sont morts en court d’expérimentation, soit parce
que la qualité du signal de micro-variations était insuffisante (bruit électrique). Le signal de
micro-variations a été enregistré toutes les cing minutes grace a un micro-dendrometre
positionné sur le tronc. Le micro-dendrométre est maintenu par un support composé d’une
armature en aluminium et de deux tiges en acier fichées dans le tronc (cf chapitre 2). Les
données de micro-variations brutes ont subi plusieurs traitements avant d’étre analysées. Ces
traitements sont décrits dans le paragraphe 2.3.4. Deux parametres ont été extraits du cycle
circadien (période entre deux maximums successifs) : I’amplitude journaliere (AMP) et
I’évolution nette du rayon (ER) (Figure 6.2). Le rythme circadien de micro-variations du
rayon est connu chez les arbres pour intégrer plusieurs processus, dont deux principaux : le
fonctionnement hydrique de la plante (mouvement d’eau) et la croissance du méristéme
secondaire (division et élongation cellulaire). Le premier serait li¢é a AMP et le second a ER,

d’ou le choix de ces deux paramétres.

Afin de tester ’effet des variables environnementales (TC, RG, VPD, PP et REW) sur la
variabilité des parameétres du cycle circadien (AMP et ER) Un modeéle a effet fixe a été ajusté

pour chague génotype:

y= pu+TC+ RG+ VPD + PP + REW + VPD X REW + ¢
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avec y le phénotype de I’arbre (AMP ou ER), p la moyenne générale, TC, RG, VPD , PP et
REW les effets fixes des variables environnementales, VPDXREW 1’interaction entre les deux
variables et £ I’erreur résiduelle du modéle suivant une loi normale ~N(0,c2). Pour ce

modeéle la fonction Im du logiciel R [18] a été utilisée.

L’ensemble des analyses sur les variables environnementales ainsi que sur les données
phénotypiques a été réalisé avec le logiciel R 3.0.2 [18]. Les graphiques ont été réalisés avec
le package R ggplot2 [19].

6.2.4 Cartographie génétique et détection de QTL

La stratégie du double pseudo test cross [20] a été utilisée pour la cartographie génétique
des deux parents du croisement. Une carte génétique par parent a €té construite a I’aide du
package R onemap [21] et de I’algorithme RECORD [22, 23]. La construction des cartes est
détaillée dans le chapitre 4. L’analyse QTL a été réalisée avec le package R qtl [24] en
"composite interval mapping”. La méthode de régression de Haley Knott [25] a été utilisée
pour estimer les genotypes par intervalles de 0.5 cM, avec un taux d’erreur de génotypage de
0,01%. Pour tous les caractéres, 10000 permutations ont eté effectuées afin de déterminer le
seuil de signification de 5% au niveau du génome [26]. L'intervalle de confiance de Bayes
(BCI) a 95% a été calculé pour chaque QTL significatif. Le logiciel MapChart [27] a été

utilisé pour représenter des cartes génétiques et les QTL.

6.3 Résultats : caractérisation de [larchitecture génétique de Ia
dynamique de croissance sur un large effectif

L’analyse QTL pour des caractéres de croissance classique a été réalisée en utilisant un
effectif de 960 pleins-fréres. A notre connaissance, aucun résultat QTL n’a été rapporté pour
ce type de traits chez les arbres avec un tel effectif. Cette partie nous a permis de préciser les
variations du contrdle génétique de la croissance au jeune age, grace a une puissance de

détection plus importante qu’avec les effectifs couramment utilisés.

6.3.1 Variations et corrélations phénotypiques

Les mesures ponctuelles de croissance ont été réalisées au cours des trois premiéres

années de croissance. Sur cette période, la croissance en hauteur est en moyenne de 17.9 m et
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Figure 6.3 : Trajectoire de croissance radiale (D) et apicale (HT) jusqu’a trois ans. Les bandes verticales orange
indiquent les saisons seches.
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Figure 6.4: Evolution temporelle des accroissements entre deux mesures successives de diametre (D en
cm/mois) ou de hauteur (HT en m/mois). Les bandes verticales orange indiquent les saisons séches.
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Figure 6.5: Evolution des coefficients de corrélation « &ge-a4ge » pour la
croissance cumulée (courbes en pointillés) et pour les accroissements (courbes en
traits pleins). Le diametre est représenté en violet avec des triangles et la hauteur
en orange avec des cercles. Les bandes verticales orange indiquent les saisons
séches.
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celle en diamétre de 14.8 cm (Tableau S6.1, Figure 6.3). A titre de comparaison, la hauteur
moyenne sur ’essai P98 planté a la méme période (en novembre) et a la méme densité était de
16.2 m a 36 mois. Il ne se dégage pas de tendance claire au niveau de I'évolution temporelle
des accroissements pour HT (Figure 6.4). On observe cependant une réduction des
accroissements pendant les saisons séches pour HT, celle-ci étant moins marquée pour D
(Figure 6.4). En effet, pour D une réduction progressive des accroissements est visible aprés
18 mois. Cette diminution est accentuée lors des deux saisons seches. La variabilite de HT et
celle de D tendent a diminuer progressivement au cours du temps. En effet, sur la période de
mesure, le coefficient de variation phénotypique (CVp) passe de 0.37 a 0.13 pour HT et de
0.43 a4 0.2 pour D. Par contre, la tendance pour les accroissements n’est pas la méme : apres
une diminution brutale aprés 10 mois, le CVp augmente de maniére réguliére jusqu’a 35 mois
a la fois pour D et HT (Tableau S6.1). La variabilité est donc marquée avant 10 mois et

diminue fortement pendant la premiere saison seche (de 11 a 15 mois).

Les coefficients de corrélation entre mesures successives présentent une augmentation
réguliére dans le temps de 0.71 & 0.99 pour D et de 0.51 & 0.97 pour HT (Tableau S6.2, Figure
6.5). Les correlations initiales plus faibles soulignent que les performances a la mise en place
(3 mois) ne déterminent qu’en partie la croissance future et notamment pour la hauteur. Ces
fortes corrélations age-age contrastent avec celles entre accroissements successifs (Figure
6.5). Pour D les valeurs sont comprises entre 0.65 et 0.2, et pour HT entre 0.3 et -0.4. Le
classement des génotypes sur la base des données de croissance cumulée ne refléte donc pas
les changements de classement au niveau des accroissements. Ce résultat est cohérent avec

ceux obtenus a partir des dispositifs P97 et P98 (cf. chapitre 3).

Le coefficient de corrélation entre 1’indice de ‘de Martonne’ (Ipm) et les accroissements en
diametre sur I’ensemble des génotypes est de 0.4 (p<0.05). Pour chaque génotype pris
séparément, les coefficients de corrélation varient entre -0.08 et 0.94, la moyenne étant de
0.46 (Figure S6.2). Parmi ces corrélations, trés peu sont significatives (2.1%, p<0.05). L’effet
des changements de disponibilité en eau sur la croissance est donc moins important que celui
mis en évidence sur le dispositif P97 (cf. chapitre 3). Cette différence peut s’expliquer par un
plus faible nombre de mesure n’autorisant pas une caractérisation fine de la dynamique de
croissance. Cette corrélation entre accroissement en diameétre et Ipy a été utilisée en analyse
QTL.
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Figure 6.6 : Localisation des QTL détectés pour la croissance total pour les deux parents E.g (g) et E.u (u). HT
est présentée en orange et D en violet. Lorsque plusieurs QTL colocalisent pour un méme caractére mais a des
ages différents, un seul QTL est positionné avec I’intervalle de confiance le plus large. Le seuil de significativité
des QTL est de 5% au niveau du génome.
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6.3.2 Architecture génétique des caractéres de croissance

Un total de 55 et 41 QTL associés a 27 et 17 caractéres différents ont été mis en évidence
pour le parent E.u et le parent E.g respectivement (Figure 6.6, Tableau S6.3). Ces QTL sont
répartis sur 9 LG (1, 2, 3,4, 5,7, 8, 9 et 10) pour E.uet 8 (LG 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 et 10) pour
E.g. Seul le LG11 ne présente pas de QTL de croissance, ce qui confirme les résultats obtenus
a partir de P93 et P97. La variabilité présente chez les parents du croisement ne permet pas de
mettre en évidence des régions génomiques impliquées dans le déterminisme génétique de la
croissance sur ce LG. Les QTL détectés expliquent un trés faible pourcentage de la variance
phénotypique. L’ensemble des QTL associés a un caractere donné expliquent au maximum
10.1% pour E.u et 6.8% pour E.g. En effet, un QTL pris séparément explique en moyenne
1.9% (E.u) et 1.7% (E.g) de la variance phénotypique. En comparaison, les QTL détectés sur
P93 et P97 expliquent en moyenne 8% la variance phénotypique, une valeur surestimée en
lien avec I’effet Beavis. De plus, le nombre de QTL détectés par caractere a partir de ce
dispositif est en moyenne plus élevé (presque le double) que celui obtenu a partir des
dispositifs P93 ou P97. Il est egalement intéressant de noter que 91% des QTL pour HT sont
détectés chez E.u. Le controle génétique pour D (croissance secondaire) est quant a lui
partagé entre les deux parents (45% pour E.u). La variabilité génétique intra-famille apportee
par le parent E.u influe donc de maniere significative sur le contrdle génétique de la

croissance apicale (HT).

En relation avec les fortes corrélations age-age pour la croissance cumulée, des hotspots
de QTL, impliquant au minimum trois mesures de croissance cumulée pour un méme
caractéere (HT ou D), ont été mis en évidence. Pour E.u, 2 hotspots localisés sur le LG4 (51-52
cM) et le LG8 (40.3 cM) rassemblent respectivement 50% et 16% des QTL de croissance
cumulée. Pour E.g, 3 hotspots localisés sur le LG2 (42 cM), le LG3 (78.8 cM) et le LG8 (5.3
cM) rassemblent 31%, 31% et 19% des QTL de croissance cumulée. De plus, quel que soit le
parent considéré, tous les QTL de croissance cumulée colocalisent avec des QTL
d’accroissement (excepté pour un QTL de hauteur (HT22) sur le LG4 (E.g)). Des QTL
spécifiques des accroissements (HT ou D) sont également présents sur de nombreux LG, que
ce soit pour E.u (LG 1, 2, 7, 9) ou E.g (LG 5, 6, 7, 10). Ces QTL spécifiques soulignent la
diversité du contrble génétique associée aux accroissements, ce qui se traduit par une diversité
des réponses au niveau de l’arbre. Ces réponses peuvent notamment &tre reliées aux

changements de disponibilité en eau et a la capacité des génotypes de profiter non de la
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Tableau 6.2 : Caractéristiques du climat sur la période étudiée.

Période RS1 DS1 RS2 DS2
Température (°C) 24.1 24.9 22.2 25.7 21.4
Humidité relative (%) 93.2 93.2 93.5 93.3 92.5
VPD (Pa) 1092 1129 856 1260 925.8
Rayonnement (MJ/m/j) 16 18 13.6 19.9 6.5
Précipitation (mm) 1878.7 846 61.6 945.3 25.6
SWC (m¥/m?)
15 0.073 0.077 0.053 0.09 0.053
50 0.07 0.074 0.055 0.082 0.054
100 0.082 0.084 0.07 0.092 0.069
200 0.085 0.086 0.078 0.093 0.078
REW (%) 475 50 24.8 68.4 23.5

Figure 6.7 : Evolutions journaliéres moyennes de la
température (T), du déficit de pression de vapeur
(VPD) et du rayonnement global (RG). Les deux
saisons des pluies (RS) sont en bleu (RS1 en clair et
RS2 en foncé) et les deux saisons séches (DS) sont
en orange (DS1 en clair et DS2 en foncé). La zone
grisée indique D’intervalle de confiance de la
moyenne (99%).
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ressource, avec comme exemple le QTL pour les coefficients de corrélation entre les
accroissements en diamétre et I'Ipy sur le LG9 (E.u). Dans les trois cas illustrés a la Figure
S6.3, les QTL mis en évidence pour la croissance cumulée a 3 ans colocalisent avec des QTL
d’accroissement a des ages antérieurs. Ces colocalisations montrent que [’architecture
génétique de la croissance, a la moitié de la rotation, est en partie déterminée par la réponse a

I’environnement au jeune age.

Bien que dans cette étude, les mesures ne couvrent pas la totalité de la durée de rotation,
les résultats de cette partie confirment ceux du chapitre 3. En effet, un déterminisme
génétique commun entre les accroissements et la croissance cumulée a été mis en évidence,
confirmant I’effet des réponses a 1’environnement au jeune age (Figure S6.3). Par ailleurs, le
passage a un effectif important (960 individus) a permis de préciser I’architecture génétique
de la croissance au niveau du nombre de QTL et de leurs effets. Toutefois, les intervalles de
confiance restent toujours tres larges (37 cM en moyenne), en lien avec I'héritabilité faible des
caractéres de croissance et également le manque de précision de ceux-ci (une copie par
génotype). Cette augmentation d’effectif a également permis de mettre en évidence des QTL
de croissance (D27, D30 et D10 15, D10 _18) sur le LG4 d’E.u. Cette position correspond a
celle d’un QTL de §"3C détaillée dans le chapitre 5. Or, dans ce chapitre 5, aucun QTL de
croissance n’avait été détecté sur le LG4 de E.u avec un effectif plus faible (220 génotypes).
Ce résultat est intéressant car il permet de préciser le lien entre le contrdle génétique du §°C

et celui de la croissance.

6.4 Résultats : La plasticité des micro-variations radiales

6.4.1 Caractérisation du climat

Sur les deux années de mesure, la température moyenne est de 24.1°C avec un VPD
maximum moyen de 1092 Pa, et un cumul des précipitations de 1879 mm (Tableau 6.2). Sur
cette période, la REW moyenne est 47.5%. Le sol est en moyenne plus sec en surface (jusqu’a
50 cm) qu’en profondeur (au-dela de 1m) avec un écart de 1% d’humidité entre ces deux
couches. Le contraste entre saison des pluies (RS) et saison séche (DS) est marqué au niveau
de la disponibilité en eau avec une différence de pluviométrie de 850 mm, et une différence
d'’humidité de sol moyenne de 1.15% (200 cm) a 3.05% (15 cm). Ceci représente sur
I’ensemble du profil une différence de REW de 35% entre les deux saisons. Ce contraste est

aussi présent au niveau du rayonnement global, avec en moyenne 8.9 MJ/m?2 de plus par jour
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Figure 6.8 : Comparaison des variables environnementales entre deux semaines contrastées. En bleu une
semaine de saison des pluies et en orange une semaine de saison séche. Les variables représentées sont : la

température moyenne de 1’air (T, °C), le déficit de pression de vapeur (VPD, Pa) maximum, le rayonnement
global (RG, Mj/m#/h?), la pluviométrie (PP, mm) et le contenu en eau du sol (REW, %)
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Figure 6.9 : Trajectoire de croissance a partir des mesures de micro-dendrométrie sur échantillon de 100
individus. Les bandes verticales orange indiquent les saisons séches.
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en RS qu’en DS (Figure 6.7). La différence entre RS et DS est moins marquée au niveau de la
température (augmentation moyenne de 3.5°C en RS), et du VPD (déficit journalier moyen)
plus important en RS (1200 Pa), qu’en DS (890 Pa). Par ailleurs, on observe une variabilité
interannuelle pour un méme type de saison notamment pour la pluviométrie que ce soit pour
le volume (846 mm en RS1 contre 945.3 mm en RS2 et 61.6 mm en DS1 contre 25.6 mm en
DS2) ou pour la répartition (petite saison séche de janvier a février en RS1 qui n’a pas lieu en
RS2), ce qui se répercute sur I’humidité du sol. En effet, la REW est plus faible en RS1 (50%)
qu’en RS2 (68.4%) mais reste comparable entre DS1 (24.8%) et DS2 (23.5%).

Deux semaines, I'une en RS2 (S1) et ’autre en DS2 (S2) ont été sélectionnées sur la base
des données environnementales. L’objectif est de comparer I’architecture génétique des
paramétres du cycle circadien dans des conditions environnementales trés contrastées. Ces
deux semaines présentent donc des différences marquées pour la plupart des variables
mesurées (Figure 6.8). En effet, la température moyenne est plus élevée en S1 (26.8°C) qu’en
S2 (21.3 °C). Le rayonnement global est également plus €levé en S1 (27.3 Mj/m?j) qu’en S2
(11.9 Mj/mz/j). En relation avec les deux variables précédentes, le VPD moyen est de 790 Pa
en S1 et de 466 Pa en S2. Les précipitations sur ces deux semaines sont relativement faibles :
11.9 mmen S1 et 0.4 en S2. Enfin le contenu relatif en eau du sol (REW), est bien plus faible
en S2 (8%) qu’en S1 (90%). La semaine S1 est caractérisee par une forte demande
évaporatoire et une disponibilité en eau importante tandis que la semaine S2 présente une trés

faible disponibilité et une demande évaporatoire moyenne.

6.4.2 Caractérisation phénotypique des parametres du cycle circadien

La caractérisation en continu du climat nous a permis d’étudier I’impact de
I’environnement sur les micro-variations du rayon. Ces effets ont été étudies a travers deux
parametres du cycle journalier : I'amplitude journaliere (AMP) et I'évolution nette du rayon
(ER). Dans un premier temps, la variabilité temporelle de ces parametres a été caractérisée
dans la descendance de plein-fréres. Dans un second temps, l’effet des variables

environnementales sur ces parametres est détaillé ainsi que la variabilité entre individus.

6.4.2.1 Variabilité de I'amplitude journaliere et de I'évolution nette du rayon

En milieu tropical, la croissance des eucalyptus est continue comme le montrent les
trajectoires de croissance des arbres suivis avec un micro-dendromeétre (Figure 6.9).

L’accroissement moyen du rayon sur les deux années de suivi est de 56.5 mm (+ 11.3 mm)
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Tableau 6.3 : Paramétres du cycle circadien (AMP et ER) moyennés sur I’ensemble des arbres pour les deux

années de mesure (Période). Des moyennes (m) et des cumuls (c) par semaine et par mois sont présentés.
L’écart-type associé & la moyenne est indiqué entre parenthéses.

Période RS1 Ds1 RS2 DS2
Jour 95(57.2)  88(544)  89(56.7) 101 (58.3) 102 (58.3)
o om 93(41.3)  87(397)  85(37.5) 99 (422) 99 (43.4)
@'\r"ng’ Semaine 500 (315.9) 540 (295.5)  545(296) 640 (317.6) 637 (346.2)
T 92(35.8)  86(348)  86(284) 99(36.8) 99 (39.4)
c 2558 (1162.2) 2322 (1060.2) 2398 (992.5) 2779 (1183) 2749 (1343.8)
Jour 78 (54.8) 122 (542)  66(38.3) 64 (431)  33(27)
— 78 (48.6) 122 (45.4)  64(30.5)  65(332) 32 (21.3)
c 520 (338.4) 798 (350.4) 444 (216.2) 443 (236.3) 216 (149.9)
(ERm) o 0m 78 (45.8)  121(423) 66 (255) 64 (295)  33(18.6)
Hm Mois 2252 (1344) 3417 (1330) 1944 (775.1) 1896 (894.2) 944 (572.1)
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Figure 6.10 : Evolution des coefficients de corrélation entre mesures successives pour les deux paramétres du
cycle circadien (AMP et ER). Les données journaliéres (trait noir) et les moyennes par semaine (trait bleu) et par
mois (trait orange) sont représentées. Les bandes verticales orange indiquent les saisons séches.
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avec une variabilité proche de celle que I’on observe sur I’ensemble de 1’essai (coefficient
variation, CV de 0.2). Les deux parameétres utilisés pour décrire le cycle circadien ont une
valeur moyenne sur I’ensemble de la période d’étude de 95 um (+ 57.2) pour AMP et de 78
pm (+ 54.8) pour ER (Tableau 6.3). Ces valeurs moyennes sont associées a une variabilité
interindividuelle et temporelle importante, avec des CV voisins de 0.5 (Figure S6.4). Les deux
paramétres présentent toutefois une évolution différente au cours du temps : AMP est plutot
stable tandis qu’ER diminue. En effet, les valeurs moyennes pour AMP sont stables dans le
temps : 88, 89, 101, 102 um pour RS1, DS1, RS2, DS2 respectivement. La variabilité
associée a ces valeurs moyennes est elle aussi stable (CV = 0.6). Pour ER, I’effet de la saison
est plus visible avec une réduction entre RS1 (122 um) et DS1 (66pum) et entre RS2 (64 pm)
et DS2 (33 pum) (Tableau 6.3, Figure S6.4). Ces différences s’inscrivent dans une diminution
globale d’ER au cours du temps, avec une différence de 45 um entre RS1 et DS2 (Figure
S6.4). Cette diminution s’accompagne d’une augmentation du CV de 0.1 sur les données
journaliéres. Une tendance identique est observee pour les valeurs moyennes ou cumulées

d’ER sur la semaine ou le mois.

Pour ces deux parameétres, les coefficients de corrélation entre valeurs journaliéres
successives sont en moyenne élevés : 0.72 en moyenne pour AMP et 0.69 pour ER. Ces
valeurs augmentent pour les moyennes sur la semaine et le mois : 0.84 et 0.83 pour AMP et
0.8 et 0.72 pour I'ER (Figure 6.10). Une variabilité importante est néanmoins présente pour
les valeurs journalieres avec des coefficients de corrélations compris entre -0.12 et 0.98 pour
AMP, et entre -0.08 et 0.9 pour ER. Le classement des génotypes sur la base des données
journaliére est donc trés variable. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus a partir des
accroissements sur les données ponctuelles de croissance, ou le niveau des corrélations age-
age est aussi tres variable. Par contre, pour les paramétres moyennés sur la semaine ou le
mois, les coefficients sont plus stables dans le temps. Par ailleurs, ces deux paramétres sont
faiblement corrélés entre cux. En effet, pour I’ensemble de la période, les coefficients de
corrélation sur I’ensemble des individus sont en moyenne de -0.12, -0.02 et 0.2 a I’échelle de
la journée, de la semaine et du mois respectivement (Figure S6.5). Le classement des
génotypes pour ces deux caracteéres est donc différent, quelle que soit I’échelle de temps
considérée. Pour un méme individu, les coefficients de corrélation entre ceux deux paramétres
varient sur I’ensemble de la période entre -0.56 et 0.3 pour une moyenne égale a -0.22. Ces
deux paramétres du cycle circadien caractérisent donc deux comportements distincts et

apportent des informations complémentaires sur les génotypes.
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Figure 6.11 : Distribution des coefficients de corrélation de Pearson (r) entre les paramétres (AMP en bleu ou ER
en vert) et les variables environnementales sur I’ensemble de la période. Les données journaliéres sont utilisées
pour le niveau ‘Jour’ et sont moyennées a la semaine ou au mois pour les niveaux ‘Semaine’ et ‘Mois’. Les
corrélations sont calculées pour chaque génotype sur toute la durée de 1’expérimentation. La valeur journaliére
est le maximum pour TC, la moyenne pour VPD, RG et REW, et la somme pour PP. Les chiffres indiquent le
pourcentage de génotypes présentant une corrélation significative.
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6.4.2.2 Effet des variables environnementales sur AMP et ER

Afin de caractériser la plasticité des hybrides E. urophylla x E. grandis liée aux deux
parametres du signal journalier étudiés (AMP et ER), deux approches complémentaires ont
été utilisées. La premiere consiste a analyser les corrélations entre ces deux parametres et les
variables environnementales prises séparément. La seconde se base sur la modélisation du
phénotype d’un individu, en intégrant I’ensemble des variables disponibles. Dans les deux
cas, différentes échelles temps ont été analysées : les données journaliéres ainsi que des

moyennes ou des cumuls sur la semaine et le mois.
Analyse des corrélations entre variables environnementales et parameétres

L’analyse des corrélations entre les variables environnementales et les parameétres
journaliers, sur I’ensemble des génotypes, montre une variabilité au cours du temps pour les
deux parametres (Figure S6.6). Néanmoins, AMP présente, en moyenne pour I’ensemble des
variables environnementales, des coefficients de corrélation plus forts qu’ER. Pour AMP, ils
sont superieurs en moyenne a 0.5 pour TC, VPD et RG, négatifs pour PP (-0.25) et nuls pour
REW (Tableau S6.4). AMP est donc fortement corrélée a la demande atmosphérique en eau
(VPD, RG) et dans une moindre mesure avec la disponibilité en eau (PP). A I’inverse, ER
n’est en moyenne pas corrélée aux différentes variables environnementales avec des
coefficients de corrélation proches de 0. AMP présente donc, en moyenne sur la période et sur
I’ensemble des génotypes, une plasticité a I’échelle journaliére plus importante qu’ER. Tous
les génotypes n’ont cependant pas le méme comportement face aux variations
environnementales. En effet I’analyse des corrélations entre les paramétres du cycle circadien
et les variables environnementales pour chaque génotype, montre une variabilité entre
génotypes de ces coefficients de corrélation (Figure 6.11, Tableau S6.5). Par exemple, les
coefficients de corrélation entre valeurs journalieres de VPD et d’AMP varient entre 0.4 et
0.86. Cette variabilité s’accentue quand le niveau d’intégration augmente (Figure 6.11, Figure
S6.7). En effet, pour les corrélations entre VPD et AMP, les coefficients de corrélation varient
entre 0.14 et 0.85 pour les moyennes par semaine, et entre -0.06 et 0.88 pour les moyennes sur
le mois. Des résultats similaires sont mis évidence pour ER. Le niveau d’intégration joue
également sur le niveau moyen des corrélations. Pour AMP, le coefficient de corrélation
moyen diminue avec ’augmentation du niveau d’intégration pour TC, VPD, RG et il reste
stable pour PP et REW. A I’inverse, pour ER le coefficient de corrélation moyen augmente
lorsque le niveau d’intégration augmente pour RG, PP et dans une moindre mesure pour TC et

REW Tableau S6.5). Ces deux parameétres du cycle circadien ne répondent donc pas de la
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Tableau 6.4 : Pourcentage de génotypes présentant un effet significatif (p<0.05) des différentes variables
environnementales dans la modélisation du phénotype (AMP ou ER). Les données journaliéres sont utilisées
pour le niveau ‘Jour’ et sont moyennées (m) ou cumulées (c) a la semaine ou au mois pour les niveaux
‘Semaine’ et ‘Mois’. L’interaction entre VPD et REW est également indiquée.

AMP ER
Semaine Semaine Mois Mois Semaine Semaine Mois Mois
Jour Jour

m c m c m c m c
TC 33.6 18.5 40.3 5.2 17.1 35.1 14.7 19.4 1.9 9
VPD 99.1 69.7 52.1 251 161 40.8 55.5 54 61.1 51.7
RG 74.9 50.2 20.9 35.1 4.7 95.7 84.4 69.2 41.7 374
PP 204 21.8 13.7 4.7 0.5 37.9 16.1 9 9.5 4.7
REW 65.4 68.2 63.5 61.1 44.1 98.1 97.2 94.3 90.5 87.7
VPD:REW 59.2 64.9 64.9 56.4 52.1 94.8 95.7 89.6 90.5 85.8
m : moyenne, ¢ : cumul

0.75-
: +*
P
w
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m »
™
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Figure 6.12 : Boxplot pour les coefficients de détermination (R2) des modéles par génotype en fonction du
niveau d’intégration (jour, semaine, mois) pour les paramétres AMP et ER.
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méme maniére aux variations environnementales, et notamment a la demande atmosphérique
en eau (VPD, RQG) et la disponibilité en eau (PP et REW). Cette différence de réponse peut
expliquer le manque de corrélation observé entre ces deux paramétres. Les coefficients de
corrélation entre les paramétres et les variables environnementales sont utilisés par la suite
(analyse QTL) comme des indicateurs de la plasticité du génotype aux variations
environnementales. Les corrélations a 1’échelle du mois ne seront pas utilisées du fait du

faible nombre de corrélations significatives.
Modélisation du phénotype

Afin d’estimer la variabilité¢ de I’effet des variables environnementales sur les parametres
du cycle circadien, un modele a effet fixe pour chaque génotype, comprenant I’ensemble des
variables environnementales a été ajusté. Les résultats sur le paramétre AMP montrent que
pour un fort pourcentage de génotype (99.1%), I’effet du VPD est significatif a I’échelle de la
journée. Lorsque I’échelle d’intégration augmente, ce pourcentage diminue, respectivement a
69.7% et a 25.1% pour les moyennes par semaine et par mois. Une tendance similaire
s’observe pour les variables TC, RG et PP (Tableau 6.4). A I'inverse, le pourcentage de
génotypes présentant un effet significatif de REW reste relativement stable entre les différents
niveaux d’intégration avec 65.4% pour 1’échelle journaliere, 68.2% pour la semaine et 61.1%
pour le mois. De la méme maniere, le pourcentage de génotype présentant un effet significatif
de I’interaction entre VPD et REW est stable dans le temps, avec plus de la moiti¢ des
génotypes sur I’ensemble des niveaux d’intégration. Pour ER, I’effet de REW est significatif
pour la plupart des génotypes, quelle que soit ’échelle d’intégration (87.7% pour le mois et
98.1% pour la semaine). De la méme manicre, I’effet de I’interaction entre VPD et REW est
significatif pour la plupart des genotypes (entre 85.6% % pour le mois et 95.7% % pour la
semaine). Par contre I’effet de TC et PP n'est significatif que pour un tres faible pourcentage

des génotypes, suggérant que leur variabilité n’explique peu ou pas la variation d’ER.

La qualité d’ajustement des modeles (R?) pour AMP varie entre 0.16 et 0.91 en fonction
du génotype et du niveau d’intégration (Figure 6.12). Le niveau d’intégration n’a pas d’effet
marqué en moyenne sur le R2, il varie entre 0,53 (jour et semaine) et 0,66 (mois). Pour ER,
sur ’ensemble des génotypes et I’ensemble des niveaux d’intégration, le R? varie entre 0.05 et
0.85. Le R? moyen augmente avec le niveau d’intégration, passant de 0,2 (jour) & 0,64 (mois).
Le R2 est en moyenne plus faible pour les cumuls que pour les moyennes (semaine ou mois)

quel que soit le paramétre. 1l faut cependant rappeler que le R2 est tres dépendant du modéle.
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Figure 6.13 : Diagramme des corrélations (Spearman) pour les caracteres de micro-variations d’AMP et d’ER.
La distance entre les cercles représente la structuration des corrélations entre variable. L’intensité et la couleur
des traits entre cercles indiquent la valeur de la corrélation : en orange les corrélations positives, en bleu les
corrélations négatives. Plus le trait est foncé, plus la corrélation est forte. Les cercles roses représentent I’ AMP
moyenne sur I’ensemble de la période d’étude pour les données journaliéres (j) et pour les cumuls sur la semaine
(sc) et le mois (mc). De la méme maniére, ER est représenté en kaki avec le cumul total (t). En turquoise, les
corrélations entre AMP (a) et les variables environnementales a I’échelle de la journée (J) et de la semaine (Sc,
Sm). Le méme code est utilisé pour ER (e) représenté en violet. Seules les corrélations significatives sont

représentées.

234




ﬁ"" 6 Architecture génétique de la dynamique croissance

Dans notre cas, un unique modéle est utilisé pour I’ensemble des génotypes mais ne refléte

pas forcément le meilleur ajustement pour chacun des génotypes.

Ces resultats de modélisation par génotype confirment donc les tendances observées avec
les corrélations. Le parameétre AMP est en moyenne, pour I’ensemble des génotypes plus
sensible aux effets des variables environnementales qu’ER. Cette différence, trés marquée a
I’échelle journaliére, diminue a I'échelle de la semaine ou du mois. La modélisation permet
¢galement de souligner 1’effet significatif de I’interaction entre VPD et REW sur les deux

parametres issus du cycle circadien, pour ’ensemble des échelles d’intégration.

6.4.2.3 Discussion sur la plasticité aux variations environnementales

Les résultats de cette partie soulignent la complémentarité d’AMP et ER pour caractériser
la plasticité des génotypes aux différentes variables environnementales, a différentes échelles
de temps. En effet, ces deux parametres, associés a deux composantes du signal de micro-
variations du rayon (le fonctionnement hydrique pour AMP et la croissance pour ER), se sont
révelés trés peu corrélés entre eux. Ces fonctionnements différents sont confirmes au niveau
des liens avec les variations environnementales. De maniere genérale, AMP est corrélée
positivement au VPD et au RG, et négativement a REW, avec une interaction entre VPD et
REW significative pour la moiti¢ des génotypes. Ceci est cohérent avec ce que traduit I’AMP
c.-a-d. principalement le déstockage/stockage d’eau au niveau du tronc. Ces corrélations
relativement fortes a 1’échelle journaliére diminuent lorsque le niveau d’intégration augmente.
A T’inverse, ER est peu corrélé aux variables environnementales, que ce soit a ’échelle
journaliére, hebdomadaire ou mensuelle. Une augmentation des niveaux de corrélation a
I’échelle de la semaine par rapport a 1’échelle journaliére est néanmoins visible. Elle
s’accompagne d’effets significatifs du RG, de REW et de I’interaction entre REW et VPD
pour la majorité des génotypes. Parallelement a ces tendances générales, une variabilité
importante entre génotypes a également été mise en évidence dans cette descendance, a la fois
sur les paramétres (AMP et ER) et sur leurs corrélations avec les variables environnementales.
Cette variabilité est associée a un classement des génotypes différent que ce soit entre
parametres, ou entre les parametres et leurs corrélations avec les variables environnementales
(Figure 6.13). Cette différence suggére un contrdle génétique différent pour ces deux

parametres, ainsi que sur leurs réponses a I’environnement.
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Figure 6.14 : Localisation des QTL détectés pour les paramétres AMP et ER pour les deux parent E.g (g) et E.u

(u). Ces deux parametres sont calculés a différentes échelles de temps : jour (j) semaine (s) et mois (m) et
moyennés sur I’ensemble de la période d’étude. Les corrélations entre ces deux paramétres et les variables
environnementales sont également présentées. Les caractéres associés a AMP sont présentés en bleu et ceux
associés a ER en vert. Le seuil de significativité des QTL est de 5% au niveau du génome.
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6.4.3 Architecture génétique des micro-variations du rayon

L’architecture génétique des micro-variations du rayon a été analysée sous deux angles
différents. Le premier utilise des caracteres intégrateurs (AMP et ER moyens) et des
indicateurs de la plasticité aux variables environnementales (coefficients de corrélation). Le
deuxiéme compare 1’architecture génétique des parameétres journaliers (AMP et ER) sur deux

semaines contrastées.

6.4.3.1 Analyse QTL des paramétres moyens et de leur plasticité

Dans cette premiére approche, les parametres AMP et ER moyennés sur les deux années
d’étude, ainsi que les coefficients de corrélation entre parametres et variables
environnementales ont été utilisés. L’analyse QTL sur ces caracteres a permis de mettre en
évidence 23 et 11 QTL pour le parent E.u et le parent E.g respectivement (Figure 6.14,
Tableau S6.6). Pour E.u, ces QTL sont associés a 21 caractéres répartis entre AMP (52%) et
ER (48%). A I’inverse, pour E.g, sur les 10 caractéres présentant des QTL, un seul est associé
a ER et les 9 autres sont associés a AMP. Le pourcentage de variance expliqué par un QTL
varie entre 3.5% et 7% pour E.u, et entre 3.7% et 9.1% pour E.g. Les QTL d’E.u sont répartis
sur 6 LG (2, 3,4, 5, 6 et 10) et ceux d’E.g sur 4 LG (4, 8 et 9). Pour les paramétres moyens,
seulement deux régions génomiques ont été mises en évidence : une sur le LG5 a 8.2 ¢cM pour
ER (E.u) et I’autre sur le LG5 a 8.2 ¢cM pour ER (E.g). Pour les corrélations, 9 régions
génomiques ont été mises en évidence pour E.u et 5 pour E.g. Parmi ces 14 régions, 4 sont
associées a des corrélations avec plusieurs variables environnementales. La premiére sur le
LG2 (86.5 cM, E.u) est associee a des QTL de corrélation entre AMP et TC, et entre ER et
REW. La seconde sur le LG2 (54.1-55.3 cM, E.g) rassemble des QTL de corrélation entre
AMP et TC ou VPD. La troisieme est sur le LG3 (5.82 cM, E.u) et comporte des QTL de
corrélation entre AMP et TC, VPD ou RG. Enfin la quatrieme région est sur le LG4 (5.1-6.6
cM, E.u) et associe des QTL de corrélation entre ER et TC ou VPD.

6.4.3.2 Analyse QTL des parametres dans deux environnements contrastés

Dans cette seconde approche, I’architecture génétique des paramétres journaliers AMP et

ER est analysée sur deux semaines contrastées au niveau de la disponibilité en eau du sol
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Figure 6.15 : Heatmap des LOD score le long des 11 LG du génome d’E.u. L’ensemble des caractéres des
deux semaines est représenté. La classification hiérarchique des caractéres est réalisée sur la base des valeurs
de LOD score avec la méthode Ward et une distance euclidienne. En rouge LOD>3.5, en orange 3.5>LOD>
2.5 et en gris LOD<2.5.
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et de la demande évaporatoire. La semaine S1 est caractérisée par une forte demande
évaporatoire et une disponibilité en eau importante. La semaine S2 présente une trés faible

disponibilité et une demande évaporatoire moyenne.

Au total, 20 QTL ont été cartographiés pour le parent E.u et 8 pour le parent E.g (Tableau
S6.7). La majorité des QTL détectés le sont pour le paramétre AMP chez les deux parents
avec 95% pour E.u et 75% pour E.g. Les QTL expliquent en moyenne 7.1% et 6.9% de la
variabilité phénotypique, et au maximum 9.4% et 7.8% respectivement pour, E.u et E.g. Leur
répartition sur le génome est assez restreinte puisque seulement 4 LG (3, 6, 8 et 9) sont
impliqués pour E.u et 2 LG (8 et 10) pour E.g. De plus, pour E.u deux hotspots localises sur le
LG3 (10.8-12.7 cM et 43.2-45 cM) regroupent 45% et 35% des QTL détectés pour ce parent.
De facon similaire, pour E.g un hotspot localise sur le LG8 a 25.8 cM rassemble 75% des
QTL détecté pour ce parent. Un effet marqué de I’environnement sur 1’architecture génétique
d’AMP est visible chez les deux parents. En effet, pour le parent E.g aucun QTL n’a été
détecté pour S1. Pour E.u les deux hotspots situes sur le LG3 sont spécifiques a une seule
semaine (Figure 6.15). Cette différence d’architecture génétique entre S1 et S2 indique une
interaction QTL x environnement forte et donc un effet marqué de la saison sur le contrdle

génétique d’AMP.

6.5 Discussion

6.5.1 La croissance ponctuelle et les parametres du cycle circadien

Cette étude a permis d’avoir une vision exhaustive de la dynamique de croissance et de sa
variabilité au sein de la descendance, grace d'une part aux mesures ponctuelles sur 960
génotypes, et d'autre part a la caractérisation en continu des micro-variations du rayon sur un
sous ensemble de 222 génotypes. Le lien entre les différentes échelles d’analyse de la
croissance a donc pu étre analysé (Figure S6.8). AMP est corrélée négativement aux mesures
ponctuelles de hauteur et de diametre (au maximum -0.34 pou D22). Pour ER, les corrélations
sont positives avec un maximum de 0.51 pour la corrélation entre I’accroissement obtenu a
partir des données de micro-dendrométrie et 1’accroissement en diamétre sur la méme période.
Cette différence peut s’expliquer par le fait que la croissance radiale n’est pas uniforme sur
toute la circonférence du tronc et notamment a la base du tronc (hauteur ou la mesure est
effectuée). La mesure de croissance a partir des micro-dendrometres de type ponctuel est

sous-estimée par rapport a la mesure ponctuelle de croissance. Bien que cet inconvénient ait
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été rapporté [2, 28], peu d’études mettent en lien les deux types de mesures sur autant
d'individus. Certaines études mettent en relation la mesure de micro-dendrométres avec la

formation de bois (taille des cernes) et montrent une bonne concordance entre les deux [11].

6.5.2 Relations entre les paramétres du cycle circadien et les variables
environnementales

Les mécanismes physiologiques reliés au cycle circadien sont étudiés depuis plusieurs
décennies et sont intrinsequement liés aux mouvements et au stockage de I'eau dans les tissus
élastiques du tronc [9]. Dans cette étude, le choix a été fait de n’utiliser que deux paramétres
(AMP et ER) pour caractériser le cycle circadien des micro-variations du rayon. De
nombreuses €tudes utilisent I'un et/ou ’autre de ces parametres pour mettre en lien la
croissance, le fonctionnement hydrique de 1’arbre et les variables environnementales [6, 11,
12, 29, 30]. 1l existe cependant d’autres paramétres, comme la pente de contraction ou la
durée des différentes phases du cycle circadien [2, 5, 31]. Une autre approche consiste a
retirer la tendance générale de croissance présente dans le signal, ce qui permet ainsi d'obtenir
le fonctionnement hydrique "pur" de I’arbre [32]. De fait, toute la variabilité du signal n’a pas
été explorée dans cette étude. Néanmoins, ces deux paramétres ont permis de mettre en
évidence ’effet des variables environnementales sur le signal de micro-variations. En effet,
des corrélations positives fortes a I’échelle journaliere entre VPD et AMP ont ét¢ montrées
dans cette étude, soulignant I’effet prépondérant de la demande évaporatoire sur AMP. Cette
correlation entre VPD et AMP a été montrée chez différentes especes. Par exemple,
Deslauriers et al. [11] ont mis évidence des corrélations de 0.48 a 0.69 entre ces deux
caractéres sur Larix decidua, Pinus cembra et Picea abies. Sur Pseudotsuga menziesii, une
correlation de 0.89 est mise en évidence entre VPD et AMP sur la période de vegétation [29].
Cette corrélation est attendue du fait du lien étroit entre la transpiration de I’arbre et
I’amplitude de contraction journali¢re [3, 11]. Dans une moindre mesure, la température et le
rayonnement (variables corrélées au VPD) ont également été reliés a ’AMP dans cette étude.
Cet effet de la température sur AMP a été rapporté dans plusieurs études, avec des proportions
variables, selon ’espéce ou la période considérée [11, 12, 29]. Les précipitations et le contenu
en eau du sol ne sont quant a eux que tres peu reliés a AMP. Bien que ce résultat ne soit pas
nécessairement attendu, il a également été rapporté sur plusieurs espéces de région tempérée
[11]. Contrairement a AMP, de faibles corrélations entre ER et les variables
environnementales a 1’échelle journaliére ont été mises en évidence dans cette étude. Des

résultats plus contrastés ont été rapporté sur Abies balsamea, avec des corrélations positives
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pour les précipitations et la température maximale, décomposées suivant les phases du cycle
circadien [6]. Une approche plus détaillée sur les variables environnementales pourrait donc
permettre d’affiner le lien entre ER et l'environnement au niveau journalier. Par ailleurs, le
lien entre ER et les variables environnementales est renforcé par le changement d’échelle
(semaine, mois), notamment pour TC, RG et PP, corrélés positivement avec ER. Cet effet du
climat a plus long terme a également été montré sur Picea abies avec une intégration sur cing
jours [7]. Les auteurs ont mis en évidence des corrélations positives avec les précipitations et
le contenu en eau du sol, et négatives avec la demande évaporatoire et la température. Des
résultats similaires ont également été rapportés par Zweifel et al. [33]. Ils montrent une
corrélation positive entre I’accroissement en rayon et la pluviométrie sur des périodes de dix

jours.

Parallelement a I’effet de I’environnement sur les parametres, une variabilité importante
entre genotypes a été montrée, pour les relations entre les paramétres du cycle circadien et les
variables environnementales. Cette différence a été utilisée pour caractériser la plasticité des
génotypes face aux variations de la demande évaporatoire et de la disponibilité en eau du sol.
A notre connaissance, cette étude est la seule & présenter la variabilité intraspécifique sur une
population aussi large pour ce type de caractére. En effet la plupart des études comparent des
especes differentes [5, 11, 13, 31, 32] ou des conditions environnementales différentes [12,

34, 35] mais ne s’attachent pas a décrire la variabilité interindividuelle comme ¢’est le cas ici.

6.5.3 L’architecture génétique de la croissance et de la plasticité des micro-
variations radiales

Dans un premier temps, les résultats sur I’architecture génétique de la croissance totale ont
permis de confirmer I’effet de la taille de la population sur la détection de QTL (effet Beavis
[36, 37]). Un plus grand nombre de QTL par caractére ainsi que des pourcentages de variance
expliquée plus faibles ont été mis en évidence grace a ’effectif de 960 individus. Ces résultats
bien qu’attendus soulignent le déterminisme polygénique de la croissance. Par ailleurs, le lien
entre architecture génétique des accroissements au jeune age et celle de la croissance totale a
I'dge de rotation, mise en évidence dans le chapitre 3, semble se confirmer dans ce chapitre

sur les trois premieres années de croissance.
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Dans un second temps, I’analyse des variations journaliéres du rayon, en relation avec les
variables environnementales, nous a permis de déterminer les régions génomiques impliquées
dans le contrdle génétique de la plasticité des paramétres du cycle circadien au sein de la
descendance hybride E. urophylla x E. grandis. Plusieurs QTL ont été mis en évidence pour
ces caracteres de réponse a l'environnement, montrant ainsi un contrble génétique de
I'interaction GXE. Ce contrdle génétique s'est révélé étre tres différent entre AMP et ER, avec
seulement un QTL commun entre les deux paramétres. On retrouve donc au niveau génétique
la différence de plasticité entre AMP et ER mise en évidence au niveau phénotypique. Ceci
renforce l'idée que bien ces deux parameétres soient issus du méme signal de micro-variations,
ils traduisent un fonctionnement différent. De plus, que ce soit pour AMP ou pour ER, les
régions génomiques associées a la demande évaporatoire (VPD, RG, TC) sont distinctes de
celles associées a la disponibilit¢ en eau (REW, PP). Ce résultat suggére un controle
génétique différent entre la réponse a la demande évaporatoire au niveau du systéme aérien et
celle a la disponibilité en eau au niveau du systéme racinaire. Chez les arbres forestiers,
aucune éetude QTL n'a analysé a ce jour l'architecture génétique de la réponse a ces deux types
de contraintes. Chez le mais, un determinisme génétiqgue commun entre ces deux types de
réponse a eté mis en évidence grace a l'étude de la plasticité de la croissance foliaire [38].
Bien que le matériel veégétal soit tres différent (pérenne vs. annuelle), ces resultats montrent
gu'en fonction du niveau d'intégration (organe, plante entiere), les conclusions peuvent étre
différentes. En effet, cette étude est centrée sur un seul organe (feuille), dont la croissance est
sensible aux deux types de contrainte. Dans notre cas, la micro-variation du tronc integre
différents processus liés au fonctionnement hydrique de l'arbre (transpiration au niveau
foliaire, absorption racinaire,...). Il serait intéressant d'analyser le contenu en geéne de ces
régions, afin de déterminer si les genes potentiellement impliqués sont associés a des

fonctions distinctes ou similaires.

Par ailleurs, I’origine de la variabilité génétique fonctionnelle, au sein de ce croisement,
semble différente en fonction du parent considéré. En effet, un seul QTL pour ER a été
détecté pour le parent E.g et un nombre plus faible de régions a été mis en évidence pour
celui-ci. Méme s’il est difficile d’extrapoler ces résultats au niveau des deux especes (E.u et
E.qQ), la différence d’adaptation aux conditions congolaises [39], va dans le sens d’une réponse

contr6lée principalement par la variabilité allélique du parent E.u.
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Figure 6.16 : Localisation des QTL de 8"3C (en orange) et des
QTL associés a ER (en vert) sur le LG4 de E.u pour la carte
consensus (C) entre P93 et P97 et la carte génétique du
dispositif P10.
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Figure 6.17 : Colocalisation entre des QTL de propriétés du bois (dispositif P93) et des paramétres de
micro-variations du rayon (dispositif P10) sur le LG3 du parent E.u. Pour le dispositif P10, les QTL
associés a l'amplitude en saison des pluies (S1) sont en bleu foncé, ceux associés & I'amplitude en saison
seche (S2) sont en orange, et ceux associés aux corrélations entre I'amplitude et les variables
environnementales sont en bleu clair. Pour le dispositif P93, les données sont issues de [40]. Les QTL pour
le Pilodyn (Pil et Pil_u = sous écorce) sont en marron, ceux pour la micro-densitométrie moyenne (uD)
sont en kaki, ceux pour le module d'élasticité sont en noir et celui pour le rapport S/G en gris.
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6.5.4 Lien entre l'architecture génétique des micro-variations et celle du &C
ainsi que celle des propriétés du bois

L’analyse des colocalisations entre les caractéres issus du signal journalier et d’autres
traits, comme le 5'°C (chapitre 5) et les propriétés du bois [40], a révélé la richesse de
I’information contenue dans ce signal journalier en termes de variabilit¢ génétique. Trois

colocalisations intéressantes ont été mises en évidence.

La premiére colocalisation, entre le 5'°C et la réponse d'ER au VPD et & RG est située sur
le LG4 d'E.u (Figure 6.16). L'optimum de LOD du QTL de &'°C en saison séche est
étroitement associé a celui de deux QTL de réponse d'ER a RG, a I'échelle de la journée et de
la semaine (J.RG.e et Sm.JG.e). Comme montré par ’analyse d’enrichissement GO (chapitre
5), les QTL de 8*3C de saison séche semblent traduire une réponse des arbres au stress durant
la premicre saison seéche. Cette colocalisation avec un QTL de réponse d’ER avec le
rayonnement global est intéressante, car le rayonnement est plus faible en saison seche (cf.
§6.4.1). Ce résultat est en phase avec les corrélations observées entre diamétre et 5**C de
saison séche. Cette réponse au stress de saison seche pourrait étre une réponse combinée,
entre une contrainte hydriqgue marquee a cette saison et un rayonnement incident limitant,
révélant les différences entre génotypes. Méme s’il est difficile de conclure sur ces
colocalisations, une liaison étroite entre geénes semble étre I’hypothése la plus probable au

regard des optimums de LOD pour ces QTL.

Deux autres colocalisations situées sur le LG3 (E.u, Figure 6.17) apportent des éléments
de comprehension supplémentaires sur la variabilité génétique du signal journalier. En effet,
les deux régions de QTL majeures pour les propriétés du bois (notamment la micro-
densitomeétrie moyenne sur le rayon a cing ans) qui ont été mises en évidence sur ce LG [40],
semblent correspondre a deux régions QTL pour I'amplitude journaliére. De plus, ces régions
QTL pour I'amplitude sont associées a deux semaines contrastées au niveau du climat (saison
séche vs saison des pluies). Un déterminisme génétique commun entre les propriétés du bois
et Pamplitude de contraction journaliere du tronc est cohérent avec le fonctionnement
physiologique de l'arbre. En effet, les micro-variations du rayon ont été mises en relation avec
les propriétés du bois, comme la densité ou l'angle des microfibrilles [34, 41]. Par ailleurs ces
études sur E. nitens montrent que la réduction de la disponibilité en eau s'accompagne d'une
réduction de la croissance et d’une augmentation de la densit¢ du bois. Ces deux
colocalisations illustrent que la réponse de l'arbre a la contrainte hydrique aurait un

déterminisme génétique spécifique, avec une incidence sur les propriétés du bois. La
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variabilité génétique associée a I'amplitude de contraction journaliére observée au jeune age,
caractere lié a I'élasticité des tissus périphériques (comme le phloéme ou le cambium) [42],

pourrait expliquer a plus long terme les différences génétiques des propriétés mécaniques du
bois au stade adulte.
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Figures et tableaux additionnels
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Figure S6.1: Diagramme des corrélations (Spearman) pour les mesures ponctuelles (D , HT) et les accroissement
associés. La distance entre les cercles représente la structuration des corrélations entre variables. L’intensité et la
couleur des traits entre les cercles indiquent la valeur de la corrélation : en orange les corrélations positives, en
bleu les corrélations négatives, et plus le trait est fonce plus la corrélation est forte. Les cercles sont en bleu pour
D, en rouge pour HT, pour les accroissements en violet pour D et en vert pour HT.
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Figure S6.2: Distribution des coefficients de corrélation entre les
accroissements en diamétre et 1’Ipy pour I’ensemble des génotypes.
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Figure S6.3 : Evolution du LOD score au cours du temps au niveau de trois régions
QTL. (a) Le LG4 4 10.3 cM et (b) le LG8 & 40.3 cM pour E.u. (c) le LG8 a4 40.3 cM
pour E.u. HT est indiquée en orange avec des cercles et D en violet avec des
triangles. La croissance cumulée est représentée en traits pointillés et les
accroissements en traits pleins. Les bandes verticales orange indiquent les saisons
séches.
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Figure S6.4: Evolution de I’amplitude journaliere (AMP, a) et de 1’accroissement net du rayon (ER, b). La

, b).
moyenne sur I’ensemble des arbres suivis est représentée par jour (trait noir), par semaine (trait bleu) et par
mois (trait orange). Les bandes verticales orange indiquent les saisons séches.
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Figure S6.5 : Evolution des corrélations entre AMP et ER sur I’ensemble des génotypes par jour (trait noir),
par semaine (trait bleu) et par mois (trait orange). Les bandes verticales orange indiquent les saisons seches
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Figure S6.6: Evolution du coefficient de corrélation de Pearson (r) entre les paramétres journaliers (AMP en bleu
ou ER en vert) et les variables environnementales journalieres. Les corrélations sont calculées sur la semaine

(trait plein) ou le mois (trait pointillé) sur I’ensemble des génotypes. La valeur journaliére est le maximum pour
TC, la moyenne pour VPD, RG et REW, et la somme pour PP.
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Figure S6.7 : Distribution des coefficients de corrélation de Pearson (r) entre les paramétres (AMP en bleu ou ER
en vert) et les variables environnementales sur 1’ensemble de la période. Les corrélations sont calculées pour
chaque génotype sur toute la durée de 1’expérimentation, avec les données journaliéres cumulées a la semaine ou
au mois. La valeur journaliere est le maximum pour TC, la moyenne pour VPD, RG et REW, et la somme pour
PP. Les chiffres indiquent le pourcentage de génotypes présentant une corrélation significative.
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Figure S6.8 : Diagramme des corrélations (Spearman) pour les caracteres de micro-variations (AMP et ER) et de
croissance ponctuelle (HT et D). La distance entre les cercles représente la structuration des corrélations entre
variables. L’intensité et la couleur des traits entre les cercles indiquent la valeur de la corrélation : en orange les
corrélations positives, en bleu les corrélations négatives, plus le trait est foncé plus la corrélation est forte. Les
cercles roses représentent AMP moyenne sur I’ensemble de la période d’étude pour les données journalieres (j)
et pour les cumuls sur la semaine (sc) et le mois (mc). De la méme maniére ER est représenté en marron avec le
cumul total (t). En turquoise les corrélations entre AMP (a) et les variables environnementales a 1’échelle de la
journée (J) et de la semaine (Sc, Sm). Le méme code est utilisé pour ER (e) représenté en vert. HT est
représentée en violet et D en bleu. Seules les corrélations significatives sont représentées.
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Tableau S6.1 : Statistiques descriptives des caractéres de croissance ponctuelle (HT: hauteur, D: diamétre). Avec
le nombre de valeurs (N), minimum (Min), maximum (Max), moyenne, écart-type (SD) et le coefficient de
variation phénotypique (CVp).

Traits N Min Max Mean SD CVp
HT3 924 0.1 1.12 0.6 0.15 0.27
HT10 960 0.5 5.5 2.5 0.95 0.37
HT18 221 5 12.3 9.1 1.33 0.15
HT22 960 5.2 15.3 10.6 1.7 0.16
HT27 952 6.5 18.7 14 1.95 0.14
HT30 957 7.7 21 16 2.02 0.13
HT35 957 7.9 22.6 17.9 2.26 0.13
HT3 10 924 0.00 0.66 0.27 0.12 0.44
HT10 18 221 0.36 0.91 0.72 0.09 0.13
HT10 22 960 0.31 0.85 0.63 0.09 0.14
HT18 22 221 0.20 0.85 0.51 0.11 0.22
HT22 27 952 0.14 1.24 0.69 0.14 0.2

HT22_30 957 0.18 1.03 0.69 0.1 0.15
HT27_30 951 0.13 1.20 0.69 0.14 0.21
HT30 35 957 0.00 0.67 0.36 0.1 0.26
D3 600 1.1 17.8 5 2.1 0.42
D6 329 25 38.9 18 7.4 0.41
D10 959 5 80 33 14.45 0.43
D15 960 15 116 66 19.58 0.29
D18 960 27 155 90 22.51 0.25
D22 959 38 174 108 24.23 0.22
D27 958 48 192 128 26.6 0.21
D30 957 54 204 138 27.8 0.2

D35 957 57 226 148 29.26 0.2

D3 6 317 0 10.6 4.56 2.07 0.45
D3 10 599 0.5 9.1 4.23 1.85 0.44
D6_10 329 0.5 115 4,18 2.05 0.49
D10 15 959 1.8 10.1 6.59 1.46 0.22
D10 18 959 2.3 9.9 6.52 1.29 0.2

D10 22 958 2.3 9 5.85 1.09 0.19
D15 18 960 0.4 12.1 6.42 1.62 0.25
D18 22 959 0.4 9.7 4.45 1.06 0.24
D22 27 957 0.3 9.1 4.04 1.06 0.26
D22 30 956 0.4 7.2 3.84 0.88 0.23
D27 30 957 0.2 9 3.51 1.26 0.36
D30 35 957 0 5.4 1.98 0.73 0.37
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Tableau S6.2 : Matrice des coefficients de corrélation de Spearman pour les caractéeres de croissance ponctuelle. Seules les corrélations significatives sont indiquées
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HT10 51
HT18 29 81
HT22 35 .81 .94
HT27 .36 .80 .94 .94
HT30 35 .76 .92 .92 .97
HT35 34 75 .90 .90 .95 .97
HT3 10 .40.99 .80 .81 .80 .76 .74
HT10_18 31 .78 .75 .77 .77 .75 .30
HT10 22 .08 .37 .66 .82 .74 .75 .74 .38 [.86
HT18_22 .37 .16 .16 .16 .56
HT22 27 45 21 .24 16 .46 .43 .44 21 .30 .07.
HT22 30 .11 .12 .14 .10 .35 .44 .44 11 .23 .08 .82
HT27_30 -.08 .16 .14 -.08 .10 .49
HT30 35 .11 .21 24 27 .26 .44 .20 .22 .23 .18
D3 .84 57 .39 40 .39 .38 .36 .48 A1
D6 .50 .88 .63 .67 .67 .64 .63 .85 .18 .24 19 11 A7 71
D10 48 95 .76 .80 .78 .75 .74 .94 .29 .40 22 .14 .21 55 .88
D15 4391 .79 84 83 .81 .80 .90 .40 .50 .25 .18 .25 .48 .81 .96
D18 39 86 .77 .85 .85 .83 .82 .85 .44 .56 28 .21 27 43 .76 .91 .97
D22 37 81 .76 .84 84 .83 .82 .81 .45 57 .31 .25 .28 .38 .72 .87 .94 .99
D27 36 .78 .73 .82 .84 .83 .83 .78 .46 .58 .34 .29 31 .36 .69 .84 .92 .96 .98
D30 35 .77 .71 .81 .83 .83 .83 .76 .44 .58 .35 .31 .33 .35 .68 .82 .90 .95 .97 .99
D35 34 74 67 .78 .81 .81 .82 .73 .40 .56 .36 .32 .34 .33 .65 .79 .87 .93 .96 .98 .99
D3 6 35 .87 .62 .66 .67 .64 .62 .86 .17 .24 .19 .18 .56,.98 87 .81 .77 .73 .69 .68 .65
D3_10 32 93 .74 80 .77 .75 .72 .93 .28 .39 .18 .09 16 45 85 99 95 91 .87 .84 .81 .78 .86
D6_10 .26 .83 .70 .76 .73 .70 .68 .84 .34 .42 .19 15 40 64 .92 91 87 .84 .81 .79 .76 .65 .94
D10 15 .21 56 .44 69 .70 .68 .69 .56 .45 .59 .28 .22 .30 .16 .36 59 .78 .81 .81 .80 .80 .78 .36 .52 .54
D10 18 .18 .50 .51 .68 .70 .70 .69 .51 .46 .62 .13 .32 .28 .28 .14 38 53 .70 .82 .85 .85 .85 .84 .39 .52 .54 .88
D10 22 .16 .44 .46 .63 .66 .67 .67 .44 .44 61 .14 34 33 .11 .29 .09 .33 47 .63 .76 .83 .84 .84 .85 .35 .47 .49 .81 .96
D15 18 .07 .24 .42 42 45 47 .46 25 .36 .45 .26 .26 .11 .18 .28 .26 .36 .56 .61 .61 .62 .63 .29 .34 .37 .44 .80 .82
D18 22 .09 .17 25 .31 .34 .35 .09 .24 .33 30 .34 17 .22 12 20 .31 45 .47 49 51 A2 .15 .31 .47 .68 .55
D22 27 .11 .17 .18 .27 .34 .37 .40 .17 .23 30 .16 .32 .38 .19 .32 A7 22 28 31 .34 49 50 53 .15 .22 .23 .33 .37 .40 .29 .36
D22 30 .10 .19 .19 .30 .38 41 .44 19 .20 .33 .15 .38 .43 .20 .36 15 22 29 34 37 49 56 .58 .13 .17 .18 .36 .42 .45 .35 .40 .84
D27 _30 13 20 .25 27 29 .12 .22 .27 .31 .13 .26 12 .16 .20 23 .24 35 .35 24 28 30 .24 .27 .20 .66
D30 35 .09 .10 A1 .15 .16 .20 .08 12 21 24 11 .29 A2 16 .21 .26 .31 .31 42 .10 .23 .30 .35 .30 .39 .44 .42 .20
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Tableau S6.3 : QTL détectés pour les caractéres de croissance ponctuelle.

Position Modele PEV

Parent Caractere n LG (cM) LOD BCI QTL PEV tot D
HT22 960 4 8.47 3.04 0-455 1 1.28 - 0.38
HT10 22 960 2 7.89 3.48 0-64 1 1.47 - 0.02
D10 959 5 50.75 315 42-645 1 1.19 - -3.16
D18 960 2 42.04 392 305-57.8 2 134 269 531
D18 960 3 78.84 3.35 685-87 2 129 269 -512
D22 959 2 42.04 52 31-475 3 207 487 7.14
D22 959 3 78.84 397 685-85 3 158 4.87 -6.09
D22 959 5 50.45 282 40.3-66 3 141 487 -579
D27 958 2 42.04 586 34.3-48 3 243 547 85
D27 958 3 78.84 449 68.8-84.2 3 186 547 -7.27
D27 958 8 5.32 296 0-69.7 3 15 547 -6.57
D30 957 2 42.04 458 27.9-531 3 218 544 84
D30 957 3 78.84 447 68.5-83.8 3 187 544 -761
D30 957 8 5.32 3.83 0.8-235 3 176 544 -741
D35 957 2 42.04 504 31.1-49 3 242 562 9.32
D35 957 3 74.51 437 68.1-82 3 179 562 -7.85
D35 957 8 5.32 4 05-225 3 1.87 562 -8.06
D10_15 959 2 31.7 278 3-712 4 122 512 0.33
D10_15 959 3 78.55 285 655-87 4 124 512 -0.33
D10_15 959 8 15.87 3.3 24-35 4 155 512 -0.36
E.g D10_15 959 10 41.62 329 17-615 4 142 512 -0.35
D10_18 959 2 34.55 332 2-685 4 145 6.78 0.32
D10_18 959 3 78.84 457 68-85 4 202 6.78 -0.37
D10_18 959 8 15.87 476 45-245 4 222 6.78 -0.39
D10_18 959 10 20.72 3.46 8.5-59.6 4 159 6.78 -0.33
D10 22 958 2 34.55 475 27-56.5 3 218 6.02 0.33
D10_22 958 3 78.84 482 67-815 3 205 6.02 -0.31
D10_22 958 8 15.87 431 45-245 3 203 6.02 -0.31
D15 18 960 3 78.84 359 67.5-86.7 2 145 314 -0.39
D15 18 960 8 13.5 418 3-239 2 178 314 -043
D18 22 959 2 31.11 766 27-36.5 2 334 491 04
D18 22 959 3 74.51 322 645-81 2 144 491 -0.26
D22_27 957 3 74.51 3.2 32-87 2 15 3.09 -0.26
D22_27 957 7 14.75 342 2-245 2 147 3.09 0.26
D22 30 956 5 14.79 3.09 0-25 4 131 6.64 0.2
D22 30 956 6 1.97 3.3 0-135 4 145 6.64 -0.21
D22 30 956 7 14.75 434 36-27 4 201 6.64 0.25
D22 30 956 8 91.3 317 08-% 4 146 6.64 0.21
D27_30 957 8 9.96 318 0-935 1 1.39 - -0.3
D30_35 957 7 58 3 47 - 69.7 2 14 32 017
D30_35 957 10 38.86 3.61 31.4-525 2 168 32 -0.19
HT3 924 10 10.46 465 53-24 1 1.84 - 0.04
HT10 960 4 51.35 294 0-56.5 1 1.31 - -0.22
HT22 960 4 52.5 45 50-555 1 2.06 - -0.49
HT27 952 4 52 545 49-555 1 2.46 - -0.62
HT30 957 4 51 6.16 32-55.1 2 284 412 -0.68
HT30 957 5 45.57 3.28 295-62 2 145 412 -0.49
HT35 957 4 51 583 7-555 2 25 396 -0.72
E.u HT35 957 5 45.77 324  33-67 2 1.63 396 -0.58
HT10 22 960 4 54.5 3.89 47-56.5 1 1.64 - -0.02
HT22_27 952 4 28.26 486 6.5-345 3 22 529 -0.04
HT22_27 952 5 33.54 3.76 25-66.5 3 194 529 -0.04
HT22_27 952 8 54.46 3.39 41.8-103.7 3 1.63 529 -0.04
HT22_30 957 2 101.23  3.15 78.3-105.5 3 144 7.04 0.02
HT22_30 957 4 29.5 761 13.7-34 3 331 7.04 -0.04
HT22_30 957 5 63.5 562 32-67 3 264 7.04 -0.03
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Position Modele PEV
(cM) LOD BCI QTL PEV tot D

r—
®

Parent Caractére n

HT27_30 951 4 31 311 3.2-443 3 141 435 -0.03
HT27_30 951 5 46 3.02 31-7438 3 139 435 -0.03
HT27_30 951 8 41.26 3.51 30.9-505 3 159 435 0.04
HT30_35 957 2 98.27 3.06 79.5-104.3 4 137 754 0.02
HT30_35 957 3 76 41 55-827 4 197 754 -0.03
HT30_35 957 5 66.42 546 62-7438 4 242 754 -0.03
HT30_35 957 10 0.49 4.47 0-26 4 192 754 0.03
D10 959 4 52 3.39 443-56.5 1 1.58 - -3.66
D15 960 4 52 3.63 5.1-56.5 1 1.71 - -5.17
D18 960 4 52 3.62 4.8-56.5 1 1.78 - -6.06
D22 959 4 52 339 1.1-56.5 1 1.69 - -6.35
D27 958 3 53.58 295 443-82 3 13 457 -6.07
D27 958 4 10.33 3.58 4 -55 3 1.65 457 -6.84
D27 958 8 40.37 3.05 0-59 3 143 457 6.36
D30 957 4 10.33 346 3.4-547 2 163 324 -7.11
D30 957 8 40.37 3.05 13-679 2 158 324 6.99
D35 957 8 40.37 345 135-475 1 1.93 - 8.13
D10_15 959 4 7.1 3.62 0-31 1 15 - -0.36
D10_18 959 4 10.33 438 1-305 2 194 36 -0.36
D10_18 959 8 40.37 3.52 28.4-755 2 163 36 033
E.u D10_22 958 4 10.33 383 05-31 2 203 456 -0.31
D10_22 958 8 40.37 478 29.5-69.6 2 248 456 0.34
D15_18 960 8 40.37 39 305-726 1 191 - 0.45
D18_22 959 1 52.42 3.86 48-60 3 159 573 027
D18_22 959 3 53.58 29  47-827 3 117 573 -0.23
D18_22 959 8 23.21 564 17-405 3 265 573 035
D22 27 957 1 65.9 3.95 485-74.2 5 191 10.09 0.29
D22_27 957 3 66.24 595 55-827 5 2.64 1009 -0.34
D22 27 957 7 41.08 477 305-485 5 212 10.09 -0.31
D22_27 957 9 27.5 401 225-37 5 1.85 10.09 0.29
D22_27 957 10 3 3.72 0-105 5 1.69 10.09 0.28
D22 30 956 1 65.9 423 48.9-74.2 4 1.78 6.98 0.24
D22 30 956 3 73.34 3.18 45-87 4 138 6.98 -0.21
D22 30 956 7 38.89 3 27-49 4 122 698 -0.2
D22 30 956 9 3171 439 22-36 4 239 6.98 0.27
D30_35 957 1 65.99 35 51-717 4 16 7.79 019
D30_35 957 5 60.34 3.79 345-65.5 4 171 779 -0.19
D30_35 957 7 33.43 423 215-46 4 205 779 -0.21
D30_35 957 8 3111 5.89 20.5-40.5 4 251 779 0.23
IDM 944 9 37.5 467 225-41 1 2.29 - 0.06

Nombre de génotype (n), Groupe de liaison (LG), position de I’optimum du QTL (cM), intervalle de confiance
(BCI), pourcentage de variance expliqué par un QTL (PEV, %) et effet de substitution allélique (D).

256



6 Architecture génétique de la dynamique croissance

Tableau S6.4 : Moyennes et intervalles sur les deux années d’essai des coefficients de corrélation (Pearson) entre
les parameétres journaliers pour 1’ensemble des arbres (AMP ou ER) et les variables environnementales
journaliéres. Les coefficients de corrélation sont calculés sur deux périodes : la semaine ou le mois. La valeur
journaliéere est le maximum pour TC, la moyenne pour VPD, RG et REW, et la somme pour PP.

AMP ER
Moyenne Moyenne
(écart type) Intervalle % (écart type) Intervalle %
TC Semaine 0.5(0.17) -0.02,0.85 88.7 -0.07 (0.18) -0.53,0.32 783
TC Mois 0.52(0.1) 0.33,0.72 100 -0.04 (0.15) -0.42,0.2 83.3
VPD  Semaine 0.57 (0.15) 0.21,0.88 93.4 -0.12 (0.18) -0.56,0.3 79.2
VPD  Mois 0.61 (0.09) 0.42,0.84 100 -0.09 (0.16) 043,017 917
RG Semaine 0.56 (0.17) -0.18,0.87 12.3 -0.13(0.2) -0.63,0.36 72.6
RG Mois 0.58 (0.1) 0.39,0.8 4.2 -0.08 (0.15) -0.4,0.18 91.7
PP Semaine -0.26 (0.25) -0.82,0.35 97.2 0.1(0.21) -0.32,0.57 81.1
PP Mois -0.25 (0.12) -0.54,-0.02 100 0.11 (0.14) -0.24,0.36 91.7
REW  Semaine 0.01 (0.29) -0.63,0.77 349 -0.06 (0.2) 071,052 774
REW  Mois -0.08 (0.16) -0.3, 0.27 25 -0.04 (0.14) -0.41,0.23 87.5

Tableau S6.5: Moyenne, I'écart type et l'intervalle sur la période d’étude des coefficients de corrélation
(Pearson) entre les parameétres journaliers (AMP ou ER) et les variables environnementales journalieres par
génotype. Les coefficients de corrélation sont calculés a 1’échelle de la journée, de la semaine et du mois. Pour

ces deux derniéres échelles la moyenne (m) et le cumul (c) sont présentés.

AMP ER

Variable  Période Moyenne Intervalle % Moyenne Intervalle %

TC Jour m 0.39(0.13) -0.04,068 99.1 0.25(0.12) -0.17,051 9438
TC Semaine  m 0.27 (0.19) -0.27,069 642 0.32(0.14) -0.15, 0.64 84

TC Semaine ¢ 0.25(0.19) -0.2,0.72 59.9 0.22(0.14) -0.17,0.63 56.1
TC Mois m 0.24 (0.23) -0.3,0.77 259 0.34(0.15) -0.19,0.69 3538
TC Mois c 0.16 (0.24) -0.4,0.73 16 0.25(0.16) -0.18,0.71 151
VPD Jour m 0.66 (0.09) 0.4,0.86 99.5  0.01(0.08) -0.24,022 30.7
VPD Semaine m 0.56 (0.14) 0.14,0.85 99.1 0.11(0.12) -0.21,043 212
VPD Semaine ¢ 0.5(0.14) 0.03,0.77 97.6 0.1(0.12) -0.21,042 226
VPD Mois m 0.48 (0.19) -0.06, 0.88 66 0.15 (0.15) -0.23,0.51 4.7
VPD Mois c 0.44 (0.18) -0.11,0.84 575 0.14(0.15) -0.24,0.49 3.3
RG Jour m 0.47 (0.13) 0.11,0.79 99.5  0.18(0.09) -0.12,042 929
RG Semaine  m 0.3(0.2) -0.17,0.8 679 0.38(0.14) -0.29,0.72 925
RG Semaine ¢ 0.27 (0.21) -0.18,0.81  61.8 0.36(0.13) -0.03, 0.66 91

RG Mois m 0.25 (0.26) -0.34,0.87 311 0.41(0.16) -0.36,0.79 538
RG Mois c 0.21(0.28) -0.37,0.88 302 0.41(0.14) -0.02,0.74 514
PP Jour m  -0.19 (0.04) -0.27,-0.08  99.1  0.16 (0.06) -0.02,0.31 92

PP Semaine m  -0.19(0.11) -0.42,0.18 528 0.34(0.11) -0.02,0.57 90.6
PP Semaine ¢ -0.19 (0.12) -0.48,0.28 542 0.32(0.11) 0.01,058  89.6
PP Mois m  -0.09 (0.18) -0.47,0.41 1.9 0.42 (0.14) -0.05, 0.75 59

PP Mois c -0.1(0.19) -0.5,0.52 3.8 0.41 (0.14) 0.05,0.78 533
REW Jour m  -0.12(0.12) -0.44,029 69.8 0.19(0.11) -0.14,057 858
REW Semaine  m -0.2 (0.17) -0.59,034 519 0.25(0.13) -0.13,0.66 68.4
REW Semaine ¢ -0.16 (0.17) -0.52,035 46.2 0.25(0.13) -0.12, 0.66 66

REW Mois m  -0.21(0.21) -0.75,0.44 198 0.25(0.15) -0.15,0.75 146
REW Mois c -0.17 (0.22) -0.65,043 146  0.27(0.15) -0.13,0.75 175
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Tableau S6.6: QTL détectés pour les paramétres AMP et ER et leurs corrélations avec les variables
environnementales (TC, RG, VPD, PP, REW). Les paramétres a la journée (j) ou cumulés sur la semaine (sc) ou
le mois (mc) sont moyennés sur toute la période d’essai. Les corrélations sont celles sur les données journaliére
(J) ou les moyennes (Sm) ou les cumuls (Sc) par semaine

Parent Caracttre n LG Position cM) LOD  BCI Mggi'e PEV PEVtot D
AMPj 210 8 532 551 13-145 1  7.68 11
AMPsc 210 8 473 505 05-145 1 655 81
AMPmc 210 8 473 506 05-145 1 655 351
JTCa 210 2 55 374 445-787 1 692 0.07
SmTCa 210 2 7651 289 46-875 1 525 10.09

Eg JVPDa 210 2 541 473 46-64 1 908 10.06
SmVPDa 210 2 546 384 46-645 1 8.1l 0.08
ScVPDa 210 2 5528 434 46-665 1 6.88 0.07
JPPa 210 4 5678 295 39-619 2 366 1041 -0.01
JPPa 210 8 2773 348 135-355 2 7.6 1041 -0.02
JPPe 210 9 559 31 335-559 1 485 0.03
ERt 210 5 819 313 55-201 1 609 5606
JTCa 210 3 58 34 0-135 1 561 20.06
scTCa 210 3 582 442 0-116 1 636 0.1
ScVPDa 210 3 582 337 0-127 1 601 0.07
JRGa 210 3 592 346 0-165 1 586 20.06
SmRGa 210 6 4136 371 03-448 1 59 0.1
ScRGa 210 3 1164 303  0-17 2 496 1102 -0.09
ScRGa 210 6 4136 371 55-448 2 622 11.02 011
ScPPa 210 2 76 201 685-98 1 401 0.05
JREWa 210 2 8652 35 69.3-1032 1 662 10.06
SMREW.a 210 2 8652 316 37.3-1032 2 64 114 -0.09

Eu  SmREWa 210 4 5503 296 21-565 2 516 114  0.08
SCREW.a 210 2 7453 451 715-905 1 6.13 20.09
JTCe 210 2 8652 294 619-92 1 45 0.05
ScTCe 210 2 8652 312 67.4-925 1 424 0.06
JVPDe 210 4 661 42 0-174 1  3.86 0.03
SmVPDe 210 4 661 398 0-196 1 406 0.05
JRGe 210 4 306 515 0-13 1 65 0.05
SmRGe 210 4 513 383 0-188 1  6.26 0.07
JPPe 210 10 3057 286 12-53 1 353 0.02
JREWe 210 2 6191 428 565-87.3 1 695 0.06
SMREW.e 210 2 6191 351 548-875 1  6.57 0.07
SCREWe 210 2 6191 364 57-875 1 618 0.06

Nombre de génotype (n), Groupe de liaison (LG), position de 1I’optimum du QTL (cM), intervalle de confiance
(BCI), pourcentage de variance expliqué par un QTL (PEV, %) et effet de substitution allélique (D).
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Tableau S6.7 : QTL détectés pour les parametres AMP et ER sur deux semaines contrastées : une de saison des
pluies (S1) et une de saison seche (S2). Le chiffre aprés le paramétre indique le jour de la semaine, lorsqu’il n’y
en pas il s’agit de la moyenne sur la semaine.

Position Modele

Parent Semaine Caractere n LG LOD BCI PEV PEVtot D
(cM) QTL
2.AMP1 210 8 25.76 3.88 0-31 1 6.78 27.44
2.AMP2 210 8 2576 3.94 4-32 1 7.52 32.69
2AMP3 210 8 2576 3.19 13-34 1 5.17 19.92
E.g $2 2.AMP6 210 8 2576 3.73 2-335 1 7.78 25.43
2.AMP7 210 8 2576 3.01 35-46.3 1 6.02 15.64
2AMP 210 8 25.76 3.53 2-32 1 7.12 23.19
2ER3 210 10 485 289 31.5-50.5 1 7.23 -10.74
2ER5 210 8 3238 48 29-449 1 7.26 10.77
1.AMP1 210 3 10.85 4.68 45-14 2 9.43 13.02 -24.43
1.AMP1 210 9 1798 314 15-225 2 461 13.02 -16.99
1.AMP2 210 3 12 5.41 5-14 1 7.85 -30.8
1.AMP3 210 3 1273 394 35-26 1 5.98 -29.43
1.AMP4 210 3 1085 569 4.7-13.8 1 8.91 -24.8
S1 1.AMP5 210 3 105 531 47-1338 1 8.26 -29.82
1.AMP6 210 3 10.85 379 05-14 2 6.73 12.83 -31.28
1.AMP6 210 9 1258 3.37 1-19 2 6.7 12.83 -31.09
1.AMP7 210 3 10.85 3.11 0-14 1 7.63 -35.85
E.u 1LAMP 210 3 1085 499 45-14 1 8.61 -29.02
1.ER3 210 6 65.5 3.22 50-815 1 5.07 -15.13
2AMP1 210 3 45.02 457 305-59.3 2 7.75 1294 -29.28
2.AMP1 210 8 104.14 2.93 88.5-104.1 2 535 1294 -24.37
2AMP2 210 3 45.02 479 305-59 1 7.38 -32.34
2AMP3 210 3 4502 43 33.7-60 1 7.1 -23.28
S2 2AMP4 210 3 4502 533 35-59 1 7.67 -26.45
2AMP5 210 3 45.02 4.18 33.7-80.6 1 7.43 -19.71
2AMP6 210 3 4326 5.05 35-595 1 8.02 -25.74
2.AMP7 210 3 72.85 3 35.2 - 86 1 4.14 -12.95
2AMP 210 3 4502 5.1 33.7-595 1 8.35 -25.06

Nombre de génotype (n), Groupe de liaison (LG), position de 1’optimum du QTL (cM), intervalle de confiance
(BCI), pourcentage de variance expliqué par un QTL (PEV, %) et effet de substitution allélique (D).
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ﬁ 7 Conclusion et perspectives

L’objectif de ces travaux de thése était de caractériser le déterminisme génétique et
environnemental de la croissance de 1’eucalyptus, grace a ’analyse de I’architecture génétique
de la dynamique de croissance et de la composition isotopique du carbone (8'3C). Les
analyses ont été menées sur un croisement hybride interspécifique E. urophylla x E. grandis,
croisement de référence pour les travaux de cartographie génétique et d’analyse QTL sur
eucalyptus au CIRAD. Ce croisement a été étudié a partir de quatre dispositifs expérimentaux
présents a Pointe-Noire (République du Congo). Notre approche combine i/ I'utilisation de
technologies de génotypage haut débit sur un grand nombre d’hybrides, i1/ I’ancrage de carte
génétiques sur un génome de référence, iii/ des données de croissance classiquement utilisées
au sein du programme d’amélioration, iv/ ainsi que des données de phénotypage en continu de
la micro-variation radiale (inédite a cette échelle chez les arbres forestiers). Cette approche
nous a permis d’apporter des résultats originaux sur I’architecture génétique de la croissance
et les réponses de l'arbre face aux contraintes abiotiques. Ce dernier chapitre dresse une
synthése des principaux résultats issus de ces travaux ainsi que certaines limites, et présente

les perspectives qui y sont associées.

7.1 Synthese des résultats obtenus

7.1.1 Les apports des cartes génétiques haute résolution

Les cartes génétiques sont la base de I’analyse QTL et sont donc au cceur des travaux
présentés dans cette thése. Les travaux sur I’architecture des caractéres complexes chez les
arbres forestiers ont longtemps été menés a partir de cartes génétiques a faible densité de
marqueurs [1-9]. Grace a la démocratisation des technologies de génotypage haut débit, ils
sont aujourd’hui conduits a partir de cartes génétiques a haute densité [10-12]. Cependant, les
types de marqueurs utilisés, ainsi que les faibles effectifs utilisés au sein des descendances de
cartographie, sont deux facteurs qui peuvent limiter la précision de ce type d’analyse. En
effet, la couverture du génome n'est pas forcément optimale (génotypage de marqueurs sans
connaissance a priori de leur localisation sur le génome) et la précision de I’estimation des
liaisons entre marqueurs peut étre faible. Les cartes génétiques "haute résolution” développées

dans le cadre de cette thése ont donc eu pour objectif de lever ces deux verrous.

L’approche de cartographie génétique proposée dans le chapitre 4 a été possible grace au
reséquencage des deux parents du croisement afin de mettre en évidence ’ensemble du

polymorphisme nucléotidique porté par ceux-ci. Grace a cette information, une sélection de
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six milles SNP répartis le long du génome de référence a été effectuée. Le génotypage a
révélé 4367 SNP polymorphes dans le croissement, offrant ainsi une couverture d'environ
98% du génome (les onze principaux "scaffolds" correspondant aux chromosomes), avec en
moyenne un SNP tous les 140 kb. L’utilisation d’un large effectif nous a permis de capturer
un nombre important d’événements de recombinaison, et donc d’estimer précisément les
distances génétiques. Ce changement d’échelle a permis de mettre en évidence que les tailles
des cartes génétiques rapportées dans les études récentes chez I’Eucalyptus [10, 13, 14] sont
probablement surestimées d'environ 10%. Les cartes obtenues indépendamment pour les deux
parents montrent une colinéarité importante entre les génomes d’E. grandis et d’E. urophylla,
comme suggeré par Kullan et al. [15]. Par ailleurs, grace a leur ancrage sur le génome de
référence BRASUZ1, elles ont permis de comparer 1’ordre des marqueurs entre carte physique
et cartes génetiques. Des différences entre la localisation génétique et la position physique sur
le génome de référence BRASUZ1 ont été mises en évidence. Elles sont au nombre de 56 et
représentent 15% de la taille du génome. Ce sont majoritairement des inversions au sein des
"scaffolds”, mais des inversions entre "scaffolds™ ont également été trouvees. La validation
croisée grace aux deux cartes parentales nous permet de penser que ces différences sont
certainement dues a des erreurs d’assemblage dans la premiére version. En effet ’assemblage
du génome de réference est basé sur des cartes consensus avec des marqueurs DArT [14, 15].
Il est possible, compte tenu de I’effectif utilis¢é pour construire ces cartes (367 et 180
individus), que certains marqueurs aient €té mal positionnés. Ce type d’inversion est
fréquemment rapporté lors de la production de génome chez différentes especes comme Zea
mays [16], Solanum tuberosum [17], Brassica rapa [18] ou Citrullus lanatus [19]. Nos
résultats vont donc permettre d’améliorer I'assemblage de la premicre version du génome de
référence. La qualité de I’assemblage est un point crucial pour de nombreuses analyses basées

sur le génome.

7.1.2 Architecture génétique de la dynamique de croissance

L'architecture génétique de la croissance chez les arbres forestiers a été largement étudiée
au cours des deux dernieres décennies [20, 21]. La plupart des études rapportent une
instabilité des QTL de croissance dans le temps [1, 3, 8, 22], mais aucune chez I'Eucalyptus
n'a étudié I'évolution de cette instabilité sur I'ensemble de la durée de rotation. Les travaux
décrits dans le chapitre 3 (dispositif P93, P97 et P98), combinent plusieurs approches

d'analyse des caractéres de croissance (hauteur et circonférence). La caractérisation de
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I'environnement, combinée a celle de la dynamique de croissance sur la durée de rotation,
nous a permis de valider une des hypothéses sur l'intérét de la prise en compte de la
dynamique (c.a.d. des trajectoires), afin de décomposer les réponses aux variations
environnementales. Bien qu'ayant une faible résolution temporelle, I'indice climatique utilisé
(indice de "de Martonne" [23]) a permis de montrer le lien entre la disponibilité en eau et la
croissance au jeune age (avant deux ans). L'alternance entre des périodes de contrainte
hydrique marquée et des périodes de forte disponibilité en eau semble structurer le classement
des génotypes, en favorisant ceux qui répondent le mieux a cette alternance. On peut
rapprocher ce résultat de ceux obtenus sur deux clones d'Eucalyptus ssp. en République du
Congo, ou le clone le plus productif est également celui qui répond (reprise de croissance) le

plus vite au changement de saison [24].

L’analyse QTL a partir des accroissements a révélé une architecture génétique plus
complexe (nombre de régions genomique plus important) que celle observée avec les
caracteres de croissance cumulée, montrant ainsi une variété des réponses sous-jacentes a la
croissance totale. Cependant, un déterminisme génétique commun a été mis en évidence entre
la réponse au jeune age (accroissement) et la croissance cumulée a cing ans. Ce résultat, ainsi
que la forte interaction QTLXE mise en évidence entre dispositifs nous a permis de conclure
que la plasticité de la croissance au stade juvenile détermine en partie I'architecture genétique

de croissance a I'age de la rotation.

Les résultats sur un effectif plus large de la méme famille (chapitre 6, dispositif P10)
renforcent cette conclusion. En effet, ’architecture génétique de la croissance totale a trois
ans a été reliée a celle des accroissements en début de plantation (avant deux ans). Ce
changement d’échelle au niveau du nombre de descendants a également permis de préciser les
effets et le nombre des QTL impliqués. Le nombre de QTL détecté a été multiplié par deux et
les effets moyens divisés par 3 par rapport a la premiére étude (chapitre 3) réalisée sur environ
200 individus. Cependant, ce changement d’échelle n'a pas d'incidence sur les intervalles de
confiance des QTL. Ceci peut s’expliquer par 1’héritabilité faible a moyenne des caractéres de
croissance [25, 26]. La prise en compte de I’environnement, grace a des répétions clonales
pourrait avoir une incidence sur les intervalles de confiance plus important que la seule

augmentation du nombre de recombinants observables dans la population.

Cette premicre partie sur ’architecture génétique de la croissance nous a permis de mettre

en évidence une variabilité génétique de la plasticité phénotypique (GXE) en réponse a
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’alternance des saisons. Par la suite, on s’est attaché a caractériser plus finement cette part

génétique de la plasticité phénotypique ainsi que ses déterminants abiotiques.

7.1.3 Architecture génétique de la composition isotopique du carbone

L’intégration des réponses a I’environnement a également été abordée en utilisant un
caractére classiquement utilisé pour étudier la croissance en situation de contrainte hydrique :
la composition isotopique du carbone (8"3C) [27, 28]. Différentes échelles d’intégration
(saison et durée de rotation) du &3C ont été étudiées sur trois dispositifs. Cela a permis de
caractériser pour la premiére fois, la variabilité du §*C au niveau d'une famille de plein-fréres

d'eucalyptus ainsi que son architecture génétique (chapitre 5).

Une gamme de variation de 4%o a été observée dans la famille. Cette gamme est
relativement proche de ce que I’on peut rencontrer a 1’échelle du genre Eucalyptus. En effet,
Schulze et al. [29] ont rapporté une gamme de variation de 5,2 %o entre 65 espéces
d'eucalyptus, prélevées le long d’un gradient de pluviométrie. La variabilité pour le 8BCna
pas été mise en lien avec celle pour la croissance, et ce pour les différentes échelles
d’intégrations. En effet, les corrélations entre les deux caractéres sont majoritairement non
significatives ou inférieures a 0.3. Ce manque de corrélation a été rapporté chez d’autres
especes forestiéres [30-33] mais aucune tendance claire ne se dégage de la littérature [34-39].
Bien que le manque de correélation soit confirmé par les trois dispositifs, il conviendrait de
valider ce résultat par I’étude d’un pool génétique plus large, comme celui présent au sein du
schéma de sélection récurrente-réciproque basé sur le croisement interspécifique E. urophylla

et E. grandis.

La variabilite phénotypique importante au sein de la famille a été associée a des régions
génomiques stables entre dispositifs, notamment entre P93 et P97. Cette stabilité entre
dispositifs peut s'expliquer par la durée d’intégration associée aux mesures de 8"°C sur
holocellulose extraite de bois, qui minimise les effets environnementaux. A 1’inverse, aucune
colocalisation n’été trouvé entre les QTL de 8*°C de saison séche et ceux de saison des pluies,
suggérant un effet marqué du déficit hydrique sur le déterminisme génétique du &3C, a
I’instar des résultats sur Salix [27] et Vitis [28]. Néanmoins, I’effet du changement progressif
de la structure des feuilles (hétéroblastie foliaire) marqué au jeune age chez l'eucalyptus
(période de prélevement) peut également jouer un réle dans ce changement de classement. Ce
résultat souligne que le 8'3C, bien qu’étant un caractére intégrateur de plusieurs types de

réponses (a I'image de la croissance), a une architecture génétique qui présente une forte
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interaction avec I’environnement. Afin d’apporter un complément de réponse a I’effet de la

saison sur le déterminisme génétique du &"C, nous disposons d’un prélévement
supplémentaire de feuilles du dispositif P10, effectué lors de la deuxieme saison seche a 22
mois. Ce prélévement n’était initialement pas prévu et il n’a pas été possible de I’intégrer dans
la thése compte tenu du temps imparti. L.’analyse de ce prélévement pourrait permettre une
meilleure compréhension de Ieffet de la saison séche sur I’architecture génétique du &*°C, et

confirmer ou non le lien possible avec le changement de structure foliaire.

Par ailleurs, une région majeure impliquée dans le déterminisme génétique du 5°C a
également été mise en évidence sur le LG4. L’analyse d’enrichissement en termes de ‘Gene
Ontology’ (GO) dans cette région a mis en évidence des génes associes a
I’ouverture/fermeture des stomates [40, 41]. Ces résultats sur I’architecture génétique du 5°C
et I’analyse sans a priori des genes sous-jacents a des QTL sont les premiers chez
I’Eucalyptus. Ils sont tres encourageants et montrent la puissance des cartes génétiques haute
résolution combinées au génome de référence pour la caractérisation des régions génomiques

impliquées dans le déterminisme génétique des caracteres d’intéréts.

Enfin, les résultats du chapitre 5 montrent une architecture génétique distincte entre le
8*3C et la croissance. Ceci nous a amené, dans un premier temps, & conclure que les facteurs
génétiques sous-jacents & la variabilité du §*3C (et par extension I’efficience d’utilisation de
I’eau) et de la croissance étaient découplés. Cependant les analyses du chapitre 6 sur
I’architecture génétique de la croissance avec un effectif plus large (960 individus) ont permis
de détecter des QTL d'accroissement en diametre (non détecter avec 200 individus) qui,
colocalisent avec un QTL de §'3C sur le LG4 (E. urophylla) et sur le LG8 (E. grandis). La
précision accrue grace a 1’augmentation du nombre de génotypes peut expliquer cette
colocalisation. Ce dernier résultat pourrait nous amener a infirmer I'hypothése formulée sur un
déterminisme génétique différent entre croissance et 8'3C. Toutefois, nous n'avons pas
observé de corrélation phénotypique entre ces caractéres de croissance et le §'°C et de plus,
les LOD maximum de ces QTL ne sont pas communs. Cela suggeérerait donc des genes liés
plutot qu’un géne a effet pléiotropique, contrairement a I'hypothése formulée par Ronnberg-

Wastljung et al. [27] sur des cartes a faibles densités.
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7.1.4 Architecture de la plasticité des micro-variations du rayon aux variations
environnementales

Parallelement aux mesures ponctuelles de croissance sur le dispositif P10 (chapitre 6),
nous avons cherché a caractériser plus finement la réponse, i.e. la plasticité phénotypique, de
I’arbre a I’environnement en début de plantation. Pour ce faire, un dispositif de suivi en
continu des variations du rayon du tronc a donc été mis en place en au début de cette thése et
a constitué un défi technique (chapitre 2). Grace a ce suivi continu de la croissance, nous
avons pu pousser la logique de décomposition des réponses a I’environnement jusqu'a

I'échelle journaliere.

Les variations journaliéres du rayon du tronc sont connues pour intégrer différents
processus dont les deux principaux sont : i/ le rétrécissement puis le gonflement des tissus
périphériques (principalement le cambium et le phloeme), liés au déstockage et stockage
d’eau du tronc, et ii/ la croissance (mise en place de tissu au niveau du cambium) [42-51].
Deux parametres ont eté extraits de ces variations journalieres du rayon, l'un associé au
fonctionnement hydrique de l'arbre : I'amplitude journaliére et l'autre associé a la croissance:
I'évolution nette du rayon. Ces deux caracteres non corrélés montrent des différences de
réponse a l'environnement. En effet, l'amplitude s'est révélée étre, en moyenne sur I'ensemble
des arbres, positivement correlée aux variables "atmosphériques™ (déficit de pression de
vapeur d'eau, le rayonnement et la température) a I'échelle de la journée. Ce résultat, qui était
attendu du fait du lien entre la transpiration et I'amplitude journaliére, a largement été rapporté
dans la littérature [43, 52]. A linverse I'évolution nette du rayon a montré de faibles
correlations avec les variables environnementales a [I'échelle de la journée. Avec
l'augmentation du niveau d'intégration (semaine), des corrélations plus fortes avec la
pluviométrie et le rendement global notamment, ont été mises en évidence pour ce caractere.
L'effet du climat a plus long terme sur I'évolution nette du rayon a été décrit pour différentes
especes [47, 53, 54]. Cette effet a plus long terme des précipitions sur I'évolution nette du
rayon est a relier avec les corrélations mises en évidence entre l'indice de "de Martonne" et les
accroissements. Une variabilité importante entre génotypes a été associée a ces corrélations
suggeérant un contrdle génétique des réponses a I'environnement. Cette étude est la premiére a
présenter une analyse génétique sur ce type de caractere, et sur un nombre d'individus aussi
important. En effet, les approches écophysiologiques caractérisant ce signal ont été réalisées

au maximum sur une soixantaine d'individus [45, 52, 54-56].
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L'analyse QTL sur la plasticité de I'amplitude et de I'évolution nette du rayon, a montré un
déterminisme génétique tres différent entre ces deux caractéres. Ce résultat souligne l'intérét
de décomposer la micro-variation du rayon pour I'étude de son déterminisme génétique. De
plus, une architecture génétique différente entre la réponse a la demande évaporatoire et la
réponse a la disponibilité en eau a été mise en évidence. Ce type de résultat étant rapporté
pour la premiére fois chez une espéce forestiere, il ouvre des perspectives pour une meilleure

compréhension des déterminants génétiques du fonctionnement hydrique de l'arbre.

Nos résultats sur le contrle génétique de la plasticité aux contraintes environnementales
ouvrent un champ d’investigation important dans la caractérisation fonctionnelle de
Iinteraction GXE. En effet, I’approche d’enrichissement en GO suivie dans le cadre du 8*°C
pourrait &tre facilement étendue aux QTL de réponses issues du signal de micro-variations.
Cette caractérisation des genes candidats sous-jacents aux QTL pourraient permettre de
verifier des hypotheses, quant aux différents types de comportements associes aux différentes

contraintes, en mettant en lumiere les termes GO associés aux genes sous-jacent aux QTL.

7.1.5 Limites associées a ces travaux

Le choix a été fait dans cette these de se concentrer sur une seule famille, afin d’avoir la
description la plus compléte possible de la trajectoire de croissance, et ce a difféerentes
échelles de temps. La contrepartie d’une telle approche, est la diversité¢ génétique restreinte
exploree. Plusieurs études sur Eucalyptus [1, 12] rapportent une instabilité de I’architecture
génétique de la croissance dans différents fonds génétiques, et la généralisation de nos
résultats est donc difficilement envisageable. Il serait intéressant de valider certains QTL,
comme celui sur le LG4 pour le 8'3C chez d'autres espéces d'Eucalyptus. Par ailleurs, les
génotypes n'ont pas été répétes entre dispositifs QTL, ce qui ne permet pas de tester de
maniére formelle I'interaction GxE. Cette répétition entre dispositifs aurait permis d'analyser
l'architecture génétique de l'interaction GXE, notamment au jeune age, grace par exemple a
I'utilisation de normes de réaction comme caractére quantitatif [57]. Malgré ces limites, les

travaux présentés ouvrent un grand nombre de perspectives
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7.2 Perspectives

Les travaux présentés dans cette thése apportent un éclairage nouveau sur les déterminants
génétiques et environnementaux de la croissance chez 1’Eucalyptus en conditions tropicales
humides. Si plusieurs perspectives de recherches se dégagent de ces travaux, on insistera ici

sur celles qui nous semblent possible de relever a court terme.

7.2.1 L'étude de la recombinaison

Au-dela de I’étude de D’architecture génétique des caracteéres quantitatifs, les cartes
génétiques haute résolution sont un support idéal pour étudier la recombinaison le long du
génome de I’Eucalyptus (cM/Mb). En effet, la précision d’estimation du taux de
recombinaison entre marqueurs, combinée a une densité de marqueurs d'un SNP tous les 300
kb environ, est suffisantes pour caractériser les "hotspots” et les "coldspots™ de recombinaison
le long du génome d’E. grandis (Figure 7.1). Il n'existe pour I’instant aucune étude publiée
chez I’Eucalyptus sur cette thématique, mais il existe une littérature importante pour d’autres
especes [58-62]. La recombinaison étant un processus central en amélioration des plantes (elle
est a l'origine de nouvelles combinaisons d'alleles sur les chromosomes), une meilleure
connaissance de la distribution des crossing-over pourrait donc permettre une efficience
accrue de la sélection [63]. Ces cartes permettront donc de donner un premier apercu de
I’évolution de la recombinaison chez un arbre forestier d’intérét économique comme
I’eucalyptus. L’hétérogénéité du taux recombinaison entre parents, ainsi qu'au niveau inter et
intra chromosomique, pourra étre analysée en lien avec des caractéristiques structurales du

génome, comme par exemple le pourcentage en guanine et cytosine (GC).

—
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Figure 7.1 : Evolution comparée du taux de recombinaison (RR) entre E. urophylla (rouge) et E. grandis (en
vert) le long du scaffold 10 du génome de BRASUZIL. Cette estimation a été obtenue a partir des cartes
génétiques haute résolution présentées dans le chapitre 4.
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7.2.2 D'autres approches d'analyse des variations journalieres du rayon

Les données générées grace au dispositif de suivi en continu des micro-variations du rayon
sont abondantes (environ 250k données par arbre) et trés riches. L’approche proposée dans le
chapitre 6 n'est pas exhaustive, quant a la caractérisation du signal journalier de micro-
variations. Plusieurs niveaux d'analyse pourraient étre développés pour approfondir la

caractérisation de la variabilité phénotypique et de l'architecture génétique du signal.

Au niveau du signal, d’autres paramétres comme la durée des différentes phases du cycle
circadien [45, 46] ou bien une pente de contraction ou de reprise, pourraient étre étudiés avec
la méme démarche que dans le chapitre 6. Ces paramétres supplémentaires peuvent permettre
une meilleure compréhension du fonctionnement physiologique de Il'arbre. Au niveau des
relations entre variables environnementales et paramétres, plusieurs analyses complémentaires
peuvent étre faites. En effet, il serait intéressant d'analyser les corrélations ainsi que la
modélisation du phénotype par saison, et non pas sur l'ensemble de la période. Cela
permettrait de preciser les liens entre parameétres et variables environnementales. La
modélisation du phénotype peut elle aussi étre abordee sous l'angle d'un modele mixte,
incluant I'ensemble des génotypes comme effet aléatoire, ainsi qu'une pente aléatoire pour
chaque variable environnementale. Enfin, au niveau de la détection QTL, la totalité des
parametres journaliers peuvent étre analysés afin d'obtenir un profil de LOD score, pour un
QTL donné sur I'ensemble de la période d'étude. Cette méthode permettrait d'avoir une vision
en "temps réel” du déterminisme génétique de la réponse journaliere a I'environnement. Par
ailleurs, l'utilisation de modéles de détection de QTL de type "functional mapping"” [57, 64-
66], peuvent étre envisagés pour étudier le déterminisme génétique du cycle circadien dans
son ensemble. L'association de I'ensemble de ces méthodes permettrait d'obtenir une vision
sans doute plus détaillée de l'architecture génétique sous-jacente au cycle circadien qui a éte

présenté dans cette these.

7.2.3 Le lien entre micro-variations et propriétés du bois

Dans cette étude, les micro-variations du rayon ont été reliées aux propriétés du bois
(micro-densitométrie) au niveau de leur déterminisme génétique. Ces deux caracteres sont
également liés au niveau phénotypique. En effet, des études ont mis en lien la mesure de
micro-dendrométrie avec I'élaboration des propriétés [51, 67, 68]. Ce résultat nous semble
majeur compte tenu de I’importance de la qualité du bois dans les programmes d'amélioration.

L'analyse combinée de I'élaboration des propriétés du bois et de la réponse de la croissance a
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I'environnement, pourrait permettre une meilleure compréhension des bases génétiques des

propriétés du bois. Par ailleurs, une caractérisation des propriétés du bois a été engagée sur ce
dispositif, dans le cadre d'un projet européen (Projet ERANET 34Joules). Cela va permettre
de comparer de maniere plus précise I'architecture génétique des propriétés du bois et celle de
la croissance sur la base des cartes génétique haute résolution. Enfin, un projet a été soumis a
I’ANR avec pour objectif d'identifier les génes sous-jacents a la composition chimique du
bois (comme le pourcentagede lignine) grace au phénotypage et au génotypage de I'ensemble
des individus présents sur le dispositif P10 (= 2500). Les résultats de cette thése sont de nature

a amener des informations utiles a ce projet.

7.2.4 Vers la sélection/prédiction génomique

Proposé en 2001 [69], le principe de la sélection génomique n'a été testé sur les arbres
forestiers que récemment [70-72]. La réduction des colts de génotypage liés aux
développement des technologies haut débit [73], a permis l'accés a un nombre suffisant de
marqueurs moléculaire pour couvrir le génome de maniére efficace. Cette méthode a montré
de bons resultats chez I'Eucalyptus [70] et Pinus taeda [71] avec des niveaux de précision
supérieur a 0.8. Cependant, I’interaction génotype X environnement reste un point clé dans la
prédiction du phénotype grace a I'information moléculaire. En effet, Resende et al. [72] ont
montré sur Pinus taeda une diminution drastique de la précision (=0.2) des modeles de
sélection génomique appliqués a différents environnements. Il serait donc intéressant de
combiner ces approches de prédiction génomique avec des caractéres de réponses a
I'environnement comme aborde dans cette these. Dans ce cadre, le projet ANR WUETREE
(démarré en 2014) vise a appliquer les modeles de sélection génomique sur des caractéres
comme le 8*3C et a tester son utilisation dans le cadre du programme d’amélioration génétique

de l'eucalyptus en République du Congo.
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Annexe 1 : Conception du support de capteur pour le dispositif P10.

Dimensions / Spécifications :
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Percage au centre pour
I’ensemble des trous (15mm)

Le coté de la corniere mesurant 20 mm ne fait I’objet d’aucune intervention.

279



Annexes

Annexe 2 : Guide des préparatifs effectués au CRDPI (Pointe-Noire) en
amont de l'installation du dispositif P10

CRDPI Ci ra d : ! =
b / ‘ avec le FEDER

Planification des activités ABIOGEN
au CRDPI

Avril - Mai 2011

Jérome Bartholomé
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I. Protocole pour la Préparation des cables

Il est prévu pour André Mabiala deux semaines pour la préparation des cables avant 1’arrivée
de J. Bartholomé le 29 avril 2011. Le matériel de découpe est disponible au Congo, Les cables

ont été envoyés par bateau pour le 2 avril (réceptionné a Pointe Noire par SDV).

A. Différentes étapes de préparation des cables

Remarque : Deux types de céables ont été envoyeés : cables noirs et cables oranges. Les
cables qui doivent étre préparés sont uniqguement les_cébles noirs.

Faire les étapes suivantes par série de cébles : voir tableau ci-dessous

e Découper tous les cables de méme longueur

e Dénuder les extrémités (explications ci-dessous, chapitre 3)

e Rassembler les cables préparés et indiquer leur longueur sur des étiquettes

Ex: Couper tous les cables de 9 meétres d’une série puis dénuder les extrémités et
rassembler les cables par paquet en indiquant leur longueur sur une étiquette. Ensuite faire
pareil avec une autre longueur de cable de la méme série. Quand toutes les longueurs de céable

de la premiere série sont faites, passer a la deuxieme série.

Ne pas mélanger les différentes longueurs de cable.

B. Découpe des cables

Série 1

Longueur de
cable (m)

nombre de|ll 12 22 11 20 11 10
cables

Série 2

Longueur de |, 11 14 16 19 21 24
cable (m)

nombre de|1ll 11 23 12 20 11 9
cables

La découpe des cables s’effectuera avec la pince coupante aux poignées rouges
(disponible dans la malle ABIOGEN). Les cables sont enroulés et déposés dans un carton

avec la longueur indiguée sur le carton.
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C. Dénuder la gaine plastique des extrémités des cables

Régler la profondeur de découpe avec la molette afin de ne pas couper la gaine métallique.

Faire des essais sur un bout de cable avant d’appliquer en série.

Molette de réglage

Dénuder la gaine plastique des deux extrémités de chaque cable. 1l y a une petite extrémité
(dénudée sur 8 cm de long) et une grande extrémité (dénudée sur 80 cm de long), pour chaque
cable. La gaine métallique ne doit pas étre abimée et/ou enlevée a ce stade.

Grande extrémité

Petite extrémité
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D. Dénuder la gaine métallique des extrémités des cables

Ce travail de dénudage doit étre effectué avec la pince coupante aux poignées bleues.

e La petite extrémité doit étre dénudée sur 7-8 cm (environ 4 doigts). Il faut enlever
la totalité de la gaine métallique ainsi que le fil bleu (voir photo ci-dessous).

e La grande extrémité doit &tre dégainée sur 80 cm (environ la longueur d’un bras,
de la main jusqu’a I’épaule)
Enlever la gaine métallique en laissant 5 cm (3 doigts) a la base (voir photo ci-dessous)

STt

Ensuite enlever le plastique ainsi que le fil bleu, toujours avec la pince aux poignées
bleues.

E. Classement des cables dénudés

Chaque classe de longueur de cable doit étre enroulée et liée avec un serre-fil (prendre les
serre-fils blancs). Une étiquette sur le serre-fil indiquera la longueur des cables attachés.

Chague classe de longueur sera entreposée dans le carton utilisé précédemment.
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[I. Préparation du terrain

Démarrage des travaux par la cabane du gardien et le grillagela troisiéme semaine d’avril.

Le 18 avril 2011. L. Batekidila et P. Perrin sont en charge de ces travaux.

I1'y a un délai de 15 jours pour la livraison de poteaux pour le grillage (voir ci-dessous)

SNBI 5.

SocIeTE MOUVELLE DES BOTs IMPREGNES

Poinfa-tloire, (e 23 Mars 2071

FACTURE PROFORMA N° 005/SNBI/11

Client : CRDPI Marchandise : Foteaux en bois -
Ted : 04 97087 8% d'ewcalyptus traités au CCA pour
Pointe-Naire supporls de lignes électrigues types SNE

specifications Technigue ’

FPoledux de 3 métres

Diametre av sommel 12 cm
Diamétre 4 la base 14 om
Volume 3,039 m3

Quantités & Colts usine HT

140 poteausx de 3 n.' b gatsrcfa = 1158 867 F.cfa

Mantant total HT 1158 667 F.cfa

WA 18% 208 560 F cfa

CA 5% 10428 F cfa

Montant total HT 1377 655 F cfa
Délai de livraison : Deux Semaines.

Arriété la présente facture pro farma 4 la somme de - UN MILLION TROIS CENT SOIXANTE
DiX SEPT MILLE SIX CENT SCOIXANTE CINQ FRANCS CFA.

roz gl i ni bes. ni rermiboursbes | alise reelent la progridsd du vendeur usgqu'a
paisant inkbharal du pri. Lis. isques afférents aun dites marthandses st Nangfinees § 'acheieur dés frsison

SOOIETE HOUWELLE DES BOTS IHMPREGHES

Anhi_cgiymall. com
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Nettoyer le terrain a I’intérieur du grillage ainsi que le passage qui relie ’entrée du grillage

jusqu’a la cabane du gardien (pour le passage des cables d’alimentation) avant la fin avril.

Lors du nettoyage faire attention aux arbres.

Zone a nettoyer pour fin avril

I TR TR TR Y

5m :
d & ;

Mat s
Tranchée

¢:1toolioto

R IR IR TR TA RS R LN TR

L R R R I I E SRR R LY

(ZZE N ERTE RN

(AR XS ZTE IR L2

L ]

-

L ]

- & &
_.....
Coe

Pl

P4

IR R R L I R T e R Y Y]

Cabane s+ o o pa
gardien (55 m d? l:O }
S P3
[ll. Gardiennage
Préevoir le début du gardiennage lors de la pose du grillage.
IV. Inventaire du matériel présent au Congo
Faire un inventaire du matériel présent dans la malle ABIOGEN pour le 15 avril.
Quantité/ Quantité/
Matériel état Matériel état
Collier

Pince coupe cable 162 mm

desserrable

Outil a dégainer

Collier standard

Marqueur
Pince coupante (bleu) permanent
Etiquette repérage
Pince a dénuder 15-1mm (verte) pour cable
Jeu de 10 tournevis Stylo feutre
3 limes 15 cm Scotch
Jeu de 9 clés Perceuse
Clef a molette 12 pouces Boitier + Centrale
Serre fils non desserrable Sonde TDR
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V. Calendrier prévisionnel : Avril Mai 2011

18

Découpe et
préparation
des cables

Mardi

19

Découpe et
préparation
des cables

‘ Mercredi

20

Découpe et
préparation
des cables

‘Jeudi

21

Découpe et
préparation
des cables

25

Découpe et
préparation
des cables

26

Découpe et
préparation
des cables

Arrivée

27

Découpe et
préparation
des cables

28

Découpe et
préparation
des cables

Arrivée
Jean-Marc
et Didier
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Vendredi Samedi

22 23

-
-

Découpe et
préparation
des cables
29

Arrivée
Jéréme

Départ
Jean Marc et
Didier

27
Départ
Jérome

Dimanche
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Annexe 3 : Programme de mesure pour la centrale du placeau et pour la
centrale météo.

Programme de la centrale du placeau 1 (P1)

' CR1000 _ packbus 2

' PROGRAMME manip ABIOGEN CONGO
"PARCELLE 1

'v2

' Regis.Burlett@u-bordeauxl.fr

' jerome.bartholome@pierroton.inra.fr

"New in version 1.1
' modification d'un nom de capteur ! L'arbre 12_29 est mort, et il a ete remplace DES LE DEBUT par
le 12_30, mais pas modifie dans la v 1.0

" New in version 1.3
' * Passage une mesure toutes les 30 sec et moyennes a 5 min

‘New in version 2
' Elimination de | 'envoi du fichier

'‘Declare Variables and Units

Dim LCount_17

Dim LCount_19

Public BattV_CP1

Public TRHData(2)

Public T_SOIL_CP1_15cm
Public T_SOIL_CP1_100cm
Public PA_ uS 1 CP1
Public SWC_15cm_1 CP1
Public PA_uS 2 CP1
Public SWC_50cm_2 CP1
Public PA_uS 3 CP1
Public SWC_100cm_CP1
Public PA_uS 4 CP1
Public SWC_200cm_CP1

Public timestamp_senddata As String *20

Public LastFileName_CP1 As String *40

Public YYYY_doy senddata As String * 20
Public Filename_day CP1 tosend As String * 35
'Public Filename_day CP1_rename As String * 35
Dim time_array (9)

Public variable
Public Result_sendCP1

Public outstat_ CP1 As Long 'variable that hold the status of the daily file construction

Public year_yesterday
Public doy_yesterday
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Public Vref_ MUX_CA1
Public Vref_MUX_CB1

Public SEVolt_ MUXA(33)
Public SEVolt_ MUXB(33)

Alias SEVolt_ MUXA(1)= C_X8_Y23
Alias SEVolt_ MUXA(2)= C_X8_Y25
Alias SEVolt_ MUXA(3)= C_X8_Y27
Alias SEVolt MUXA(4)= C_X8_Y28
Alias SEVolt MUXA(5)= C_X8_Y29
Alias SEVolt_ MUXA(6)= C_X9_Y25
Alias SEVolt_ MUXA(7)= C_X9_Y26
Alias SEVolt MUXA(8)= C_X9_Y27
Alias SEVolt_ MUXA(9)= C_X9_Y29
Alias SEVolt_ MUXA(10)= C_X10_Y24
Alias SEVolt MUXA(11)= C_X10_Y25
Alias SEVolt MUXA(12)= C_X10_Y27
Alias SEVolt_ MUXA(13)= C_X10_Y28
Alias SEVolt_ MUXA(14)= C_X10_Y29
Alias SEVolt_ MUXA(15)= C_X11_Y26
Alias SEVolt MUXA(16)= C_X11_Y27
Alias SEVolt MUXA(17)= C_X11_Y28
Alias SEVolt MUXA(18)= C_X11_Y29
Alias SEVolt_MUXA(19)= C_X12_Y24
Alias SEVolt_ MUXA(20)= C_X12_Y25
Alias SEVolt MUXA(21)= C_X12_Y26
Alias SEVolt_MUXA(22)= C_X12_Y27
Alias SEVolt_MUXA(23)= C_X12_Y28
Alias SEVolt_ MUXA(24)= C_X12_Y30
Alias SEVolt_ MUXA(25)= C_X13_Y24
Alias SEVolt_MUXA(26)= C_X13_Y26
Alias SEVolt_MUXA(27)= C_X13_Y27
Alias SEVolt_MUXA(28)= C_X13_Y28
Alias SEVolt_ MUXA(29)= C_X8_Y26

Alias SEVolt_ MUXB(1)= C_X8_Y20
Alias SEVolt_ MUXB(2)= C_X8_Y21
Alias SEVolt MUXB(3)= C_X8_Y22
Alias SEVolt_ MUXB(4)= C_X9_Y18
Alias SEVolt_ MUXB(5)= C_X9_Y21
Alias SEVolt_ MUXB(6)= C_X9_Y22
Alias SEVolt_MUXB(7)= C_X10_Y16
Alias SEVolt_ MUXB(8)= C_X9_Y19
Alias SEVolt_ MUXB(9)= C_X10_Y18
Alias SEVolt_ MUXB(10)= C_X10_Y19
Alias SEVolt_ MUXB(11)= C_X10_Y20
Alias SEVolt_ MUXB(12)= C_X10_Y21
Alias SEVolt_ MUXB(13)= C_X10_Y22
Alias SEVolt_ MUXB(14)= C_X10_Y23
Alias SEVolt_ MUXB(15)= C_X11_Y17
Alias SEVolt_ MUXB(16)= C_X11_Y18
Alias SEVolt_ MUXB(17)= C_X11_Y19
Alias SEVolt_ MUXB(18)= C_X11_Y22
Alias SEVolt_ MUXB(19)= C_X12_Y17
Alias SEVolt_ MUXB(20)= C_X12_Y19
Alias SEVolt_ MUXB(21)= C_X12_Y20
Alias SEVolt_ MUXB(22)= C_X12_Y22
Alias SEVolt_ MUXB(23)= C_X12_Y23
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Alias SEVolt_ MUXB(24)= C_X13_Y18
Alias SEVolt_ MUXB(25)= C_X13_Y19
Alias SEVolt_ MUXB(26)= C_X13_Y20
Alias SEVolt_ MUXB(27)= C_X13_Y22
Alias SEVolt_ MUXB(28)= C_X13_Y23
Alias SEVolt_ MUXB(29)= C_TP1_1
Alias SEVolt_ MUXB(30)= C_TP1 2
Alias SEVolt_ MUXB(31)= C_X9 Y23

Alias TRHData(1)=AirTC_CP1
Alias TRHData(2)=RH_CP1

Units BattV_CP1=Volts

Units T_SOIL_CP1_15cm=Deg C
Units T_SOIL_CP1_100cm=Deg C
Units PA uS 1 CP1=uSec

Units PA _uS 2 CP1=uSec

Units PA _uS 3 CP1=uSec

Units PA_uS 4 CP1=uSec

Units SEVolt_ MUXA=mV

Units SEVolt_MUXB=mV

Units AirTC_CP1=Deg C

Units RH_CP1=%

'Define Data Tables

DataTable(DataTable CP1,True,-1)
Datalnterval(0,5,Min,10)

' CardOut(0,-1)
TableFile ("CRD:DataTable_ CP1 ",9,-1,0,1440,Min,outstat_ CP1,LastFileName_CP1)
Average (1,BattV_CP1,FP2,False)
Average(1,AirTC_CP1,FP2,False)
Sample(1,RH_CP1,FP2)
Average(1,T_SOIL_CP1_15cm,FP2,False)
Average(1,T_SOIL_CP1_100cm,FP2,False)
Average(1,SWC_15cm_1 CP1,FP2,False)
Average(1,SWC_50cm_2 CP1,FP2,False)
Average(1,SWC_100cm_CP1,FP2,False)
Average(1,SWC_200cm_CP1,FP2,False)
Average(1,Vref MUX_CAL,FP2,False)
Average(1,Vref MUX_CB1,FP2,False)
Average(1,SEVolt MUXA(1),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXA(2),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXA(3),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXA(4),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(5),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(6),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXA(7),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(8),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(9),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(10),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(11),UINT2,False)
Average(1,SEVolt. MUXA(12),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(13),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(14),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(15),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(16),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(17),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(18),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(19),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(20),UINT2,False)

289



P
ﬁ Annexes

Average(1,SEVolt_ MUXA(21),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(22),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(23),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(24),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(25),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(26),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(27),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(28),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(29),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(30),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXA(31),UINT2,False)
" Average(1,SEVolt(32),UINT2,False)

Average(1,SEVolt_MUXB(1),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(2),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(3),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(4),UINT2,False
Average(1,SEVolt_MUXB(5),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(6),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(7),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(8),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(9),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(10),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_ MUXB(11),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(12),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(13),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(14),UINT2,False)
Average(1,SEVolt_MUXB(15),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(16),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(17),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(18),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(19),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(20),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(21),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(22),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(23),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(24),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(25),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(26),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(27),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(28),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(29),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(30),UINT2,False)
Average(1,SEVolt MUXB(31),UINT2,False)
" Average(1,SEVolt MUXB(32),UINT2,False)
EndTable

'Main Program
BeginProg
' SetStatus ("USRdrivesize","2350000")
Scan(30,Sec,1,0)
RealTime(time_array)

'Default Datalogger Battery Voltage measurement BattV

Battery(BattV_CP1)

'CS215 Temperature & Relative Humidity Sensor measurements AirTC and RH
SDI12Recorder(TRHData(),5,"0","M!",1,0)

'107 Temperature Probe (CSL) measurement T_SOIL_15cm
Therm107(T_SOIL_CP1_15cm,1,9,Vx3,0,_50Hz,1,0)
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'107 Temperature Probe (CSL) measurement T_SOIL45cm
Therm107(T_SOIL_CP1_100cm,1,10,Vx2,0,_50Hz,1,0)

'CS616 Water Content Reflectometer measurements SWC_1 and PA_uS_1 CP1
If IfTime(0,1,Hr) Then
CS616(PA_uS_1 CP1,1,13,6,1,1,0)
SWC_15cm_1_CP1=-0.0663+(-0.0063*PA_uS_1_CP1)+(0.0007*PA_uS_1_CP1"2)
'EndIf

'CS616 Water Content Reflectometer measurements SWC_2 and PA_uS 2 CP1
'If IfTime(0,1,Hr) Then
CS616(PA_uS_2 CP1,1,14,6,1,1,0)
SWC_50cm_2_CP1=-0.0663+(-0.0063*PA_uS_2_CP1)+(0.0007*PA_uS_2_CP1"2)
'EndIf
'CS616 Water Content Reflectometer measurements SWC_3 and PA_uS_3_CP1
'If IfTime(0,1,Hr) Then
CS616(PA_uS_3 CP1,1,15,7,1,1,0)
SWC_100cm_CP1=-0.0663+(-0.0063*PA_uS_3_CP1)+(0.0007*PA_uS_3_CP1/2)
'EndIf
'CS616 Water Content Reflectometer measurements SWC_4 and PA_uS_4 CP1
'If IfTime(0,1,Hr) Then
CS616(PA_uS_4 CP1,1,16,7,1,1,0)
SWC_200cm_CP1=-0.0663+(-0.0063*PA_uS_4_CP1)+(0.0007*PA_uS_4_CP1/2)
EndIf

Delay(0,150,mSec)
LCount_17=1
SubScan(0,mSec,11)

'ENABLE MUX
PortSet (9,1)

"Turn AM16/32 Multiplexer CA1 On
PortSet(1,1)

Delay(0,150,mSec)

'Switch to next AM16/32 Multiplexer channel
PulsePort(2,10000)

'Generic Single Ended Voltage measurements SEVolt() on the AM16/32 Multiplexer:
VoltSe(SEVolt MUXA(LCount_17),1,mV2500,1,False,0,_50Hz,1,0)
" Delay(0,350,mSec)
LCount_17=LCount_17+1
VoltSe(SEVolt MUXA(LCount_17),1,mV2500,2,False,0, 50Hz,1,0)
" Delay(0,350,mSec)
LCount_17=LCount_17+1
VoltSe(SEVolt MUXA(LCount_17),1,mV2500,3,True,0, 50Hz,1,0)
LCount_17=LCount_17+1
NextSubScan

PortSet(1,0)
Delay(0,150,mSec)
" MESURE DU VOLTAGE 0 LA BORNE DES CAPTEURS DU MUX CAl

VoltSe (Vref_MUX_CA1,1,mV2500,7,False,0,_50Hz,1.0,0)
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‘calcul du ratio, et multiplication par 20000 pour eviter de stocker le 0 avant la virgule
For LCount_17=1To 33

SEVolt_ MUXA(LCount_17)= 10000* SEVolt_ MUXA(LCount_17) / Vref_MUX_CA1
Next

"Turn AM16/32 Multiplexer CB1 On
PortSet(3,1)

Delay(0,150,mSec)

LCount_19=1
SubScan(0,uSec,11)

'Switch to next AM16/32 Multiplexer channel
PulsePort(4,10000)
'Generic Single Ended Voltage measurements SEVolt MUXB() on the AM16/32 Multiplexer:

VoltSe(SEVolt_ MUXB(LCount_19),1,mV2500,4,False,0, 50Hz,1,0)
LCount_19=LCount_19+1
'Generic Single Ended Voltage measurements SEVolt MUXB() on the AM16/32 Multiplexer:

VoltSe(SEVolt_ MUXB(LCount_19),1,mV2500,5,False,0, 50Hz,1,0)
LCount_19=LCount_19+1

"Generic Single Ended Voltage measurements SEVolt MUXB() on the AM16/32 Multiplexer:
VoltSe(SEVolt MUXB(LCount_19),1,mV2500,6,True,0,_50Hz,1,0)
LCount_19=LCount_19+1

NextSubScan

"Turn AM16/32 Multiplexer Off

PortSet(3,0)

' MESURE DU VOLTAGE 0 LA BORNE DES CAPTEURS DU MUX A6

VoltSe (Vref MUX_CB1,1,mV2500,8,False,0, 50Hz,1.0,0)

‘calcul du ratio , et multiplication par 10000 pour eviter de stocker le 0 avant la virgule

For LCount_17=1To 33
SEVolt_MUXB(LCount_17)= 10000* SEVolt_ MUXB(LCount_17) / Vref_ MUX_CB1

Next
'DISABLE MUX
PortSet(9,0)

CallTable(DataTable_CP1)

"THIS SET OF INSTRUCTION DEFINE THE FILENAME TO SEND

If Timelntolnterval (10,1440,Min) Then
'Isolate only the date froml the timestamp in YYYY-MM-DD
If time_array >1 Then
doy_yesterday = time_array(9) - 1
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year_yesterday = time_array(1)
Else

doy_yesterday = 365

year_yesterday = time_array(1) - 1
EndlIf

YYYY_doy senddata = year_yesterday + + doy_yesterday

Filename_day CP1_tosend = "CRD:ABIOGEN_CON_P1_" & YYYY_doy_senddata + ".dat"
FileRename (LastFileName_CP1,Filename_day CP1_tosend)

Delay(0,150,mSec)

'Synchronise clock between datalogger in the packbus
PakBusClock (1)
EndIf

NextScan
EndProg

Programme de la centrale météo

' CR1000
"MANIP ABIOGEN
' PROGRAMME METEO CONGO + MASTER FILE MGMT

' Regis.Burlett@u-bordeaux1.fr
' jerome.bartholome@pierroton.inra.fr

'‘Declare Variables and Units

Public outstat_met As Boolean
Public LastFileName_met As String *50

Public time_array(9)

Public YYYY_doy senddata As String * 20
Public year_yesterday

Public doy_yesterday

Public BattV_met
Public TRHData(2)
Public PAR _in
Public Rain_mm
Public WS_ms
Public WindDir
Public SIrkw
Public SIrMJ

Alias TRHData(1)=AirTC_amb
Alias TRHData(2)=RH_amb

Units BattV_met=Volts
Units PAR_in=umol/m”2/s
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Units Rain_mm=mm

Units WS_ms=meters/second
Units WindDir=Degrees
Units SIrkW=kwW/m"2

Units SIrMJ=MJ/m"2

Units AirTC_amb=Deg C
Units RH_amb=%

'Define Data Tables
DataTable(Data_congomet,True,-1)
Datalnterval(0,5,Min,10)

TableFile ("CRD:datacongomet_",9,-1,0,1440,Min,outstat_met,LastFileName_met)

Minimum(1,BattV_met,FP2,False,False)
Average(1,AirTC_amb,FP2,False)
StdDev(1,AirTC_amb,FP2,False)
Sample(1,RH_amb,FP2)
Average(1,PAR_in,FP2,False)
StdDev(1,PAR_in,FP2,False)
Totalize(1,Rain_mm,FP2,False)
Average(1,WS_ms,FP2 False)
StdDev(1,WS_ms,FP2,False)
Sample(1,WindDir,FP2)
ETsz(AirTC_amb,RH_amb,WS_ms,SIrMJ,12,-5,0,3.2,0,FP2,False)
FieldNames("ETos,Rs0")

EndTable

'Main Program
BeginProg
Scan(1,Min,3,0)

'Default Datalogger Battery Voltage measurement BattV
Battery(BattV_met)

'CS215 Temperature & Relative Humidity Sensor measurements AirTC_amb and RH_amb
SDI12Recorder(TRHData(),7,"0","M!",1,0)

'ARG100 Tipping Bucket Rain Gauge measurement Rain_mm
PulseCount(Rain_mm,1,1,2,0,0.201,0)

'03002-5 Wind Speed & Direction Sensor measurements WS_ms and WindDir
PulseCount(WS_ms,1,2,1,1,0.75,0.2)

If WS_ms<0.21 Then WS_ms=0
BrHalf(WindDir,1,mV2500,3,1,1,2500,True,0, 50Hz,355,0)
If WindDir>=360 Then WindDir=0

'CS300 Pyranometer measurements SIrMJ and SIirkW
VoltSe(SIrkW,1,mV250,4,1,0,_50Hz,1,0)

If SIrkW<0 Then SIrkW=0

SIrMJ=SIrkW*0.0015

SIrkW=SIrkwW*0.005

'Call Data Tables and Store Data
CallTable(Data_congomet)

294



P
ﬁ Annexes

"THIS SET OF INSTRUCTION MANAGE THE CLOCK SYNCHRONISATION

If Timelntolnterval( 450,1440,Min) Then
NetworkTimeProtocol (*64.90.182.55 ",0,500)
EndIf

If Timelntolnterval( 500,1440,Min) Then
ClockReport (ComSDC?7,0,2)
EndIf

If Timelntolnterval( 505,1440,Min) Then
ClockReport (ComSDC?7,0,3)
EndIf

If Timelntolnterval( 510,1440,Min) Then
ClockReport (ComSDC7,0,4)
EndIf

If Timelntolnterval( 515,1440,Min) Then
ClockReport (ComSDC?7,0,5)
EndIf

NextScan
SlowSequence
Scan (1,Hr,3,0)

Delay(1,720,Min)
Real Time (time_array)
If outstat_met = true Then

'Isolate only the date froml the timestamp in YYYY-MM-DD
If time_array(9) >1 Then
doy_yesterday = time_array(9) - 1
year_yesterday = time_array(1)
Else
doy_yesterday = 365
year_yesterday = time_array(1) - 1
EndIf
YYYY_doy senddata = year_yesterday + " " + doy_yesterday

FileRename (LastFileName_met,Filename_day met_tosend)

EndIf
NextScan
EndProg
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Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN optimisé en plaque 96 avec le
Kit Ademtech.

Préparation des Washing Buffer | & 11 :

Ajouter dans chaque flacon le volume d’éthanol indiqué.

Réactifs supplémentaires nécessaires :

Isopropanol (froid -20°C), Ethanol pour la préparation des washing Buffer I, 11, IlI, IV
Rnase A (100mg/mL), TE (Tris 10mM —EDTA 1mM — pH8) 0.1X-1X

Protocole pour plague 96 :

1. Lysis

- Ajouter 500uL de Lysis Buffer a 5 punchs de feuilles réduits en poudre au Genogrinder.
- Ajouter 4L de RNAse a (100mg/mL). Homogénéiser 30 s, a 1000 rpm au Genogrinder (vérification du
fond des tubes).
- Incuber a 56°C pendant 30 minutes sous agitation, puis mettre 5 min a -20°c.
- Ajouter 250 L de Dichlorométhane, Homogénéiser par pipetage.
- Centrifuger 20 min a 5600g.
- Récupérer 250l de lysat clarifié et le transférer dans la plaque 96 spécifique.
2. Binding
- Ajouter 15uL de Silica-MasterBeads puis 250ul d’isopropanol(froid -20°c). Homogénéiser par
pipetage.
- Incuber sous agitation 1000 rpm a température ambiante pendant 5 min (Penser au bouchon).
3. Washing |

- Aimanter la suspension de particules pendant au moins 5 min.

- Eliminer le surnageant sans perturber le culot de particules (par pipetage).

- Resuspendre le culot de particules dans 500 pL de Washing Buffer | (avec éthanol).
4. Washing Il

- Aimanter la suspension de particules pendant au moins 5 min.

- Eliminer le surnageant sans perturber le culot de particules (par pipetage).

- Resuspendre le culot de particules dans 500 pL de Washing Buffer 1l (avec éthanol).
5. Washing Il

- Aimanter la suspension de particules pendant au moins 5 min.
- Eliminer le surnageant sans perturber le culot de particules (par pipetage).
- Resuspendre le culot de particules dans 500 pL d’éthanol a 70%.

6. Washing IV

- Aimanter la suspension de particules pendant au moins 5 min.
- Eliminer le surnageant sans perturber le culot de particules (par pipetage).
- Resuspendre le culot de particules dans 500 pL d’éthanol a 90%.

7. Séchage

- Aimanter la suspension de particules pendant au moins 5 min.
- Eliminer le surnageant sans perturber le culot de particules.
- Laisser bien sécher a I’air libre pendant 5 min.

8. Elution

- Reprendre le culot de particules séchées dans 100 pL de TE 0,1X-1X.
- Incuber la suspension sous agitation 1000 rpm & 50°C pendant 5 min.
- Aimanter la suspension de particules au moins 5 min.

- Récupérer 1’¢luat et le transférer dans une plaque PCR.
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Résumé : Déterminisme génétique de la dynamique de croissance et de la composition
isotopique du carbone chez I'Eucalyptus en réponse aux variations environnementales.

Les différents scénarios sur I’évolution du climat prévoient une augmentation de la fréquence et de
I’intensité des sécheresses. La croissance des arbres forestiers étant fortement conditionnée par la disponibilité en
eau, ces changements devraient impacter de maniére significative la productivité des foréts plantées. La
compréhension de I'impact des facteurs génétiques et environnementaux sur la dynamique de croissance est donc
un enjeu majeur pour assurer les niveaux de production des plantations de demain. L’Eucalyptus, grace a sa
croissance rapide et a la disponibilité de ressources génétiques et génomiques, est un modéle biologique idéal
pour mener ces recherches.

L’objectif de cette thése est de caractériser 1’architecture génétique de la dynamique de croissance a
différentes échelles de temps chez 1’eucalyptus en relation avec : (i) les variations environnementales, et
notamment 1’évolution de la disponibilité en eau, et (ii) la composition isotopique du carbone de ’arbre (§*°C),
un caractére lié¢ a ’efficience d’utilisation de 1’eau. Pour répondre a cet objectif, un croisement interspécifique
Eucalyptus urophylla x E. grandis a été étudié dans quatre dispositifs expérimentaux en République du Congo.
Notre approche se base sur la cartographie des loci a effet quantitatif (QTL) et combine : (i) un génotypage haut
débit, (ii) une caractérisation inter et intra-annuelle de la croissance et du 5'°C, ainsi qu’un suivi en continu des
micro-variations du rayon et (iii) une caractérisation en continu des facteurs environnementaux.

Ces travaux ont tout d'abord conduit a la construction des premiéres cartes génétiques a haute résolution
chez I’Eucalyptus. L'analyse de I’architecture génétique du 8*3C a ensuite permis de mettre en évidence des
génes candidats positionnels, potentiellement impliqués dans la variation de ce caractére. Enfin, la
caractérisation inter et intra-annuelle de la dynamique de croissance a permis de montrer que 1’architecture
génétique de la croissance, au stade adulte, est structurée par les réponses a 1I’environnement au stade juvénile.
Ces réponses ont ensuite été analysées grace aux profils de micro-variations du rayon, permettant ainsi de
préciser leurs déterminants génétiques Nos résultats soulignent I'importance de considérer la croissance comme
un caractére dynamique, non seulement pour la compréhension de ses bases génétiques, mais également a des
fins de sélection de variétés adaptées a un environnement changeant.

Mots clés: dynamique de croissance, micro-dendrométre, 8'°C, cartographie génétique, QTL, interaction
génotype x environnement, Eucalyptus.

Abstract: Genetic determinism of growth dynamics and carbon isotope composition in
Eucalyptus in response to environmental changes.

Scenarios of climate changes forecast an increase in frequency and intensity of droughts, related to an
increase of global temperatures and changes in rainfall distribution. Growth of forest trees highly depends on
water availability and will be significantly impacted by these changes. The understanding of the impact of
genetic and environmental factors on the growth dynamics is a major challenge to ensure production levels of
future planted forests. Eucalyptus, thanks to its rapid growth and the availability of genetic and genomic
resources, is a perfect model to conduct this research.

The objective of this thesis is to characterize the genetic architecture of growth dynamics in Eucalyptus at
different time scales, in relation with: (i) environmental changes, including changes in water availability, and (ii)
isotopic composition of carbon (8*3C), a character associated with water-use efficiency. To this end, an
interspecific cross between E. urophylla x E. grandis was studied in four experimental trials in the Republic of
Congo. Our approach, based on mapping of quantitative trait loci (QTL), combines (i) a high-throughput
genotyping, (ii) a characterization of inter and intra-annual growth dynamics and §"3C, as well as a continual
measurement of stem radial micro-variations and (iii) a continual characterization of environmental factors.

First of all, this work led to the construction of the first high-resolution genetic maps in Eucalyptus,
improving the sequence of the reference genome. Then, the analysis of genetic architecture of 8*3C enabled the
identification of positional candidate genes, which might be involved in the variation of this trait. Finally, inter
and intra-annual characterization of growth dynamics highlight that genetic architecture of adult growth is
structured by responses to the environment at the juvenile stage. These responses were then analyzed using daily
profiles of stem radial micro-variations, which enabled the characterization of the genetic determinants of
response to the environmental factors at the juvenile stage. Our results highlight the importance of considering
growth as a dynamic trait, not only to understand its genetic basis, but also to select in a changing environment.

Keywords: growth dynamics, micro-dendrometer, §*3C, genetic mapping, QTL, genotype by environment
interaction, Eucalyptus
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