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Résumé :

Le chêne pédonculé (Quercus robur) et le chêne sessile (Quercus petraea) sont deux espèces sympatriques des écosystèmes européens qui peuvent s’hybrider. Malgré de larges divergences morphologiques et écologiques, une très faible différenciation génétique interspécifique a été observée (au niveau de marqueurs nucléaires et cytoplasmiques, Gst moyen d’environ 3%), avec cependant la présence de points chauds (« hotspots ») de différenciation répartis le long du génome. Ces observations peuvent être corrélées au modèle en mosaïque de Wu de spéciation sympatrique au niveau du génome, suggérant l’existence de « gènes de spéciation » responsables du maintien de la divergence des espèces malgré l’existence de forts flux de gènes.
   L’objectif de cette étude est de comprendre les interactions entre les flux de gènes et la sélection divergente dans ce complexe d’espèces, en se focalisant sur les barrières à l’hybridation.

   Des croisements contrôlés interspécifiques ont été réalisés sur des génotypes de chênes pédonculés provenant d’une famille d’arbres plein-frères, avec un mélange de pollen de différents génotypes de chênes sessiles. Des mesures de floraison et de fructification couplées à des observations cytologiques ont révélé l’existence de barrières à l’hybridation, sous contrôle génétique.

   Parallèlement, une approche de génétique des populations à été menée afin d’étudier la diversité moléculaire et la différenciation interspécifique de gènes  candidats potentiellement impliqués dans les barrières à l’hybridation (récepteurs floraux et polliniques, protéines de germination et croissance du pollen). Dans certains cas, l’analyse des séquences a permis de détecter des patterns neutres ou une forte différenciation, suggérant l’implication de ces gènes dans les processus de spéciation. 
TABLE DES MATIERES

I. PRESENTATION DU SUJET ET QUESTIONS POSEES
a. SPECIATION SYMPATRIQUE ET FLUX DE GENES
La définition d’une espèce biologique, basée sur un isolement reproducteur entre individus, est encore ajourd’hui une notion controversée. Le processus de formation des espèces, ou spéciation, est classiquement décrit comme une augmentation de la divergence génétique jusqu’à un point où les flux de gènes entre individus sont impossibles, et où les génomes sont à la fois distincts et indépendants (Wu & al., 2005).
Cependant, les phénomènes d’hybridation sont courants en particulier chez les plantes. Dans ce cas, la notion de « génome isolé » est erronée puisque des flux de gènes interspécifiques ont lieu. La vision en « mosaïque » de la spéciation au niveau génomique proposée par Wu en 2001 est un modèle dans lequel les génomes entre espèces seraient différenciés et isolés dans leur majorité, avec la présence de zones génomiques qui seraient « perméables » aux flux de gènes interspécifiques. Au cours du phénomène de spéciation, ces zones perméables aux flux, majoritaires au départ, diminueraient jusqu’à disparaître, pour conduire au modèle final de génomes entièrement isolés entre espèces (Fig. 1).
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Fig. 1 : La vision génique de la spéciation (Wu & al., 2005).
Les deux barres horizontales représentent les génomes de deux espèces divergentes. Au début de la différenciation (a), seuls quelques locus (en rouge et violet) sont différenciés, alors que les flux de gènes interespèces continuent (flèches). Puis, les zones différenciées augmentent malgré le maintien des flux de gènes (b,c), jusqu’à ce que les deux populations soient reproductivement isolées, et considérée comme deux espèces séparées.

Cette vision génique de la spéciation permet de supposer l’existence de « gènes de spéciation », qui contribuent à l’isolement reproducteur de façon physiologique, comportementale ou écologique, et sont à la base du processus de divergence des espèces. Les gènes et non les génomes sont alors les unités de la spéciation (Wu & al, 2001). La spéciation serait donc le résultat des effets antagoniste des flux de gènes, favorisant l’hybridation, et de la sélection divergente favorisant la différenciation des espèces.

Les mécanismes de la spéciation sont influencés par la géographie des espèces (Fig. 2). Dans le cas de la spéciation allopatrique, l’isolement reproducteur est causé par une séparation géographique des espèces, conduisant par dérive ou adaptation locale à la divergence des génomes.

Dans le cas de spéciation parapatrique ou sympatrique, les populations ne sont pas géographiquement séparées et les flux de gènes sont encore possibles entre individus
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Fig. 2 : Les modèles géographiques de spéciation. 
Les zones rouges représentent l’intensité des barrières aux flux de gènes. 

(a,b) : modèle de spéciation allopatrique
(c,d) : modèle de spéciation parapatrique (c) et allopatrique (d), existence d’un intervalle de temps durant lequel des flux de gènes sont présents.

   Dans ce cas-là, le rôle des gènes de spéciation permet d’expliquer la divergence des espèces en présence de flux de gènes : ces gènes contrôleraient la mise en place de barrières reproductives, selon différentes modalités possibles (Savolainen & al., 2006) (Fig. 3):

· Barrières pré-reproductives : la rencontre des gamètes n’a pas lieu, grâce à des décalages phénologiques ou comportementaux par exemple, les organes sexuels des deux espèces n’étant pas matures à la même période de la vie / de l’année (exemple : décalage des dates de floraison chez les arbres).
· Barrières pré-zygotiques : Il n’y a pas formation du zygote, suite à une incompatibilité de croisement, un exemple classique chez les plantes étant l’arrêt de croissance du tube pollinique dans le style des fleurs suite à une activité RNase dégradant les ARN messager du pollen en croissance.

· Barrières post-zygotiques : la valeur sélective de l’hybride formé est diminuée ou nulle (hybride non viable). Ceci peut être causé par des réarrangements chromosomiques aberrants au cours des meïoses par exemple. 
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Fig.3 : Les barrières à l’hybridation (Lepais 2008)
   Il est donc intéressant de comprendre cette interaction entre flux de gènes et spéciation, ainsi que les bases physiologiques et moléculaires de cette interaction.

b. LE COMPLEXE D’ESPECES CHENE SESSILE – CHENE PEDONCULE : UN MODELE D’ETUDE
   Le chêne sessile (Quercus petraea) et le chêne pédonculé (Quercus robur) sont deux espèces sympatriques de l’Europe de l’Ouest qui s’hybrident naturellement. Il a été montré que le sens de l’hybridation se faisait préférentiellement dans le sens sessile vers pédonculé (Bacilieri & al., 1996). 
   Cette hybridation « asymétrique » a servi de base à un modèle écologique de migration d’espèces, dans lequel un espèce pionnière (ici le chêne pédonculé) conquête de nouveau milieux, puis est progressivement introgressée par le pollen d’une deuxième espèce (ici le chêne sessile) jusqu’à l’obtention des deux espèces en sympatrie dans la nouvelle aire de répartition (Petit & al., 2004):
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Fig. 4 : L’hybridation asymétrique, un modèle de migration d’espèces (Lepais 2008)
c. DE RELATIVES DIVERGENCES PHENOTYPIQUES 
   Morphologiquement, le trait qui différencie ces deux espèces est la présence d’un pédoncule entre la tige et le gland (chêne pédonculé) ou son absence (chêne sessile). Des différences de formes des feuilles ont aussi été décrites (Kremer & al., 2002). Enfin, au niveau écologique, le chêne pédonculé supporte mieux les sols humides, et se retrouve donc plutôt dans les zones humides une forêt, à l’inverse du chêne pédonculé.
   Cependant, en dehors de la période de fructification (apparition des glands), il n’existe pas de trait permettant de distinguer avec certitude l’une ou l’autre espèce, notamment à cause de la présence de formes hybrides dans les populations naturelles (Petit & al., 2002).
d. UNE FAIBLE DIVERGENCE MOLECULAIRE
   Une étude génomique sur 389 marqueurs moléculaires (isozymes, AFLPs, microsatellites et mutations ponctuelles) a montré que la différenciation génétique entre les deux espèces est quasi nulle pour les marqueurs nucléaires, et reste faible (Gst<3%) pour les marqueurs chloroplastiques (Scotti-Saintagne & al., 2004).
Cependant, ces marqueurs ont été cartographiés (Scotti-Saintagne & al., 2004) et ont révélé que l’existence de quelques marqueurs fortement différenciés, qui colocalisaient parfois au niveau de « hotspots » de différenciation (Fig. 5)
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Fig. 5 : Représentation du paramètre de différenciation Gst des marqueurs le long des chromosomes (Gst en abscisse). En rouge : colocalisation de marqueurs à fort Gst
   Ces résultats sont en accord avec le la vision génique de la spéciation, avec des zones perméables aux flux de gènes (Gst faible) et des hotspots de différenciation (Gst fort) pouvant correspondre à la présence de gènes de spéciation.

L’objectif des travaux présentés dans ce rapport est donc de mieux comprendre l’interaction entre flux de gènes et spéciation dans un modèle de spéciation sympatrique, en se focalisant sur l’étude des barrières reproductives interspécifiques. Deux approches parallèles ont été mises en place :
1. La caractérisation de croisements interspécifique, afin d’acquérir des données sur la compatibilité de l’hybridation dans ce complexe  d’espèces de chênes

2. La recherche de gènes de spéciation, en se basant sur l’analyse de séquences nucléotidiques de gènes candidats.

II. CROISEMENTS CONTROLES INTERSPECIFIQUES
a. OBJECTIF – PRINCIPE
   Nous réalisons des croisements contrôlés entre chêne sessile et chêne pédonculé afin de détecter la présence ou non de barrières à l’hybridation limitant les flux de gènes entre les deux espèces. De plus, la caractérisation de cette incompatibilité d’hybridation est aussi étudiée, par l’échantillonnage de différents génotypes clonés d’un pédigrée de chêne pédonculé.
   Les croisements hybrides de 2008 ont été effectués dans le sens « sessile » vers « pédonculé » (à priori le plus favorable), c’est-à-dire fécondation d’arbres mères pédonculés par du pollen de chêne sessile. Des clones de différents génotypes de chêne pédonculé ont été croisés par le même mélange de pollen de plusieurs chênes sessiles, afin de déterminer :

· si la compatibilité d’hybridation est dépendante du génotype de l’arbre-mère. Pour répondre à cette question, des mesures de la floraison et de la fructification, couplées à des observations cytologiques ont été effectuées.
· s’il existe des différences de compatibilité d’hybridation entre les individus sessiles utilisés dans le mélange pollinique vis-à-vis d’un même génotype d’arbre mère pédonculé. Pour répondre à cette question, des tests de paternité sont en cours sur les glands issus des croisements.
b. PRESENTATION DU DISPOSITIF
i. Parcelle expérimentale

L’expérimentation se situe sur le domaine expérimental de l’INRA à Bourran (Lot-et-Garonne).
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Fig. 6 : Localisation de la parcelle expérimentale

   Cette parcelle est constituée de 2196 individus pédonculés âgés de 7 à 10 ans, qui sont tous issus d’un croisement entre les individus « 3P » et « A4 » du domaine de l’INRA de Pierroton (33), et qui ont été préalablement clonés sous forme de greffes avant d’être plantés sur ce site. Il s’agit ainsi d’une famille d’arbres  plein-frères, constituée de 352 génotypes différents, chaque génotype étant présent de 3 à 10 copies sur la parcelle. Le choix de ces deux génotypes de départ avait été fait à l’INRA sur la base d’une grande divergence de caractères phénologiques entre les deux, assurant ainsi une variabilité conséquente dans la descendance F1, nécessaire aux différentes études menées à l’INRA sur ce pédigrée.
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Fig. 7 : Photo de la parcelle expérimentale
  De nombreuses données morphologiques (taille), phénologiques (date de débourrement), et physiologiques (fructifications, aptitude au greffage) ont été réalisées au laboratoire sur ces arbres depuis 2001.

ii. Les arbres-mère du croisement

   Devant la difficulté et l’inconnu de la réalisation de croisements contrôlés sur des arbres mesurant de 4 à 7 mètres de hauteur, nous avons limité le nombre d’arbres-mère à 30 individus cette première année. Afin d’optimiser la validité statistique des futurs résultats, ces 30 individus pédonculés sont composés de 10 génotypes différents, chacun étant répété en 3 copies.
   Le choix de ces 10 génotypes parmi les 352 disponibles s’est basé sur des mesures phénotypiques et phénologiques ayant été réalisées depuis plusieurs années, afin de satisfaire aux conditions suivantes :

· les arbres ont déjà fructifié les années précédentes (arbres à maturité sexuelle)

· les arbres des 10 génotypes sont répartis sur l’ensemble de la parcelle, et sont représentatifs de la diversité des individus de la parcelle au niveau des caractères de hauteur, de date de débourrement et du nombre de fleurs produites.

   En plus de ces 30 individus, 30 individus supplémentaires correspondant à 3 clones supplémentaires pour chacun des 10 génotypes ont été sélectionnés mais n’ont pas été croisés artificiellement, afin de servir de témoin de référence. 

   Le schéma suivant illustre la répartion des 60 individus sur la parcelle :[image: image6.png]



Fig. 8 : schéma de la parcelle (orange : 30 arbres empochés ; jaune : 30 arbres témoin non empochés)
iii. Le pollen utilisé
   Pour réaliser les croisements, nous avons utilisé un mélange de pollen provenant de 4 individus sessiles : Qs27, Qs30, Qs31 et Qs32. Ce sont des arbres adultes plantés sur le domaine de l’INRA d’Orléans, dont le pollen a été récolté, trié et séché en 1996, 1999, 2001, 2002, 2004 et 2005, et conservé à -20°C.
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Fig. 9 : Photo d’un châton mâle, juste avant la libération du pollen
   Le pourcentage de viabilité de ces différents pollens a été estimé par une vérification de coloration à la fluorescéine (les grains vivants se colorent et sont fluorescents aux ultraviolets, à l’inverse des grains morts).

   Le mélange de pollen a été fait en tenant compte des différences de viabilité entre individus, afin d’obtenir 25% de grains vivants de chaque génotype dans le mélange pollinique.

iv. Les étapes du croisement contrôlé
L’ensemble des opérations de terrain se déroule du mois de Mars au mois de Septembre. Ces croisements contrôlés ont été mis au point à l’INRA de Pierroton par M. Guy Roussel.
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Fig. 10 : Planning des étapes des croisements et des prélèvements effectués
Empochage des arbres : Au mois de Mars, les arbres-mère ont été recouverts d’une grande poche de tissu non tissé, afin de les isoler du pollen des arbres aux alentours qui sera relaché au Printemps. Ce tissu est perméable à l’air et à la lumière.
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Fig. 11 : Arbres empoché (gauche) ; injection de pollen (droite)
Piqûres de pollen : Au mois d’Avril-Mai, 4 injections de pollen ont été effectuées à l’intérieur de chaque poche, à l’aide d’une seringue et d’un compresseur permettant l’injection et le brassage du mélange pollinique à l’intérieur de la poche.

   Puis au mois de Mai, les arbres ont été « dépochés », et nous avons réalisés des mesures de floraison (nombre d’inflorescences produites par arbre) et de fructification (nombre de glands produits par arbre). Parallèlement, des fleurs femelles ont été conservées dans du FAA (Formaldéhyde – Acétone – Alcool) pour des mesures cytologiques de croissance de tube pollinique dans le style. La fructification a été mesurée au mois de Septembre. 
c. MESURES CYTOLOGIQUES
  Chez les chênes, la germination et la croissance du tube pollinique dans le style des fleurs jusqu’à la fécondation dure environ un mois, de fin Mai à début Juillet. Afin de détecter de possibles phénomènes d’incompatibilité de croisement prézygotique, des observations cytologiques sur les fleurs prélevées après les piqûres de pollen ont été réalisées. En effet, dans le cas d’une incompatibilité de croisements prézygotique, la germination des grains de pollen sur les stigmates des fleurs peut être inhibée, et la croissance des tubes polliniques peut être bloquée au niveau des tissus du style, avant que ceux-ci atteignent l’ovule pour réaliser la double fécondation (Boavida & al., 2001).
   Des coupes longitudinales des styles des fleurs prélevées une semaine et un mois après injection du mélange pollinique ont été réalisées. Ces coupes de style ont été colorées par une solution de bleu d’aniline permettant une coloration spécifique des bouchons de callose se formant lors de la croissance du tube pollinique. L’observation de ces coupes en microscopie à fluorescence permet de repérer les tubes polliniques de couleur jaune vif après excitation aux ultra-violets (protocole fourni par Adrienne Ressayre, communication personnelle).
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Fig. 12 : Etapes de préparation des lames et observations microscopiques
d. RESULTATS
i. Mesures de terrain et observations cytologiques
Afin d’analyser les résultats de ces croisements contrôlés hybrides, les variables suivantes ont été prises en compte :
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Variables li¢es au succés des croisements.
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Variables cytologiques.
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1-6
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101,5-2633

0-3
0-7
0-31
052
0-10
0-032
133-06
0-42
0-17

0-27
05
0-20




Tab. 1 : Liste et description des variables mesurées

 Les variables d’identification nous renseignent sur le génotype des arbres et leur localisation dans la parcelle. Les variables morphologiques de hauteur nous permettent d’appréhender les variations environnementales en comparant les hauteurs d’arbres issus d’un même génotype par exemple. Les variables phénologiques contiennent des données des années précédentes et actuelles, sur les dates de débourrement et l’intensité de la floraison. Les variables liées au succès des croisements nous servent à évaluer la compatibilité d’hybridation des génotypes, à travers l’observation de la fructification, et le calcul de variables représentatives du succès d’hybridation (nombre de glands formés relatifs au nombre de fleurs initial) ou d’une incompatibilité de croisement (nombre de fleurs avortées par exemple).

 Afin de tester la distribution des ces valeurs par rapport au génotype de l’arbre et l’existence ou non d’effet de certaines variables sur d’autres, différents types d’analyses de variance ont été réalisées à l’aide du logiciel SAS (SAS® Proprietary Software Release (8.01.01M0P050800) :
· Anova « effet génotype », testant l’effet du génotype sur les moyennes des variables mesurées. 

      Le modèle est de type    Yijk      =       µ     +       Gj(i)        +       Eijk 

                                                                    Valeur         moyenne        effet génotype     erreur
· Anova « effet génotype + bloc », testant l’effet du génotype et du bloc de la parcelle sur la moyenne des variables mesurées, pour diminuer les hétérogénéités spatiales environnementales de la parcelle. 

      Le modèle est de type    Yijk      =       µ     +       Gj(i)        +       Bj(i)        +       Eijk 

                                                                    Valeur         moyenne    effet génotype     effet bloc                erreur
· Anova « Analyse de covariance », testant aussi l’effet du génotype, en ajoutant une analyse spatiale permettant d’ajuster les micro-hétérogénéités environnementales : pour cela, les moyennes de variables de 4 arbres voisins de chaque clone (hauteur 2005 et note de débourrement 2007)  sont déclarées comme covariance dans le modèle d’analyse de variance, et sorties de l’erreur résiduelle en faisant une regression sur l’ensemble des individus (Garnier-Géré & al., 2001).
      Le modèle est de type     Yijk      =       µ     +       Gj(i)        +       β COVijk        +       Eijk 

                                                                      Valeur        moyenne    effet génotype           covariance                  erreur
· Anova « Analyse de covariance hiérarchisée », proche du modèle précédent, qui prend en compte les réponses différentes de chaque clone à l’hétérogénéité environnementale, en déclarant comme covariance les moyennes de variables des 4 arbres voisins de chaque clone. Cette fois les variables environnantes déclarées comme covariance sont sorties de l’erreur résiduelle en faisant une regression sur les individus de chaque clone (Garnier-Géré & al., 2001).
      Le modèle est de type     Yijk      =       µ     +       Gj(i)        +       βij COVijk        +       Eijk 

                                                                      Valeur        moyenne    effet génotype           covariance                  erreur
   Ces analyses de variances ont été réalisés pour l’ensemble des variables en utilisant les 4 modèles. Le tableau 2 résume les résultats les plus significatifs.
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Tab. 2 : Résultats significatifs des analyses de variance
   L’utilisation de ces différents modèles d’analyse de variance permet de dégager des variables dont les moyennes inter-génotypes sont significativement différentes. Pour les autres variables, il est possible que la non-significativité des résultats soit dûe à des degrés de liberté trop faibles dans l’analyse. L’augmentation du nombre de croisements permettrait alors de palier à ce problème.

   On constate qu’avec des analyses de variance testant seulement un effet clone ou un effet clone + bloc, il est difficile de dégager des différences inter-génotypes avec ces variables. Dans notre cas, le fait de déclarer en covariable la hauteur ou la date de débourrement afin de prendre en compte les hétérogénéités de l’environnement permet de visualiser des effets génotypes sur nos variables. La comparaison du R-square total et du R-square génotype nous renseigne sur la contribution des effets sur la moyenne finale. Par exemple, le modèle d’analyse de covariance hiérarchisé explique 93% des variations de la longueurs des tube, 37% étant expliqué par l’effet clone.

   Les graphiques ci-dessous représentent les moyennes brutes des variables pour chaque génotype, ainsi que les moyennes ajustées selon le modèle utilisé, pour les variables aux résultats significatifs. Les moyennes ajustées correspondent au moyennes brutes auxquelles sont ajoutés les effets génotype et environnement du modèle d’anova utilisé.
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Fig. 13 : Moyennes brutes (gris) et moyennes ajustées (rouge) des variables pour chaque classe de génotype
   Ces résultats, associés aux analyses de variance, montrent des différences entre les génotypes étudiés pour les  caractères liés à la compatibilité de croisement.
 Les 30 arbres témoins correspondant aux 10 mêmes génotypes avec 3 clones par génotype n’ont pas été empochés, et donc soumis aux flux de pollen extérieurs naturels au cours de la saison. Les graphiques suivants comparent les moyennes de quelques variables mesurées dans les deux cas (croisement contrôlé hybride vs. croisement naturel).

[image: image18.png]Notes inflorescences moyennes par Nombre de grains de pollen par stigmate
6 génotype 3 ‘moyens par génotype
croisements

croisements hrides mtémoins
hybrides 25 yeride:

s

o

3

] :
nikﬁiylzi1ln lll

témoins

M3 16 121 127 131 140 157 237 246 302 M3 116 121 127 131 140 157 237 246




Fig. 14 : Notes d’inflorescence et nombre de grains de pollen moyen par style pour chaque classe de génotype, pour les croisements hybrides (gris) et les témoins naturels (vert)

   La comparaison de ces moyennes montre que les arbres empochés ont plus fleuri que les non-empochés. Ceci peut s’expliquer par le fait que l’empochage crée un environnement favorable à la croissance de l’arbre (températures plus chaudes la nuit) conduisant à une floraison plus intense chez les arbres empochés. Cependant la comparaison du nombre de grains de pollen restant sur les stigmates des fleurs est plus importante dans le cas des croisements naturels. Une explication à ces résultats pourrait être que le pollen intra-espèce adhère mieux au style de la fleur que le pollen d’une autre espèce. Une autre explication possible est une plus longue exposition des fleurs aux flux de pollen dans le cas des arbres non-empochés soumis à une pollinisation naturelle, et ainsi la présence de davantage de grains de pollen au moment des prélèvements floraux.

Le graphique suivant compare la longueur moyenne mesurée des tubes polliniques dans les styles :
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Fig. 15 : Longueur moyenne des tubes polliniques pour chaque classe de génotype, pour les croisements hybrides (gris) et les témoins naturels (vert)
   On peut remarquer que les tubes polliniques sont plus développés dans le cas des pollinisations naturelles que dans le cas des croisements hybrides. Ceci pourrait correspondre à l’existence d’une barrière pré-zygotique au croisement interspécifique, avec un blocage de la croissance des tubes polliniques de chêne sessile dans les styles des fleurs de chêne pédonculé.
   Enfin, des analyses de corrélation entre les différentes variables ont été réalisées, afin d’observer les relations entre les variables. Les graphiques suivants montrent les résultats les plus intéressants (chaque point correspond à la moyenne des 3 clones empochés pour chaque génotype):
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Fig. 16 : Représentation graphique de la longueur moyenne des tubes polliniques en fonction du nombre moyen de tubes polliniques par style, pour chaque classe de génotypes
   On voit ici une relation positive entre le nombre de tubes polliniques observés dans les styles et la longueur de ces tubes. L’existence d’une telle relation pourrait nous utile pour estimer la compatibilité, car la mesure du nombre de tubes polliniques est plus facile à réaliser que la mesure de la longueur des tubes. Pour l’instant, le faible jeu de données de nous permet pas de conclure sur cette relation.
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Fig. 17 : Représentation graphique de la variable « compatibilité » en fonction du nombre moyen de tubes polliniques par style, pour chaque classe de génotypes 
   Ici encore, il y a trop peu de données pour conclure à une corrélation positive entre le nombre de tubes polliniques par style et le nombre de glands produits rapporté au nombre de fleurs initiales. Cependant, une telle relation montrerait une logique entre ce qui se passe au niveau cellulaire et les résultats des croisements.
ii. Et côté paternel ? : génotypage des glands
   Au total, 336 glands ont été récoltés sur les 30 arbres empochés suite aux croisements contrôlés. Le premier objectif de cette expérience est de vérifier que les glands formés sont bien des hybrides et qu’il n’y a pas eu de contamination de pollen extérieur au lors des croisements contrôlés. Le deuxième objectif est de déterminer quel parent sessile est le  « père » parmi les 4 individus sessiles présents dans le mélange de pollen, pour chacun des glands. Ceci nous permettra d’obtenir, par individu et par génotype, le pourcentage de glands formés par chaque père, et ainsi d’acquérir des données sur des possibles différences de compatibilité de croisement hybride entre les génotypes de chênes sessiles, vis-à-vis de chacun des génotypes de chêne pédonculé. 
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Fig. 18 : Exemple de résultats possibles pour trois génotypes fictifs X, Y, Z
   Les glands et les parents ont été génotypés sur 12 marqueurs microsatellites. Cependant, l’absence de résultats pour un des parents (Qs32) ne nous permet actuellement pas de présenter de résultats définitifs pour cette expérience.

e. CONCLUSIONS – PERSPECTIVES
Les résultats de ces croisements contrôlés montrent:
· des différences significatives inter-génotypes entre les moyennes des variables mesurées, permettant de caractériser ces croisements hybrides en fonction des génotypes.
· une moins bonne croissance des tubes polliniques dans les styles lors des croisements inter-espèces que dans le cas d’une pollinisation naturelle, suggérant l’existence de barrières pré-zygotiques à l’hybridation.
· Une possible corrélation entre des variables « cytologiques » (nombre de tubes polliniques dans les styles) et des « macrovariables » (nombre de glands formés / fleurs initiales), suggérant là aussi l’existence de barrières prézygotiques à l’hybridation.
Les perspectives de cette expérience en 2009 sont :
· l’obtention des résultats finaux de génotypage des glands.
· le suivi des glands produits en 2008 (mesure de taux de germination, croissance) afin d’acquérir des données sur une incompatibilité post-zygotique et sur la viabilité des hybrides.
· la réalisation de croisements hybrides supplémentaires (20 génotypes * 3 individus) et de véritables croisements témoins par du pollen de chêne pédonculé (10 génotypes * 2 individus).
III. ANALYSE DE SEQUENCES : A LA RECHERCHE DES GENES DE SPECIATION
a. OBJECTIF
   L’objectif de cette étude est la détection de gènes candidats potentiellement impliqués dans les barrières à l’hybridation. Pour cela, une étude de génétique des populations basée sur des analyses de diversité et de différenciation moléculaire est menée.

   Afin d’étudier la divergence de ces espèces au niveau génétique, nous avions le choix d’étudier des gènes impliqués :

· dans l’adaptation au milieu, sachant que ces espèces sont adaptées à des milieux écologiques différents

· ou dans les systèmes de reproduction, notamment les mécanismes physiologiques de compatibilité de croisement. C’est sur ce deuxième cas que nous avons travaillé, en accord avec les expériences de terrain et peut-être plus facilement généralisable à d’autres complexes d’espèces.

   Au-delà des mesures de diversité et de différenciation de nos gènes candidats, l’objectif est de comparer ces résultats à une référence neutre basée sur un projet global de reséquençage allélique d’un grand nombre d’ESTs aléatoires, afin de détecter des « outliers » COMPLETER
b. CHOIX DES GENES CANDIDATS
   Différentes banques d’ESTs de chêne sessile et pédonculé ont été préalablement réalisées au laboratoire, à partir d’ADNc de différents tissus (racines, feuilles, bourgeons, xylème) et de différentes conditions (stress hydrique). Cependant les fonctions supposées de ces ESTs sont faiblement annotées. La stratégie utilisée pour la recherche d’ESTs de chêne candidates a donc été de choisir des séquences connues chez d’autres espèces (Arabidopsis, Peuplier, Prunus) et de trouver des séquences homologues dans nos banques. 

   Selon cette méthode, 49 ESTs candidates ont été sélectionnées : 38 ayant un rôle potentiel dans l’incompatibilité interspécifique (interaction pollen/pistil, germination du pollen, croissance ou guidage du tube pollinique, récepteurs du style), 9 ayant un rôle potentiel dans la phénologie de la floraison (les décalages de floraison entre espèces pouvant constituer un barrière à l’hybridation), et 2 ayant un rôle potentiel dans les phénomènes d’autoincompatibilité de croisement (nous verrons en partie ????? l’intérêt d’étudier aussi cette fonction).

   Une deuxième approche a été menée par PAULINE ET TIANGE LANG (DETAILLER) pour la sélection d’ESTs candidates : un scan bioinformatique a été réalisé sur nos banques disponibles afin d’en extraire les ESTs ayant à priori une différenciation élevée entre les deux espèces (VALEUR SEUIL + NOMBRE). Le choix d’EST candidates s’est ensuite fait selon leur annotation fonctionnelle. 11 séquences à fort Gst ont ainsi été rajoutées à l’étude, potentiellement impliquées dans le cytosquelette ou des récepteurs polliniques ou floraux. 
Nous avons donc au final sélectionné 60 ESTs candidates.
TABLEAU EN ANNEXE ??? COPIE D’ECRAN DU FICHIER EXCEL ??? NON, PLUTOT DANS LA PARTIE RESULTATS

c. Individus séquencés

Les individus séquencés sont des individus adultes sessiles et pédonculés provenant de la forêt de la Petite Charnie, située dans le département de la Sarthe (72)
d. Présentation des résultats
Le tableau ??? présente le nombre de gènes dont des séquences ont été obtenues cette année, par un protocole de séquençage diploïde:
	Mécanisme général
	ESTs sélectionnées
	ESTs testées
	ESTs séquencées

	Incompatibilité interspécifique
	38
	5
	3 (Pop2, Feronia et Tub8)

	Floraison
	9
	0
	0 

	Fort Gst
	11
	5
	2 (H8 et ROS)

	Autoincompatibilité
	2
	2
	0


Tableau 3 : Nombre de séquences sélectionnées, testées et obtenues pour chaque type de mécanisme physiologique général

FAIRE TABLEAU + PROPRE
i. Diversité

Les séquences ont été analysées à l’aide du logiciel Arlequin REF. Le bilan des résultats est résumé dans les tableau suivants :
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Tableaux 4, 5 : Bilan des résultats d’analyse de séquence (***p<0,05)
Afin de calculer les valeurs de Nst, une reconstruction des haplotypes a été réalisée par le logiciel à partir des séquences diploïdes. L’observation de ces données permet de détecter :

· une forte différenciation interspécifique des locus Pop2 et H8

· une forte diversité du locus Pop2

· un D de Tajima négatif pour les gènes Tub8 et Feronia, possible signature d’un évènement de sélection

La distribution des SNP (Single Nucleotide Polymorphisms), des valeurs d’hétérozygotie et de Fst le long des locus sont représentés dans les schémas suivants :
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Figures 13, 14 : Distribution des SNPs, de l’hétérozygotie et du Fst le long du fragment séquencé
Pour ces 4 gènes, la diversité et la différenciation par SNP se répartit sur l’ensemble du locus. On peut remarquer ici une plus grande diversité pour le gène Pop2, et une plus faible diversité pour le gène H8.
Le gène Tub8 présente une distribution différente de ses mutations le long du locus :
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Figure 16 : Distribution des SNPs, de l’hétérozygotie et du Fst le long du fragment Tub8

En effet, la zone promotrice du gène possède de 11 SNPs très différenciés, alors que la zone codante contient 15 SNPs peu voire non différenciés, tous correspondant à des mutations « synonymes » qui n’entraînent pas de changements dans la séquence de la protéine codée. Il est intéressant de noter le pattern de ce gène codant une protéine du cytosquelette, sans doute soumise à de la sélection purificatrice, mais dont la séquence régulatrice en 5’ est fortement mutée et différenciée entre les deux espèces. 
ii. Recherche d’outliers

e. Le cas du locus S d’autoincompatibilité

i. Présentation du modèle

   Dans la famille des Prunus, l’autoincompatibilité de croisement (qui empêche l’autofécondation d’une fleur par le pollen du même arbre) est de type gamétophytique, c’est-à-dire contrôlée par une interaction entre des protéines codées par le génôme haploïde du pollen et des protéines du style de la fleur, entraînant le blocage de la croissance de tube pollinique. On sait qu’il existe une autoincompatibilité chez les chênes (REF), que nous avons vérifiée au laboratoire sur un individu empoché, relâchant son pollen dans la poche, auquel nous n’avons pas injecté de pollen extérieur. On pense que le système d’autoincompatibilité des chênes est de même type que celui des Prunus.
   Ce système est contrôlé par le locus S, qui est une grande zone génomique de 100kb contenant 12 ORFs, dont :

· le locus de la S-RNase, qui est la composante femelle du système, exprimé uniquement dans le style et responsable de la dégradation des ARNm du pollen entraînant son blocage de croissance.

· le locus SFB (S F-Box protein), qui est la composante mâle du système, exprimé uniquement dans le pollen.

   L’autoincompatibilité se base sur une correspondance allélique entre ces deux locus : si la protéine SFB du pollen est codée par un allèle différent de celui présent dans le génôme de la fleur, il n’y a pas de reconnaissance et la S-RNase est inhibée. En revanche, si la protéine SFB est codée par le même allèle, la correspondance allélique conduit à une perte d’inhibition de la S-RNase et au blocage du de la croissance du tube pollinique.
   Du point de vue évolutif, il est intéressant de s’intéresser à ces locus car :

· une conséquence de ce système est une variabilité nucléotidique est extrêmement élevée (1 SNP toutes les 2 ou 3 bases), rappelant l’hyper variabilité des anticorps chez les animaux et les complexes anticorps/antigènes

· tous les individus sont hétérozygotes
· les allèles rares sont avantagés dans les populations
· une différenciation inter-espèces est suspectée (REF)
ii. Résultats préliminaires

   En récupérant les séquences de RNase et SFB de Prunus, il a été possible de retrouver des séquences proches dans nos banques de chêne qui s’alignent avec les zones conservées définies chez le Prunus, et sont hypervariables dans les zones hypervariables correspondantes. 
[image: image30]
Figure 17 : Extrait d’alignement des S-RNases de P.avium et d’une EST de chêne (LG0AAC14YP21)
   L’utilisation de différents couples d’amorces plus ou moins dégénérées a permis d’amplifier des fragments en PCR correspondant à une seule bande par locus. Voici un exemple de profil de chromatographie lors des tentatives de séquençage diploïde de ces fragments :
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Figure 18 : Extrait d’une chromatographie de S-RNase obtenue
   Malgré l’obtention de séquences inexploitables, ce profil correspond à ce que l’on attend dans le cas de l’obtention des bons locus S-RNase et SFB en séquençage diploïde : des séquences hypervariables et des individus tous hétérozygotes. Ces fragments seront clonés en 2009, afin de séparer les deux allèles de chaque individu et de séquencer des fragments haploïdes.

f. Réalisation d’une banque ADNc de fleurs fécondées

   Afin d’acquérir des données de séquences sur des ESTs exprimées spécifiquement dans les fleurs lors de la fécondation, la réalisation d’une banque d’ADNc est en cours, à partir d’un pool de fleurs fécondées de chênes sessiles et de chênes pédonculés.
g. Perspectives

   Les perspectives à court terme de cette étude d’analyse de séquences sont 

· l’obtention de données sur un plus grand nombre de gènes candidats. Les résultats du projet de reséquençage allélique de l’ensemble des ESTs candidates et d’un grand nombre (PRECISER ?) d’ESTs aléatoires qui représenteront les distributions neutres des variables nous aideront à choisir les ESTs à étudier en détail, et à estimer les distributions neutres du test de Beaumont & Nichols.
· le clonage et le séquençage des séquences supposées appartenir au locus S de chêne, l’objectif étant d’acquérir des nouvelles données sur les formes alléliques des protéines S, de tester si la correspondance allélique RNase / SFB est conservée chez le chêne, et s’il existe une différenciation interspécifique de ces locus.

   A plus long terme, nous augmenterons le nombre d’individus séquencés pour les gènes qui seront les plus intéressants, c’est-à-dire les gènes outliers présentant une diversité et une différenciation interspécifique plus importantes que l’attendu neutre. 

PARLER DE LA MODELISATION – IM etc…
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