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RESUME

L’érable a sucre (Acer saccharum Marsh.) est ’'une des especes les plus importantes sur le plan
écosystémique de I’est de I’Amérique du Nord. Malheureusement, elle est soumise a divers stress
biotiques et abiotiques, notamment les changements climatiques, qui nuisent a sa croissance et
compromettent sa pérennité a long terme. Afin de mieux comprendre son potentiel adaptatif face a
ces perturbations, des études ont été menées sur sa diversité génétique, en vue de projets
d’amélioration génétique. Toutefois, A. saccharum a fait I’objet de peu de travaux sur ce sujet, en
raison de ’absence d’outils indispensables, tels qu’une carte de liaison génétique. Cette carte
permet notamment d’aider a localiser des génes d’intérét, faciliter et accélérer les projets
d’amélioration génétique. Etant une espéce allogame, 4. saccharum ne se préte pas aux stratégies
classiques de cartographie, ce qui explique en partie I’absence de carte de liaison génétique de cette
espece. Dans cette présente étude, nous avons utilisé 11 locus microsatellites afin d’identifier 148
individus (full-sib) issus d’une descendance F1 a pollinisation libre dans une plantation
d’A. saccharum. Nous avons ensuite appliqué ’approche de séquencage par génotypage, pour
détecter des polymorphismes mononucléotidiques (SNP), génotyper cette fratrie et identifier 3 684
SNP. Ces marqueurs ont servi a ’inférence des génotypes des parents inconnus, une étape
essentielle a la construction de la carte génétique. La carte génétique obtenue comprend 13 groupes
de liaison génétique correspondant a la taille du génome haploide de 1’espece, avec une longueur
totale de 11 558,05 cM, une densit¢ moyenne de 0,08 SNP/cM et une distance moyenne de 12,16
cM entre SNP. Cette carte couvre 93,67 % du génome de référence. La comparaison entre la carte
génétique et le génome de référence d’A. saccharum a révélé une synténie moyenne de 97,19 % et
une colinéarité significative. Cette premiere carte représente un outil intéressant pour de futures
¢tudes, notamment pour améliorer 1’assemblage du génome et pour des projets d’amélioration
génétique en facilitant la détection de QTL d’intérét, tels que ceux associés au rendement en sucre.

MOTS CLES : Acer saccharum Marsh., microsatellites, GBS, carte de liaison génétique
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION GENERALE

L'érable a sucre (Acer saccharum Marsh., 2n = 26) est I’un des feuillus les plus emblématiques du
nord de l'est de I’ Amérique du Nord (Godman et al., 1990) tant sur le plan culturel qu’économique.
Il s’agit également d’une espece importante sur le plan écosystémique (Godman et al., 1990). En
effet, 4. saccharum fournit un large éventail de services écosystémiques (Matthews & Iverson,
2017) et structure la diversité végétale et les communautés animales dans son aire de répartition
(Kallio & Tubbs, 1980). Sur le plan économique, cet arbre fournit un bois dur et solide, idéal pour
la fabrication de meubles, et soutient I’industrie emblématique du sirop d’érable (Godman et al.,
1990). Aujourd'hui, le Canada produit plus de 70 % du sirop d'érable mondial, avec environ 62
millions de kg en 2023 (Statistique Canada, 2024). Ainsi, sa haute tolérance a l'ombre et son
développement au sein des foréts feuillues tempérées et des foréts mixtes du nord-est de
I’ Amérique du Nord, en font une espéce dominante et tres répandue des foréts de cette région
(Boulet & Huot, 2013). Son aire de répartition s’étend vers le nord, jusqu’a I’espace de transition

entre les foréts boréales mixtes et les foréts feuillues tempérées (Graignic et al., 2018).

Acer saccharum et I’ensemble des services écosystémiques qu’il fournit sont menacés par les
changements globaux. Selon les projections issues des modeles de niche écologique (L. R. Iverson
et al., 2008), A. saccharum figure parmi les especes feuillues du nord-est de I’ Amérique du Nord
les plus vulnérables aux changements climatiques, avec une réduction marquée de son aire de
répartition prévue dans la majorité des scénarios climatiques envisagés. Cette diminution de I’aire
de répartition toucherait les régions situées a la limite nord de son aire, notamment le Québec, de
méme que le Nord-Est des Etats-Unis (Iverson et al., 2008). Dans ces zones, I’augmentation des
températures hivernales prévue au cours du prochain siecle entrainerait une réduction du couvert
neigeux et une hausse de la fréquence des épisodes de gel du sol dans plusieurs écosystémes
forestiers nordiques (Maguire et al., 2017). Ces changements influencent le moment, la continuité
et la durée de la production de séve (Duchesne et al., 2009). Les variations de température et de
disponibilité en eau deviennent de moins en moins prévisibles, tout en augmentant en intensité et
en durée. Ces changements entrainent des circonstances négatifs directs sur A. saccharum, une
espece sensible au stress thermique ainsi qu’a la privation d’eau en milieu urbain ou naturel (Close

et al., 1996).



Les changements climatiques engendrent des perturbations qui affectent les arbres forestiers tant a
court qu’a long terme, en compromettant potentiellement leur pérennité (Lefévre et al., 2015). Pour
faire face aux changements environnementaux, les organismes disposent de différents mécanismes
dont 1’adaptation génétique et 1’acclimatation (Scheffers et al., 2016). L’adaptation génétique
permet a certains organismes de développer des traits adaptatifs grace a la sélection naturelle, qui
repose sur la diversité génétique adaptative (Savolainen et al., 2007). Celle-ci représente la diversité
génétique liée a des traits héritables (Bay et al., 2017; Franks & Hoffmann, 2012). Chaque espece
a sa propre capacité d’adaptation, qui dépend de sa diversité génétique (Frank et al., 2017).
L’acclimatation quant a elle permet a I’espece de modifier temporairement sa morphologie, sa
physiologie ou son comportement face aux changements environnementaux sans que ces
modifications ne soient génétiques ni héritables. Ce phénomene est appelé la plasticité
phénotypique (Aubin et al., 2016; Lefévre et al., 2015). Par exemple, cette capacité d’acclimatation
est marquée chez certaines plantes, qui peuvent rapidement s’ajuster aux sécheresses (Menezes-
Silva et al., 2017). Une grande diversit¢ génétique adaptative est observée chez les especes
forestieres (Lefévre et al., 2015). Ainsi, selon les caractéres considérés, chaque population réagit
de maniere plus ou moins marquée aux variations climatiques (Frank et al., 2017). L’étude de cette
variabilité des réponses au stress repose notamment sur la compréhension et une documentation
précise du génome des especes d’intérét (McEvoy et al., 2022). L objectif de cette maitrise est ainsi
de contribuer a I’enrichissement des connaissances déja disponibles au sujet de la structure du

génome de A. saccharum.

1.1  Objectif du travail

Afin de mieux comprendre le potentiel adaptatif de 4. saccharum face aux changements globaux,
il est essentiel de documenter plus en détail la variabilité génétique naturelle de 1’espéce. Des tests
de descendance, basés sur I’évaluation de familles issues de différents types de croisements
(pollinisation libre, vergers a graines clonales et croisements biparentaux contrélés), ont montré
d’importantes différences en ce qui concerne les taux de sucre, la croissance, la résistance a la
sécheresse et les dommages foliaires (Kriebel, 1990). Cette variabilité pourrait également étre mise

a profit pour explorer le potentiel d’amélioration génétique de 1’espece.



Pour atteindre cet objectif, 1’élaboration d’une carte génétique de 4. saccharum est essentielle, car
elle joue un role majeur dans I’assemblage et la validation des génomes, ainsi que dans la
caractérisation de la structure génomique des espéces non séquencées (Bartholomé et al., 2015).
Ces cartes sont ainsi un outil primordial pour les études génétiques et génomiques, notamment dans
les programmes de sélection : elles permettent la détection et la localisation de QTL (Quantitative
Trait Locus), facilitant ainsi le développement de stratégies de sélection assistée par marqueurs
(Bartholomé et al., 2015; Quezada et al., 2021; D. Wu et al., 2019). A ce jour, aucune carte de
liaison génétique n'a encore été rapportée pour 4. saccharum. Cette absence s’explique notamment
par le fait que c’est une espéce allogame avec un cycle de reproduction trés long. Les stratégies
classiques de cartographie génétique ne sont donc pas adaptées a A. saccharum car elles reposent
sur la création de populations consanguines. Cependant, les avancées de la recherche scientifiques
ont permis le développement de stratégies plus adéquates, en se basant sur les propriétés
biologiques des arbres, notamment leur forte hétérozygotie ainsi que la grande variabilité génétique
présente au sein des populations forestieres. Grace aux méthodes alternatives, (Grattapaglia &
Sederoft, 1994; Plomion et al., 1995), plusieurs cartes génétiques d’arbres ont déja ainsi pu étre

produites (Gailing et al., 2017; Zhang et al., 2004).

L’objectif général de ce travail de maitrise est de construire une carte génétique de A. saccharum.
Cette carte génétique sera un outil essentiel pour améliorer la qualité de I’assemblage du génome
déja disponible. De plus, elle permettra, a plus long terme, d’identifier les régions du génome
impliquées dans des traits liés a la tolérance au stress et a 1’adaptation, ce qui contribuera a mieux
comprendre le potentiel adaptatif de A. saccharum face aux changements climatiques. En
particulier, la carte génétique facilitera la détection de QTL et la localisation de geénes d'intérét
associés a des caracteres écologiquement et économiquement importants. Pour atteindre cet

objectif, nous avons suivi trois étapes principales :

1. Analyse de parenté¢ a I’aide de marqueurs microsatellites pour constituer une population
cartographique.

2. Génotypage de cette population par séquengage, afin de maximiser le nombre de SNP
polymorphes.

3. Estimation des fractions de recombinaison et de la phase de liaison entre les marqueurs,
permettant la construction de la carte génétique.

3



1.2 Revue de littérature

1.2.1 L’érable a sucre et ses services écosystémiques face aux changements climatiques

e des Genevriers
fe Manicouagan  ance EufBne
= al

o Franc e chur bt
s Mécaunal  wwhite,

lle aANticost
Terre-ny

Muskego
Bay

ting

Bk des
Bay

s Haie des
rerie By, Rochers fle Bronzan s oo

Cragl i

Sawdust | fice Bays B3 catrial

Arpie Bap. '\

Cowe Hay.

Tha Stumps Ottawa |

Red Wing
Bay.

ok,

/ New Yor
o Turtle Bay
el
= Kinzua
E Hay

Berten Creek bay  Goosa
Bay Killbgck - COvE
Cawe

Narth Ba)

Haney
Creek Bay
Indiana

O
Miingis 2 Columbus
Murphy gy Indianapolis Beaverhole
Bay

Cave

fiet
ove . Missadsi 3.5 Ry
Cedar Cove Dk Louisville

Lie 22

Figure 1.1 Le cceur de I’aire de distribution de 4. saccharum en Amérique du Nord
(Carte issue de https://www.plantmaps.com/nrm-acer-saccharum-sugar-maple-native-range-map).

A. saccharum est I’un des arbres les plus répandus et abondants dans le nord-est de I'Amérique du
Nord (Saucier et al., 2003, Figure 1.1), fournissant de nombreux services écosystémique.
Cependant, malgré son importance, A. saccharum et tous les services qu’il fournit seront affectés
par les changements climatiques a plus ou moins long terme (Duchesne et al., 2009). En plus d’étre
expos¢ a I’intensification et a ’imprévisibilité des variations climatiques, telles que les épisodes de
sécheresse, les gelées printaniéres tardives et les cycles de gel-dégel au milieu de I'hiver,
A. saccharum est également soumis a diverses perturbations biotiques, notamment la défoliation
par les insectes et la maladie des racines causée par (Armillaria; Horsley et al., 2002), ainsi qu’a la
pression de I’exploitation forestiere (Boucher et al., 2009). L’ensemble de ces bouleversements
populationnels et environnementaux modifient la structure des foréts du nord-est de I’ Amérique du
Nord, mais affectent aussi la qualit¢ de la séve de A. saccharum avec des répercussions
économiques directes. En effet, la période de production du sirop d’ 4. saccharum (Skinner et al.,
2010) et le rendement annuel (Duchesne et al., 2009; Duchesne & Houle, 2014) dépendent des
conditions climatiques, de I'humidité du sol, de la santé des arbres et de la couverture neigeuse

(Cirelli et al., 2008; Norby et al., 2003; Skinner et al., 2010; Tyree & Zimmermann, 2002). Le


https://www.plantmaps.com/nrm-acer-saccharum-sugar-maple-native-range-map

réchauffement climatique peut ainsi avoir un impact sur la production de sirop d'érable, d’autant
qu'un déplacement rapide de 1’optimum climatique de A. saccharum vers le nord est prévu
(Frumhoff et al., 2007; Jain et al., 2021), la ou I’espece n’est pas encore présente. L’étude de la
diversité génétique de A. saccharum est ainsi essentielle, car elle permettrait d’identifier des genes
d’intérét liés a des QTL et des genes responsables de la tolérance aux stress biotiques et abiotiques.
Grace a I’utilisation d’outils génomiques, il sera également possible de soutenir la sélection assistée
par marqueurs et de faciliter les programmes d’amélioration génétique de cette espece

emblématique, soutenant sa productivité et sa durabilité.

1.2.2 Diversité et amélioration génétique de 1’érable a sucre

La diversité génétique d’Acer saccharum a fait 1’objet de peu d’études (Graignic et al., 2013).
Certains de ces travaux ont exploré les caractéristiques qualitatives et quantitatives de cette espece,
révélant I’existence d’une variabilité génétique chez A. saccharum en lien avec la qualité du bois,
le taux de croissance, la teneur en sucre dans la seve (Kriebel, 1990; Taylor, 1956), 1’adaptation
aux stress abiotiques (Kriebel, 1957; McCarragher et al., 2011; Solarik et al., 2016), et enfin la
résistance aux fortes insolations (Kriebel, 1989). Cette variabilité est illustrée par les observations
de Kriebel (1957), qui, a 1’aide d’essais en jardin a environnement constant « jardin communy
menés en serre, en pépiniere et en plantation expérimentale, a montré que les populations des
régions du centre et du sud de I’aire de répartition de A. saccharum présentent une plus grande
résistance a la sécheresse que celles situées au nord. De maniere similaire, Solarik et ses
collaborateurs (2016) ont observé que les graines provenant des sites nordiques germent plus
précocement que celles des sites plus au sud lorsqu'elles sont cultivées dans les mémes conditions
climatiques. Cette différence observée en conditions controlées refléte une adaptation locale, les
populations nordiques ayant évolué vers une germination plus précoce afin de maximiser la courte
saison de croissance caractéristique de leurs milieux d’origine (Solarik et al., 2016). Ces études
montrent que A. saccharum possede une base génétique exploitable pour 1’amélioration, mais
¢galement que cette diversité génétique permettra possiblement a A. saccharum de s'adapter plus

facilement aux changements climatiques et aux stress associés (Hultine et al., 2016).

Pourtant, la littérature rapporte peu de projets d’amélioration génétique concernant A. saccharum,

et ceux qui existent avaient comme objectif principal I’amélioration de la teneur en sucre de la séve



(Kriebel, 1989, 1990). Reposant sur des croisements contrdlés, ces études montrent que la sélection
et I’hybridation peuvent étre efficaces. Toutefois, les approches classiques demeurent trés longues
et laborieuses, ce qui justifie l'intégration d’outils génétiques. Par exemple, Roy et al. (1997) ont
commencé par repérer des arbres présentant les teneurs en sucre les plus élevées et les plus faibles,
puis ont recherché les marqueurs moléculaires associés a cette variabilité de la teneur en sucre.
Cette approche génétique pourrait accélérer le processus de sélection et réduire le délai nécessaire
a I’établissement d’une érabliere améliorée, par rapport a une stratégie classique d’amélioration
(Kriebel, 1957, 1989, 1990), qui requiert 25 ou 30 ans avant que les arbres ne produisent leurs
premiéres graines (Godman et al., 1990). Malgré les preuves de la faisabilité de telles approches,
I’amélioration génétique de A. saccharum a suscité peu d’intérét, notamment a cause de limitations
d’outils génétiques. Par ailleurs, d’autres outils, tels que la culture in vitro, pourraient également
contribuer a I’amélioration génétique, bien que cette technique présente encore certaines
contraintes pour A. saccharum. Toutefois, ces limitations sont considérées comme surmontables

(Singh et al., 2017).

Ainsi, la caractérisation de la diversité génétique a 1’aide de marqueurs moléculaires souligne
I’intérét d’intégrer des outils génomiques tels que les cartes génétique et physique. Ces outils
permettent de mieux cibler les régions du génome impliquées dans des caractéres d’intérét, de
renforcer les stratégies de sélection et de favoriser une amélioration génétique plus rapide de

I’espéce.

1.2.3 Carte génétique, carte physique du génome et leurs intéréts

Une carte génétique est une représentation lin€aire de la position relative des marqueurs
moléculaires sur les chromosomes et de la distance génétique entre les genes exprimée en
centiMorgan. La carte génétique joue un role essentiel dans de nombreuses études en génétique et

en génomique (Paterson, 2009).

La premiere carte génétique a ét€¢ produite pour Drosophila melanogaster en 1913 (Sturtevant,
1913). Un croisement contrdlé a été réalisé entre deux individus issus de deux lignées consanguines
présentant deux caracteéres phénotypiques différents : la couleur des yeux (rouges vs blancs); la

forme des ailes (normales vs vestigiales). Les résultats de cette étude ont permis de constater que



plus la distance entre deux génes est grande, plus la probabilité qu’une recombinaison (crossing-
over; Figure 1.2) survienne entre eux au cours de la méiose (Pawlowski et al., 2013) est grande.
Les événements de recombinaison génétique génerent de nouvelles combinaisons d’alléles,
contribuant a 1’augmentation de la diversité génétique et phénotypique au sein des populations
(Gaut et al., 2007). La fréquence de recombinaison pourra donc étre utilisée pour estimer 1’ordre
et la distance approximative entre les génes sur un chromosome (1% de recombinants par paire de
marqueur par méiose = 1 centiMorgan entre ces marqueurs), permettant la construction d’une carte
génétique (Sturtevant, 1913). Les principes établis par Sturtevant-Morgan ont eu des implications
a long terme pour la construction des cartes génétiques de plusieurs espéces. A titre d’exemple,
une carte génétique de Arabidopsis thaliana (L.) a été réalisée par Koornneef et al. (1983) a partir
des croisements entre lignées consanguines différant pour de nombreux caractéres mutants visibles,
tels que la pigmentation chlorophyllienne, la longueur de 1’hypocotyle, la morphologie florale, la
couleur du tégument de la graine ou encore la présence de trichomes. L.’analyse de la descendance
a permis d’observer la ségrégation de ces phénotypes et d’estimer les fréquences de recombinaison,
menant a 1’établissement de cing groupes de liaison correspondant aux cinq chromosomes de
I’espece. La cartographie génétique est ainsi basée sur 1’analyse des taux de recombinaison entre

marqueurs génétiques, issus des événements de crossing-over survenant lors de la méiose I.

Chromosomes homologues alignés Méiose I
A A a a A A a a A A a a
— —
B B b b B b b B b B b
Chromosome paternel Chromosome maternel Chromosomes en Crossing-over Chromatides recombinés

Figure 1.2 Représentation du crossing-over entre chromosomes homologues lors de la méiose I
Les chromatides d’origine paternelles et maternelles s’alignent et subissent un échange réciproque
de segments d’ADN. Ce processus génére des chromatides recombinés portant de nouvelles
combinaisons alléliques. Ces événements de recombinaison permettent I’estimation des distances
génétiques (exprimées en centiMorgan cM), ce qui rend possible la construction de la carte
génétique. Adapté de (Crossover), par M. Hamels, 2006, Wikimédia Commons.
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Crossover 2.jpg)



Pour estimer les fréquences de recombinaison entre les marqueurs et construire une carte génétique,
il est indispensable de disposer de : 1) une population cartographique; 2) un ensemble de marqueurs

moléculaire.

1) La population de cartographie : la population cartographique est une descendance issue d’un
croisement entre deux parents connus. Les types de populations cartographiques (Figure 1.3)
les plus couramment utilisés proviennent de croisements entre lignées consanguines (Kumar et
al., 2010), tels que :

e Une population F2 : Une population F2 est issue d’une autofécondation de la F1 provenant
d’un croisement entre deux parents. Dans les cas des espéces dioiques, la F2 est obtenue par
croisement controlé entre deux F1.

e Une population de lignées recombinantes consanguines (R/L): Une population RIL est issue
de plusieurs générations d’autofécondation de la F2.

e Une population de rétrocroisement (back-cross; BC): Une population BC est issue d’un

croisement entre F1 et I’un de ses parents.

Parent 2 Parent 1
B/B A/A
Parent 1
B/A
Autofécondation de la F1
Fa BC1
Autofécondation de la F2>.> F8
RIL

Figure 1.3 Représentation schématique des types de croisements pour 1’obtention de population
de cartographie (Schéma réalisé par 1’auteure).



2) Les marqueurs moléculaires : Les marqueurs moléculaires sont des séquences d’ADN
permettant de détecter la variation génétique entre individus. Ils reposent sur des
polymorphismes naturels (substitutions, insertions, délétions, répétitions) et constituent des
outils essentiels en génétique (Alphonse, 2004). Les systémes de marqueurs varient par leur
capacité a fournir de l'information génétique. Cette capacité peut €tre mesurée par des
indicateurs comme 1’hétérozygotie attendue, la diversité génique ou le contenu en information
polymorphe (PIC), qui dépendent des fréquences alléliques propres a chaque population (Kirst
et al., 2004). Les types de marqueurs les plus couramment utilisés sont (Alphonse, 2004; Kirst
et al., 2004):

e Les marqueurs ADN polymorphe amplifi¢ au hasard (RAPD, Random Amplified
Polymorphic DNA) : Les RAPD sont des marqueurs dominants. Ils utilisent une seule amorce
pour amplifier au hasard par PCR différentes régions du génome. Ils indiquent la présence ou
I’absence d’un fragment.

e Les marqueurs polymorphe de longueur des fragments amplifiés (AFLP, Amplified
Fragment Length Polymorphisms; Vos et al., 1995) : Les AFLP sont aussi des marqueurs
dominants. Ils combinent I’utilisation d’enzymes de restriction avec une amplification sélective
par PCR. IIs produisent un grand nombre de fragments trés informatifs répartis partout dans le
génome. IlIs révelent la présence ou I’absence d’un fragment sans distinguer les génotypes.

e Les marqueurs microsatellites (SSR, Simple Sequence Repeats): Les SSR sont des
marqueurs codominants. C’est une approche permettant de résoudre les difficultés rencontrées
avec les marqueurs dominants (Morgante & Olivieri, 1993). Ils sont des courtes séquences
répétées dont la longueur varie d’un individu a ’autre. Leur amplification par PCR permet de
détecter ces variations tres facilement. Ils sont trés polymorphes, précis et largement utilisés en
génétique. Les microsatellites sont fréquemment utilisés dans les analyses de parenté, en raison
de leur nature codominante, de leur caractére multi-allélique, de leur pouvoir d’exclusion et de
leur faible cott (Guichoux et al., 2011).

¢ Les marqueurs mononucléotidique polymorphe (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) :
Les SNP représentent des variations d’une seule base nucléotidique. Ils sont des marqueurs
codominants, bi-allélique et constituent les marqueurs les plus abondants et les plus informatifs
dans les génomes végétaux. L avénement des technologies de séquencage a haut débit a conduit

au développement d’approches robuste comme le génotypage par séquencage (GBS), qui



permet de détecter des milliers de SNP rapidement et a faible colt (Elshire et al., 2011; Poland
& Rife, 2012).

Dans le cas des arbres forestiers, il est difficile d’obtenir des lignées consanguines, ce qui empéche
de connaitre la phase de liaison, ¢’est-a-dire I’arrangement initial des all¢les sur les chromosomes
parentaux. En effet, ce sont des especes allogames a long temps de génération, ce qui rend
I’application des stratégies classiques de cartographie plus difficile. Néanmoins, leur niveau élevé
d’hétérozygotie et la possibilité d’obtenir une large descendance a partir d’un seul croisement
permettent d’observer un grand nombre de recombinaisons, facilitant ainsi la construction de cartes
génétiques (Kole, 2007). Les populations utilisées pour construire des cartes génétiques chez les
arbres sont donc issues de croisements entre individus non consanguins, soit lors de croisements
contrdlés entre deux individus préalablement sélectionnés (Grattapaglia & Sederoff, 1994), soit a

partir de la descendance d’un seul individu issu de pollinisation libre (Gailing et al., 2017).

Par exemple, la premiére carte génétique d’un arbre a été réalisée par Grattapaglia & Sederoff
(1994) a partir de deux croisements controlés entre Eucalyptus urophylla et Eucalyptus grandis
grace a une approche de cartographie en pseudo-testcross a double direction (two way pseudo-
testcross). Cette méthode consiste a construire deux cartes génétiques séparées : 1’'une basée sur les
marqueurs hétérozygotes chez le premier parent, et 1’autre basée sur les marqueurs hétérozygotes
chez le second parent. Ils ont di utiliser les marqueurs a 1’état hétérozygote chez un parent et
homozygote nul chez 1’autre parent ce qui se traduit par une ségrégation de type 1:1 (ab x aa) et
(aa x ab) dans la descendance. La descendance F1 issue de ces croisements a donc été génotypée
a I’aide de marqueurs RAPD en sélectionnant ceux présentant une configuration de pseudo-
testcross. Cette approche permet de mesurer les taux de recombinaison chez le parent hétérozygote
et donc de construire une carte génétique pour ce parent. Il est ainsi possible, ensuite, de créer une
carte consensus. Cette méme approche a été réutilisée pour construire d’autres cartes génétiques
(Bartholomé et al., 2015; Gailing et al., 2017; Zhang et al., 2004). Ces études valident 1’approche
pseudo-testcross pour construire une carte génétique pour les especes allogames malgré 1’absence
de lignées consanguines, un niveau élevé d’hétérozygotie et I’utilisation de marqueurs dominants
ou codominants, que ce soit avec une population issue d’un croisement controlé ou bien d’une

pollinisation libre.
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D’autres approches ont été utilisées pour la cartographie génétique avec le développement de
marqueurs permettant d’estimer le taux de recombinaison et la phase de liaison (Van Ooijen, 2011;
Wau et al., 2002), et de nouvelles approches permettant d’estimer des phases de liaison inconnues
(Grattapaglia & Sederoff, 1994; Plomion et al., 1995). Citons a titre d’exemple la carte génétique
a haute densité de l'olivier (Olea europaea L.) construite par Ipek et al. (2016) a partir d’un
croisement controlé entre deux cultivars différents, grace a I’approche de cartographie de Van
Ooijen & Voorrips (2001). La descendance F1 de ces croisements a ét¢ génotypée a 1’aide de
plusieurs types de marqueurs, AFLP, SNP et SSR. A partir des données de génotypage de ces trois
marqueurs, deux cartes distinctes ont été construites, aboutissant a une carte combinée entre la carte
maternelle et la carte paternelle en utilisant les marqueurs communs aux deux parents. Cette méme
approche a ¢été utilisée avec succes chez plusieurs espéces d’arbres comme Acca sellowiana
(Quezada et al., 2021), Fraxinus pennsylvanica (Wu et al., 2019), Picea abies (Acheré et al., 2004),
Pinus Pinaster (Chagné et al., 2002; Ritter et al., 2002) et Saccharum spp. (Garcia et al., 2006).

Ces ¢études montrent la flexibilité des différentes approches (voir tableau 1.1) développées pour
soulever les défis présentés chez les especes allogames. Le choix de 1’approche dépend du type de
population, du systéme reproducteur de 1I’espéce et des types de marqueurs disponibles. Il existe de
nombreuses especes allogames n’ayant pas encore été cartographiées a cause de leur forte
hétérozygotie et de I'impossibilité d'obtenir une ligné pure, notamment A. saccharum. Néanmoins,
les méthodes développées au cours des trente derniéres années rendent désormais possible la

création d’une carte génétique de cette espece.
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Tableau 1.1: Exemples de cartes génétiques développées chez différentes espéces d’arbres

Espece M Population/Croisement n | GL N Type de carte Référence
Pinus taeda SNP | 72 gamétophytes haploides (mégagamétophytes) 12| 12 2 841 Maternelle (haploide) (Neves et al.,
d’un seul arbre 2014)
Pinus pinaster SNP | F2 consanguine (pedigree sur 3 générations), 92 12| 12 2052 Consensus (Plomion et al.,
individus 2016)
Quercus petraea SNP | 4 descendances (2 intra-especes, 2 inter-especes 12| 12 4261 Consensus (Bodénes et al.,
x Q. robur 0. petraea * Q. robur; >1000 individus au total) 2016)
Populus deltoides SNP | F1 intraspécifique (92 individus) P. deltoides x P. | 19 | 19 11 680 Individuelle (Fang et al.,
deltoides 2018)
Picea sitchensis SNP | 528 individus de P. sitchensis 12 | 12 | 21570 Individuelle (Tumas et al.,
2024)
Fraxinus SNP+ | F1 90 individus 23 | 23 1201 Consensus (D. Wuetal.,
pennsylvanica SSR 2019)
Populus deltoides SNP F1 299 individus (P. deltoides * P. simonii) 19 | 20 1601 Maternelle (carte individuelle) | (Tong et al.,
2016)
Populus simonii SNP | F1 299 individus (P. deltoides * P. simonii) 19 | 20 940 Paternelle (carte individuelle) | (Tong et al.,
2016)
Eucalyptus SSR | F1 89 individus (E. urophylla x E. camaldulensis) | 11 | 11 104 Maternelle (carte individuelle) | (Zarpelon et al.,
urophylla 2014)
Eucalyptus SSR | F1 89 individus (E. urophylla x E. camaldulensis) | 11 | 11 104 Paternelle (carte individuelle) | (Zarpelon et al.,
camaldulensis 2014)
Eucalyptus SNP | F1 1025 individus (E. urophylla x E. grandis) 11| 11 1832 | Maternelle (carte individuelle) | (Bartholomé et
grandis al., 2015)
Eucalyptus SNP | F1 1025 individus (E. urophylla x E. grandis) 11| 11 1773 Paternelle (carte individuelle) | (Bartholomé et
urophylla al., 2015)

Le tableau présente pour chaque espéce les marqueurs utilisés (M), le type de population ou croisement, le nombre total de marqueurs
(N) composant la carte, le type de carte obtenue, nombre haploide de I’espéce (n), nombre de groupes de liaison (GL).
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Complément de la carte génétique, la carte physique est un outil essentiel en génomique pour
localiser précisément les génes sur le génome. Contrairement a la carte génétique, fondée sur les
fréquences de recombinaison, la carte physique représente la distance physique entre les génes
exprimée en paires de bases (Swetha, 2022). Elle est constituée de séquences continues (contigs),

représentant I’ensemble du génome.

Les cartes génétiques et physiques constituent des outils importants pour 1’étude et 1’exploitation
des génomes végétaux. Elles contribuent a la localisation des génes et a 1’identification des régions
génomiques associées a des traits d’intérét, en établissant un lien entre un phénotype observé et un
geéne ou une région sur un chromosome (Cheema & Dicks, 2009). Ces cartes permettent ainsi de
repérer des régions impliquées dans des caractéres d’importance économique ou adaptative, tels
que la croissance, la résistance aux stress biotiques ou abiotiques, ou encore la qualité¢ du bois, et

facilitent I’identification de genes impliqués dans 1’adaptation des especes (Sang et al., 2022).

Les cartes génétiques et physiques jouent un réle central dans les programmes d’amélioration
geénétique. Elles sont essentielles a la sélection assistée par marqueurs (MAS), puisqu’elles
permettent d’identifier précocement les individus porteurs d’all¢les favorables, contribuant ainsi a
réduire le temps et les colits associés au développement variétal (Quezada et al., 2021). Elles
constituent également une base indispensable pour la cartographie des QTL (quantitative trait loci),
qui vise a associer des régions spécifiques du génome a des caractéres quantitatifs, renforcant

Iefficacité des stratégies de sélection (Ipek et al., 2016).

Par ailleurs, I’intégration des cartes génétiques aux assemblages génomiques contribue directement
a ’amélioration de la qualité des génomes de référence. En permettant I’ancrage et 1’orientation
des échafaudages (scaffolds), ces cartes facilitent la correction d’erreurs d’assemblage et

conduisent a des génomes plus précis et de meilleure qualité (Fierst, 2015).

Enfin, les cartes génétiques et physiques constituent des outils majeurs pour la compréhension de
I’évolution des génomes. La comparaison de I’ordre et de la conservation des marqueurs entre
espéces apparentées permet d’analyser les phénomenes de synténie et de réarrangements

chromosomiques, apportant des informations précieuses sur 1’évolution des génomes végétaux
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(Myburg et al., 2003; Wu et al., 2019) ainsi que sur les mécanismes d’adaptation a long terme

(Tuskan et al., 2018).

Ainsi, 1’association entre carte génétique et carte physique joue un role fondamental dans les
approches de sélection assistée par marqueurs, en facilitant 1’identification précise des locus

d’intérét et en accélérant les démarches d’amélioration génétique.
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CHAPITRE 2: MATERIEL ET METHODE

2.1 Site d’échantillonnage et collecte des échantillons

Notre site expérimental (Figure 2.1) est situ¢ a Saints-Anges au Québec (46°27'34.6"N
70°54'24.5"W). Il s’agit d’une plantation d’A4. saccharum d’un acériculteur (Marcel Faucher). En
1983, M. Faucher s’est lancé dans un projet de plantation apres avoir travaillé sur 1’analyse des
pluies acides et observé le dépérissement des érablieéres. Afin de mener une recherche a grande
¢échelle, M. Faucher a acquis en 1987 deux lots de terrain, qu’il a reboisés avec des €érables a sucre
sélectionnés pour leur haut rendement en sucre et leur résistance aux agressions acides (Figure 4).
Ces arbres provenaient d’une population meére caractérisée par ces deux critéres (M. Faucher,
document non publié). Un total de treize arbres méres a été sélectionné pour la récolte des graines.
Au total, 22 263 samares (graines) issues d’une pollinisation libre ont été¢ semées, ce qui a permis
d’obtenir 9 273 jeunes plants replantés par la suite. Chaque groupe de descendants issu d’un arbre
meére a été identifié a I’aide d’un code couleur, afin de faciliter leur suivi. Par la suite, les meilleurs
sujets ont été retenu et identifiés par des étiquettes numérotées en raison de leur potentiel supérieur
li¢ a une production de séve plus €levés que la moyenne, chacun correspondant a 1’arbre mere
d’origine (Figure 2.2). Malheureusement, au fil des années, 1’identification des descendances s’est

perdue, rendant impossible 1’attribution précise de chaque plant a sa famille d’origine.
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Figure 2.1 Carte de localisation du site de la plantation d’Acer saccharum a Saints-Anges, Québec
(46°27'34,6"N 70°54'24,5"W).

La délimitation en rouge indique la superficie de la plantation utilisée pour la récolte des
¢échantillons foliaires. Carte créée a I’aide du logiciel QGIS 3.44.0 et du plugin Google satellite.

Pour compenser cette perte d’information nous avons procédé a une récolte exhaustive des érables
de la plantation. Cette étape était nécessaire pour réaliser une analyse de parenté et d’identifier une

population cartographique adaptée a la construction de la carte génétique (Figure 2.2).
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Figure 2.2 Echantillonnage foliaire de la plantation d’4. saccharum

(a) Arbres de la population mére utilisée pour la sélection des arbres parentaux. (b) Arbres de la
plantation de la descendance issue de la pollinisation libre. (c) Exemple d’un arbre identifié dans
la plantation de la descendance, marqué avec un code unique pour le suivi. Les cercles jaunes
indiquent I’ancienne identification mise en place par Marcel Faucher qui a disparu sur la plupart
des arbres. (d) Stockage de 1’ensemble des sacs contenant les échantillons foliaires collectés sur le
terrain. (e) Exemple d’une enveloppe identifiée contenant un échantillon foliaire. (Photos prises
par R. Y. Ghanem, 2023).
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Ainsi, un total de 3 439 individus d’érable a sucre a été échantillonné en juin 2023. Parmi eux, 22
individus collectés dans la population mére ont été considérés comme parents potentiels : c’est-a-
dire I'un des 13 arbres méres initialement sélectionnés pour le reboisement de la seconde
plantation. En raison de la taille des arbres de la plantation meére, 1’échantillonnage de ces 22
individus a été réalisé a 1’aide d’un drone. Pour les individus de la descendance, nous avons collecté
des feuilles sur I’ensemble des arbres présents dans la plantation. Nous avons prélevé trois feuilles
par individu, a ’aide d’un sécateur d’arbre extensible, que nous avons identifiées et placées dans
une enveloppe portant la date d’échantillonnage. L’identifiant des feuilles correspondait a celui
inscrit sur I’arbre a I’aide d’une bombe de peinture. Nous avons ensuite mis a sécher les feuilles a

I’aide de gel de silice jusqu’a I’extraction de I’ADN.

2.2 Extraction d’ADN

L'ADN génomique a ¢été extrait a partir de 2 558 individus selon le protocole CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide; Sandra Boles, shaw Laboratoire, universit¢ Duke,
département de biologie), modifi¢ la suite par Laurence Danvoye (laboratoire de Yann S-G,
ISFORT, Annexe A). Pour chaque arbre, 20 mg de feuilles séchées ont été prélevées et broyées
mécaniquement (MM400 de Retsch) pour I’extraction. La qualité de ’ADN a été mesurée par
spectrophotométrie (NanoDrop ONE de ThermoFisher) et la quantit¢ avec un fluorometre
(Quantus Fluorometer de Promega.). Les échantillons d’ADN génomique présentant une faible
concentration ou une mauvaise qualité ont été réextraits a 1’aide du kit DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD) en prélevant 50 mg de feuilles séchées. Les ADN ont été conservés a

-80°C.

2.3 Reconstruction familiale et identification des fratries
2.3.1 Analyse des Microsatellites

Dans le but d’obtenir une population cartographique, il €tait nécessaire d’identifier une famille
complete de vrais freres et sceurs (full-sib), ainsi qu’au moins un des parents, afin de reconstruire
les liens de parenté. Des marqueurs SSR ont été utilisés pour cette partie de notre étude.
L’extraction de ’ADN et le génotypage des individus a 1’aide de SSR ont été réalisés
progressivement. Le processus a été interrompu une fois qu’un nombre suffisant d’individus avait

été génotypé pour mener a bien 1’analyse de parenté.
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Nous avons d’abord testé 42 locus SSR (voir tableau en Annexe B) sur huit individus. Parmi ceux-
ci, 24 locus ont été identifiés a partir de tetra-nucléotides du génome de A. saccharum séquencé
dans le cadre du projet CANseq 150 (Y. Surget-Groba, données non-publiées) tandis que 18 locus
provenaient de di- et tetra-nucléotides issus de I’étude réalisée par Graignic et al. (2013).
L’amplification des locus microsatellites a été réalisée selon la méthode décrite par Schuelke
(2000), reposant sur une PCR a trois amorces. Elle permet d’utiliser différents fluorophores en
réduisant les colits associés au marquage direct des amorces spécifiques (Schuelke, 2000). Cette
méthode utilise une amorce sens (Forward) spécifique a la séquence avec une queue universelle
(ex. M13F, pl19bs, Bhg-r, ou M13R-pUC) associée a son extrémité 5, une amorce anti-sens
(Reverse) spécifique, ainsi qu’une amorce universelle marquée par un fluorophore (ex.

FAM MI13F, VIC p19bs, NED M13R-pUC, ou PET Bhg-r), (voir figure en Annexe C).

Pour chaque locus, une PCR a été réalisée dans un volume réactionnel de 10 uL. comprenant 5 pl
de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QMM), 0,05 pl de I’amorce sens a 10 uM, 0,20 ul de
I’amorce antisens a 10 uM, 0,10 pl de I’amorce universelle marquée par un fluorophore a 20 uM,
3,65 uL d’eau ultrapure, et 1 ul d’ADN génomique. Les réactions ont été effectuées selon un

programme optimisé (voir Annexe D).

Les résultats ont été analysés avec Geneious Prime® 2023.2.1 et nous avons écarté les marqueurs
présentant des artefacts. A 1’issue de cette étape, nous avons retenu onze locus microsatellites pour

la suite de 1’étude (Tableau 2.1).

Nous avons réalisé une PCR des 11 locus identifiés sur 1 824 individus de la progéniture, et 22
individus considérés comme parents potentiels. Ces marqueurs sélectionnés ont été répartis en deux
panels multiplex (voir Tableau 2.1). Pour chaque individu, une PCR a été réalisée séparément pour

chacun des multiplex (voir Tableau 2.1), selon les conditions décrites précédemment.
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Tableau 2.1 : Liste et caractéristiques des locus microsatellites utilisés pour 1’étude

Locus Nom d'amorce Référence Séquence, (5' - 3" Queue-Fluorophore | Multiplex | Taille (Pb)
1694 ssr324833F MI3F | Y. Surget-Groba (non-publi¢) |TGTAAAACGACGGCCAGTGGACTACGGAGGGATCTTGTTG
M1 1694 ssr324833R TCACCAATCACCAGCCACTC MI13F FAM 1 80-110
911 ssr118692F M13F Y. Surget-Groba (non-publi¢) |TGTAAAACGACGGCCAGTTGAACACCGCCAAACAAACC
M2 911 ssr118692R TCGTCTGATGTGTTGGAAAGC MI13F FAM 1 140-180
SM47F p19bs Graignic et al. 2013 GCCGCTCTAGAACTAGTGTAAAGAGAAAACCTAGAAATCACTCTG
M3 SM47R CAACCAACTCGCATCAAGAA p19bs VIC 1 215-230
SM34F M13R-pUC Graignic et al. 2013 GCAGGAAACAGCTATGACTGTGAAAATTCATAGATTTCTCAGTC
M4 SM34R ATACCACTTCAAAGCAACAAAACA M13R-pUC NED 1 140-180
Aop943F Bhg-r Graignic et al. 2013 TAGAAGGCACAGTCGAGGACTGTGTAGGAGAGTGAGTGTGAA
M5 Aop943R CTTCCCAAAGGTAGGAACCA Bhg-r PET 1 150-170
Aml16F Bhg-r Graignic et al. 2013 TAGAAGGCACAGTCGAGGAACGCTACCGACTTCGCCAACT
M6  |Aml16R TGGAGGTCAAGTGCTGGAAACAA Bhg-r PET 1 240-280
SM36F MI13F Graignic et al. 2013 TGTAAAACGACGGCCAGTGATGCTGATAAAGAAATGGAAACA
M7 SM36R GGCCCTCCCTGTTCTAAAGT MI13F FAM 2 150-190
SM21AF pl19bs Graignic et al. 2013 GCCGCTCTAGAACTAGTGTAGTTGTGCACCAACCATGC
M8 SM21AR TCCATCAAAACGCTGCTATG p19bs VIC 2 190-240
SMI11F M13R-pUC Graignic et al. 2013 GCAGGAAACAGCTATGACAAGTTGCAGGAGGAGATTGC
M9 SM1IR CACAATAACATGACCTTATGCCA M13R-pUC NED 2 180-210
2063 _ssr88386F Bhg-r Y. Surget-Groba (non-publi¢) |TAGAAGGCACAGTCGAGGCAACCCACCTTACTGACCGG
MI10  [2063 ssr88386R CCAGAACCCTTGTGCTTTAGATAC Bhg-r PET 2 110-130
SM55F Bhg-r Graignic et al. 2013 TAGAAGGCACAGTCGAGGATGAGGGAGTAGAGGAGGCG
M1l  [SM55R TCAACAGATCCAAAACACGC Bhg-r PET 2 270-290

Nom d’amorce : nom des amorces sens et anti-sens associées a chaque locus microsatellite; Séquence (5'-3") : séquences nucléotidiques
des amorces; Queue-fluorophore : amorce universelle marquée par un fluorophore; Multiplex : numéro du panel multiplex PCR dans
lequel le locus a été amplifié; Taille (pb) : taille attendue des fragments amplifiés. En gras : séquence de la queue (5°-3")
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Nous avons ensuite préparé les produits PCR obtenus en vue de I’analyse des fragments
microsatellites. Dans un volume de 10,5 puL, ont été mélangés : 8,35 uL de formamide Hi-Di™,
0,15 pL de marqueur de taille GenScan 600 LIZ® et 2 pL de produit PCR. Nous avons envoy¢ les
produits PCR préparés au centre de séquencage du musée canadien de la nature (Gatineau, QC)
pour ’analyse des microsatellites avec un Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer. Nous
avons analysé les données a 1’aide du logiciel Geneious Prime® 2023.2.1: un filtrage a été appliqué
pour exclure les échantillons présentant plus de 20 % de données manquantes. Ce filtre nous a
permis d’avoir 1554 individus de descendance et 21 individus considérés comme parents

potentiels.

Afin d’évaluer la qualité et I’efficacité des marqueurs, nous avons calculé, a I’aide du logiciel
CERVUS 3.0.7 (Marshall et al., 1998), le nombre d'all¢les par locus (Na), le contenu d’information
polymorphe (PIC; Botstein et al., 1980), ainsi que 1I’hétérozygotie observée (Ho; Nei, 1978). Selon
la classification de Botstein et al. (1980), un marqueur est considéré comme trés informatif si le
PIC est supérieur a 0,5 et moyennement informatif's’il est compris entre 0,25 et 0,5. Ces indicateurs

reflétent le niveau de polymorphisme (Serrote et al., 2020).

Nous avons ensuite calculé le pouvoir de non-exclusion des parents (NE-PP) et la probabilité de
non-exclusion pour deux fréres et sceurs (NE-SI); Marshall et al. (1998). Le paramétre NE-PP
représente la probabilité qu'un individu non apparenté ne puisse pas étre exclu de maniére erronée
comme parent potentiel. Une valeur faible de NE-PP indique donc un fort pouvoir d’exclusion
parentale, ce qui est essentiel pour I’identification fiable des parents dans des populations
naturelles. De méme, le paramétre NE-SI évalue la capacité des marqueurs a distinguer deux

individus apparentés de type frere-sceur d’individus non apparentés (Marshall et al., 1998).

Nous avons également la probabilité de non-exclusion combiné pour nos 11 locus, soit I’inverse
de probabilit¢ d’exclusion combinée. Ce parametre permet d’intégrer 1’information génétique
fournie par chaque marqueur afin d’obtenir une estimation globale du pouvoir discriminant de
I’ensemble des marqueurs. Plus cette valeur est faible, plus la probabilité¢ d’exclure correctement
des parents ou des fratries non réelles est élevée. Ces paramétres sont importants pour la

reconstruction familiale et 1’identification des fratries (El-Kassaby et al., 2011)
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2.3.2 Analyse de parenté

Nous avons réalisé une analyse de parenté a I’aide du logiciel Colony v2.0.6 (Jones & Wang, 2010).
Les paramétres spécifiques a I’érable a sucre retenus pour 1’analyse étaient ceux d’une espece
diploide, monoique et a systeéme de reproduction polygame (Godman et al., 1990). Nous avons
sélectionné les parameétres pour « une analyse en triplicat (Number of run : 3) » et ’option « Length
of run : Very Long », dans le but d’optimiser la probabilité d’une identification robuste des relations

de parenté.

2.4 Construction de la carte génétique
2.4.1 Séquengage SNP avec I’approche GBS et traitement bio-informatique

Nous avons choisi l'approche de séquengage par génotypage décrite par Elshire et al. (2011), pour
le séquencage de SNP. Pour cela, nous avons dilué nos échantillons d’ADN extraits a une
concentration finale de 20ng/uL. dans un volume total de 10 pL, conformément aux
recommandations techniques de la Plateforme d’Analyses Génomiques de I’Université Laval, a
laquelle nous avons envoyé les échantillons pour la préparation des librairies GBS. Une double
digestion enzymatique a été réalisée, a 1’aide de Pstl et Mspl, selon l'approche de Poland et
al. (2012), puis les librairies ont été¢ envoyées pour un séquencage Illumina NovaSeq (Pair-End,
150 pb) au Centre d'expertise et de services Génome Québec (Montréal, QC, Canada). Le
séquencage portait sur 170 échantillons, incluant 11 réplicas, nécessaires pour le calcul du taux

d’erreur de génotypage.

A la réception des données brutes issues du GBS, nous avons démultiplexé les fichiers de
séquencage a l'aide de Sabre (najoshi, 2022) et vérifié leur qualité avec FastQC (Andrews,
2017/2025). Le nettoyage des lectures a été réalis¢ a 1’aide de I’outil fastp (Chen et al., 2018), avec
des parametres permettant une détection automatique des adaptateurs, un seuil de qualité¢ minimal
de 20, et une taille minimale de lecture apres découpage fixée a 20 pb. Les lectures filtrées ont été
alignées sur le génome de référence de I’érable a sucre (McEvoy et al., 2022) a I’aide de BWA-
MEM (Li & Durbin, 2009). Les fichiers BAM obtenus ont été triés et nettoyés avec 1’outil Samtools
(L1 et al., 2009) et indexés avec Bamtools (Barnett et al., 2011).
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L’appel des variants a été réalisé avec ’outil Stacks (Catchen et al., 2013), en utilisant le script
ref map.pl qui permet la construction des locus de référence, 1’appel des SNP et la génération d’un
fichier VCF. Nous avons utilis¢ bcftools pour calculer la couverture médiane (depth) et le taux
d’appel global (call rate). Afin de conserver uniquement des SNP de haute qualité, le fichier VCF
obtenu a été filtré avec VCFtools (Danecek et al., 2011). Pour cela, nous avons appliqué les filtres
suivants : exclusion des marqueurs présentant une fréquence allélique mineure (MAF) inférieure a
0,05, sélection des SNP ayant une qualité génotypique (GQ) supérieure ou égale a 20, exclusion
des SNP dont la profondeur moyenne de lecture était inférieure a 10 ou supérieure a 500,
¢limination des marqueurs absents chez plus de 30 % des individus et retrait des individus

présentant un taux de 30 % de données manquantes.

Afin d’estimer le taux d’erreur de génotypage, nous avons compar¢ les génotypes obtenus entre
réplicas d'un méme individu. Cette étape a été réalisée via un script ad hoc utilisant V'CFtools pour
extraire les données de génotypage et la commande awk pour la comparaison des valeurs de
génotypes entre réplicas. Si les réplicas d'un individu ont des génotypes différents, cela indique
une erreur de génotypage. Tous les scripts utilisés sont disponibles sur : https://github.com/eeglab-

uqo/sugarMapleGeneticMap.

2.4.2 Visualisation et analyse de la carte génétique

Pour la création de notre carte génétique, nous avons utilisé le package Onemap (Margarido et al.,
2007), implémenté sur R version 4.4.1 (R Core Team, 2024), congu pour la construction de cartes
génétiques issues de croisements non consanguins (type outcrossing), comme c’est le cas ici. Le
fichier VCF contenant les données de génotypage a €té importé en définissant les parents (« parent
1 » et « parent 2 ») et le type de croisement. Cette étape nous a permis de convertir les génotypes
en un objet compatible avec Onemap. Des visualisations ont été générées a 1’aide de la fonction
plot by segreg type pour évaluer la qualité des données et le type de ségrégation des marqueurs
et identifier les classes de ségrégation attendues dans la population outcross. Les marqueurs
présentant un taux élevé de données manquantes (>25 %) ont été filtrés a 1’aide de la fonction
filter_missing(), et les marqueurs redondants ont été éliminés a I’aide de la fonction
create_data_bins aprés identification par la fonction find bin pour assurer une meilleure fiabilité

des analyses. Les marqueurs redondants présentent des profils génotypiques identiques a ceux
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d'autres marqueurs, en raison de 1'absence de recombinaison entre eux. Outre qu’ils n’apportent
pas d’information supplémentaire pour la construction de la carte génétique, leur présence peut

alourdir inutilement le calcul et ralentir le processus d’analyse (Margarido et al., 2007).

Nous avons réalisé un test de ségrégation a I’aide de la fonction test segregation() et identifié les
marqueurs présentant une distorsion de ségrégation significative et ceux sans distorsion a 1’aide de
la fonction select segreg. Par défaut, cette fonction applique une correction de Bonferroni pour les
tests multiples avec un seuil de significativité global a=0,05. Seuls les marqueurs sans distorsion
ont été retenus pour la construction de la carte, pour améliorer la précision des distances génétiques
calculées. La fonction rf 2pts() a été utilisée pour estimer la fraction de recombinaison, la phase
de liaison et les scores LOD (logarithm of the odds), ces derniers permettant d’évaluer la probabilité
qu’une paire de marqueurs soit liée génétiquement. La fonction suggest lod() a été utilisée pour
déterminer le seuil LOD optimal et la fonction max.rf=0.4 pour spécifier la valeur maximale de la
fraction de recombinaison. Un sous-ensemble de marqueurs hétérozygotes chez les deux parents
avec deux alleles notés comme <abxab>, correspondant au schéma mendélien 1:2:1 (nommé
ségrégation de type B3.7 dans le package OneMap; Wu et al., 2002) a ensuite été extrait afin de
nous concentrer sur les marqueurs les plus informatifs pour la construction de la carte génétique.
A T’aide de la méthode UPGMA (group upgma()), les marqueurs de type de ségrégation B3.7
sélectionnés ont été regroupés en 13 groupes de liaison (GLs), correspondant au nombre haploide
de chromosomes de A. saccharum (x = 13; Contreras & Shearer, 2018). La fonction set map_fun
(type = "kosambi"; Kosambi, 2016) a ensuite été utilisée pour la conversion de fréquences de
recombinaison en distances génétiques en se basant uniquement sur les éveénements de

recombinaison.

L’ordre des marqueurs au sein de chaque groupe de liaison a été établi a 1’aide des algorithmes rcd
pour générer un ordre initial et order.seq, permettant d’optimiser la position des marqueurs. La
fonction rf graph_table() a été utilisée pour vérifier visuellement I’ordre des marqueurs en
examinant la monotonie de la matrice des fractions de recombinaison. En théorie, dans une matrice
parfaite, plus on s’¢loigne de la diagonale, plus les valeurs de recombinaison entre marqueurs
augmentent. Les marqueurs s’¢loignant de cette tendance, dits problématiques, perturbent la
monotonie de la matrice de recombinaison : ils ont été retirés (Margarido et al., 2007). Pour
optimiser la qualité et la précision de la carte génétique, nous avons ensuite réalisé¢ une analyse de
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synténie (voir Annexe E) entre les groupes de liaison et les scaffolds du génome de référence. La
synténie permet de vérifier si les marqueurs présents sur un méme scaffold sont également
regroupés dans un seul GL (Wang et al., 2012). Afin d’évaluer la synténie, nous avons calculé,
pour chaque GL, le nombre et le pourcentage des marqueurs alignés sur les différents scaffolds de
la carte physique. Dans le cas ou un GL était associ€ a plusieurs scaffolds, seuls les marqueurs de
la paire GL/scaffold contenant le plus de marqueurs ont été conservés. Les autres marqueurs de ce

GL ont été ¢liminés a 1’aide de la fonction drop marker.

En parallele, nous avons modifié manuellement I’ordre local de certains marqueurs a I’aide des
fonctions make seq() et try seq(). Entre chaque étape de filtrage des marqueurs pour la
construction de la carte génétique, la qualité de celle-ci a été réévaluée a ’aide de la matrice de
recombinaison, avec la fonction 7f graph table(). A la fin, la carte génétique obtenue a été
visualisée a 1’aide de la fonction draw_map2. Tous les scripts utilisés sont disponibles sur :

https://github.com/eeglab-uqo/sugarMapleGeneticMap.

Afin d’évaluer la qualité et la densité de la carte, nous avons calculé, pour chaque GL, la distance
moyenne entre SNP (en cM), la densité génétique (nombre de marqueurs par cM), et le pourcentage

de couverture physique de la carte génétique.

e La distance moyenne entre SNP a été calculée comme décrit par Gong et al. (2020) a I’aide

de la formule suivante :

longueur totale de tous les LG

(nombre de marqueurs cartographiés — nombre de GL)

Nombre de marqueurs

e Ladensité =
Longueur de la carte (cM)

e Nous avons calculé la couverture physique totale de la carte génétique en : 1) calculant la
distance, en pb, entre le premier et le dernier SNP de chaque groupe de liaison; 2)
additionnant les valeurs obtenues pour 1’ensemble des groupes de liaison; 3) calculant le
rapport entre cette taille du génome basée sur les groupes de liaison et celle mesurée par

McEvoy et al. (2022).
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2.5 FEtude comparative entre la carte génétique et la carte physique de 4. saccharum

Outre ’analyse de synténie, nous avons réalis€¢ une analyse de colinéarité afin d’étudier la
cohérence entre la carte génétique obtenue et la carte physique de A. saccharum. La colinéarité
refléte la conservation de I’ordre des marqueurs entre cartes physique et génétique (Wang et al.,
2012). Cette analyse comparative a €également pour but de vérifier la présence de réarrangements

ou d’inversions des marqueurs entre les deux cartes.

Nous avons importé les données a partir d’un tableur (voir Annexe G) contenant, pour chaque
marqueur, son GL, son identifiant, son scaffold, sa position génétique et sa position physique. La
représentation graphique de la synténie entre les GLs et les scaffolds a été réalisée a 1’aide d’une
normalisation des positions physique et génétique (échelles de 0 a 1), avec le package ggplot2.
Chaque marqueur est représenté par un segment reliant ses deux positions, génétique et physique.
Nous avons évalué la corrélation entre les deux matrices de distances a 1’aide du test de Mantel
(1000 permutations) avec la méthode de corrélation de Spearman, sous R, a ’aide du package
vegan v. 2.7-1 (Oksanen et al., 2025). Le test de Mantel a permis de vérifier si les relations entre
marqueurs (positions en cM vs positions en pb) sont conservées d’un point de vue génétique et
physique. Le graphique a été réalisé a I’aide des packages readxl, ggplot2 et dplyr. Tous les scripts
utilisés sont disponibles sur : https://github.com/eeglab-uqo/sugarMapleGeneticMap.

27



CHAPITRE 3: RESULTATS

3.1 Reconstruction familiale et identification des fratries
3.1.1 Analyse des microsatellites

Comme indiqué dans le tableau 3.1, le nombre d’all¢les par marqueur varie de 6 a 26 alleles selon
les locus, avec une moyenne de 14,8. Pour le contenu en information de polymorphisme (PIC), les
marqueurs présentent des valeurs supérieures a 0,5, avec des valeurs maximales observées pour les
locus M4 (0,844), M8 (0,83) et M7 (0,805), avec un PIC moyen de 0,628. L hétérozygotie observée
(Ho) varie entre 0,443 (M5) et 0,873 (M4), avec une moyenne de 0,63. Les probabilités de non-
exclusion parentale (NE-PP) sont en moyenne de 0,37, et celles entre fréres et sceurs (NE-SI) de
0,46. Les locus M4, M7 et M8 affichent des valeurs faibles de NE-PP (< 0,16). La probabilité de
non-exclusion parentale combinée et la probabilité de non-exclusion entre fréres et sceurs combinée
pour les 11 locus sont égales respectivement 2 3 X 10 et 1 X 10™*. Les probabilités d’exclusion
combinées parentale et entre fréres et sceurs sont donc toutes les deux supérieures a 0,99. L'analyse
des 11 microsatellites que nous avons effectuée montre que les marqueurs utilisés présentent un

taux élevé de polymorphisme et un faible taux de données manquantes (1 %).
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Tableau 3.1: Locus microsatellites utilisés chez I’érable a sucre et indices de diversité génétique
estimés a 1’aide du logiciel CERVUS 3.0.7

Locus Na Ho PIC | NE-PP | NE-SI
M1 6 0,544 | 0,481 | 0,559 | 0,546
M2 7 0,462 0,38 0,711 | 0,591
M3 13 0,581 | 0,673 0,33 0,422
M4 21 0,873 | 0,844 | 0,109 0,33
M5 8 0,443 | 0,466 | 0,521 | 0,574
M6 25 0,66 0,668 | 0,289 | 0,433
M7 16 0,69 0,805 | 0,157 0,35
M8 26 0,825 0,83 0,129 | 0,337
M9 13 0,631 | 0,567 | 0,469 | 0,482

M10 13 0,614 0,56 0,443 | 0,498
Ml11 15 0,652 | 0,637 | 0,337 | 0,451
Moyenne | 14,82 0,63 0,63 0,37 0,46

Na : nombre d’alléles par locus; N : nombre d’individus génotypés; Ho: hétérozygotie observée;
NE-PP : probabilité de non-exclusion d’un parent; NE-SI : probabilité¢ de non-exclusion entre deux
freres et sceurs.
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3.1.2 Analyse de parenté

L'analyse des microsatellites que nous avons effectuée avec le logiciel COLONY a permis de
reconstituer les structures familiales au sein de la population. Au total, COLONY a généré 256
clusters représentant des groupes de fratries complétes (full-sibs). Parmi ces clusters, un groupe
principal composé de 167 individus a été sélectionné (Figure 3.1). Toutefois, aprés vérification des
génotypes parentaux assignés par COLONY, 8 individus ont été retirés, car leurs assignations
différaient de celles du couple parental majoritaire (#255 X #556). Le cluster retenu pour la
construction de la carte génétique comprend donc 159 individus. Ce groupe a été retenu en raison
de sa taille importante et du niveau de confiance élevé dans I’assignation des individus a cette

fratrie, avec une probabilité d’assignation de 0,91.

En parall¢le, nous avons également effectué une analyse de parenté en sélectionnant 21 candidats
potentiels supposés étre les parents de certains groupes de fratries complétes. Cependant, aucun
des candidats sélectionnés n'a montré de compatibilité génotypique avec I’'une des fratries. Cette
absence de correspondance confirme que les véritables parents des fratries identifiées ne figurent

pas parmi les individus testés.
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Figure 3.1 Histogramme représentant le nombre d'individus par fratrie (clusters) inférée par
I’analyse de parenté réalisée avec COLONY.

L’axe des abscisses correspond aux identifiants des fratries, et 1’axe des ordonnées indique le
nombre d’individus assignés a chaque fratrie. P indique la probabilité d’assignation globale des
individus au sein de chaque fratrie.

3.2 Construction de la carte génétique
3.2.1 Séquengage SNP avec I’approche GBS et traitement bio-informatique

Une moyenne de 2,67 millions de reads par échantillon a été générée a partir de I’analyse GBS
réalisée sur 159 individus. Le taux d’erreur de génotypage a été estimé a 5 %. Initialement, 6 229
SNP ont été obtenus lors de I’appel des variants, avec une couverture médiane de 70x et un taux
d’appel global (call rate) de 90,15 %. Apres application des filtres prédéfinis, 3 684 SNP et 148
individus ont été conservés. Les marqueurs obtenus sont majoritairement répartis sur 13 scaffolds
du génome d’A. saccharum (McEvoy et al., 2022), correspondant aux 13 paires de chromosomes

haploides de l'espece (2n = 26; voir figure 3.2).
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Répartition de la densité des SNP sur chaque scaffold
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Figure 3.2 Répartition de la densité des SNP le long des scaffolds du génome d’A. saccharum.
Chaque ligne représente un scaffold du génome de référence. Les barres colorées indiquent la
densité locale des SNP, selon une échelle de couleur, allant du vert (faible densité) au rouge (forte
densité), et correspondent au nombre de SNP par fenétre glissante de 1 mégabases (Mb). Les
coordonnées sur 1’axe horizontal correspondent a la position génomique en Mb.

Ces marqueurs ont servi a I’inférence des génotypes parentaux, étape nécessaire a la construction
de la carte génétique. Par la suite, les SNP dont les génotypes parentaux étaient associés a une
probabilité de filiation inférieure a 0,8 ont été retirés. Parmi ceux-ci, les marqueurs homozygotes
chez les deux parents ont été considérés comme non informatifs et écartés, réduisant le jeu de

données final a 2 194 SNP pour I’établissement de la carte génétique.

3.2.2  Visualisation et analyse de la carte génétique

La figure 3.3 présente la répartition des marqueurs SNP selon leur type de ségrégation,
conformément a la classification de Wu et al. (2002) dans OneMap. La majorité des marqueurs

hétérozygotes chez les deux parents correspondent au schéma de ségrégation de type B3.7 (ab %
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ab), avec 1 002 SNP. Les types D1.10 (ab x aa) et D2.15 (aa x ab) sont moins fréquents, avec

respectivement environ 576 et 240 SNP.
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Figure 3.3 Répartition des types de ségrégation des SNP.

L’axe des abscisses représente les types de ségrégation génétique des marqueurs SNP, selon la
classification de Wu et al. (2002) dans OneMap: B (B3.7) = ab x ab, D1 (D1.10) = ab x aa, D2
(D2.15) = aa x ab. L’axe des ordonnées indique le nombre de marqueurs SNP appartenant a chaque
type de ségrégation.

Afin de corriger I’ordre des marqueurs au sein des groupes de liaison lors de la construction de la
carte, nous avons retiré : les marqueurs présentant un taux de données manquantes supérieur a 25 %
(33 SNP), les marqueurs redondants (343 SNP), les marqueurs hétérozygotes chez un seul des
parents (816 SNP) présentant un schéma mendélien (ab x aa) et (aa X ab) dont 563 SNP présentent
une distorsion de ségrégation significative, les marqueurs de chaque groupe de liaison qui ne sont
pas localisés sur un méme scaffold (31 SNP), ainsi que les marqueurs perturbant la monotonie de
la matrice de recombinaison au sein des groupes de liaison (8 SNP), identifiés selon la fonction

rf_graph_table (voir Annexe F).

Nous avons obtenu une carte génétique basée sur 148 individus et un total de 963 marqueurs

hétérozygotes chez les deux parents, informatifs de type de ségrégation 1:2:1 selon la notation de
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Wu et al. (2002a). Ces marqueurs ont été répartis sur 13 GL, correspondant au nombre haploide de
chromosomes de 1’espéce (voir Figure 3.4/ Tableau 3.2), avec une répartition réguliere des

marqueurs sur la majorité des GL.

Carte Génétique de A. saccharum
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Figure 3.4 Représentation graphique de la carte génétique de 4. saccharum construite a partir de
963 marqueurs SNP répartis sur 13 groupes de liaison.

Chaque barre verticale correspond a un groupe de liaison, les tirets bleus indiquant la position des
marqueurs en centiMorgan (cM) sur 1’échelle de recombinaison génétique.

Le tableau 3.2 présente, pour chaque groupe de liaison, le nombre total de marqueurs SNP
cartographiés ainsi que la longueur génétique correspondante en cM, calculée a partir des positions
finales aprés réordonnancement. La longueur totale de la carte génétique est de 11 558,05 cM, avec
une longueur moyenne d’environ 889 cM par GL, une distance moyenne entre SNP de 12,16 cM
et une densité moyenne de 0,08 SNP/cM. Le nombre de marqueurs par GL varie de 41 (GL11) a
142 (GL2). La longueur des GL s’étend de 440,21 cM (GL12) a 2134,82 cM (GL2). La densité de
SNP varie de 0,0621 SNP/cM (GL7) a 0,143 SNP/cM (GL12). La distance moyenne entre SNP
varie entre 7,1 cM (GL12) et 16,5 cM (GL7). En ce qui concerne la couverture physique, elle varie
de 33,7 Mb (GL7) a 67,9 Mb (GL4). La couverture physique totale cumulée est de 586,4 Mb, ce
qui donne un pourcentage de 93,67 % de la couverture physique du génome obtenue par la carte

génétique.
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Tableau 3.2: Caractéristiques de la carte génétique de 1’érable a sucre par groupe de liaison

GL Nombre de SNP | Longueur de la | Distance moyenne entre | Densité Couverture
carte (cM) SNP (cM) (SNP/cM) physique (Mb)

GL1 55 510,17 9,45 0,108 49,5
GL2 142 2134,82 15,1 0,0665 64,9
GL3 94 1078,44 11,6 0,0872 54,4
GL4 131 1577,33 12,1 0,0831 67,9
GL5 80 1010,2 12,8 0,0792 454
GL6 63 731,43 11,8 0,0861 40,8
GL7 42 676,58 16,5 0,0621 33,7
GL8 65 758,75 11,9 0,0857 34,6
GL9 62 616,33 10,1 0,101 36,6
GL10 61 868,96 14,5 0,0702 34,8
GLI11 41 491,64 12,3 0,0834 39,8
GL12 63 440,21 7,1 0,143 40
GL13 64 663,19 10,5 0,0965 44
Total 963 11558,05 12,16 0,08 586,40

Le tableau illustre le nombre de marqueurs, la longueur génétique en cM, la distance moyenne
entre SNP, la densité de la carte (nombre de SNP/cM) et la couverture physique estimée en Mb.

3.3 Etude comparative entre la carte génétique et la carte physique de A. saccharum

L’étude comparative a permis d’évaluer la synténie et la colinéarité entre la carte génétique obtenue

et le génome de référence de A. saccharum (voir Tableau 3.3/Figures 3.5 et 3.6).

Le tableau 3.3 présente, pour chaque GL, le coefficient de corrélation de Spearman (r), le
coefficient de détermination (R?), la p-value associée au test de Mantel ainsi que le pourcentage de
synténie. Dans 1’ensemble, toutes les corrélations sont significatives (p < 0,05). Le coefficient de
corrélation de Spearman (r) varie de 0,173 (GL10) a 0,626 (GL3). Les GL3, GL2, GL4 et GL7
présentent les plus fortes corrélations (r>0,46). A I’inverse, GL10, GL1 et GL9 affichent les
valeurs les plus faibles (< 0,26).

Les valeurs de R? représentent la proportion de variance des positions génétiques expliquée par les
positions physiques. GL3 atteint un R* maximal de 0,391, alors que GL10 présente la valeur la plus
faible (R?=0,030). Le pourcentage de synténie (en incluant toutes les paires GL/scaffolds) varie
de 92,52 % (GL3) a 100 % (GL10, GL12, GL13), avec une moyenne de 97,19 % de synténie pour
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I’ensemble des groupes de liaison. La figure 3.5 illustre la synténie entre la carte génétique et la

carte physique, montrant que chaque groupe de liaison s’aligne avec un seul scaffold.

Tableau 3.3: Corrélation entre les positions physiques et génétiques des SNP par groupe de
liaison chez 1’érable a sucre

Groupe |r p_value R? (%)
de liaison synténie
GL1 0,249 0,0008 0,062 96,49
GL2 0,516 0,0001 0,267 94,7
GL3 0,626 0,0001 0,391 92,52
GL4 0,506 0,0001 0,256 97,78
GLS 0,393 0,0001 0,155 98,78
GL6 0,400 0,0001 0,160 95,45
GL7 0,466 0,0001 0,217 93,33
GLS 0,338 0,0001 0,114 98,48
GL9 0,257 0,0003 0,066 98,41
GL10 0,173 0,0101 0,030 100
GL11 0,317 0,0003 0,101 97,62
GL12 0,411 0,0001 0,169 100
GL13 0,314 0,0001 0,099 100

Le tableau illustre le coefficient de corrélation de Spearman (r), la significativité (p-value), le
coefficient de détermination (R?) et le pourcentage de synténie avec le génome de référence.
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Figure 3.5 Représentation de 1’ordre des marqueurs entre les GL construits et les scaffolds du

scaffold

génome de référence d’A. saccharum.

Pour chaque GL, seuls les marqueurs localisés sur un méme scaffold sont retenus. Chaque panneau
montre la correspondance entre un GL (a gauche) et son scaffold (a droite) dans le génome de
référence A. saccharum. Les lignes représentent les positions relatives des SNP, permettant de

GL scaffold

visualiser le niveau de synténie, de colinéarité et les éventuels inversions ou réarrangements.
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Corrélation entre la carte génétique et la carte physique
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Figure 3.6 Corrélation entre les positions génétiques (cM) et physiques (pb) des marqueurs SNP
d’A. saccharum évaluée par le test de Mantel avec le coefficient de Spearman pour chacun des 13
GL.

Chaque panneau représente la corrélation entre la carte génétique et la carte physique pour un GL
(GL1 a GL13) et le scaffold correspondant. Les coefficients de corrélation de Spearman (r) et les
coefficients de détermination (R?) sont indiqués pour chaque paire. Axe des abscisses: position
physique des SNP, exprimée en paires de bases (pb). Axe des ordonnées : position génétique des
SNP, exprimée en cM.

38



CHAPITRE 4: DISCUSSION

L’objectif général de cette maitrise était de construire une carte génétique de A. saccharum.
Plusieurs génomes du genre Acer sont disponibles (Chen et al., 2023; Li et al., 2022; Li et al., 2025;
Ma et al., 2020; McEvoy et al., 2022; Yang et al., 2019; Yu et al., 2021; Zhou et al., 2023) dont les
différents assemblages ont abouti a 13 pseudo-chromosomes correspondant aux 13 chromosomes
haploides du genre Acer. Ces génomes de référence constituent des ressources précieuses car ils
fournissent des cartes physiques du génome, c’est-a-dire des assemblages de séquences organisés
par pseudo-chromosome permettant de localiser la distance physique des genes en pb. Ces cartes
physiques facilitent notamment la localisation de génes d’intérét dans le cadre de programmes de
sélection assistée par marqueurs (Chen et al., 2023; Li et al., 2022; Ma et al., 2020), les études de
génomique comparative (McEvoy et al., 2022), ainsi que 1’étude de 1’évolution et la conservation
d’especes menacées (Yang et al.,, 2019; Yu et al., 2021). Toutefois, leur importance dans de
nombreuses études justifie la nécessité de les améliorer et de les valider. Ce processus repose
notamment sur ’utilisation d’une carte génétique, c’est-a-dire une représentation linéaire des
marqueurs basée sur la distance génétique exprimée en cM et permettant de confirmer et d’affiner
I’assemblage. En effet, les cartes génétiques permettent de corriger les erreurs d’assemblage car
elles sont fondées sur les taux de recombinaison entre locus, contrairement aux cartes physiques
qui s’appuient sur les algorithmes d’assemblage et la formation de contigs. L’utilisation des cartes
génétiques a déja démontré ses avantages pour améliorer 1’assemblage de plusieurs espéces
d’arbres (Di Pierro et al., 2016; Plomion et al., 2018; Tong et al., 2020; Gagalova et al., 2022),
renforgant ainsi la qualité et la robustesse des études génomiques. Malgré 1’importance indéniable
des cartes génétiques et I’intérét économique de A. saccharum, aucune carte génétique n’est encore
disponible pour cette espece. Les principales difficultés résident dans son régime de reproduction
allogame et son long cycle de vie, rendant les approches traditionnelles de cartographie génétiques
irréalistes. Cependant, avec les avancées de la recherche, plusieurs méthodes ont été développées
pour la cartographie génétique chez les arbres, suggérant 1’utilisation de populations issues de
croisements contrélés ou de pollinisation libre (Grattapaglia & Sederoff, 1994; Pelgas et al., 2005;
Pavy et al., 2017; Gailing et al., 2017).
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4.1 Reconstruction familiale et identification des fratries

Une reconstruction familiale et 1’identification de fratries se sont révélées nécessaires a la suite de
I’échec de la stratégie initialement envisagée, jugée inapplicable au cours du projet. En effet,
I’objectif initial reposait sur la récolte de graines issues d’un seul arbre mere a pollinisation libre,
afin de constituer une population cartographique de type half-sib et de construire une carte
maternelle a partir de marqueurs hétérozygotes chez ce parent. Cependant, cette approche n’a pas
pu étre mise en ceuvre en raison de I’absence de production de graines durant les années du projet.
Il a donc été nécessaire de rechercher une plantation accessible pour constituer une population
cartographique. Malheureusement, les arbres de cette plantation avaient perdu leur identification
initiale, mise en place par le propriétaire, compliquant la reconnaissance de fratries complétes.

Cette situation nous a ainsi conduits a reconstruire les relations familiales et a identifier les fratries.

L’obtention d’une population cartographique constitue une étape cruciale pour la construction
d’une carte génétique. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons utilisé 11 locus microsatellites, des
marqueurs fréquemment utilisés pour les analyses de parenté. Bien que ce nombre de marqueurs
puisse paraitre inférieur a celui utilis¢é dans d’autres études, (e.g., El-Kassaby et al., 2011;
Grattapaglia et al., 2004; Sun et al., 2017), il reste suffisant pour réaliser les analyses nécessaires a
la reconstruction familiale et a I’identification des fratries (e.g., Thongthawee et al., 2010), a
condition que les marqueurs soient suffisamment polymorphes. En effet, comme le rappellent El-
Kassaby et al. (2011), le nombre de marqueurs requis dépend fortement de la taille de 1a population
échantillonnée; plus la population est grande, plus il est nécessaire d’augmenter le nombre de
marqueurs informatifs afin de garantir un pouvoir d’exclusion optimal. Les indices de diversité
calculés dans cette étude montrent que les marqueurs utilisés présentent une diversité génétique et
un polymorphisme informatif comparables a ceux observés chez d’autres especes d’arbres, telles
que le peuplier blanc de Chine (Kong et al., 2024), le méléze occidental (El-Kassaby et al., 2011)
ou l’olivier (Marra et al., 2013), confirmant que nos marqueurs posseédent un niveau de
polymorphisme suffisant pour réaliser des analyses de parenté. En effet, les valeurs moyennes de
la probabilité de non-exclusion des parents et la probabilité de non-exclusion pour deux fréres et
sceurs dans notre étude variaient respectivement entre 0,368 et 0,45. Cela signifie qu’en utilisant
un seul marqueur dans notre étude pour analyser le lien de parenté entre deux individus, il existe

en moyenne 45 % de chances qu’un marqueur n’exclue pas un individu candidat non apparenté de
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la filiation (un faux frére ou une fausse sceur), et en moyenne 37 % de chances qu’un marqueur

n’exclue pas un parent non apparenté (un faux parent).

Le pouvoir moyen de non-exclusion de nos marqueurs est élevé par rapport aux normes rapportées
dans d’autres études (<10 %; Sun et al., 2017), mais reste comparable a celui observé par
Thongthawee et al. (2010). Bien que nos chiffres paraissent €levés, c’est la combinaison des onze
microsatellites polymorphes sélectionnés qui permet de réduire le risque de fausse assignation
(Marshall et al., 1998; Sun et al., 2017) car un seul marqueur n’est jamais fiable pour exclure des
relations de parenté erronées. La probabilité d’exclusion combiné des parents et pour deux fréres
et sceurs sont toutes les deux supérieures > 0,9999. Ces valeurs élevées confirment la grande
efficacité¢ des marqueurs microsatellites utilisés pour établir les liens de parenté dans cette étude.
Des résultats comparables ont été¢ observés dans d’autres travaux (Vuletin Selak et al., 2021) avec
0,9998 de probabilité¢ d’exclusion combiné des parents et (Dominguez-Flores et al., 2024) avec
0,9997 de probabilité d'exclusion de paternité combinée. En conclusion, nos résultats montrent que
la combinaison des marqueurs développés dans le cadre de cette étude présente une variabilité
suffisante pour une analyse fiable de parenté, permettant d’identifier des relations de type full-sib

(freres/sceurs complets), condition nécessaire a la constitution d’une population cartographique.

La premiere analyse de parenté que nous avons réalisée incluait 800 individus, mais les résultats
ont révélé un faible nombre de fratries reconstruites, probablement en raison d’une taille
d’échantillon initiale insuffisante. Afin d’augmenter les chances de détecter les fratries au sein de
la plantation étudiée, nous avons élargi I’échantillon a 1 554 individus. Cette seconde analyse a
permis d’identifier de nouvelles fratries, dont certaines contenaient un nombre élevé d’individus
(Jusqu’a 165 individus). L analyse de parenté réalisée en parallele n’a révélé aucune compatibilité
génotypique avec les fratries identifiées, indiquant que les véritables parents ne figuraient pas parmi
les individus testés. Il aurait été nécessaire de récolter un plus grand nombre d’individus dans la
plantation meére pour augmenter la probabilité¢ de détecter un parent d’une fratrie compléte. Les
probabilités d’assignation moyenne associées a chaque fratrie variaient entre 0,2 et 1 (voir Figure
3.1). Deux groupes principaux ont été identifiés avec une probabilité d’assignation supérieure a
0,9, chacun comprenant plus de 100 individus. D’autres groupes de taille plus réduite affichaient
des probabilités d’assignation moyenne inférieures a 0,8. Pour constituer la population
cartographique, nous avons retenu la fratrie présentant a la fois le plus grand nombre d’individus
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(165 individus) et une probabilité d’assignation moyenne élevée (0,91). Malgré les contraintes
initiales rencontrées, cette taille de fratrie (full-sib) est comparable a celle d’autres études
similaires : 162 individus ont été utilisés chez le poirier (Gabay et al., 2018), 200 individus chez le
catalpa (Lu et al., 2019) et 173 individus chez le manguier (Luo et al., 2016). Bien que certaines
¢tudes aient mobilisé jusqu’a 1 000 individus (Bodénes et al., 2016), la plupart des recherches
visant a construire une carte génétique considérent qu’une taille de population cartographique
comprise entre 96 et 200 individus (Gailing et al., 2017; Bodénés et al., 2016) est optimale, car elle
permet de capturer un nombre suffisant d’événements de recombinaison pour construire une carte

compléte.

4.2 Construction de la carte génétique

L’approche GBS s’est révélée particulicrement avantageuse pour établir la carte génétique
d’especes non modeles telles qu’A. saccharum. En effet, cette méthode permet de générer
rapidement un grand nombre de marqueurs SNP, a moindre colit, méme dans des génomes
complexes et peu étudiés. Dans notre étude, cette approche a permis d’identifier 963 SNP
informatifs, utilisés pour la construction de la carte génétique. Ces marqueurs représentent 15,45 %
de I’ensemble des SNP initiaux, avec une densité de 0,09 SNP/Mb et une distance génétique
moyenne entre SNP de 12,16 cM. Le taux d’erreur de génotypage a été estimé a moins de 5 %.
Bien que la majorité des études utilisant le GBS rapportent des jeux de données contenant souvent
plus de 10 000 SNP (e.g., Hirao et al., 2022; Ji et al., 2018), notre jeu de 963 SNP informatifs reste
suffisant pour établir une carte génétique fiable, comme ’ont démontré d’autres études menées
avec des effectifs similaires et des parents connus (Pootakham et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs
études fondées sur le GBS ont obtenu des cartes a densité plus élevée (e.g., Ipek et al., 2016; Ji et
al., 2018; Pootakham et al., 2015), une tendance souvent liée a la connaissance préalable des deux
parents, ce qui facilite I’identification des génotypes informatifs et accroit la densité de la carte.
Ainsi, bien que la densité de notre carte soit plus faible, elle demeure compléte et cohérente, au
regard des contraintes spécifiques a notre étude, notamment 1’absence d’informations sur les
parents et un nombre d’individus relativement faible, limitant ainsi la détection des événements de

recombinaison.
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En couvrant plus de 90 % du génome assemblé de 4. saccharum, la carte génétique obtenue assure
une représentation satisfaisante des régions génomiques, et malgré sa densité plus faible que la
moyenne, elle constitue néanmoins une ressource précieuse pour les recherches génétiques futures
sur cette espeéce. En dépit des limites rencontrées, notamment le nombre restreint d’individus et
I’absence des génotypes parentaux, la carte génétique présentée constitue une base robuste pour

une premicre carte génétique de A. saccharum

4.3 Comparaison entre la carte génétique et le génome de référence (synténie et colinéarité)

La comparaison entre la carte génétique obtenue dans le cadre de cette ¢tude et le génome de
référence d’A. saccharum a été réalisée dans le but d’évaluer le degré de concordance entre ces
deux représentations du génome de cette espéce, notamment a travers 1’analyse de la synténie et de
la colinéarité. Comme I’indiquent Curtolo et al. (2017), une forte similarité entre la carte génétique
et le génome, en particulier en ce qui concerne I’ordre des marqueurs, permet une interprétation
plus fiable des QTL. En effet, une colinéarité élevée améliore la précision de la localisation des
QTL et facilite I’identification des geénes. L’alignement des marqueurs de la carte génétique sur le
génome de A. saccharum révele une forte synténie. En effet, pour chaque GL, la majorité des
marqueurs est associée a un unique scaffold du génome assemblé, avec un pourcentage moyen de
synténie de 97,19 %. Ce résultat t¢émoigne d’un haut degré de synténie entre la carte génétique et
le génome de référence. Ces observations sont cohérentes avec celles rapportées dans d'autres
¢tudes sur des arbres. Par exemple, Bartholomé et al. (2015) ont observé une synténie couvrante
85 % des régions entre la carte génétique issue d’un croisement entre les deux especes E. urophylla
et E. grandis et le génome de Eucalyptus grandis, avec un coefficient de corrélation supérieur a
0,9. De méme, Zhu et al. (2023) ont rapporté des taux de synténie élevés entre les génomes
d’E. urophylla (90,9 %) et E. tereticornis (91,2 %) avec celui de E. grandis. A I’inverse, Curtolo et
al. (2017) ont observé des synténies plus faibles entre les cartes de Citrus sunki (58 %) et

Poncirus trifoliata (46,9 %) avec le génome de Citrus sinensis.

L’analyse de la colinéarité¢ réalisée dans cette étude a indiqué une corrélation statistiquement
significative entre les positions physiques et génétiques des marqueurs, mais avec une corrélation
relativement faible, variant de 0,173 a 0,626, dans 1’ensemble de la carte. Ces corrélations sont

inférieures a celles généralement observées dans d'autres travaux, comme ceux d’Ollitrault et al.
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(2024) qui rapportent des coefficients de corrélation variant entre 0,93 et 0,997 entre les deux cartes
génétiques construites pour Citrus et le génome de Citrus clementina, démontrant ainsi une
colinéarité €élevée entre cartes génétiques et physiques. De méme, Lotter et al. (2023) ont observé
des valeurs comprises entre 0,938 et 1 entre les cartes génétiques construites et le génome de
référence. Enfin, 1’étude de Tong et al. (2020) a également mis en évidence une colinéarité tres
¢levée entre chaque pseudo-chromosome de Populus simonii et les cartes parentales Populus
deltoides et Populus simonii, avec des coefficients de corrélation entre 0,978 et 1, pour une
moyenne de 0,996. Cependant, des travaux de cartographie comparative menés sur plusieurs
génomes de Citrus (Ollitrault et al, 2024) ont montré que I’ancrage des cartes génétiques sur des
assemblages physiques peut conduire a une colinéarité allant de modérée a ¢€levée. Toutefois, le
degré de corrélation observé demeure dépendant de la densité des marqueurs ainsi que de la
résolution des assemblages génomiques. Lorsque ces conditions ne sont pas optimales, des
corrélations faibles a modérées peuvent étre observées. Ces discordances peuvent s’expliquer par
la présence d’inversions chromosomiques, de réarrangements structuraux ou encore par des
imprécisions liées a la qualité des assemblages génomiques, comme cela a été rapporté dans

plusieurs études antérieures (Butler et al., 2017; Hudson et al., 2012; Ronin et al., 2012).

Afin de surmonter ce type de limitations, Di Pierro et al. (2016) ont adopté une approche visant a
améliorer I’ordre des marqueurs en construisant une carte génétique consensus du pommier a partir
de plusieurs populations. Cette approche a permis de renforcer la robustesse la carte, obtenir un
meilleur ordre des marqueurs et la cohérence globale de la carte. Par ailleurs, la construction de
cartes génétiques repose généralement sur des pedigrees bien définis. A notre connaissance, aucune
carte génétique n’a été construite a partir de deux parents inconnus, reposant uniquement sur des
génotypes parentaux inférés. L’étude de Campoy et al. (2020) a mis en évidence 1I’importance
cruciale de la qualité de I’information de recombinaison utilisée pour la construction des cartes
génétiques. Dans cette étude, la carte génétique a été construite a partir du séquencgage de centaines
de gameétes haploides (pollen) d’un seul individu. Chaque grain de pollen jouait le role d’un
individu recombinant, comme dans une descendance classique. Cela leur a permis une observation
directe des événements de recombinaison et de construire une carte génétique directement a partir
des gamétes sans information des deux parents. Bien que la carte obtenue présentait une forte

synténie avec 1’assemblage génomique de référence, plusieurs inversions et translocations ont été
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observées. Ces réarrangements ont conduit & une colinéarité relativement faible, un résultat
comparable a celui observé dans notre étude. Dans I’ensemble, les résultats de Campoy et al. (2020)
soulignent que la qualité¢ de la colinéarité entre cartes génétiques et cartes physiques dépend
fortement de la précision avec laquelle les événements de recombinaison sont détectés, ce qui

constitue un facteur déterminant dans I’interprétation des niveaux de corrélation observés.

Lorsque les cartes génétiques sont construites a partir de pedigrees incomplets ou de parents
inférés, notamment lorsqu’elle est réalisée a partir de données d’un seul parent avec une famille
demi-fratrie (half-sib; Gailing et al. 2017), il est probable que des erreurs de phasage et de
génotypage soient introduites. Ces erreurs affectent directement 1’estimation des fréquences de
recombinaison entre marqueurs, perturbant ainsi 1’ordre relatif des marqueurs le long des groupes
de liaison. En conséquence, 1’ordre génétique peut s’avérer partiellement incohérent avec
I’organisation physique du génome. Ainsi, méme en présence d’une synténie globale conservée, la

colinéarité entre la carte génétique et la carte physique peut apparaitre faible.

Malgré certaines contraintes méthodologiques, notamment la taille de I’échantillon et I’absence de
parents connus, les analyses menées ont permis d’obtenir une corrélation significative entre
positions physiques et génétiques, variant de 0,173 a 0,626, selon les GL, associée a une synténie
trés €levée (97,19 %). D’autres facteurs peuvent également influencer la qualité de ces résultats.
Parmi ceux-ci, I’erreur de génotypage peut fausser la détection des événements de recombinaison
en introduisant ou en ¢liminant certains SNP. Par ailleurs, la qualité de I’assemblage du génome de
référence constitue un parametre déterminant. Le génome d’Acer saccharum, produit par McEvoy
et al. (2022), est de haute qualité, avec un assemblage couvrant 13 pseudo-chromosomes,
correspondant au nombre haploide de 1’espece. Toutefois, il convient de souligner que ce génome
de référence a été obtenu a partir d’un individu originaire du sud des Etats-Unis, ce qui pourrait
impliquer une certaine distance génétique par rapport a la population étudiée dans le présent travail.
Cette divergence potentielle pourrait notamment influencer les niveaux de colinéarité observés
entre la carte génétique et la carte physique. L’ordre des SNP sur la carte génétique est globalement
cohérent avec ’ordre physique observé sur le génome, confirmant la similarité¢ des différentes
cartes. Ces résultats soulignent la fiabilité de la carte génétique obtenue et sa pertinence pour des
applications futures telles que I’amélioration de 1’assemblage du génome, les études de génomique
comparative inter-espece ou la cartographie de QTL.
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CHAPITRE 5: CONCLUSION ET PERSPECTIVE

A ce jour, aucune carte de liaison génétique n’avait été congue pour A4 saccharum, malgré
I’importance écologique, économique et sociale de cette espeéce. Comme pour de nombreuses
espeéces d’arbres, la longue durée de génération et la nature allogame de A saccharum rendent
difficile I’application des stratégies classiques de cartographie. Cependant, il existe des méthodes
alternatives pour surmonter ces contraintes, basées sur I’identification préalable d’une population
cartographique. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude. Dans un premier temps, nous avons
utilis€ des marqueurs microsatellites afin d’identifier une population cartographique
d’A. saccharum. L’utilisation de 11 locus microsatellites, combinée a 1’échantillonnage d’un grand
nombre d’individus de premicre génération, a permis d’identifier une fratrie compléte constituée
de 148 individus. L approche GBS a ensuite permis de génotyper un grand nombre de SNP chez
cette descendance issue d’une pollinisation libre. Ces marqueurs ont ¢té utilisés a la fois pour
inférer les génotypes parentaux et pour construire la premiere carte génétique d’A. saccharum. La
carte obtenue comprend 13 groupes de liaison, correspondant au nombre haploide de chromosomes
de I’espéce et couvre environ 94 % du génome de référence. En outre de cette couverture étendue,
une synténie ¢levée et une colinéarité significative entre les cartes génétique et physique ont été
observées, confirmant la qualité et la cohérence de cette premiére carte d’A. saccharum. Bien que
cette carte soit robuste, elle pourrait encore étre affinée. En effet, ’identification des parents de la
fratrie étudiée, bien que complexe, permettrait d’accroitre la précision de la carte. Une autre
approche pour renforcer la carte serait de génotyper plus d’individus issus de la méme plantation
afin d’¢largir la fratrie analysée. Une perspective plus prometteuse consisterait a établir d’autres
cartes génétiques a partir des fratries supplémentaires identifiées au cours de cette étude.
L’intégration de ces différentes cartes permettrait de générer une carte consensus, capable de
surmonter les limites de la carte actuelle, notamment en termes de densité, et d’obtenir une carte
plus saturée (Bodénes et al., 2016; Langdon et al., 2020; Tumas et al., 2024). L’¢élaboration de cette
premicre carte génétique de d’A saccharum constitue une avancée majeure pour les ressources
génomiques disponibles pour cette espece, notamment en permettant d’affiner 1’assemblage du
génome d’A. saccharum. Elle représente un outil intéressant pour de futures études, telles que des
programmes d’amélioration génétique et la détection de QTL associés a des caracteres d’intérét,

comme le rendement en sucre.

46



ANNEXE A: EXTRACTION D’ADN DE PLANTE PAR LA METHODE CTAB

Rédigé le 25 mars 2020 par Laurence Danvoye-ISFORT

» Références : « 96-well plate CTAB extraction » document pdf - Aucune date affichée au
protocole. Personne et institution nommeées au protocole : Sandra Bole, Shaw Laboratory, Duke
University Department of Biology / Sandy et Jon Shaw

» La méthode a été modifiée afin d’étre compatible avec 1’équipement disponible au laboratoire de
I’ISFORT.

* Ce protocole a ét¢ concu pour permettre 1’extraction d’ADN a partir de 48 échantillons de feuilles
séchées sur gel de silice. Le nombre d’échantillons peut étre modifié¢ en fonction des besoins.
Manipulations préalables :

- Stériliser au moins deux pinces a 1’aide d’un brileur a alcool

- Identifier 48 tubes SafeLock (2,0mL). Important : inscrire le code de 1’échantillon sur le
bouchon ainsi que sur le c6té du tube avec un crayon indélébile a pointe fine (sharpie fin).
Autrement, I’inscription s’effacera du bouchon apres le broyage.

- Identifier 48 tubes de collecte ainsi que les 6 bandelettes de bouchons (caps strip)
correspondants. Ceux utilisés sont de marque Ultident no. 713A-00 et sont de type individuel (8
caps par strip). Attention, ils ne sont pas résistants au chloroforme.

A) Broyage et extraction avec le CTAB buffer

1 a 3) Pour chaque échantillon, déposer a I’aide d’une pince 10 a 20 mg de feuilles séchées, ainsi
que deux billes de tungstene de 3 mm a chaque tube SafeLock de 2,0 mL, préalablement identifi€.
Note : Il est impératif que les billes soient seéches avant de les déposer dans les tubes.

Astuce : Pour optimiser cette étape, il est préférable de charger les tubes en considérant le volume
des feuilles et non la masse. Un test préalable peut donc étre effectué pour visualiser ce a quoi
correspond, en volume, 10 a 20 mg de feuilles. Il est important de refaire cet exercice a chaque
changement d’espéce végétale ou de méthode de conservation.

4) Refermer les tubes.

Note : Les étapes 1 a 4 peuvent étre effectuées la veille des manipulations suivantes.

5) - Installer un adaptateur pour tubes de 2,0 mL sur le Thermoshaker, puis le préchauffer a 65°C
- Installer un adaptateur pour tubes de 2,0 mL et un pour tubes de 15 mL sur le dry Bath, puis le
préchauffer a 65°C
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6) Préparer le CTAB Buffer pour 24 échantillons -

a) -! Sous la hotte chimique ! - : Ajouter 4,99 mL de CTAB sln ainsi que 10 ul de Beta-
mercapto éthanol (BME) a deux tubes de 5,0 mL

b) Incuber a 65°C jusqu’a I’utilisation du CTAB Buffer
7) 8) 9) Etapes du protocole de référence annulées (manipulations en lien avec 1’utilisation d’azote
liquide)
10) Broyer les feuilles 2 x 45 secondes a vitesse maximale -48 tubes-
Important : Inverser les socles des adaptateurs aprés 45 secondes pour obtenir un broyage
homogéne pour I’ensemble des échantillons
11) Secouer les tubes pour amener les billes et les feuilles broyées a la base des tubes.
12) a)-! Sous la hotte chimique ! - : Ajouter 400 ul de CTAB Buffer chaud a 24 des tubes.

b) Réserver les 24 autres tubes a T.P. et démarrer un minuteur pour 45 minutes
13) Vortexer a vitesse maximale -24 tubes-

14) a) Incuber les tubes durant une heure a 65°C -24 tubes-

b) Avant I’écoulement des 45 minutes de 1’étape 12, refaire du CTAB buffer (étape 6)

c) Apres I’écoulement des 45 minutes de 1’étape 12, ajouter 400°ul de CTAB Buffer aux 24
autres tubes. Poursuivre les étapes en paralléle pour les premiers et les derniers 24 échantillons
jusqu’a I’étape 22.

Note : Un délai de 45 minutes est considéré comme optimal. Il peut étre modifié en fonction de la
rapidité du manipulateur.

15) Laisser refroidir les tubes durant 10 a 15 minutes a T.P. -24 tubes-

B) Retrait des protéines avec du Chloroforme et de 1’Isoamylalcool (24 :1)

16) a) Ajouter 400 ul de Chloroforme : I’Isoamylalcool (24 :1) a chaque tube -24 tubes-

b) Mélanger par inversion 30 a 50 fois
17) Centrifuger a 16 000 g durant 5 minutes -24 tubes-

Note : aprés la centrifugation, manipuler délicatement les tubes pour que les différentes phases
demeurent séparées les unes des autres.

18) Transférer la phase aqueuse dans un tube de collecte de 1,2 mL -24 tubes-

Important : noter le volume de la phase aqueuse transférée (approximativement).

Note : la phase aqueuse est la phase transparente jaunatre qui se trouve sur le dessus.
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19) Consulter : « Stérilisation des billes avec du HC1 0,4M et récupération du chloroforme ». Cette
étape peut étre effectuée a tout moment jugé opportun. Donc pour le moment, il est conseillé de
passer a I’étape numéro 20.
C) Précipitation, lavage, séchage et resuspension de I’ADN
20) Ajouter de I’Isopropanol aux tubes de collecte. Le volume a ajouter doit étre égal a la phase
aqueuse transférée a 1’étape 18 (environ 300 ul) -24 tubes-
21) Mélanger par inversion 10 fois -24 tubes-
22) a) Incuber une heure a -20°C -24 tubes + 24 tubes-
Note : les 24 premiers échantillons seront incubés pour plus d’une heure. Les laisser jusqu’a ce que
les 24 derniers échantillons soient incubés durant un minimum d’une heure. Cette différence
permettra d’effectuer les manipulations a suivre sur les 48 échantillons en méme temps.

b) Pré-refroidir la centrifugeuse a 4°C, environ 30 minutes avant 1’étape 23.
23) Centrifuger tous les tubes de collecte a 2204 g durant 30 minutes a 4°C.
Note : apres la centrifugation; manipuler les tubes délicatement afin de ne pas perturber les culots.
*24) Transvaser I’isopropanol contenu dans les tubes de collecte dans un bécher de 1000 mL.
*Important : pour les détails et les astuces concernant le retrait de I’isopropanol et de 1’éthanol des
tubes de collecte, consulter la section correspondante. Les étapes 24 et 27 ne sont pas détaillées ici.
25) Ajouter 500 ul d’éthanol 70 % aux tubes de collecte.
26) Centrifuger tous les tubes de collecte a 2204 g durant 30 minutes a 4°C.
*27) Transvaser I’isopropanol contenu dans les tubes de collecte dans un bécher de 1000 mL.
28) Placer un papier Kimwipe sur I’ouverture des tubes de collecte.

Note : laisser 1’é¢thanol s’évaporer a I’air (une a deux heures sont requis).

29) Ajouter 100 ul de Low TE Buffer aux tubes de collecte lorsque 1’éthanol se sera complétement
évapore.
Note : les tubes peuvent étre centrifugés pour détacher le culot de la paroi des tubes et ainsi aider
a la resuspension de I’ADN.
30) Déposer les tubes a 4°C O/N afin de permettre la resuspension de I’ADN.
31) Transférer I’ADN en plaque ou dans un tube de 1,5 mL.
32) Fin : poursuivre en fonction des autres besoins du projet.
Retrait de I’isopropanol et de I’éthanol des tubes de collecte : détails et astuces (relatifs aux étapes

C 24 et 27).
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1) Apres la centrifugation, insérer les tubes de collecte dans les socles des boites d’embotts
P-1000 vides.

Notes :

- Mettre deux strips par socle maximum.

- Attention : les strips doivent €tre espacés le plus possible les uns des autres, sans toutefois

dépasser I’ouverture du bécher de 1000 mL. Un trop grand espace ferait déborder le liquide hors
du bécher.

2) Appuyer sur les dessus des strips de maniére a bien coincer les tubes dans les socles
d’embotit.
3) a. Déposer une plaque PCR « a jupe » a I’envers sur le plan de travail.

Note : cette plaque servira de support pour les caps strip.

b. Avec une pince, retirer les caps strip des tubes de collecte et les déposer sur le dos des puits de
la plaque PCR a jupe.

4) Prendre un socle contenant des tubes de collecte, puis transvider le solvant dans un bécher
de 1000 mL.

Note : le socle des boites d’embotits P-1000 est plus long que 1’ouverture d’un bécher de 1000 mL.
Le socle contenant les tubes de collecte peut donc étre laissé quelques secondes a ’envers sur
I’ouverture du bécher afin que le solvant se vide au maximum.

Important : jeter I’isopropanol et 1’éthanol 70 % dans le contenant de récupération approprié.

5) Reprendre le socle et déposer les tubes de collecte encore a I’envers sur un papier absorbant.
Attention : cette étape permet d’absorber le solvant qui n’a pas pu s’écouler dans le bécher.
Beaucoup de solvant sera absorbé. Afin d’éviter une contamination croisée, changer rapidement de

place sur le papier absorbant, tout de suite aprés y avoir déposé les tubes.

6) Remettre les tubes a 1’endroit et remettre les caps strip sur les tubes
7) Transférer les tubes de collecte dans leur support (rack) habituel
8) Poursuivre avec les étapes suivantes.

Stérilisation des billes avec du HCI1 0,4M et récupération du chloroforme — relatif a 1’étape B) 19
Au commencement de cette étape, les billes et le chloroforme sont toujours dans leur tube
SafeLock.

1) Vider le contenu des tubes SafeL.ock dans le bécher de récupération « Chloroforme » de

100 mL
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2) A Iaide d’une cuillére, transférer les billes dans un bécher de 100 mL étiqueté « Ethanol
70 % »

3) A I’aide du flacon laveur, rincer les billes avec de 1’éthanol 70 %

4) A l’aide d’une cuillére, transférer les billes dans un bécher de 100 mL étiqueté « HCI
0,4M » et y déposer la cuillere

5) Verser du HCI1 0,4M dans le bécher contenant les billes et la cuillére afin de les submerger.
6) Attendre une minute

7) A I’aide d’une cuillére, transférer les billes dans un bécher de 100 mL étiqueté « ddH20 »
et rincer abondamment avec du ddH2O a plusieurs reprises

8) Dans un récipient, déposer une feuille de papier absorbant

9) A I’aide de la cuillére, déposer les billes sur le papier absorbant et les sécher soigneusement
10)  Transférer les billes dans un tube destiné a leur entreposage.

11)  Important : jeter le chloroforme et 1’é¢thanol 70 % dans les contenants de récupération

appropriés.
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Tableau B.1: Liste des 42 locus ssr testés

ANNEXE B: TESTS DES MARQUEURS SSR

Nom d'amorce

Séquence (5'- 3")

Référence

1694 _ssr324833F

GGACTACGGAGGGATCTTGTTG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

1694 ssr324833R

TCACCAATCACCAGCCACTC

272890 ssr3557F

ACAAAGCCACCATTAACATCTCG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

272890_ssr3557R

GGCTCCTTTCCTTGCTCATTAC

274550 ssr17692F

TGAATTTGGAATTTCAGACGAGGC

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

274550 _ssr17692R

TCAGAGAGCATTTCAAAGAAAGCC

2063 ssr88386F CAACCCACCTTACTGACCGG Y. Surget-Groba (2020, non-publié)
2063 _ssr88386R CCAGAACCCTTGTGCTTTAGATAC
911 ssr118692F TGAACACCGCCAAACAAACC Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

911 ssr118692R

TCGTCTGATGTGTTGGAAAGC

258853 _ssr747F

CGAAACCTGTGGCTTACTATGC

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

258853 ssr747R

ACCATGTCATCTCTTCGTTTCTTG

845 ssr146460F

TGTGATTGTTAAAGGGTGCAGTG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

845 ssr146460R

CAGAGGAGCTTGCTGGGTC

255140_ssr8819F

ATCCACAGCCACGATTCTCC

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

255140_ssr8819R

CAGGTTATTTCGACATGGTACTGG

1291 ssr9050F

CTCCATATCCGTGCTACATAGGG

Y. Surget-Groba (2020, non-publi¢)

1291 ssr9050R

TCAACATCCGATCAAGACAATCTG

1610 ssr214673F

TGTTTGTTCACACTTCACACCC

Y. Surget-Groba (2020, non-publi¢)

1610 _ssr214673R CCCAGCCAACTACCACTTCC

1830 _ssr303660F ACTAGACTCGACCAAACCAGC Y. Surget-Groba (2020, non-publié)
1830_ssr303660R TACACACGCCAAACCAAACG

237481 ssr1849F ACAGCATTTGGACGCCTATTTG Y. Surget-Groba (2020, non-publié)
237481 ssr1849R AGCAGGCATCATTTCCTCCC

514 ssr107540F

TTTGGCATTCACAGTGTTTAAGGG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

514 ssr107540R

ACCCGTCACCTATACTTTGCC

1084 ssr150758F

GGGTTGGCTTAATGATGACTTGAG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

1084 _ssr150758R

TGGCTTGTCATGGGAGGAAAC

260437 ssr4378F GTTGCCTTGTTTGGGAGTGG Y. Surget-Groba (2020, non-publié)
260437 _ssr4378R GTGTCATGCCGTGCTTTACC
553_ssr449376F CTCCGGTTGTGGTAGCCTAC Y. Surget-Groba (2020, non-publié)
553 ssr449376R TGGCCCAATTAGTCCCTCAC

1517 ssr186197F

TCCACACCACGATGAAATGTAATG

Y. Surget-Groba (2020, non-publi¢)

1517 ssr186197R

AATCACCTTATGTCCAAACCCATC

1650 _ssr360657F

TGTATTCAGGAGATCAACGGTGG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

1650 ssr360657R

TGCAAACCAAAGAATCCACTAGG
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255836_ssr3146F

CATGAGCTGGATTCAAAGGCG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

255836 ssr3146R AATGGTGGCTGCTGTGGATC
1080 ssr113387F CACCCTGTTCTGTGGCCC Y. Surget-Groba (2020, non-publi¢)
1080 ssr113387R TCTCGTGGTGCAGATGTGAG
1441 ssr1014125F GGAGATAAGTTTCAATTCGGTGGG Y. Surget-Groba (2020, non-publi¢)
1441 ssr1014125R ACCTCACAATGGATGGAGCG
1080 ssr82244F AATCACAGACATGGCCCACC Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

1080_ssr82244R

TCACTTGGAATACTTGGAGAGGC

2026 _ssr127728F

AGAGAAGCCTGCCTGTCTAAAG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

2026 _ssr127728R

AGCTAATCTTTGTTACTGCCTTGC

1536 _ssr354613F

TGCCCACACATACCGTCTG

Y. Surget-Groba (2020, non-publié)

1536_ssr354613R

GGGTCACTGCCAATCATCAC

Aml16F

AACGCTACCGACTTCGCCAACT

Graignic et al., 2013

Amll16R TGGAGGTCAAGTGCTGGAAACAA

Aop943F ACTGTGTAGGAGAGTGAGTGTGAA Graignic et al., 2013
Aop943R CTTCCCAAAGGTAGGAACCA

SMS53F TTGGAAAGGATATTTGCATACG Graignic et al., 2013
SM53R ATTTTTCTCCGAGCCATTGA

SMS55F ATGAGGGAGTAGAGGAGGCG Graignic et al., 2013
SM55R TCAACAGATCCAAAACACGC

SM14F TTTTATGTAGAGCAACTCAACCCA Graignic et al., 2013
SM14R TATCTGCTGCTTGACATGAACTT

SM27F TTTCTACTTTAGAGATGGAAACGG Graignic et al., 2013
SM27R CCCTAAATCCCAAATCAGTGAA

SM36F GATGCTGATAAAGAAATGGAAACA Graignic et al., 2013
SM36R GGCCCTCCCTGTTCTAAAGT

SM37F TGGGAGAAAATTAACATAGGATTT Graignic et al., 2013
SM37R AGACTTGACTCTCCTAATCTTGGTG

SMS51F GCCAAGTAACCACAGGCAAT Graignic et al., 2013
SMS51R CAAGAACCAGATCACAGATGTC

SM11F AAGTTGCAGGAGGAGATTGC Graignic et al., 2013
SMIIR CACAATAACATGACCTTATGCCA

SM22F CCAGAGCTTGAAGAAAATGTACG Graignic et al., 2013
SM22R GGTAAGGGGTTGTTTATGCAAT

SM29F TTAAACAAGCTGAACAACCCAA Graignic et al., 2013
SM29R TCACACGGAAAGACATCAGC

SM34F TGTGAAAATTCATAGATTTCTCAGTC | Graignic et al., 2013
SM34R ATACCACTTCAAAGCAACAAAACA

SM60F CTTTAGAGCGGCCCAAGTTA Graignic et al., 2013
SM60R GAGGGCCATTTTCAGTTGAG

SM21AF TAGTTGTGCACCAACCATGC Graignic et al., 2013
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SM21AR TCCATCAAAACGCTGCTATG

SM42F ATTGCAGACGCACTCGTAAG Graignic et al., 2013

SM42R CAACTCACTTGTGTTGGAATGC

SM47F TAAAGAGAAAACCTAGAAATCACTC | Graignic et al., 2013
TG

SM47R CAACCAACTCGCATCAAGAA

SMS56F GTTGTGGTCGTGAGACTTTAGG Graignic et al., 2013

SM56R TAAACCGCTTGAGGACAACTT
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ANNEXE C: PRINCIPE DE LA PCR AVEC AMORCE UNIVERSELLE
MARQUEE PAR UN FLUOROPHORE

A
Forward primer with M13{-21) tail at the 5 -and
B AN Reverse primer
Faais
Cc Universal FAM labelad M13(-21) primer
D "‘, 7T Template
5 £ ona LA CACA...... (CA),......CACA S Template Oha ~—— 3

Sy

E

CACA......(CA) ... CACARSSSSST— 7

b NN

F

(CA),.......CACA N &

Figure C.1 Schéma d'amplification de la méthode de PCR imbriquée en une réaction unique.

(A, B). Les cases hachurées indiquent les amorces spécifiques aux microsatellites, (C) la
case grise ondulée correspond a la séquence universelle M13(-21) et I'étoile indique le
marqueur FAM fluorescent. (D) Lors des premiers cycles de PCR, I'amorce sens avec la
queue M13(-21) est incorporée aux produits de PCR. (E) Ces produits constituent ensuite la
cible de I'amorce universelle M13(-21) marquée par FAM, qui est incorporée lors des cycles
suivants a une température d'hybridation inférieure a 53°C. (F) Le produit marqué final peut
étre analysé par un systeme de détection laser (Schuelke, 2000).
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ANNEXE D: AMPLIFICATION DES MICROSATELLITES (SSR) PAR PCR

Le protocole est organisé par Laurence Danvoye sous la supervision de Y. Surget-Groba-ISFORT.
1) Organisation des multiplex PCR : Les loci microsatellites ont été regroupés en deux multiplex
PCR : Multiplex 1 (M1) : 6 loct SSR; Multiplex 2 (M2) : 5 loci SSR.
Chaque multiplex a ét¢ amplifié¢ séparément en utilisant la méthode de PCR a trois amorces décrite
par Schuelke (2000), permettant un marquage fluorescent des produits PCR.
2) Principe de la PCR a trois amorces : Pour chaque locus SSR, trois amorces sont utilisées :
1. Amorce sens spécifique (Forward) munie d’une queue universelle (M13F, p19bs, Bhg-r ou
M13R-pUC) en 5’
2. Amorce antisens spécifique (Reverse)
3. Amorce universelle marquée par un fluorophore (FAM, VIC, NED ou PET),
complémentaire a la queue universelle
Cette approche permet de réduire les colits et de combiner efficacement plusieurs loci dans une
méme réaction multiplex.
3) Composition des réactions PCR : Chaque réaction PCR est réalisée dans un volume final de 10

pL.
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Tableau D.1: Volume composante des réaction PCR multiplex 1 (M1; x6 loci)

Composantes concentration initiale (um) | concentration finale |  1x (pl) MasterMix (i) [Nb échantillons:
QMM (X) 2 1 5,00 528,00 96
1694 F MI3F 10 0,05 0,05 5,28
911 F MI13F 10 0,05 0,05 5,28
SM34F M13R-pUC 10 0,05 0,05 5,28
Aop943F Bhg-r 10 0,05 0,05 5,28
Aml16F Bhg-r 10 0,05 0,05 5,28
SM47F pl19bs 10 0,05 0,05 5,28
FAM MI3F 20 0,4 0,20 21,12
VIC pl9bs 20 0,2 0,10 10,56
NED MI3R-pUC 20 0,2 0,10 10,56
PET Bhg-r 20 0.4 0,20 21,12
1694 R 10 0,2 0,20 21,12
911 R 10 0,2 0,20 21,12
SM34R 10 0,2 0,20 21,12
Aop943R 10 0,2 0,20 21,12
Aml16R 10 0,2 0,20 21,12
SM47R 10 0,2 0,20 21,12
H20 - - 1,90 200,64
ADN - - 1 -
V. Total - - 10 950,40
Tableau D.2: Volume composante des réaction PCR multiplex 2 (M2; x5 loci)
Composantes concentration initiale (um) |concentration finale | 1x (pl) MasterMix (W)  |Nb échantillons:
QMM (X) 2 1 5 528 96
SM36F MI13F 10 0,05 0,05 5,28
SM11F MI13R-pUC 10 0,05 0,05 5,28
2063 F Bhg-r 10 0,05 0,05 5,28
SMS55F Bhg-r 10 0,05 0,05 5,28
SM21AF p19bs 10 0,05 0,05 5,28
FAM MI3F 20 0,2 0,1 10,56
VIC pl19bs 20 0,2 0,1 10,56
NED MI13R-pUC 20 0,2 0,1 10,56
PET Bhg-r 20 0,4 0,2 21,12
SM36R 10 0,2 0,2 21,12
SMI11R 10 0,2 0,2 21,12
2063 R 10 0,2 0,2 21,12
SMS5R 10 0,2 0,2 21,12
SM21AR 10 0,2 0,2 21,12
H20 - - 2,25 237,6
ADN - - 1 -
V. Total - - 10 950,4
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4) Programme de thermocyclage PCR : Les amplifications ont été réalisées a I’aide du

programme QMMS55 mul40, optimisé pour les microsatellites.

Tableau D.3: Paramétre PCR pour le séquencgage des microsatellites ERS

nom du programme no. Etape Température Dur¢e Taq
1 95°C 15°
2 94°C 30”
3 55°C 1'30”

QMMS5S5 muM0 4 72°C I QMM
5 39x étapes2 a4
6 72°C 30'
7 12°C nfini

58




ANNEXE E: SYNTENIE ENTRE LES GROUPES DE LIAISON (GL) ET LES SCAFFOLDS DU GENOME DE
REFERENCE D’ACER SACCHARUM

Tableau E.1: Illustration de la synténie entre les groupes de liaison (GL) et les scaffolds du génome de référence d’Acer saccharum

GL acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs | acs Marqueurs d’un Marqueurs | Totale Scaffold (%) des marqueurs
a0la0|alO0O|la0O0|a2|a3|a3|a3|a3|a3|a3|a3|a3|a3|a3]|a3 GL qui sont non principal d’un GL qui sont
01 02 03 04 19 76 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 localisés sur le synténique localisés sur le

scaffold principal scaffold principal

GL1 55 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 55 2 57 acsa_001 96,49

GL2 1 1 143 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 143 8 151 acsa_003 94,7

GL3 0 99 1 0 0 0 0 1 1 0 0 2 0 0 3 0 99 8 107 acsa_002 92,52

GL4 0 0 1 132 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 132 3 135 acsa_004 97,78

GL5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 81 0 0 0 0 81 1 82 acsa_384 98,78

GL6 0 0 0 2 0 0 0 0 63 0 0 0 1 0 0 0 63 3 66 acsa_381 95,45

GL7 0 0 0 1 0 0 2 42 0 0 0 0 0 0 0 0 42 3 45 acsa_380 93,33

GLS8 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 65 0 0 0 65 1 66 acsa_385 98,48

GL9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 62 1 0 0 0 0 0 62 1 63 acsa_382 98,41

GL10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 61 0 0 0 0 0 61 0 61 acsa_383 100

GL11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 41 0 41 1 42 acsa_387 97,62

GL12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 63 0 0 63 0 63 acsa_386 100

GL13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 64 64 0 64 acsa_388 100

Total 971 31 1002 97,19

e
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ANNEXE F: CARTE DES FREQUENCES DE RECOMBINAISON (RF) ENTRE
LES MARQUEURS SNP

Figure F.1 Carte représentant les fréquences de recombinaison entre les paires de marqueurs.

Les valeurs en rouge indiquent une forte liaison génétique, tandis que les valeurs en bleu/violet
signalent une absence de liaison. Les marqueurs sont ordonnés selon leur position sur la carte
génétique. Cet exemple correspond au groupe de liaison 2 : (a) avant modification de I’ordre, (b)
aprés modification et suppression des marqueurs mal positionnés.
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ANNEXE G: LISTE DES SNP ET SCRIPTS UTILISES POUR LES ANALYSES

e Liste des SNP répartis sur la carte génétique de 1’érable a sucre : https://github.com/eeglab-

ugo/sugarMapleGeneticMap.

e Scripts utilisés pour D’ensemble des analyses: https://github.com/eeglab-

ugo/sugarMapleGeneticMap.
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