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Abréviations
-  ADN Acide désoxyribonucléique

-  AFLP Amplified Fragment Lenght Polymorphism

-  ANOVA Analyse of variance

-  BET Bromure d’éthidium

-  BSA Bovine serum albumine

-  CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequence

-  CCE Cinnamoyl CoA reductase

-  CIRAD Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Dévelop­

pement

-  cM Centimorgan

-  dNTP Désoxynucléotide triphosphate

-  EDTA Acide Ethylène Diamine Tét racé tique

-  EST Expressed Sequence Tag

-  GL Groupe de liaison

-  HC1 Acide chloridrique

-  HSS Hybridation Soustractive Suppressive

-  IM Interval Mapping

-  LOD LoglO of the odds ratio

-  M Molaire

-  MgC12 Dichlorure de magnésium min Minute

-  ml Millilitre

-  mM Millimolaire

-  NaOH Hydroxyde de sodium

-  ng Nanogramme

-  pb Paire de base

-  PCR Polymerase Chain Reaction

-  QTL Quantitative Trait Loci

-  RAPD Random Amplified Polymorphic DNA

-  RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

-  SAM Sélection assistée par marqueurs

-  S CE Somme des carrés des écarts

-  SSCP Single Strand Conformation Polymorphism

-  TBE Tris borate EDTA

-  UV Ultraviolet

-  V Volt

-  fig micro gramme

-  fil micro litre

-  fj-mol micro litre



Figure 1 : Répartition géographique des 13 millions d ’hectares de plantations d ’eucalyptus 

dans le monde.



1 INTRODUCTION

L’eucalyptus est un des arbres forestiers les plus utilisés en reboisement. En 

2001, 13,7 millions d ’hectares de plantations ont été recensés à travers le monde 

(FAO, 2001 [16]), dont près de la moitié en Asie (Figure 1). Sur les 600 espèces 

que compte le genre Eucalyptus, seules une dizaine sont exploitées dans les régions 

d ’introduction dont E. urophylla, E. grandis et E. globulus. Les raisons de cette 

utilisation sont d ’abord liées aux propriétés sylvicoles intéressantes en plantation : 

une adaptation à de nombreux milieux, une forte croissance au jeune âge qui permet 

une exploitation rapide du bois (âge de rotation de 7 ans, contre 40 ans chez les pins 

et 20 ans chez les peupliers) et enfin une bonne aptitude au bouturage qui permet 

une propagation clónale des meilleurs génotypes. De plus, le bois d ’eucalyptus est 

sujet à de nombreuses utilisations. D ’après Vigneron et Bouvet (1997 [60]), 80% de 

la production de bois d ’eucalyptus sert comme bois d ’énergie (bois de chauffe et 

charbon de bois). Le bois de trituration (panneaux de particules et pâte à papier) 

représente aussi une part im portante de l’utilisation des eucalyptus notamment celui 

issu des plantations industrielles. En Australie, aire d ’origine du genre, il est utilisé 

comme bois d ’oeuvre, mais cette utilisation reste rare dans les pays d ’introduction. 

En effet, le bois issu de plantations peut présenter à la coupe et au séchage de 

nombreux défauts : retrait, fentes en b o u t... D ’autres valorisations non ligneuses 

peuvent également être citées comme l’extraction d ’huiles essentielles (Moran et 

Bell, 1983 [37]) pour la pharmacopée, la production de m iel...

L’accroissement de la productivité des plantations forestières s ’est faite progressi­

vement par l’amélioration des techniques sylvicoles mais aussi par le développement 

de programmes d ’amélioration génétique. L’amélioration génétique des arbres fores­

tiers est encore très récente et ne concerne qu’un nombre restreint d ’espèces de pins, 

de peupliers, de sapins, d ’eucalyptus (Plomion, 2000 [43]). Même si la qualité du 

bois est un caractère économique majeur, ce caractère complexe reste encore peu 

pris en compte dans ces programmes d ’amélioration par rapport aux caractères de 

croissance plus faciles et moins coûteux à évaluer.

Pour l’eucalyptus, un programme d ’amélioration génétique a vu le jour au Congo 

dans les années 50 avec l’introduction de plusieurs espèces. Suite à ces introductions, 

des hybrides naturels sont apparus, caractérisés par une croissance et une adapta­

tion supérieures aux espèces introduites. La maîtrise du bouturage herbacé (Martin 

et Quillet, 1974 [36]) a permis la multiplication à grande échelle de ces hybrides.
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Ensuite, le développement de la pollinisation contrôlée (Maillard, 1978 [34]) a per­

mis de tester différentes combinaisons hybrides. Plusieurs de ces hybrides artificiels 

se sont révélés plus intéressants que les hybrides naturels, notamment les croise­

ments interspécifiques E. urophylla x E. pellita et E. urophylla x E. grandis. Depuis

1989, un schéma de sélection récurrente réciproque (SRR) a été développé pour le 

croisement E. urophylla x E. grandis (Vigneron, 1989 [59]). Le principe de la SRR 

est d ’améliorer conjointement deux groupes d ’individus l’un par rapport à l’autre, 

dans ce cas deux espèces, de manière à obtenir des hybrides inter-groupes (interspé­

cifiques) regroupant certains caractères spécifiques à chacun des deux groupes. En 

effet E. urophylla présente une bonne adaptation aux conditions congolaises alors 

qu ’E. grandis est mal adapté mais possède une capacité de croissance importante.

Les programmes d ’amélioration des arbres forestiers sont coûteux en terme d ’es­

pace et de temps. De plus, chez ces espèces, il existe souvent une mauvaise corrélation 

juvénile-adulte pour beaucoup de caractères d ’intérêts économiques (Bouvet, 1995

[4]). L’évaluation de ces caractères ne peut donc se faire que tardivement (3 ans au 

plus tôt chez l’eucalyptus au Congo). Ensuite, la m aturation sexuelle tardive (3 à 

5 ans pour l’eucalyptus) limite les possibilités de croisements. Enfin, la plupart des 

caractères économiques im portants (comme la qualité du bois et la croissance) sont 

des caractères complexes à héritabilité faible à moyenne, variant de 0,1 à 0,4 (Kre- 

mer, 1994 [30]). En effet, ces caractères ont souvent un déterminisme polygénique 

et sont fortement soumis aux effets du milieu. L ’efficacité de la sélection n ’est donc 

pas optimale.

Dans le but de raccourcir le temps d ’obtention de nouvelles variétés et d ’aug­

menter l’efficacité de la sélection, deux stratégies sont envisageables (Plomion, 2000

[43]). Tout d ’abord, la création de génotypes intéressants par transformation gé­

nétique, multipliés par embryogenèse somatique (Harvengt et a l, 2000 [27]). Mais 

chez l’eucalyptus, l’embryogenèse somatique n ’est pas encore utilisable du fait de 

difficultés de régénération. De plus, cette proposition pose le problème de l’opinion 

publique face aux OGM. La deuxième solution passe par l’utilisation de marqueurs 

moléculaires dans les programmes de sélection (sélection assistée par marqueurs ou 

SAM). Elle s ’appuie sur l’exploration et la mise à profit de la variabilité génétique 

naturelle. Plusieurs travaux sont menés afin d ’utiliser l ’information moléculaire pour 

faciliter la prise en compte de la qualité du bois dans les programmes d ’amélioration 

classique.
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La qualité du bois est un caractère complexe et hétérogène, variant entre gé­

notypes mais également au sein même de l’arbre. Classiquement, on distingue 6 

types de bois aux propriétés chimiques, anatomiques, physiques et mécaniques dif­

férentes : bois juvénile, bois mature, bois de réaction, bois normal, bois initial et 

bois final. Chez les eucalyptus du Congo, seuls les 4 premiers types de bois sont 

rencontrés, en effet, du fait de la croissance continue des arbres, la distinction bois 

initial bois final n ’est pas observée. Dans le cadre des angiospermes, le bois de ten­

sion (bois de réaction) est un bois qui peut être induit par une déstabilisation des 

conditions de croissance (vent...) ou par une réorientation traum atique (mort d ’un 

apex)(Baillères, 1994 [2]). Selon l’utilisation du bois, les propriétés recherchées sont 

différentes. Ainsi, lorsque le bois est utilisé en trituration, les paramètres importants 

sont la qualité des fibres de cellulose et la composition chimique du bois (la teneur 

en lignines doit être diminuée tandis que celle de cellulose doit être augmentée). Par 

contre, pour le bois d ’énergie, une teneur plus élevée en lignine sera souhaitée car 

son pouvoir calorifique est plus élevé que celui de la cellulose. Enfin, pour le bois 

d ’oeuvre, ce sont les propriétés mécaniques et physiques qui sont importantes, no­

tamment la faible nervosité du bois. En effet, un bois nerveux libère lors de la coupe 

les contraintes de croissance qui vont se traduire par des déformations des pièces de 

bois et principalement par l’apparition de fentes en bout et de retraits au séchage.

Ces différentes caractéristiques macroscopiques sont dues aux propriétés intrin­

sèques du bois, c’est à dire à la structure et la composition des parois secondaires des 

cellules du xylème m ature (bois). Le xylème est le tissu de soutien mécanique servant 

à la conduction de sève brute des racines aux feuilles. Il est composé de fibres, de cel­

lules parenchymateuses et de trachéides. La maturation des cellules du xylème se fait 

en 4 étapes : expansion cellulaire, mise en place de la paroi secondaire, lignification 

et enfin mort cellulaire (Plomion et al., 2001 [48]). Durant la phase d ’expansion cel­

lulaire, les cellules s’agrandissent longitudinalement et radialement. Lorsque la paroi 

primaire est formée, ces cellules atteignent leur taille finale. Puis la paroi secondaire 

se met en place par l’assemblage de ses 4 composés majeurs : les polysaccharides 

(celluloses et hémicelluloses), la lignine, les protéines de la paroi et des composés 

mineurs solubles et insolubles. La cellulose représente 40 à 50% du bois. Elle est 

constituée de chaînes de /3-glucoses associés par des liaisons 1-4. De nombreuses liai­

sons intra et inter moléculaires perm ettent un assemblage rigide en micro fibrilles 

(Fukuda, 1996 [18]). Les hémicelluloses constituent 25% du poids sec du bois. Elles 

sont constituées d ’un axe osidique auquel sont rattachées des chaînes de résidus et
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sont fortement liées aux micro fibrilles de cellulose. La lignine est le troisième com­

posant majeur du bois et en représente 25 à 35%. Les lignines sont des polyphénols 

qui sont obtenus par polymérisation de 3 monolignols : le para-hydroxyphényl (unité 

H), le guaiacyl (unité G) et le syringyl (unité S). C ’est une des voies de biosynthèse 

les mieux connues et les plus étudiées (Grima-Pettenati et Goffner, 1999 [26]). Une 

fois la lignification terminée, un programme de mort cellulaire se met en place. Des 

hydrolases dégradent alors tou t le contenu de la cellule, tou t en maintenant la paroi 

secondaire lignifiée (Fukuda, 1996 [18]).

La xylogénèse est un processus complexe faisant intervenir un nombre im portant 

de voies métaboliques. Dans un but d ’amélioration génétique pour la qualité du bois, 

il apparaît nécessaire de mieux connaître les mécanismes moléculaires qui gouvernent 

ce processus. Aujourd’hui, de nombreux travaux vont dans ce sens, notamment grâce 

aux avancées technologiques en biologie moléculaire.

En effet, des programmes de séquençage total de génomes d ’arbres forestiers sont 

en cours (peuplier, eucalyptus) ainsi que plusieurs autres pour le génome exprimé 

(banques d ’EST développées chez de nombreuses espèces : pins, peupliers, eucalyp­

tus, bouleau, chêne...). Un grand nombre de ces banques d ’EST est développé pour 

l’étude de l’expression des gènes impliqués dans la xylogénèse. Chez le pin, Aliona 

et al. (1998 [1]) ont montré que 55% des EST obtenues à partir de xylème immature 

présentaient des similarités avec des gènes de fonction connue ou avec des séquences 

disponibles dans les banques de données. Parmi ces EST, 10% codent des protéines 

impliquées dans la formation des parois (enzymes de la lignification, protéines parié­

tales comme les extensines...). Des gènes impliqués dans le métabolisme des acides 

aminés et la régulation du métabolisme cellulaire ont également été mis en évidence. 

Chez le peuplier, des résultats similaires ont été obtenus pour des banques d ’EST 

réalisées à partir de la région cambiale et de xylème (Sterky et al., 1998 [53]). Dans 

cette étude, un autre transcrit abondant a été mis en évidence : la S-Adenosyl-L- 

methionine qui joue un rôle dans la méthylation des précurseurs des monolignols. 

Ces études d ’expression de gènes sont souvent réalisées grâce aux transcrits pour 

lesquels différentes techniques sont disponibles. Certaines d ’entre elles perm ettent 

d ’obtenir des banques d ’EST enrichies pour une condition donnée. Une première 

technique dite d ’AFLP-ADNc a été utilisée récemment chez le pin maritime pour le 

développement d ’une banque d ’EST à partir de xylème en différenciation (Leprovost, 

2003 [33]).
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Diatchenko et a l (1996 [15]) ont développé la technique dite d ’Hybridation Sous- 

tractive Suppressive (HSS). Cette technique a été utilisée chez E. gunnii pour obte­

nir une banque EST enrichie en gènes surexprimés dans le xylème par rapport à la 

feuille (Paux, Thèse en cours). La HSS est de plus en plus utilisée pour obtenir des 

banques enrichies, à titre d ’exemple, pour l’étude des gènes exprimés lors de stress 

chez Pisum sativum  (Sâvenstrand et al., 2000 [54]). Ces banques d ’EST permettent 

d ’étudier l’expression d ’un grand nombre de gènes dans différents organes, différents 

tissus ou encore pour plusieurs conditions environnementales. Chez le peuplier, une 

étude d ’expression des gènes a été réalisée pour différents stades de la xylogénèse à 

partir de 3000 EST (Hertzberg et a l, 2001 [29]). Une analyse micro array a permis 

de montrer que la régulation de la transcription pour différents gènes, notamment 

ceux codant les enzymes de biosynthèse des lignines et de la cellulose, dépendait du 

stade de développement du xylème.

Cependant, pour que ces gènes puissent être utilisés en sélection, il est nécessaire 

que leur variabilité moléculaire en population soit reliée à la variation du caractère 

d ’intérêt ciblé. Dans cette optique, plusieurs travaux de cartographie génétique et 

de détection de QTL ont été développés chez les arbres forestiers. Les premières 

espèces forestières pour lesquelles ces types de travaux ont été réalisés sont les pins 

(Plomion et al., 1995 [44]), le peuplier (Bradshaw et al., 1995 [6] ; Cervera et al., 

1999 [11]) et différentes espèces d ’Eucalyptus (Grattapaglia et Sederoff, 1994 [25]; 

Byrne et al., 1995 [9]; Verhaegen et Plomion, 1996 [57]; Brondani et a l, 1998 [8]). Ces 

cartes génétiques ont été obtenues principalement grâce à des marqueurs anonymes 

dominants (de type RAPD et AFLP) e t/ou  codominants (de type RFLP et SSR). 

Grâce à ses cartes génétiques, des QTL (Quantitative Trait Loci) ont pu être mis 

en évidence pour différents caractères : la croissance chez l’eucalyptus (Grattapaglia 

et al., 1996 [23] ; Verhaegen et a l, 1997 [58] ; Gion, 2001 [21]), le pin (Plomion et 

al, 1996 [46, 45]), le peuplier (Bradshaw et Stettler, 1995 [5]), la réponse au stress 

environnemental et la propagation végétative chez l’eucalyptus (Byrne et al, 1997 

[10] ; Grattapaglia et a l, 1995 [24]). Enfin, des QTL ont aussi été détectés pour la 

qualité du bois chez le pin (Neale et al, 1997 [39]) et l’eucalyptus (Verhaegen et al, 

1997 [58]). Cependant, l’utilisation de marqueurs anonymes limite considérablement 

ce type d ’approche dans l’optique d ’une utilisation en SAM.

Depuis peu, des stratégies plus ambitieuses ont été développées dites approches 

gène candidat. L’idée est d ’utiliser des gènes de fonction connue qui pourraient ex­

pliquer a priori la variation du caractère étudié. Jusqu’à aujourd’hui, peu de travaux
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rapportent des colocalisations gènes/QTL chez les arbres forestiers. Pour des gènes 

de la voie de biosynthèse des lignines, positionnés sur les cartes génétiques d 'E. 

urophylla et d'E. grandis (Gion et al., 2000 [22]), des colocalisations ont pu être 

observées entre des gènes et des QTL de teneur en lignines (Gion, 2001 [21]). Des 

résultats similaires ont été observés chez le peuplier. Frewen et al. (2000 [17]) ont 

mis en évidence des colocalisations entre des gènes impliqués dans la perception de 

la photopériode et dans la transduction des signaux de réponse à l’acide abscissique 

et des QTL affectant la levée de dormance des bourgeons.

Pour révéler du polymorphisme au sein d ’un gène candidat, plusieurs techniques 

peuvent être employées. Ainsi, des cartes génétiques ont été construites à partir 

d ’EST et de gènes connus grâce à des marqueurs RFLP (polymorphisme de longueur 

de fragments de restriction) chez E.globulus (Thamarus et a l, 2002 [55]). D ’autres 

techniques peuvent également être utilisées : DGGE (électrophorèse de l’ADN en 

gradient dénaturant; Myers et a l, 1985 [38]) et TG G E (électrophorèse de l’ADN 

en gradient de tem pérature; Riesner et a l, 1992 [50]). Ces deux techniques sont 

basées sur des différences de stabilité de l’ADN. Les CAPS (Cleaved Amplified Po­

lymorphic Sequence; Tragoonrung et a l, 1992 [56]) ont également été utilisés pour 

cartographier des gènes candidats pour la résistance au virus de la mosaïque de 

la canne à sucre chez le maïs (Quint et al, 2002 [49]). Une dernière technique, peu 

coûteuse, est la SSCP (single-strand conformation polymorphism ou polymorphisme 

de conformation du simple brin). Cette technique a été développée par O rita et al 

(1989 [41]) pour la détection de mutations de l’ADN génomique Elle a ensuite été 

utilisée pour faire de la cartographie génétique de gènes de fonction connue chez le 

pin (Plomion et a l, 1999 [47]) et l’eucalyptus (Gion et a l, 2000 [22]).

Mon stage s ’inscrit dans cette approche gène candidat pour la qualité du bois, 

menée par le Cirad-Forêt. L’objectif est de cartographier des EST, obtenues par HSS 

chez E. gunnii, qui sont surexprimées dans le xylème par rapport à la feuille. Pour 

cela, il a fallu définir des amorces spécifiques pour les différentes EST étudiées puis 

révéler du polymorphisme au sein des fragments amplifiés par SSCP. Ensuite, les 

EST polymorphes ont été cartographiées sur les cartes génétiques déjà existantes 

afin d ’étudier leur co-localisation avec des QTL de qualité du bois.
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2 MATERIEL ET METHODES

2 MATERIEL et METHODES

2.1 Matériel végétal

La descendance de cartographie utilisée correspond à un croisement interspéci­

fique entre E. urophylla et E. grandis. Le géniteur E. urophylla (individu 14-144), 

utilisé comme parent femelle, provient du Mont Lewotobi de l’île de Florès tandis 

que le géniteur E. grandis (individu 9-21) provient d ’Atherton en Australie. Les aires 

d ’origine de ces 2 espèces sont représentées sur la figure 2, ainsi que les provenances 

des 2 géniteurs. Cette descendance élite, plantée au Congo en 1992, totalise 201 

individus pleins-frères et correspond au croisement de référence pour les différents 

travaux de cartographie et de détection de QTL réalisés jusqu’à maintenant (Ve­

rhaegen et Plomion, 1996 [57]; Verhaegen et a l, 1997 [58]; Gion et a l, 2000 [22]). 

Pour cette étude, un échantillon de 92 individus a été utilisé sur les 200 disponibles.

2.2 Extraction d ’A D N  génomique

L’extraction d ’ADN génomique a été réalisée selon un protocole modifié de 

Saghaï-Maroof et al. (1984 [52]) à partir de jeunes feuilles séchées, prélevées sur 

des arbres adultes. Pour chaque individu, lOOmg de feuilles séchées sont broyés en 

présence d ’azote liquide jusqu’à obtention d ’une fine poudre. Cette poudre est in­

cubée lh  à 65°C en présence de 1,3ml de tam pon d ’extraction stérile (Tris HC1 

0,1M pH8, EDTA 0,02M, ATMAB 20g/L, NaCl 1,4M), de 0,1% de mercaptoéthanol 

et de 1% de polyvinylpyrrolidone. Ensuite, 400/xl de dichlorométhane sont rajoutés 

et les extraits sont mis à agitation douce pendant 10min puis centrifugés 10min à 

6000T/min. Le surnageant est prélevé et cette étape est renouvelée 2 fois. L’ADN 

génomique contenu dans le surnageant est précipité à froid par l’ajout de 500/u,l 

d ’isopropanol glacé et de 7/d de NaCl 5M. Les extraits sont placés lh  à -20°C puis 

centrifugés 10min à 6000T/min. Les culots sont ensuite lavés par 500/il d ’éthanol à 

75°, séchés sous vide à 40°C et remis en suspension dans 200 à 500/il d ’H20  stérile, 

suivant la taille du culot.

L’ADN est quantifié avec un fiuorimètre (Fluoroscan). Pour chaque extrait, 2/il 

d ’ADN génomique sont ajoutés à 200/A de mélange réactionnel [TNE IX (Sig- 

maTM), HOESCHST (bis benzimide) à 0,l//g/ml]. Une gamme étalon de 0 à 300ng//d 

est réalisée à partir d ’ADN de thymus de veau. Les échantillons sont ensuite dilués 

avec de l’eau stérile à 3ng//il. Ces solutions de travail sont conservées à -20°C.
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Tableau 1 : Description des E ST utilisées pour l’approche gène candidat fonctionnel. La 

fonction probable des E ST  a été obtenue grâce au logiciel B LA STX  contre la banque NR. 

X /F  désigne le niveau d ’expression de l’EST dans le xylèm e par rapport à la feuille chez 

E. gunnii.

ESTId. X/F Taille en pb FONCTION SCORE E-value

06A01 1,8 523 putative protein [Arabidopsis thaliana] 38,9 0,041

06A05 4,5 411 reverse transcriptase [Cicer arietinum] 36,6 0,073

06A07 8,1 493 dehydrin [Phaseolus vulgaris] 47,8 7E-05

06A08 7,5 507 17,7 kDa heat shock protein [Helianthus annuus] 110 IE-23

06 A11 1,9 540 xyloglucan endo-l,4-beta-D-glucanase [Arabidopsis thaliana] 247 7E-65

06A12 1,3 248 glycosyl hydrolase family 10 [Arabidopsis thaliana] 92,4 IE-18

06B01 2,1 602 Homeobox protein SBH1 [Glycine max] 328 2E-89

06B07 3,8 325 putative protein [Arabidopsis thaliana] 62,0 2E-09

06B08 4,9 311 No Hits

06B10 6,1 517 No Hits

06C03 1,6 266 limonoid UDP-glucosyltransferase [Citrus unshiu] 59,3 IE-08

06C08 2,1 168 No Hits

06D01 4,2 491 OSJNBa0072F16,18 [Oryza sativa] 45,4 3E-07

06D02 4,9 264 apoptosis inhibitor hiap-2 - human 32,0 2,2

06D03 4,4 433 ribosomal protein [Arabidopsis thaliana] 134 4E-31

06D07 2,9 283 unknown [Arabidopsis thaliana] 154 4E-37

06D12 3,0 246 protein serine/threonine kinase[Arabidopsis thaliana] 40,0 6E-08

06F03 1,4 446 RAC1 [Lotus japonicus] 240 3E-63

06F06 1,9 272 putative zinc finger protein [Arabidopsis thaliana] 157 5E-38

06G03 1,7 361 dehydrin - kidney bean 31,2 3,3

06G04 1,9 263 pectate lyase [Zinnia elegans] 88,2 3E-17

06H01 2,9 259 1, 4-alpha-glucan branching enzyme [Chlamydia trachomatis] 30,0 8,5

06H12 2,8 326 histone H2A [Euphorbia esula] 100 5E-21

07A01 3,0 536 cobalamine-independent methionine synthase [Solenostemon scutellarioides] 199 2E-50

07A06 1,3 456 GH1 protein - soybean 84,3 6E-16

07A07 1,8 663 xyloglucan endotransglycosylase XET1 [Asparagus officinalis] 221 9E-57

07A08 2,1 262 putative phytochelatin synthetase [Arabidopsis thaliana] 141 2E-33

07A09 0,8 212 pectinacetylesterase [Arabidopsis thaliana] 57,4 5E-08

09G11 7,2 515 No Hits

11E07 4,2 560 glycosyl hydrolase family 17 [Arabidopsis thaliana] 137 7E-32

11H04 4,2 624 dTDP-glucose 4,6-dehydratase, putative [Arabidopsis thaliana] 129 2E-29

12A02 2,1 522 putative aquaporin PIP2-2 [Vitis berlandieri x Vitis rupestris] 248 2E-65

12A06 1,4 382 xyloglucan endotransglycosylase [Arabidopsis thaliana] 182 9E-46

12A09 2,4 346 No Hits
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2.3 Caractéristiques des EST utilisées

Les EST utilisées correspondent à des séquences de gènes d ’E. gunnii préféren- 

tiellement exprimés dans le xylème par rapport à la feuille, obtenues par HSS. Pour 

les 34 EST étudiées, la fonction, la taille et leur niveau d ’expression dans le xylème 

sont précisés dans le tableau 1. Ces EST ont été développées chez E. gunnii, elles 

correspondent en majorité à des extrémités 3’ de gènes et leur taille est comprise 

entre 168 et 663 pb. La plupart sont impliquées directement ou non dans la synthèse 

des parois, d ’autres jouent un rôle dans le transport de l’eau, d ’autres encore ont des 

fonctions "classiques" (exemple de l’EST 6D03 qui code une protéine ribosomale), 

enfin, certaines n ’ont pas de fonction connue mais des niveau d ’expression dans le 

xylème très importants.

2.4 Définition d ’amorces spécifiques et amplification des EST

Pour chaque EST, une paire d ’amorces spécifiques à la séquence d ’E. gunnii, a 

été définie avec le logiciel OLIGO 4.0 (Rychlik et al, 1990 [51]). Des paramètres 

thermodynamique liés à la séquence des amorces ont été pris en compte pour leur 

définition (différence de température d ’hybridation entre les 2 amorces inférieure à 

2°C, pourcentage en GC de 35% minimum et formation de dimères avec une énergie 

supérieure à -7kcal/mol). La taille des amorces est d ’environ 20 nucléotides. La 

taille du fragment à amplifier a été aussi un critère im portant pour la définition des 

amorces. Afin de faciliter la mise en évidence de polymorphisme, les amorces ont été 

choisies pour amplifier des fragments au minimum de 100 pb.

Les réactions PCR sont réalisées sur un Mastercycler Gradient Eppendorf en 

micro plaques de 96 puits dans un volume final de 25/il avec 15ng d ’ADN géno­

mique, 0,2/iM de chaque amorce, 0,04U de Taq DNA polymérase, 0,2mM de chaque 

dNTP, 0,4mg/ml de BSA, 0,05% de détergent W l, 12,5/zl de tam pon 10X stérile 

[166mM (NH4)2S0 4 , 670mM tris HC1 pH=8, 20mM MgCl2, 0,7% mercaptoéthanol] 

Les conditions d'amplification sont les suivantes : une dénaturation initiale de 4 min 

à 94°C, suivie de 35 cycles comprenant une dénaturation (30 sec à 94°C), une hy­

bridation (1 min à une température spécifique pour chaque EST) et une élongation 

(1 min à 72°C) et enfin, une élongation finale de 5 min à 72°C. La température 

d ’hybridation spécifique à chaque couple d ’amorces a été déterminée par des tests 

de gradient de tem pérature allant de 48 à 68,5°C.
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Figure 3 : Révélation du polymorphisme par la technique SSCP (Single Strand Conforma­

tion Polymorphism).



2 MATERIEL ET METHODES

Pour chaque produit PCR, la spécificité de l’amplification est vérifiée après une 

électrophorèse sur gel d ’agarose à 2% dans du TBE 0,5X et une coloration au bro­

mure d ’éthidium (BET).

2.5 Révélation du polymorphisme par SSCP

2.5.1 P rincipe de la technique

La technique SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), développée 

par O rita et al. (1989 [41]), est basée sur le comportement électrophorétique d ’un 

fragment d ’ADN simple brin dans un gel d ’acrylamide en conditions non dénatu­

rantes. Son principe, illustré sur la figure 3, est d ’utiliser la formation de structures 

secondaires de simples brins d ’ADN due à des appariements entre bases, pour dé­

tecter des changements de séquences au sein d ’un fragment d ’ADN. Ces structures 

secondaires dépendent des séquences nucléotidiques des simples brins et confèrent à 

chaque fragment une conformation particulière.

2.5.2 P rotoco le  utilisé

Le protocole SSCP utilisé est celui décrit par Bodénès et al. (1996 [3]). Briève­

ment, 5/d de produits PCR sont ajoutés à 10/il d ’une solution contenant 95% de 

formamide, lOmM de NaOH, 0,05% de vert de xylène cyanol et 0,05% de bleu de 

bromophénol. Les échantillons sont dénaturés 4 min à 94°C puis immédiatement 

refroidis dans la glace. Ils sont ensuite chargés sur un gel d ’acrylamide (acryla- 

mide/bisacrylam ide: 37,5/1 ; 0,6X TBE; 0,75mm x 16cm x 18cm) non dénaturant 

pour une migration à voltage et température constants. Les conditions de migra­

tion (pourcentage d ’acrylamide du gel, température du tam pon de cuve, durée de la 

migration, voltage) ont été optimisées pour chaque EST.

La coloration des gels au nitrate d ’argent a été réalisée selon la méthode de Creste 

et al. (2001 [14]). Les gels sont traités par une succession de bains: acide acétique 

et éthanol, acide nitrique, nitrate d ’argent, carbonate de sodium et pour finir, acide 

acétique. Les gels sont ensuite séchés sous vide à 80°C entre deux feuilles de papier 

cellophane.
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2.6 Cartographie Génétique

2.6.1 S tratégie  de cartographie

Afin d ’intégrer les marqueurs SSCP codominants aux cartes construites avec des 

marqueurs dominants, ils sont codés comme des marqueurs dominants, c’est à dire 

que pour chaque allèle de l’EST qui ségrège dans la descendance, sa présence chez 

un individu est notée 1 tandis que son absence est notée 0. Lorsqu’un seul des pa­

rents est hétérozygote, la ségrégation observée doit correspondre à une ségrégation 

mendélienne de type 1/2: 1/2. Dans ce cas, la cartographie de l’EST sera possible 

sur la carte génétique du parent hétérozygote. Lorsque les 2 parents sont hétéro­

zygotes, la ségrégation mendélienne attendue est de type: 1 /4 : 1 /4 : 1/4: 1/4. Le 

marqueur pourra alors être cartographié chez les 2 parents indépendamment et per­

m ettra d ’identifier les groupes de liaison homologues entre les deux cartes génétiques 

parentales.

Pour chaque EST et chaque type de ségrégation, un test du x 2 (°1 =  5%) a été 

réalisé pour vérifier que les ségrégations observées sont conformes avec une ségréga­

tion mendélienne.

2.6.2 C artographie des E ST

On estime que 2 marqueurs sont liés génétiquement lorsqu’on observe une cosé- 

grégation entre ces deux marqueurs. Les marqueurs sont donc soumis deux à deux 

à un test d ’indépendance de ségrégation, ou test de liaison, pour lequel l’hypothèse 

nulle est Ho : 9 =  0,5 c ’est à dire qu’il n ’y a pas de liaison significative entre les 

marqueurs (9 é tant le taux de recombinaison, compris entre 0 et 0,5). Le test de 

liaison est réalisé par le calcul d ’un rapport de vraisemblance ou LOD score défini 

par :

' m  '

M1/ 2).
où L(0) est la vraisemblance d ’un taux de recombinaison compris entre 0 et 0,5 et 

L (l/2 ) est la vraisemblance d ’une absence de liaison entre les 2 marqueurs. Pour 

positionner les EST sur les groupes de liaison, un LOD seuil de 4 et un 9 de 0,30 ont 

été choisis. Ainsi, la probabilité de liaison entre marqueurs d ’un même groupe est 104 

fois supérieure à celle de l’indépendance entre marqueurs. Pour vérifier que l’ordre 

des marqueurs est optimum, une fonction d ’ordonnancement local a été utilisée. Elle 

réalise des permutations des triplets de marqueurs adjacents et permet d ’identifier 

l’ordonnancement le plus probable. Pour déterminer les distances génétiques entre

LO D  — logio
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les différents marqueurs, la distance de Kosambi a été choisie car elle tient compte 

des phénomènes d ’interférence, c’est à dire des contraintes mécaniques lors de la 

méiose qui empêchent la formation de double crossing-over entre 2 marqueurs, et ce 

d ’autant plus que la distance entre ces 2 marqueurs est faible.

Le positionnement des EST polymorphes sur les cartes génétiques de chaque 

géniteur a été réalisé avec le logiciel MAPMAKER v2.0 (Lander et a l, 1987 [31]).

2.7 Caractères de qualité du bois étudiés

L’étude de la qualité du bois est réalisée sur différents types de caractères : chi­

miques, mécaniques, physiques ou encore anatomiques. Les mesures de ces caractères 

ont été effectuées dans le cadre des projets BIOTECH et INRA-CIRAD 2001-2003.

2.7.1 D escription  des caractères

- Caractères chim iques

Deux types de caractéristiques chimiques du bois ont été considérés: les teneurs 

en lignines (quantitative et qualitative) et celles en flavonoïdes. La composition en 

lignines est estimée par deux mesures : (i) le taux de lignine, mesuré par hydrolyse en 

milieu acide sulfurique concentré de la cellulose et des hémicelluloses et précipitation 

des lignines. Le résidu insoluble obtenu, filtré, lavé et séché, correspond à la lignine de 

Klason, exprimée en pourcentage de résidu pariétal, (ii) la composition monomèrique 

obtenue selon le protocole de Lapierre et al. (1986 [32]). La lignine est dépolymérisée 

par thioacydolyse et les résidus S, G, H sont analysés par chromatographie en phase 

gazeuse. Pour notre étude, nous avons utilisé les teneurs en S et G ainsi que S+G +H  

et enfin le rapport S/G . La composition en flavonoïdes a été estimée d ’une part grâce 

au dosage des phénols réalisé par le réactif de Folin (les résultats sont exprimés en 

Hg équivalent acide gallique par gramme de matière sèche et le caractère est noté 

estfol) ; d ’autre part grâce au dosage des flavanols réalisé par le réactif DMACA (les 

résultats exprimés en fig équivalent catéchine par gramme de matière sèche et le 

caractère est noté estdma).

- Caractères m écaniques :

La nervosité du bois représente l’ensemble des propriétés du bois qui entraînent des 

déformations pendant la transformation, en l’absence d ’efforts extérieurs (Baillères, 

1994 [2]). Lors de la croissance, les nouvelles cellules, élastiques, sont soumises à

11
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des contraintes du fait de leur accolement à des cellules plus anciennes et rigidifiées. 

Ainsi, des contraintes appelées "contraintes de croissance" apparaissent. Lors de 

l’abattage des arbres, ces contraintes se libèrent.

Pour étudier la nervosité, deux caractères mécaniques ont été utilisés : les défor­

mations résiduelles longitudinales de m aturation (DRLM) et l’indice d ’éclatement 

(IE). Les DRLM ont été mesurées, 1 semaine après abattage, par la méthode du 

trou unique grâce à un appareil développé au Cirad (Mariaux, 1982 [35]). L’indice 

d ’éclatement est défini par la somme des longueurs totales des fentes observées sur la 

coupe transversale et sur la périphérie de la section d ’un billon rapporté au diamètre 

de la section. L’indice d ’éclatement a été calculé à différentes dates après abattage : 

1 jour (IE lj), 1 semaine (IElSem) et 2 mois (IE2Mois).

- C aractères physiques :

Les caractères physiques correspondent aux mesures de densité du bois obtenue par 

une mesure indirecte (pilodyn) et de rigidité du bois par l’estimation du module 

d ’élasticité spécifique. La pénétration du pilodyn dans le bois permet d ’estimer indi­

rectement la densité du bois en périphérie du tronc. En effet, plus le bois est dense, 

moins l’aiguille s ’enfonce. Cette mesure a été réalisée à 51 mois après écorçage. Le 

module d ’élasticité est défini par le rapport entre la contrainte imposée à une pièce 

de bois et la déformation qui en résulte. Le module d ’élasticité spécifique correspond 

au rapport entre le module d ’élasticité et la masse volumique, c’est à dire que cette 

mesure s ’affranchit de la porosité (Gibson et al., 1999 [20]). La mesure utilisée est 

notée ESmoy30 et représente la valeur moyenne du module d ’élasticité spécifique à 

30 mois.

- Caractères anatom iques :

Les caractéristiques anatomiques du bois ont été étudiées au travers des caracté­

ristiques morphologiques des fibres de cellulose. Les dimensions de ces fibres condi­

tionnent la qualité du papier (déchirement, souplesse et opacité). Différentes mesures 

ont été effectuées: masse des fibres en n /m m  (masselinéiq), longueur moyenne des 

fibres en mm après élimination des fibres cassées, largeur des fibres en fj,m (lar­

geur) et l’élancement des fibres qui est le rapport entre la longueur des fibres et leur 

diamètre, exprimé en pourcentage(souplesse).
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2.7.2 S tatistiq ues descriptives des variables

Pour chaque caractère, la moyenne et l’écart-type ont été calculés sur l’ensemble 

de la descendance (200 individus). Pour pouvoir comparer la variation des carac­

tères ayant des unités de mesure différentes, le coefficient de variation (écart-type /  

moyenne) a été calculé.

Le coefficient de corrélation de Pearson et la probabilité associée ont été calculés 

pour chaque couple de variables étudiées grâce au logiciel Q-gene version 3.0 (Nelson, 

1997 [40]). Ce coefficient traduit la relation linéaire entre deux variables, ici deux 

caractères quantitatifs.

2.8 Détection de QTL

La détection d ’un QTL correspond à la mise en évidence d ’une liaison statistique 

entre une variation génotypique (ségrégation d ’un marqueur dans une descendance) 

et une variation phénotypique (variation d ’un caractère quantitatif dans cette même 

descendance). Il existe plusieurs méthodes de détection: des méthodes telle que 

l’analyse de variance qui permet une détection marqueur par marqueur, et des mé­

thodes dite "d’Interval Mapping", utilisées lorsqu’une carte génétique est disponible 

perm ettant de préciser la localisation et l’effet des QTL.

2.8.1 D étection  m arqueur par marqueur (A N O V A )

Deux modèles d ’analyse de variance ont été utilisés, un modèle à un facteur et 

un modèle à deux facteurs avec interaction, selon que les EST étaient polymorphes 

pour un seul ou les deux parents du croisement.

- A nalyse de variance à 1 facteur :

Pour une EST polymorphe chez un géniteur de génotype "12", les descendants hy­

brides peuvent être regroupés en deux classes alléliques: une possédant l’allèle "1" 

au marqueur et l’autre possédant l’allèle "2". Les moyennes de ces 2 classes sont 

comparées pour le caractère étudié, grâce au modèle de variance à un facteur :

Yij =  ¡i +  Mi +  Sij

Avec Yij la valeur du caractère observé pour l ’individu j de génotype i (1 ou 2) 

au marqueur, ¡i la moyenne du caractère pour la descendance, Ml l’effet moyen du 

génotype i au marqueur et eÿ  le terme résiduel.
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L’effet du marqueur étudié est testé grâce à un test F, au seuil de 1%. Le coeffi­

cient de détermination (R2 =  SCE facteur /  SCE totale) a été utilisé pour estimer la 

part de variation phénotypique expliquée par le QTL. Ces analyses ont été effectuées 

grâce au Logiciel R (disponible sur h ttp ://cran .r-pro ject.org /).

- A nalyse de variance à 2 facteurs

Ce test est réalisé pour les EST polymorphes chez les deux parents. Il permet d ’ana­

lyser les effets des allèles maternels et paternels ainsi que d ’éventuelles interactions 

entre les allèles parentaux dans la descendance. Le modèle utilisé se décompose 

comme suit :

Y ijk  — M +  ot-i +  (3j +  ôij 4- Eijk

Avec Yijk la valeur du caractère observé pour l’individu k portant l’allèle maternel i 

(1 ou 2) et l’allèle paternel j (1 ou 2), fi la moyenne du caractère pour la descendance, 

ati l’effet moyen de l’allèle maternel i au locus considéré, Pj effet moyen de l’allèle 

paternel j au locus considéré, l’effet d ’interaction entre les deux allèles parentaux 

et Eijk le terme résiduel.

2.8.2 D étection  par Interval M apping (IM )

La détection de QTL par IM est possible car nous possédons les cartes génétiques 

pour les deux géniteurs du croisement. L’IM part du postulat qu’il existe au maxi­

mum un QTL entre deux marqueurs. La présence du QTL est testée en chaque point 

de la carte (chaque centimorgan) par l’estimation d ’un LOD score, qui correspond 

au logarithme décimal du rapport de vraisemblance :

LO D  =  logiQ
V I'

V2

Avec: VI la valeur de la fonction de vraisemblance sous l’hypothèse de présence 

d ’un QTL V2 la valeur de la fonction de vraisemblance sous l ’hypothèse d ’absence 

de QTL.

Les valeurs VI et V2 tiennent normalement compte des effets additifs et de do­

minance des QTL, cependant, dans le cadre de cette étude, ces effets ne peuvent être 

calculés indépendamment. L ’évolution des LOD est suivie tou t le long des groupes 

de liaison, et lorsqu’il dépasse un seuil, fixé ici à 2, on déclare l ’existence d ’un QTL. 

Le maximum de LOD observé correspond à la position la plus probable du QTL. 

L’intervalle de confiance sur la position du QTL correspond à une diminution de
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LOD de 1 unité par rapport au LOD maximum. La détection de QTL est réalisée 

indépendamment pour chaque parent du croisement avec Le logiciel Qgene version 

3.0 (Nelson, 1997 [40]).

2.8.3 Tests de perm utations

Nous avons utilisé des tests de permutations afin de valider l’existence des QTL 

détectés par IM. Le test de permutation fournit par QGENE est basé sur les travaux 

de Churchill et Doerge (1994 [13]) et consiste en une analyse marqueur par marqueur. 

Pour chaque marqueur, les génotypes sont redistribués au hasard sur la totalité 

de l’échantillon. Cette opération est répétée 10000 fois (10000 permutations) et à 

chaque répétition, un test F est réalisé. Les permutations créent de façon empirique 

une distribution de F pour l’hypothèse nulle H 0 : "absence de QTL". Si la valeur 

du F observée est supérieure au F seuil à 1%, l’hypothèse nulle est rejetée avec un 

risque d ’erreur a  = 0,01. On déclare donc la présence d ’un QTL avec ce risque.
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Tableau 2 : Conditions PCR pour les 24 EST qui ont pu être amplifiées et séquences des 

amorces spécifiques utilisées. U: amorce upper; L: amorce lower. Un * désigne qu’un intron 

a été amplifié.

EST Id. Séquences des amorces (5'->3') définies Taille attendue Taille observée T(°C) 
_______________ sur les EST d'E.gunnii____________ en pb_________ en pb_____ d'hybridation

6A01 U: AAA TCG AGC TGG TGC CTG AC 
L: AGT AGC TGG TGG GTT CCT GT

375 350-400 63

6A05 U. GCG GGC CGA GGG TCA CTG 
L: GTT GAT AAT GTG GAT GCC

330 300-350 58

6A07 U: AGA CGA AGC AGG AGG AGG TGA T 
L: TGT ATT AGT TTT GGC CTG TTT C

232 200-250 65

6A08 U: AAG CAC ACA ACA ACA CAA ACA 
L: ACT TCC TCC CTT TTC AGC CCC

375 350-400 58

6A11 U: GAT AGT GAA AAG TGA GGC AAT GG 
L: CTA CTG CTA CGA CAC TCT GCG GT

332 300-350 60

6A12 U: GGG AAC GAG GAC ATA CC 
L: AAG TGT CTG TGG CTC CA

144 150 56

6B08 U: GGA GAA GAA AGC GGA GAC 
L: TAG CGA GGG AGA TGA TGA

226 200-250 60

6B07 U: GGG TCT TTT GTT TCG TTC G 
L: TCC CAC AAG AAT CCA AAC C

127 100-150 52

6C08 U: CAA GCT GCT GAG GAT AGT C 
L: GAA AAC ACT CTG CAA AAT G

120 100-150 56

6D01 U: TGT TGG CTG GCA TTT CCT TCC 
L: CGG TAG GTG AAT GCC CAG AGG

295 300 68

6D02 U: CAG GAT GCG AGG GTG AGA CAG 
L: AGT CTT CCT TCT CTC GGC TTG

192 200 60

600 3 U: TCA GGG AAG CAA ATA ACT 
L: GTT TTG CTA TTT TGA GGC

184 150-200 50

6D07 U: GAA GGC TTA GAG ACG GGT TTT 
L: AAA ACC AGT GCC TCA A CC AGT

147 550* 60

6D12 U: TTG CAG TTC AGC CCC CTC C 
L: ATG CGA AGC GAC TCC CCT C

196 700-800* 54

6F06 U: CAG GGG ATG TTC AAG ACG G 
L: AGG ATC AAC GGA AGC CAG C

240 200-250 60

6H12 U: GCG GTG AGG AAC GAC GAG GAG 
L: TGG CTT TGG ACG GAG ACT TGG

145 150 70

7A01 U: GTG GAA TGT TCA TCT CGC 
L: GTG AAA TAT GGT GCT GGC

352 300-400 56

7A07 U: GCA AAG GCA ATA GGG AGC AGC 
L: AGG AAG AAG GGC AAG TGG AGG

333 400-500* 60

7A08 U: TCA AAA GGA CAA GAA CAC G 
L: ACA GGC AGT AAC TTC CGA C

144 150 56

7A09 U: GAC TGT CCC TAC CCT TGC 
L: GCT CTC TTA TCC CCT TTG

143 100-150 56

9G11 U: GGA GGA GGA GGG CGA GAC G 
L: GCG GCG GAG GAG AAT GGA C

400 600-700* 67

11H04 U: ATG CGT TAT TAC ACA AGG 
L: GAT TTC AAG TGG GTC AAC

521 500-600 59

12A02 U: TAC AAC AAC GGC AAA GTG 
L: TCA CC A TCC ATC TCC ATC

245 500* 60

12A09 U: ACC TGT CCC TAT GTT TGT 
L: AGC CGT GAA TCT TTA GTG

245 300-400* 49

A*or «or AQor' naor

Figure 4 : Résultats d’électrophorèse sur gel d’agarose à 2% de produits d’amplification de 

l’EST 12A02, pour un gradient de températures allant de 48°C à 68°C. A: profils obtenus 

pour E. urophylla-, B: profils obtenus pour E. grandis; C: profils obtenus pour E. globulus. 

Un marqueur de taille sépare A, B et C.
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3.1 Cartographie génétique des EST

3.1.1 A m plification  des EST

L’ensemble des couples d ’amorces spécifiques a été testé sur trois génotypes 

d ’Eucalyptus: E. globulus (individu CN32 de RAIZ), ainsi que les 2 parents du 

croisement interspécifique étudié E. urophylla et E. grandis. Lors de cette phase 

d ’optimisation des conditions PCR, seule la tem pérature d ’hybridation a été testée.

Sur les 34 EST testées, 24 couples d ’amorces ont donné un produit d ’amplification 

unique (une seule bande sur gel d ’agarose) chez les 2 géniteurs E. urophylla et E. 

grandis, ainsi que chez E. globulus (tableau 2). Parmi ces 24 produits d ’amplification 

uniques, 18 ont une taille observée identique à celle attendue avec la séquence d ’E. 

gunnii. Les 6 autres ont une taille supérieure à la taille attendue laissant supposé 

qu’un intron ait été amplifié. La figure 4 montre les profils obtenus sur ces 3 génotypes 

pour l’EST 12A02, pour un gradient de température allant de 48 à 68,5°C. Pour cette 

EST, la tem pérature d ’hybridation optimale est de 60°C, tem pérature à laquelle un 

fragment d ’environ 500 pb (taille attendue de 245 pb) est amplifié pour les trois 

génotypes testés. On suppose donc qu’un intron d ’environ 250 pb a été amplifié 

pour l’EST 12A02. Lorsqu’un seul fragment de taille similaire est obtenu chez les 3 

génotypes d ’espèces différentes, le produit d ’amplification est supposé correspondre 

à l’EST ciblée. Seule une étape de séquençage, non réalisée au cours de mon stage, 

pourrait confirmer cette hypothèse.

Les 10 derniers couples d ’amorces n ’ont pas permis d ’obtenir un produit d ’ampli­

fication satisfaisant pour les trois espèces (pas d ’amplification ou profil multibande) 

ou seulement pour le génotype E. globulus (12% des amorces testées). Ces différences 

entre espèces sont sans doute dues au fait qu’E. globulus et E. gunnii appartiennent 

à la même section (Maidenaria) alors qu’E. urophylla et E. grandis appartiennent à 

la section Transversaria.

3.1.2 D étection  du polym orphism e par SSCP

Une première étape d ’optimisation des conditions SSCP pour la mise en évidence 

de polymorphisme a été réalisée avec les deux géniteurs (E . urophylla et E. grandis) 

et six descendants hybrides. Cette étape préliminaire a lieu pour chaque EST. Une
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Tableau 3 : Conditions utilisées en SSCP pour les différentes EST et polymorphisme observé 

pour les deux géniteurs. P indique que l’EST est polymorphe pour le géniteur considéré et 

M que l’EST est monomorphe.

EST id.
Taille des 

fragments 
amplifiés en pb

Température 
de migration 

(T°C)

Concentration 
en acrylamide Voltage

Durée de 
migration

E. grandis: 
9-21

E. uroph 
14-U

6A07 200-250 4°C 12 % 350 7h P P

6A11 300-350 15°C 12% 250 17h P M

6A12 150 15°C 12% 300 5h30 P M

6B08 200-250 15°C 12% 350 7h30 P M

6D01 300 15°C 12% 250 15h P P

6D03 150-200 15°C 12% 200 14h M P

6D07 550 15°C 12% 250 23h M P

6D12 700-800 15°C 12% 350 22h M P

7A01 300-400 15°C 12% 200 16h30 M P

7A07 400-500 15°C 12% 300 20h P P

7A08 150 15°C 12% 250 6h P M

7A09 100-150 15°C 12% 300 6h P P

11H04 500-600 4°C 12% 350 21h P M

12A02 500 15°C 12% 350 21h P M

E. urophylla E. urophylla

£. grandis £)escen(jance hybride an^'s Descendance hybride

r----------------------------

Figure 5 : Comparaison de 2 profils SSCP obtenus pour la même EST 6D03, avant (A) 

et après (B) optimisation des conditions de migration. Conditions pour A : gels à 8% 

d’acrylamide, migration 5h30 à 20°C et 200V. Conditions pour B : gels à 12% d’acrylamide, 

migration 14h à 15°C et 200V.
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fois ces conditions optimales déterminées, la mise en évidence du polymorphisme est 

effectuée pour les deux deux géniteurs et les 92 hybrides.

- O ptim isation  des conditions de m igration

La SSCP est une méthode qui nécessite une phase d ’optimisation car elle est sen­

sible à différents paramètres qui influencent la révélation du polymorphisme. Ainsi, 

différentes conditions ont été testées: température de migration, concentration du 

gel en acrylamide, présence ou absence de glycérol dans le gel. Suivant la taille des 

fragments amplifiés, la durée de migration et le voltage ont aussi été adaptés.

Dans notre étude, la présence de glycérol dans les gels (5%) n ’a pas facilité l’inter­

prétation des résultats. Une concentration de 12% d ’acrylamide a permis d ’obtenir 

des profils plus lisibles et avec une meilleure séparation des bandes. Cette concen­

tration a été utilisée pour toutes les EST. Il a été montré que la température de 

migration était un facteur important pour la résolution des gels (Fukuoka et ai, 

1994 [19]). Les électrophorèses ont donc été réalisées à 3 tem pératures différentes : 4, 

15 et 20° C et on observe que la diminution de la tem pérature de migration permet 

une lecture plus facile des profils. De ce fait, la tem pérature de migration a été choi­

sie au cas par cas pour chaque EST. A titre d ’exemple, deux profils obtenus pour 

l’EST 6D03, avant et après optimisation des conditions SSCP, sont présentés dans 

la figure 5. Les premières conditions testées (8% d ’acrylamide, migration à 200V, 

20°C et 5h30) ne perm ettaient pas de détecter du polymorphisme. Pour les condi­

tions finales (12% d ’acrylamide, migration à 200V, 15°C et 14h) on met en évidence 

des bandes issues du géniteur E. urophylla qui ségrègent dans la descendance. Les 

différentes conditions utilisées pour chaque EST sont détaillées dans le tableau 3.

L’optimisation des conditions SSCP pour les 24 EST a permis d ’en révéler 4 

polymorphes chez les deux parents, 7 polymorphes uniquement chez E. grandis et 

3 chez E. urophylla. Enfin, 10 EST semblent monomorphes quelles que soient les 

conditions testées. Pour ces dernières, d ’autres tests pourraient être réalisés en op­

timisant d ’autres paramètres. Le fragment amplifié peut également ne pas présenter 

de polymorphisme. Dans ce cas, il faudrait définir une autre paire d ’amorces pour 

ces EST, de manière à augmenter les chances de détecter du polymorphisme. En­

fin, l’EST étudiée peut être monomorphe dans le croisement étudié et ne pas être 

exploitable pour les études de cartographie génétique et de détection de QTL.
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Tableau 4 : Interprétation des profils SSCP obtenus pour les 14 EST polymorphes et test de 

la ségrégation mendélienne par un test du x 2 à 5%. (a) Valeur de x 2 observé pour chaque 

EST. Pour a  = 5%, la valeur seuil du x 2 est de 3,84 pour 1 degré de liberté et de 7,81 pour

3 degrés de liberté. (b)Un -  indique un allèle nul.

EST
Génotypes parentaux 

E. grandis/
E. urophylla

Génotypes des hybrides Effectifs observés
Effectifs

théoriques ddl

6A07 (12;34) / (56;78) (12;56) / (12;78) / (34;56) / (34;78) 2 0 /2 2 /1 5 /2 9 2150/21.50/21.50
/ ? 1 50

1.67 3

6A11 (12;34) / (12;12) (12;34) / (12; 12) 47 /37 42 /42 1.19 1

6A12 (12;34) / (56;56) (12;56)/(34;56) 36/49 42.5/42.5 1,98 1

6B08 (12;—)b/(34;34) (12;34) / (—;34) 31152 44,5 / 44,5 2.53 1

6D01

6D03

(12;-)/ (34;56) 

(12;12) / (12/34)

(12;34) / (12;56) / (—;34) / (—;56) 

(12;12) / (12/34)

2 3 /2 4 /2 2 /2 0

41 /50

22.25 / 22.25/ 
22.25/22.25 
45.5/45.5

0.005

0.89

3

1

6D07 (12;34) /  (12;12) (12;34) / (12;12) 25 /39 32/32 3 1

6D12 (12;12) / (34/56) (12;34) / (12/56) 37 /44 40.5/40.5 0.6 1

7A01 (12;34) / (12;12) (12;34) / (12; 12) 41 /37 39 /39 0.2 1

7A07

7A08

(12;34) / (56;78) 

(12;34) / (12;12)

(12;56) / (12;78) / (34;56) / (34;78) 

(12;34) / (12; 12)

2 6 /2 5 /1 2 /2 0

48/42

20.75 / 20.75 /
20.75 / 20.75 

45/45

2.47

0.39

3

1

7A09

11H04

(12;34) / (56;78) 

(12;34) / (12;12)

(12;56) / (12;78) / (34;56) / (34;78) 

(12;34) / (12; 12)

26/23  /2 7 /  14 

41 /44

22.5 / 22.5 / 22.5 / 
22.5 

42.5/42.5

1.66

0.1

3

1

12A02 (12;34) / (12; 12) (12;34) / (12; 12) 42 /46 44 /44 0.18 1

A/

(~ ; 34) (12 ; 56) (12 ; 34) (~  ; 56)

E. urophylla 
E. grandis

B  /
Descendance hybride

KËÉIte&Éi'M s® . .J,».—. ,— ,—,,

■ÜÜi ' : '

(12; 34) (12 ; 12)

Figure 6 : Révélation du polymorphisme pour deux EST étudiés. A/EST 6D01 : Le parent 

mâle E. grandis est (12;-) et le parent femelle E. urophylla est (34;56). Les descendants 

sont : (12;34), (12;56), (—;34) et (—;56). B / EST 7A01: Le parent mâle E. grandis est (12;34) 

et le parent femelle E. urophylla est (12;-). Les descendants ont les génotypes (12;34) et 

(12;12).

E. grandis

E. urophylla
Descendance hybride
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- Ségrégations observées pour les EST polym orphes

Le profil SSCP obtenu pour TEST 6D01 montre 2 bandes chez E. grandis (12) 

et 4 bandes chez E. urophylla (3456) (figure 6). Dans la descendance, 4 classes 

d ’individus sont observées correspondant à la ségrégation des allèles parentaux. En 

effet, on observe les classes alléliques (34), (56), (12;34) et (12;56). L’observation 

de quatre classes de descendants signifie que les deux parents sont hétérozygotes au 

locus considéré. Les deux allèles d ’E. urophylla sont représentés par les bandes 3 et

4 pour l’un et 5 et 6 pour l’autre (34;56). Pour E. grandis qui ne présente que 2 

bandes (12), un allèle nul, c’est à dire qui n ’est pas amplifié, n ’est pas représenté 

mais il ne gène pas l’observation d ’une ségrégation des allèles d ’E. grandis dans la 

descendance. Le génotype d ’E. grandis est noté (12;-).

Pour des génotypes diploïdes (cas des eucalyptus), en théorie 4 bandes au maxi­

mum doivent être observées en SSCP chez un individu hétérozygote. Néanmoins, 

pour l’EST 7A01, le parent E. grandis présente 6 bandes différentes comme indiqué 

sur la figure 6. Dans la descendance, deux classes d ’individus sont observées cor­

respondant à la ségrégation des allèles de ce géniteur. Pour cette EST, E. grandis 

semble bien hétérozygote avec plusieurs conformations simple brin possibles pour 

une même forme allélique. Ce résultat peut être expliqué par une instabilité de 

certaines conformations simple brin qui, dans les conditions SSCP utilisées, génère 

plusieurs niveaux de bandes pour un même allèle.

Pour les 14 EST polymorphes chez au moins un des parents du croisement, plu­

sieurs types de profils ont été observés : 2 bandes, 3 bandes, 4 bandes ou encore un 

profil multi-bandes. Les ségrégations observées des allèles parentaux dans la descen­

dance sont en adéquation avec une ségrégation mendélienne au seuil de 5% (tableau

4)-

3.1.3 Localisation des EST sur les cartes génétiques

Les EST polymorphes ont été cartographiées sur les cartes génétiques d ’E. gran­

dis et d ’E. urophylla déjà établies par Gion (2001 [21]) à partir des marqueurs do­

minants de type RAPD, de locus microsatellites et de gènes de fonction connue et 

des 201 hybrides du croisement élite.

Les liaisons génétiques entre les EST étudiées et les marqueurs jalons des cartes 

sont très significatives avec des valeur de LOD score comprises entre 8 et 22, sauf 

pour l’EST 6A11 qui est plus faiblement liée (LOD de 3,5) et l ’EST 7A09 qui n ’est
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Figure 7 : Localisation des EST polymorphes sur les cartes génétiques d’E. urophylla et 

d 'E. grandis.



Tableau 5 : Statistiques descriptives des caractères de qualité du bois étudiés pour la 

détection de QTL.

Caractère Moyenne Ecart-type Coef. de variation

PÍ151 22,26 2,42 0,11

DRLMmoy 71,67 12,68 0,18

IElj 1,19 0,48 0,40

IElsem 0,96 0,49 0,51

IE2mois 1,06 0,48 0,45

Klason 23,7 0,8 0,03

G 6,42 0,78 0,12

S 27,55 4,18 0,15

S/G 4,03 0,53 0,13

H+G+S 3138,05 452,5 0,14

estdma 119,52 87,09 0,73

estfol 1397,03 1030,3 0,74

ESmoy30 9,9 1,14 0,12

longmoypond 1,28 0,05 0,04

largeur 32,91 1,01 0,03

masslinéiq 0,1 0,002 0,02

souplesse 15,81 1,06 0,07
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liée à aucun des marqueurs jalons d'E. grandis et d'E. urophylla. Deux hypothèses 

peuvent être formulées pour expliquer la non liaison de cette EST avec les marqueurs 

des cartes génétiques parentales: (i) une mauvaise interprétation des ségrégations 

alléliques, (ii) le niveau de saturation des cartes génétiques n ’est pas suffisant. Pour 

la majorité des EST, la localisation sur les groupes de liaisons existants a été possible 

chez E. grandis et E. urophylla (figure 7).

- C artographie des E ST  chez E. grandis :

Pour ce géniteur, sur les 11 EST polymorphes, 10 ont pu être positionnées sur les 

différents groupes de liaison. L’EST 6A07 a été localisée sur le groupe de liaison

1 (GL1), 6A12 et 6D01 ont été cartographiées sur GL2, 6D07 sur GL3, 11H04 sur 

GL4, 7A01 et 7A08 sur GL6, 12A02 sur GL10, enfin, 6B08 et 7A07 sur le GL11.

- C artographie des E ST  chez E. urophylla :

Chez E. urophylla, sur les 7 EST polymorphes, 5 ont été localisées sur des groupes 

de liaisons existants. Les EST 6A07 et 6D03 sont positionnées sur GL1 (a et b). 

Les EST 6D01 et 6D12 sont liées et localisées sur le GL2 et 6A11 est positionné 

sur le GL9. L’EST 7A07 présente une liaison significative avec le marqueur RAPD 

R04580/+ (LOD de 11,37) qui n ’est pas positionné sur un des 11 groupes de liaison 

de ce géniteur.

3.2 Analyse des colocalisations EST/Q TL

3.2.1 V ariabilité des caractères quantitatifs étud iés

La mise en évidence de QTL pour un caractère nécessite que le caractère étudié 

présente une variabilité dans la descendance. Les caractères de qualité du bois étudiés 

(chimiques, mécaniques, anatomiques et physiques) présentent tous une variabilité 

significative au sein de la descendance étudiée. Les statistiques descriptives des dif­

férentes variables sont données dans le tableau 5. Pour le caractère d ’indice d ’éclate­

ment les valeurs obtenues aux différents age sont homogènes, avec une moyenne aux 

alentours de 1 et un écart type im portant (0,48 et 0,49). Les coefficients de variation 

sont importants, compris entre 0,40 et 0,51. Les teneurs en phénols et en flavanols 

sont les variables présentant le plus de variabilité dans la descendance étudiée, avec 

respectivement des coefficients de variation de 0,74 et 0,73. Il existe donc une forte 

hétérogénéité entre les individus au sein du croisement étudié. On observe également 

une différence importante de la teneur en monomères S (27,5 //mol/g) par rapport
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Tableau 6 : Corrélations entre les différents caractères de qualité du bois étudiés. Les corrélations significatives au seuil de 1% sont 

indiquées en gras.

Trait Pi 151 DRLM IEtotlJ IEtotlS IEtot2M Klason longmoy largeur massliné souplesse G S H+G+S S/G ESmoy30 estfol

DRLM -0.034

IEtotlJ -0.135 0.336

IEtotlS -0.118 0.411 0.738

IEtot2M -0.118 0.364 0.380 0.604

Klason -0.083 -0.112 0.086 -0.058 -0.098

longmoy -0.102 0.215 0.146 0.202 0.119 -0.140

largeur -0.006 -0.036 -0.081 -0.096 -0.126 0.284 -0.458

massliné -0.109 0.124 0.091 0.167 0.090 -0.120 0.729 -0.311

soupless -0.012 -0.045 -0.050 -0.087 -0.078 0.302 -0.611 0.954 -0.500

G -0.007 0.008 -0.057 -0.050 0.094 0.133 0.081 0.058 -0.016 0.034

S 0.273 -0.075 -0.184 -0.227 0.013 -0.200 -0.007 0.004 -0.066 -0.003 0.549

H+G+S 0.244 -0.023 -0.173 -0.174 0.051 -0.379 0.052 -0.067 -0.019 -0.080 0.600 0.969

S/G 0.322 -0.099 -0.158 -0.222 -0.082 -0.337 -0.081 -0.048 -0.060 -0.034 -0.322 0.610 0.523

ESmoy3 -0.442 0.256 0.209 0.266 0.245 -0.167 0.178 -0.272 0.091 -0.192 -0.107 -0.224 -0.155 -0.170

estfol 0.056 -0.005 0.025 0.024 0.065 0.142 -0.198 0.223 -0.155 0.236 -0.034 0.129 0.037 0.180 -0.177

estdma -0.051 -0.003 0.068 -0.058 -0.022 0.132 -0.098 0.172 -0.114 0.184 -0.096 0.093 0.002 0.191 -0.075 0.636



Tableau 7 : Résultats de l’analyse de variance à 2 facteurs. Les probabilités associées 

aux effets des allèles maternels (pv/allelM), paternels (pv/allelP) et à leurs interactions 

(pv/inter) sont fournies, ainsi que la variation phénotypique expliquée par le QTL (R2). 

Les QTL détectés au seuil de 1% sont indiqués en gras.

Caractère EST pv/AllelM pv/AllelP pv/inter r2

G 6A07 0,00829 0,79124 0,03606 0,13611

G 7A09 0,12969 0,00495 0,34431 0,12667

S 7A09 0,45010 0,00320 0,16609 0,12823

estdma 7A07 0,18067 0,00297 0,45431 0,13788

ESmoy30 6D01 0,00191 0,02873 0,63990 0,16040

Pil5 Isous 6D01 0,00059 0,02872 0,46477 0,17661

longmoypond 6D01 0,00041 0,11194 0,99650 0,17195

largeur 6D01 0,04175 0,00920 0,44276 0,13348

masslineiq 6D01 0,00273 0,19924 0,39237 0,13332
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aux monomères G (6,42 /¿mol/g). Cette différence est caractéristique des feuillus, 

donc des eucalyptus, alors que les bois de conifères sont enrichis en unités G.

Les coefficients de corrélation de Pearson entre les différents caractères de qualité 

du bois sont donnés dans le tableau 6. Les variables appartenant aux mêmes types 

de caractères sont corrélés entre eux. Ainsi, la DRLM est corrélée avec les indices 

d ’éclatement, de même que les différentes caractéristiques des fibres, les différents 

caractères de teneur en lignines et les caractères physiques. Aucune corrélation n ’est 

observée entre le taux de lignines et la DRLM, or, Baillères (1994 [2]) avait mis 

en évidence une corrélation négative entre ces 2 caractères. La longueur moyenne 

pondérée des fibres de bois est corrélée significativement avec les 2 caractères qui 

traduisent la nervosité du bois. Une corrélation significative est observée pour le 

pilodyn, caractère de densité du bois et la teneur en monomère S de la lignine, le 

rapport S/G , ainsi que la somme des différents monomères de lignine, alors qu’aucune 

corrélation n ’est mise en évidence avec la teneur en G. Cette corrélation indique 

qu’un bois nerveux se caractérise par une teneur en lignine en S faible. Enfin, le 

module spécifique d ’élasticité est corrélé significativement avec beaucoup d ’autres 

caractères. Il existe notamment une corrélation négative avec le pilodyn, indiquant 

que plus le bois est dur, plus l’élasticité est importante.

3.2.2 A nalyse QTL m arqueur par marqueur

- A nalyse de variance à 1 facteur :

Cette analyse a été réalisée pour les EST polymorphes chez un seul des parents du 

croisement. Chez E. grandis, au seuil de 1%, aucun QTL n ’a pu être mis en évidence 

pour les 7 EST testées. Pour E. urophylla, l’EST 6D12 présente un effet sur le 

caractère pilodyn à 51 mois. La probabilité associée est de 0,005 et le coefficient de 

détermination R2, qui représente la proportion de la variance phénotypique expliquée 

par le QTL est de 9,5%.

- A nalyse de variance à 2 facteurs

Le modèle statistique permet d ’analyser conjointement l’effet des allèles maternels 

et paternels, ainsi que leur éventuelle interaction. Pour cette analyse, les EST 6A07, 

7A07, 7A09 et 6D01 ont été utilisées car elles sont polymorphes chez les 2 parents.

Cette analyse a permis de détecter 9 QTL (tableau 7). Pour la teneur en mono­

mères G, 2 QTL ont été détectés, un chez E. urophylla avec l’EST 6A07 et un chez 

E. grandis avec TEST 7A09. Ces 2 QTL expliquent respectivement 13,6 et 12,6% de
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Tableau 8 : Mise en évidence de QTL par Interval Mapping chez E. grandis (A) et chez E. 

urophylla (B) pour la qualité de bois : teneurs en lignines (Klason) et en monomères (G,

S, H+G+S, S/G), teneurs en flavanols (estdma), la moyenne des déformations résiduelles 

longitudinales de maturation (DRLMmoy), pilodyn sous écorce à 51 mois (pil51), l’indice 

d’éclatement à 1 jour (IEtotlj), à 1 semaine (IEtotlsem), la longueur moyenne des fibres 

pondérées (longmoypond), le module d’élasticité spécifique à 30 mois (ESmoy30). Pour 

chaque QTL, le LOD max et la probabilité associée au test F (proba p), ainsi que le 

coefficient de détermination (R2) sont donnés. La distance du QTL à l’EST la plus proche 

est également fournie (d(EST) en cM), de même que l’allèle favorable du marqueur le plus 

proche.

A /

Groupe
de

liaison
Caractère

Position
(cM)

M arqueur
flanquant

Allèle
favorable

LOD
max

Proba p R 2
d(EST) 
en cM

1 longmoypond 0 E08 .000/1+ + 3,48 0,0001 0,0918 15,9
2 S 46 0 0 6  1402/1- + 2,20 0,0016 0,0522 4,7

PÍ151 45 0 0 6  1402/1- + 2,18 0,0016 0,0492 5,7
3 PÍ151 55 6D07 - 2,96 0,0002 0,0662 <0,2
4 Klason 66 N19 1161/2+ - 2,69 0,0005 0,0634 61,3

H+G+S 66 N19 1161/2+ - 2,03 0,0024 0,0483 61,3
DRLMmoy 49 N19 1161/2+ + 2,70 0,0005 0,0609 44,3
IEtotlsem 65 N19 1161/2+ + 2,08 0,0021 0,0487 60,3

6 S/G 68 X07 .396/2+ + 3,21 0,0001 0,0752 47,1
S/G 41 K12 .657/1- - 2,40 0,0010 0,0568 20,1

PÍ151 47 N l l  .419/1- - 3,42 0,0001 0,0761 26,1
10 Klason 87 A20 .800/1- + 2,40 0,0010 0,0571 31,5
11 Klason 93 114 .797/1+ - 2,02 0,0024 0,0480 57,3

Klason 77 X07 1583/1+ - 2,07 0,0022 0,0494 51,6
S/G 147 RI 3 .377/2+ + 3,12 0,0002 0,0732 3,3

estdma 141 A09 .619/1+ + 3,86 >10-4 0,0926 9,3
DRLMmoy 38 U20 1601/2- - 2,52 0,0007 0,0569 12,6

B /

Groupe
de

liaison
Caractère

Position
(cM)

M arqueur
flanquant

A llèle
favorable

LOD
max

Proba p R 2
d(EST) 
en cM

la G 9 Y l l  .815/1+ + 3,74 >10-4 0,0846 17,2
S/G 26 6A07 .000/1+ - 2,35 0,0011 0,0545 0,2

lb longmoypond 23 M06 1453/1+ + 2,24 0,0014 0,0563 12,6
2 estdma 104 6D01 .000/1+ - 2,67 0,0005 0,0650 0,2

ESmoy30 88 A20 .938/1+ - 4,07 >10-4 0,0935 16,2
PÍ151 104 6D01 .000/1+ + 2,69 0,0005 0,0604 0,2
PU51 79 6D12 .000/1- - 2,59 0,0006 0,0582 0,8

longmoypond 100 6D01 .000/1+ - 3,41 0,0001 0,0844 4,2

9 DRLMmoy 40 X12 .383/1- - 2,18 0,0016 0,0494 56,8
IEtotlj 44 X09 1113/1- - 2,04 0,0023 0,0461 52,8
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Figure 8 : Représentation de la position des QTL de qualité du bois détéctés par Inter­

val Mapping chez E. urophylla. Pil51: pilodyn sous écorce à 51 mois; longmoy: longueur 

moyenne pondérée des fibres de bois, estdma: teneur en flavanols et S/G rapport entre les 

monomères S et G.
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la variance phénotypique. De plus, l’EST 7A09 colocalise avec un QTL de teneur en 

monomères S qui explique 12,8% de la variance phénotypique. L ’EST 6D01 permet 

de détecter 5 QTL : le module d ’élasticité spécifique à 30 mois, le pilodyn sous écorce 

à 51 mois, la longueur moyenne pondérée des fibres de bois et la masse linéique chez 

E. urophylla, la largeur des fibres chez E. grandis. Les variances phénotypiques ex­

pliquées par chacun des QTL pour ces différents caractères sont compris entre 13 

et 20% (voir tableau 7). Lors de cette analyse, aucune interaction entre les allèles 

parentaux n ’a été observée.

3.2.3 A nalyse QTL par Interval M apping (IM )

Afin de préciser l’effet de ces QTL et leur position sur les cartes, une analyse QTL 

par Interval Mapping a été réalisée. Cette analyse a été effectuée sur les groupes de 

liaison sur lesquels une EST avait été cartographiée, soit 3 groupes chez E. urophylla 

et 7 groupes chez E. grandis. Les résultats de cette analyse QTL sont présentés dans 

le tableau 8.

- D étection  de QTL chez E. grandis :

Chez ce parent, 17 QTL ont été détectés par cette méthode. Pour le taux de lignine 

de Klason, 4 QTL ont été détectés sur les groupes de liaison 4, 10 et 11 (ce dernier 

en ayant 2). Les caractères chimiques perm ettent de m ettre en évidence 10 QTL: 4 

pour la lignine (GL4, 10 et 11), 3 pour S/G  (GL6 et GL11), 1 pour S (GL2), 1 pour 

H +G +S (GL4) et 1 pour la teneur en flavanols (GL11). Le GL4 qui a un QTL de 

teneur en lignines a également un QTL pour la teneur en H +G +S. Sur les GL2, 3 et

6, des QTL pour le pilodyn ont été détectés. Pour la DRLM, 2 QTL ont été détectés 

sur les groupes de liaison 4 et 11. Pour la longueur moyenne des fibres et l’indice 

d ’éclatement, 1 seul QTL a été mis en évidence, respectivement sur GL1 et GL4 

Une seule colocalisation a été mise en évidence pour l’EST 6D07 avec un QTL de 

pilodyn à 51 mois. Pour les autres QTL, peu sont proches des EST cartographiées, 

les distances entre QTL et l’EST la plus proche variant de 3,3 à 61,3 cM.

- D étection  de QTL chez E. urophylla

Pour E. urophylla, sur les 3 GL qui ont une EST comme marqueur, 10 QTL ont 

été mis en évidence: 3 sur GL1 (2 sur G Lla et 1 sur G Llb), 5 sur GL2 et 2 sur 

GL9 (illustrés sur la figure 8). Les 2 QTL de G L la concernent la teneur en G et 

le rapport S/G , mais à des positions différentes (respectivement 9 et 26 cM). Le 

QTL pour S/G  colocalise avec l’EST 6A07. Le G L lb  a un QTL pour la longueur
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Tableau 9 : Résultats des tests de permutation (10000 permutations): A / chez E. grandis 

et B / chez E. urophylla. Le F max ainsi que le F à 1% sont fournis, de même que les F 

observés aux QTL et au marqueur le plus proche.

A /
Caractère Groupe de 

liaison
Marqueur
flanquant

Fobs, au 
QTL

Fobs, au 
marqueur

F(l%) Fmax

Klason 4 N 19_l 161/2+ 12,67 8,38 6,86 19,62
Klason 11 114_.797/1+ 9,43 10,28 6,55 17,67
Klason 10 A20_.800/l- 11,26 9,37 6,91 15,14
Klason 11 X07 1583/1+ 9,67 10,44 6,51 17,76

S(%boisext) 2 0 0 6  1402/1- 10,30 7,21 6,76 17,11
H+G+S (nmole/glig) 4 1©8(N

1
M

9,48 6,01 6,73 13,88
S/G 6 X07_.396/2+ 15,21 12,95 6,73 16,43
S/G 6 K12_.657/l- 11,26 11,10 6,87 16,14
S/G 11 R13_.377/2+ 14,77 13,17 6,85 16,35

estdma 11 A09_.619/l+ 18,46 17 6,64 15,91
DRLMmoy 4 N19_1161/2+ 12,70 13,20 6,34 15,00
DRLMmoy 11 U20_1601/2- 11,83 9,97 7,01 15,41
Pil5 Isous 3 M05_l 572/1+ 13,97 14,41 7,13 17,03
Pil5 Isous 2 0 0 6  1402/1- 10,19 13,63 6,79 14,18
Pil5 Isous 6 N ll_ .419/1- 16,22 16,54 6,55 17,22
IEtotlsem 4 N 19_l 161/2+ 9,72 6,94 7,01 14,99

longmoypond(mm) 1 E08_.000/1+ 16,62 15,57 6,86 16,71

B/
Caractère Groupe de 

liaison
M arqueur
flanquant

F  obs. au 
QTL

F obs. au 
marqueur

F (l% ) Fmax

G la Y l l  .815/1+ 17,84 15,31 6,87 19,55
S/G la 6A 07 .000/1 + 11,02 4,91 6,85 21,73

9 X 12 .383/1- 10,19 10,13 6,96 15,15

ESm oy30 2 A 20  .938/1+ 19,49 17,29 6,69 14,96
4b B 08 1945/2+ 10,91 12,78 7,13 21,28

Pil59sous la Z03 .925/1 + 10,38 10,69 6,58 16,93
9 X 09  1113/1- 9,52 9,88 6,93 16,24

iongmoypond(mm) lb M 06 1453 10,50 8,68 7,01 13,14

2 6D01 .000/1+ 16,23 13,50 7,01 18,57

estdma 2 6D01 .000/1+ 12,58 5.80 6.84 19.50



3 RESULTATS

moyenne pondérée des fibres de bois. Pour GL2, 1 QTL a été trouvé pour la teneur 

en phénols, 1 pour le pilodyn sous écorce à 51 mois et un pour la longueur moyenne 

pondérée des fibres de bois. Ces 3 QTL colocalisent avec l’EST 6D01. Un autre QTL 

pour le pilodyn a été détecté et il colocalise avec TEST 6D12. Le 5ème QTL détecté 

sur ce groupe de liaison concerne le module d ’élasticité spécifique à 30 mois ; pour 

ce caractère, aucune colocalisation avec 1 EST n ’a été mise en évidence. Pour GL9,

2 QTL pour des caractères impliqués dans la nervosité du bois (DRLM et IE to tlJ) 

ont été détectés, ces 2 QTL étant distants de 4 cM.

3.2.4 Tests de perm utations

Le test de perm utation permet de valider l’existence de QTL détectés par IM 

en redistribuant au hasard les génotypes des individus pour un marqueur donné. 

Un nouveau F est calculé, au seuil de 5%, 1% et au maximum. Chez E. urophylla, 

90% des QTL ont un F observé au marqueur le plus proche supérieur au F à 1% et 

parmi ces 90%, 22,2% ont un F supérieur au F max. Pour E. grandis, sur les 17 QTL 

détectés, 94,1% ont un F observé au marqueur supérieur au F à 1%, dont 6,25% un 

F observé supérieur au F max. Chez ces 2 parents, tous les QTL détectés par IM 

ont un F observé au QTL supérieur au F à 1% (tableau 9).
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4 DISCUSSION

4 DISCUSSION

4.1 Cartographie génétique des EST

4.1.1 D étectio n  du polym orphism e

La technique SSCP est une méthode très sensible car elle perm et de détecter des 

mutations ponctuelles (Orita et a l, 1989 [41]). Cependant, dans notre étude, seuls 

58,3% des fragments amplifiés se sont révélés polymorphes. La détection de m uta­

tions ponctuelles par SSCP est optimale pour des fragments d ’une taille inférieure 

à 200 pb (Hayashi et a l, 1993 [28]). Or, sur les 10 EST monomorphes, 8 ont une 

taille supérieure. Ces fragments, s’ils présentent du polymorphisme dans la descen­

dance étudiée, ce dernier ne semble pas détectable par SSCP. Proportionnellement, 

plus les fragments amplifiés sont grands, plus la variation de séquence doit être im­

portante mais plus des mutations ponctuelles sont difficiles à détecter. Dans cette 

étude, on observe que sur les 6 fragments contenant un intron, 5 se sont révélés po­

lymorphes. Plomion et al. (1999 [47]) ont montré que pour 16 séquences de gènes de 

pin maritime, la présence d ’intron (pour 8 séquences) n ’améliorait pas la détection 

de polymorphisme par SSCP. Ces résultats SSCP ne traduisent pas le niveau de po­

lymorphisme plus im portant généralement rencontré dans les régions non codantes. 

En effet, Champurney (2003 [12]) a montré que les variations nucléotidiques au sein 

du gène CCR pour 40 génotypes E. urophylla étaient principalement situées dans 

les zones introniques, ce qui pourrait expliquer nos résultats. L ’absence de détection 

de polymorphisme dans un fragment ne signifie pas pour au tan t une absence de 

variation dans le gène. En effet, les amorces utilisées peuvent ne pas cibler le ou les 

sites polymorphes. Pour la suite des travaux, il serait donc intéressant de choisir les 

amorces de telle manière qu’elles amplifient un intron. Une autre alternative serait 

de séquencer les EST chez les parents du croisement avant de faire les tests SSCP 

pour s’assurer qu ’une variation nucléotidique existe. Enfin, un microsatellite a  été 

mis en évidence pour l’EST 6A ll(données non présentées). Les microsatellites étant 

des locus hautement polymorphes, ce type de marqueur pourrait également faciliter 

la cartographie des EST.

4.1.2 C onservation des séquences entre espèces

Les amorces utilisées pour amplifier les EST chez E. globulus, E. urophylla et E. 

grandis ont été définies sur des séquences spécifiques à E. gunnii. Elles ont permis 

d ’obtenir 82,4% de produits exploitables, pour la SSCP, chez E. globulus, 73.5%
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chez E. grandis et 70.6% chez E. urophylla. E. globulus et E. gunnii appartiennent 

à la section Maidenaria alors qu ’E. urophylla et E. grandis appartiennent à la sec­

tion Transversaria, indiquant que les séquences semblent mieux conservées dans une 

même section. Gion (2001 [21]) a également utilisé des séquences d ’E. globulus et d ’E. 

gunnii pour amplifier des gènes chez E. urophylla et E. grandis. Après séquençage, 

une homologie de séquence supérieure à 80% a été trouvée entre les séquences am­

plifiées et la séquence des gènes utilisés pour la définition des amorces. Champurney 

(2003 [12]) a observé le même type de résultats pour le gène CCR d ’E. urophylla, 

d ’E. gunnii, d ’E. saligna et d ’E. globulus. De plus, Brondani et al. (2002 [7]) ont 

montré que 90% des microsatellites développés étaient transférables dans une même 

section et plus de 80% le sont au sein du sous-genre Symphyomyrtus. Ces différents 

résultats révèlent une bonne conservation des génomes entre les espèces d ’Eucalyptus 

appartenant au sous-genre Symphyomyrtus.

4.1.3 Inform ations apportées par la cartographie d ’E ST

Les travaux de cartographie réalisés dans cette étude ont permis de confirmer que 

les cartes génétiques des deux parents du croisement étudié ne sont pas totalement 

saturées. Cette conclusion avait déjà été évoquée par Gion (2001 [21]) qui avait 

déterminé que les cartes génétiques générées couvrent 80% du génome d ’E. grandis 

et 93% du génome d ’E. urophylla. La cartographie d ’EST surexprimées dans le 

xylème, sur différents groupes de liaison d ’E. urophylla et d ’E. grandis, n ’a pas révélé 

de cluster de gènes. Cette indépendance entre locus est favorable à leur utilisation 

en SAM. En effet, la probabilité qu’un génotype combinant les allèles favorables aux 

meilleurs gènes existe, est plus importante.

Jusqu’à récemment, les marqueurs dominants, et principalement les RAPD, ont 

permis d ’établir des cartes génétiques chez quelques espèces d ’eucalyptus (Grattapa- 

glia et a l, 1994 [25]; Verhaegen et Plomion 1996 [57]). Cependant, ces marqueurs ne 

perm ettent pas d ’étudier la synthénie entre différentes espèces. De ce fait, les mar­

queurs codominants sont de plus en plus utilisés. La codominance des marqueurs 

SSCP nous a permis de confirmer des homologies entre groupes de liaison des deux 

espèces. Des régions homologues ont aussi été délimitées grâce aux EST polymorphes 

chez les deux parents. La conservation des génomes entre espèces perm et d ’envisager 

le positionnement des ces gènes de fonction connue sur les cartes génétiques d ’autres 

espèces d ’Eucalyptus. L’ajout de gènes candidats sur ces cartes devrait permettre à
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long terme des études de cartographie comparée (synthénie) et devrait constituer de 

bon outils pour des analyses de diversité.

4.2 Détection de QTL

4.2.1 D étection  de QTL m arqueur par m arqueur vs détection  par IM

La comparaison des résultats de détection de QTL obtenus entre les méthodes 

marqueur par marqueur et IM montre des différences dans le nombre et les effets 

des QTL mis en évidence. En effet, on s’aperçoit qu’un QTL peut être détecté par 

une méthode mais pas par l’autre. Une première raison vient du type d ’analyse qui 

est réalisé. En effet, la détection de QTL par IM est réalisé sur un intervalle (en 

cM) en prenant en compte le pourcentage de recombinaison entre les marqueurs 

bordants. De ce fait, des QTL détectables sur cet intervalle peuvent ne pas être 

détectés au niveau du marqueur. Une autre explication peut être l’effectif utilisé 

pour chaque analyse. En effet, par ANOVA les calculs sont réalisés sur l ’effectif réel 

disponible pour les EST, soit 92 individus. Par IM, il sont réalisés sur l’ensemble 

de la descendance (201 individus) grâce à une fonction perm ettant de compléter les 

données moléculaires manquantes des marqueurs en se basant sur les information 

fournies par les marqueurs adjacents. La précision du test est ainsi augmentée grâce 

à un nombre plus important d ’individus.

4.2.2 A bsence de colocalisation

Pour 10 EST, aucune colocalisation n ’a été mise en évidence. Parmi ces EST, 

certaines codent les enzymes intervenant dans les voies métaboliques de la formation 

des parois, comme l’EST 7A07 codant pour une xyloglucane endotransglycosylase, 

ou encore l’EST 11H04 codant pour une enzyme intervenant dans la voie de bio­

synthèse de la cellulose. La non-colocalisation de ces EST avec un QTL ne signifie 

pas qu’elles n ’aient pas un effet im portant pour les caractères quantitatifs étudiés. 

Cependant, il semble que dans le croisement étudié, leur variabilité n ’ait pas d ’effet 

sur la variation observée. La différence d ’effet entre les allèles mis en évidence n ’est 

pas suffisante pour induire une variation phénotypique. Ces gènes pouvant être de 

bons candidats dans d ’autres fonds génétiques, il pourrait être intéressant de réali­

ser le même type d ’étude à partir d ’autres croisements e t/ou  pour d ’autres espèces 

d ’eucalyptus. De plus, ces enzymes qui ont des rôles im portants dans la xylogénèse, 

ne sont pas directement liées aux caractères mesurés. Elles jouent un rôle en amont
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et les caractères chimiques mesurés sont des produits finaux des voies de biosynthèse 

(lignines de Klason, monomères de la lignine). Ceci peut aussi expliquer l’absence 

de colocalisation EST/QTL.

4.2 .3  C olocalisation des E ST  avec des QTL de qualité du bois

La détection de QTL a permis de mettre en évidence des colocalisations entre les 

EST 6D01, 6D07, 6D12 et 7A09 (EST non positionnée sur les cartes génétiques) et 

des QTL de qualité du bois. Les EST 6D07 et 6D01 pour lesquelles la fonction n ’est 

pas connue (aucune similarité avec des gènes de fonction connue dans les banques) 

semblent correspondre à des gènes importants pour la xylogénèse. En effet, leur 

niveau d ’expression dans le xylème d’E. gunnii par rapport à la feuille est élevé (res­

pectivement 2,9 et 4,2), De plus, leurs colocalisations avec des QTL de qualité du 

bois chez E. urophylla et E. grandis, semblent montrer que la variabilité moléculaire 

de ces gènes est responsable d ’une partie de la variation de plusieurs propriétés mé­

caniques, anatomiques, chimiques du bois. Des études plus poussées pour connaître 

la fonction de ces 2 EST devront être menées. L’EST 7A09 quant à elle code pour 

une pectine acétyl estérase qui intervient dans le métabolisme des pectines. Sa co~ 

localisation avec des teneurs en syringyl et en guaiacyl pourraient traduire un rôle 

de ce gène sur l’imprégnation des lignines dans les parois pectocellulosiques. Cette 

EST n ’étant pas liée aux groupes de liaison d ’E. grandis et d ’E. urophylla, il serait 

nécessaire de saturer les cartes génétiques pour localiser cette EST sur le génome 

d ’eucalyptus et préciser son effet sur la variation des teneurs en monomères syringyl 

et guaiacyl. Pour les EST qui colocalisent avec des QTL de qualité du bois, il sera 

malgré tout nécessaire de valider leurs effets en populations afin d ’envisager leur 

utilisation en SAM. Ce type d ’étude nécessite d ’avoir accès aux différentes formes 

alléliques présentes dans la population étudiée grâce à la mise en évidence des va­

riations nucléotidiques sur toute ou partie du gène (étude SNP : Single Nucleotidic 

Polymophism). De telles études ont été engagées au CIRAD pour le gène CCR sur

E. urophylla. Les premiers résultats semblent encourageants pour élargir ce type 

d ’étude à d ’autres gènes (Champurney, 2003 [12]).
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5 CONCLUSION et PERSPECTIVES

La cartographie génétique d ’EST développées chez E. gunnii sur les cartes de 

deux autres espèces à'Eucalyptus a été efficace en utilisant la technique SSCP. Ces 

résultats montrent une bonne conservation des génomes entre espèces du sous genre 

Symphyomyrtus et semblent encourageants pour développer des approches de carto­

graphie comparée entre génomes. Cependant, d ’autres stratégies de mise en évidence 

de polymorphisme, sont à développer pour les EST supposées monomorphes pour 

lesquelles la sensibilité de la technique utilisée n ’est peut être pas suffisante pour 

révéler l’ensemble des variations nucléotidiques.

Des colocalisations EST/QTL de qualité du bois ont été mises en évidence. Ces 

résultats sont prometteurs pour l’utilisation de ces gènes en SAM. Cependant, les 

cartes génétiques doivent être complétées et la détection de QTL doit se faire sur 

la totalité des individus disponibles pour préciser l’effet des QTL. Ces deux points 

sont des conditions indispensables pour que les résultats soient entièrement validés. 

De plus d ’autres études sur les EST qui colocalisent semblent indispensables pour 

confirmer leur fonction, connue uniquement par homologie de séquences. L ’accès à la 

séquence entière des gènes correspondant aux EST perm ettrait d ’étudier par trans­

formation génétique sur tabac ou arabidopsis (difficile chez l’eucalyptus), l’effet de 

sur ou sous expression de ces gènes sur différents caractères d ’intérêts : par des ap­

proche anti-sens, ou d ’inactivation de gènes par insertion de transposons (Pflieger et 

al., 2001 [42]). Parallèlement à ces études fonctionnelles, des approches population- 

nelles (populations naturelles ou d ’améliorations) pourraient être menées. En effet, 

la mise en évidence de polymorphisme SNP pour les EST d ’intérêt perm ettrait de 

révéler les différentes formes alléliques présentes au sein des espèces utilisées et d ’es­

timer leur effet respectif sur les caractères cibles de la sélection. Certains résultats 

récents ont montré que le parent E. urophylla du croisement étudié, présente une 

mutation non synonyme au sein du gène CCR (Champurney, 2003 [12]), gène qui 

colocalise avec un QTL de teneur en lignines chez ce parent.

Avant d ’envisager une utilisation de gènes candidats en sélection assistée par 

marqueurs, de nombreux travaux restent à mener. En effet, notre étude n ’est qu’une 

première étape dans la mise en évidence de variabilité fonctionnelle de gènes candi­

dats.
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RÉSUMÉ
Dans le cadre du programme d’amélioration génétique des eucalyptus au Congo, 

des travaux de cartographie génétique et de détection de QTL (Quantitative Trait 

Loci) pour la qualité du bois ont été entrepris depuis plusieurs années. Une approche 

gène candidat a récemment été mise en place avec des résultats encourageants pour 

les gènes de la voie de biosynthèse des lignines. L’objectif de cette étude est de posi­

tionner des étiquettes de gènes exprimés (EST) sur les cartes génétiques d 'Eucalyptus 

urophylla et E. grandis déjà existantes et de tester l’association entre leur variabi­

lité moléculaire et la variation de caractères de qualité du bois. Pour 34 EST d ’E. 

gunnii, des amorces spécifiques ont été définies, et après optimisation des conditions 

d’amplification, la détection du polymorphisme au sein des fragments exploitables 

a été réalisée par SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism). Au total, 14 

EST polymorphes ont été cartographiées et une recherche de QTL a été effectuée. 

Parmi ces EST, 8 colocalisations avec des QTL de qualité du bois ont été mises en 

évidence. Même si ces résultats demandent à être précisés (effectif plus important 

pour les analyses) et validés au niveau des populations d’amélioration, ces résultats 

sont prometteurs pour envisager une sélection assistée par marqueurs pour la qualité 

du bois.

Mots clefs : Eucalyptus, gènes candidats, QTL, SSCP, qualité du bois

ABSTRACT
Genetic mapping and quantitative trait loci (QTL) analyses for wood quality 

have been conducted within the framework of the eucalyptus breeding programme 

in Congo. Recently, a candidate gene approach has been developed and good results 

were obtained for genes involved in lignin biosynthesis. The aim of the current study 

is first to map expressed sequence tags (EST) on the genetic maps of Eucalyptus 

urophylla and E. grandis, then to test effects of the genetic variability of candidate 

genes on the wood quality trait variation. Specific primers were designed for 34 

EST of E. gunnii and after optimizing amplification conditions, the detection of 

polymorphism was realized using the Single Strand Conformation Polymorphism 

(SSCP) technic. A number of 14 EST were mapped and used for QTL analyses. 

Finally, 8 colocalisations between wood quality traits and EST were found. Even if 

these results need to be precised (analysis of larger sample) and validated by the 

study of gene effects within breeding populations, they open up new perspectives 

for markers assisted selection for wood quality.

Key words : Eucalyptus, candidate genes, QTL, SSCP, wood quality


